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SANTRUMPOS
AB — antibiotikai
AG — aminoglikozidai
AMK - amikacinas
BCG — vakcina nuo tuberkuliozés (lot. bacillus Calmette-Guérin)
CP - cikliniai peptidali
DNR - deoksiribonukleortigstis
E — etambutolis
ET - etionamidas
FQ — fluorochinolonas
INH — izoniazidas
KAN — kanamicinas
KAP - kapreomicinas
LTBI - latentiné tuberkuliozés infekcija
MDR TB — daugeliui vaisty atspari tuberkuliozé (angl. multidrug-resistant tuberculosis)
MOX - moksifloksacinas
MSK — minimali slopinanti koncentracija
NPV — neigiama prognostiné verté
OFL - ofloksacinas
PGR — polimerazes grandininé reakcija
pre-XDR TB — ypa¢ vaistams atsparios tuberkuliozés pradiné forma (angl. pre-extensively drug-
resistant tuberculosis)
PSO — Pasaulio sveikatos organizacija
PZA - pirazinamidas
R — rifampicinas
RAB - rtigsciai atsparios bakterijos
RNR - ribonukleortigstis
rRNR — ribosominé ribonukleortigstis
tRNR — transportiné (pernasos) ribonukeoriigstis
S — streptomicinas
TB — tuberkuliozé
TDR TB — visiems vaistams atspari tuberkuliozé (angl. totally drug-resistant tuberculosis)
TM — tuberkuliozés mikobakterijos
TPV — teigiama prognosting verte
TTL — Tuberkuliozés tyrimy laboratorija



VIO — viomicinas
XDR TB — ypac¢ vaistams atspari tuberkuliozé (angl. extensively drug-resistant tuberculosis)

ZIV - zmogaus imunodeficito virusas



IVADAS

Tuberkuliozé (TB) vis dar lieka viena i§ placiausiai paplitusiy ir sunkiai iSgydomy ligy
pasaulyje. Per pastaruosius 200 mety nuo TB miré 1 milijardas Zmoniy [26]. Kasmet
pavojingiausia ligos forma, atvira plau¢iy TB, suserga daugiau nei 8 mln. gyventojy. Apskaiciuota,
kad per 1 min. apytiksliai netenkama 3 gyvybiy [25]. Sparty Sios infekcinés ligos plitimg salygoja
daugelis veiksniy, svarbiausi jy yra imunosupresiné biiklé, socialinés gyvenimo salygos, vis
populiaréjanti zmoniy migracija [32, 57].

Greita ir tiksli TB diagnostika be galo svarbi siekiant uztikrinti sékmingg gydyma.
Vystantis biomedicinos mokslams, buvo sukurta ne mazai vaisty, galin¢iy i8gydyti ligg. Taciau
del netinkamo ar ne laiku nutraukto vaisty vartojimo vystosi mikobakterijy atsparumas
antimikrobiniams vaistams, kuris yra pagrindiné grésmé visuomenei [76]. VVaistams atsparios TB
plitimo priezastis yra uzdelstas ar net vélyvas jautrumo antimikrobiniams vaistams jvertinimas,
dél 1éto mikobakterijy augimo [59].

Lietuva pagal sergamumg TB yra viena pirmaujanciy Europos sgjungos Saliy [86].
Naujausiais Europos ligy prevencijos ir kontrolés centro duomenimis, miisy Salis priskiriama prie
18 Europos Saliy, kurios patenka j aukSto sergamumo TB sarasg. Daugeliui vaisty atsparios
tuberkuliozés (MDR TB) paplitimas Lietuvoje apie 6 kartus virSija Europos Saliy vidurkj. Miisy
Salis patenka tarp penkiy Europos $aliy, kuriose uzregistruota daugiau, kaip 20% ypac vaistams
atsparios tuberkuliozés (XDR TB) atvejy [90]. MDR TB ir XDR TB gydymas - labai bangus,
maziau efektyvus ir toksiskai veikiantis zmogaus organizmg [47].

Pasitelkus molekulinés biologijos zinias, atsirado galimybé in vitro greitai nustatyti
specifines tuberkuliozés mikobakterijy (TM) geny mutacijas, siejamas su atsparumu vaistui
i$sivystymu [13, 18]. Taikant greitus molekulinius tyrimus, milijonams Zmoniy visame pasaulyje
kryZzminiu atsparumu vaistams [50].

Sio darbo tikslas buvo nustatyti kryZminj atsparuma antros eilés leidziamiems vaistams
nuo TB. Kryzminio atsparumo Vaistams fenomenas sutinkamas vis dazniau, neretai lemia pilng
Kryzminj atsparuma tarp tos pacios grupés antibiotiky (AB). Tyrimas labai svarbus, siekiant
uztikrinti sékmingg MDR ir XDR TB gydyma. Nustatyta ypac¢ vaistams atsparios tuberkuliozés
pradiné forma (pre-XDR TB) yra neteisingo gydymo prognostinis zymuo. Taigi, kryZzminio
atsparumo AB nustatymas padéty klinicistams tikslingai parinkti vaista, koreguoti jo doze ir
sustabdyti vaistams atspariy padermiy plitimg [35, 50, 51].

Nepaisant didelés tyrimo praktinés reikSmés, kryzminio atsparumo vaistams mastas vis

dar nezinomas [51]. Numatytam tyrimo tikslui pasiekti buvo pasitelktas molekulinis metodas,



skirtas greitai MDR TB ir XDR TB diagnostikai, svarbiausiy, mono- ir kryzminj atsparumg AB
lemianciy geny identifikavimui. Naudota naujausia GenoType® MTBDRsI (Hain LifeScience,
Vokietija) komercinio rinkinio antroji versija. Siekiant atskleisti tyrimo galimybes, jvertinti

metodo tikslumg, gauti rezultatai palyginti su ,,auksinio standarto* metodu gautais duomenimis.



DARBO TIKSLAS IR UZDAVINIAI

Darbo tikslas: nustatyti M. tuberculosis kryzminj atsparumg injekciniams vaistams nuo

tuberkuliozés fenotipiniu ir PGR metodais.

Darbo uzdaviniai:

1. Ivertinti M. tuberculosis jautruma antros eilés injekciniams vaistams fenotipiniu metodu.

2. Nustatyti M. tuberculosis atsparumg antros eilés antibiotikams PGR metodu. vertinti PGR
metodo jautrumg ir specifiSkuma, apskai€iuoti teigiamg ir neigiamg prognostines vertes.

3. PGR metodu aptikti geny mutacijas, lemiancias atsparuma antros eilés antimikobakteriniams
vaistams.

4. Nustatyti ir jvertinti kryZminj atsparumg vaistams fenotipiniu ir PGR metodais.



I.  LITERATUROS APZVALGA

1.1. M. tuberculosis taksonomija ir klasifikacija

Tuberkuliozés (TB) sukéléjas Mycobacterium tuberculosis, 1882 m. atrastas zymaus
vokie¢iy gydytojo, mokslininko Roberto Kocho, priklauso bakterijy karalystei, aktinobakterijy
tipui, Mycobacterium genciai, kurig $iuo metu sudaro daugiau nei 170 mikobakterijy rasiy (1 pav.)
[7]. Vienos i$ jy yra patogeninés, kitos - potencialiai patogeninés zmogui ir gyviinams. Zmogui
TB sukelia M. tuberculosis ir kitos M. tuberculosis kompleksui priklausan¢ios patogeninés rasys
(M. bovis subsp. bovis, M. bovis BCG, M. africanum, M. canetii, M. bovis subsp. caprae, M.
pinnipedii, M. microtii, M. mungi, M. orygis), kurios yra panasios savo antigeninémis savybémis
ir todél vadinamos tuberkuliozés mikobakterijomis (TM) [27, 87].

Mycobacterium genciai priklauso ir netuberkuliozinés (atipinés) mikobakterijos. Didzioji
juy dauguma yra aplinkos saprofitai, tac¢iau kai kurios rasys (M. intracellulare, M. avium, M.
kansasii ir kitos) zmogui gali sukelti tick besimptomes, tiek simptomines jvairiy organy

(daZniausiai plauciy, odos, minks$tyjy audiniy) infekcijas, vadinamas mikobakteriozémis [61, 69].

Moksliné klasifikacija

Karalysté:  Bacteria

Tipas: Actinobacteria
Brys: Actinomycetales
Pobiiris: Corynebacterineae
Seima: Mycobacteriaceae
Gentis: Mvycobacterium

Klinigkai M. tuberculosis complex, M. leprae, M. avium,
reik8mingos M. intracellulare, M. kansasii, M. marinum, M. ulcerans,
risys: M. simiae, M. gordonae, M. genavense, M. szulgai,

M. scrofulaceam, M. haemophilum, M. fortuitum complex,

M. chelonae, M. abscessus, etc.

1 pav. Mikobakterijy Klasifikacija [69]
1.2. Morfologija ir struktiira

TM — gramneigiami intralgsteliniai mikroorganizmai, galintys daugintis neaktyvinty
makrofagy viduje. TM pasizymi dideliu pleomorfiskumu: dazniausiai M. tuberculosis lastelés yra
lazdelés formos (apytiksliai nuo 0,2-0,8 um plocio ir 1-10 pum ilgio), taciau priklausomai nuo
aplinkos salygy gali keisti forma ir tapti apvalios (kaip kokai) arba formuoti atSakas (ypac vaistams

atsparios formos) (2 pav.). Tai aerobiniai, neformuojantys spory, neturintys kapsulés, nejudris,



nesudarantys vakuoliy, grybams ir bakterijoms budingy savybiy turintys mikroorganizmai [7, 42,
61].
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2 pav. M. tuberculosis mikobakterijy lasteliy forma Cylio-Nilseno biidu dazytame
tepinélyje [40]

TM turi unikalios sudéties, storg lastelés sienele, kuri yra labiau hidrofobiska, nei kity

......

plazming membrang. ISorinj sluoksnj formuoja lipidai ir baltymai, vidinj - peptidoglikanas
(svarbiausias elementas, lemiantis mikobakterijy formg), arabinogalaktanas ir mikolinés raigstys.
Mikolinés rugstys — tai B hidroksilintos riebiosios riigstys, sudarytos i$ daugybés anglies atomy
(nuo 83 iki 93), jos neaptinkamos kitose bakterijose [7]. TM lastelése taip pat randami vaskai
(riebaly rtuigsciy ir alkoholio dariniai), veikiantys kaip imunologiniai adjuvantai ir sukeliantys

antikiny produkcijg prie$ svetimus antigenus [69, 81].

Arabinogalaktano
ir mikoliniy
rigicin shuoksnis

_[.

- Mikolinés riigstys

- N-acetilgliukozamino ir
N-acetilmuramo rigstys

= D-ghitamininé rigitis,
M-diaminopimeliné
ragstis, L- ir D-alanino
rigstis

Polipeptidai
Mikolinés rigstys (lipidai, glikolipidai,
peptidoglikolipidai)

Citoplazma
Citoplazminé

l h membrana

3 pav. Mikobakterijy Igstelés sienelés sandara [52]



Mikobakterijos gana placiai paplitusios gyvojoje gamtoje — jy randama Zmogaus
organizme, jvairiuose Siltakraujuose ir Saltakraujuose gyviinuose, vandenyje, dirvozemyje, ore,
augaluose. Dauguma mikobakterijy rusiy prisitaikiusios augti ant paprasto substrato, naudojant
amoniakg ar aminortigstis kaip azoto Saltinj, ir glicerolj, kaip anglies Saltinj, gautg i$ mineraliniy
drusky. Nors M. tuberculosis yra prototrofinis mikroorganizmas, sugebantis pats pasigaminti visus
pagrindinius komponentus i§ anglies ir azoto atsargy, taciau kitos mikobakterijy riiSys gali biti
heterotrofais — anglj gauna is susintetinty organiniy medziagy [7].

M. tuberculosis geba prisitaikyti prie jvairiy aplinkos veiksniy (kar$¢io, Salcio,
18dzitivimo), maisto medziagy trukumo, hipoksijos, temperaturos ir pH poky¢iy, druskingumo ir
kity stresa kelianCiy salygy. TM labai atsparios rtigStims, Sarmams, alkoholiams ir kitoms
cheminéms medziagoms [81].

Mikobakterijy augimo temperatiira varijuoja gana placiai nuo 23°C iki 50°C, ir priklauso
nuo rasies. M. tuberculosis augimui palanki 37°C temperatiira, bakterijos dalinasi labai létai —

vienos Igstelés generacijos laikas apima apie 24 valandas [39, 61, 69].
1.3. Tuberkuliozés epidemiologija

TB — tai létiné infekciné, uzkreCiama liga, kurig sukelia TM, galinti paZeisti visus
Zmogaus organus ir sistemas, ta¢iau dazniausiai pazeidzianti kvépavimo sistemag [24].

TB islicka viena labiausiai paplitusiy infekciniy ligy pasaulyje. Pasaulio sveikatos
organizacijos (PSO) duomenimis, 2016 m. pasaulyje diagnozuota ~10,4 min. TB atvejy.
Didziausias sergamumas TB (56%) nustatytas Indijoje, Indonezijoje, Kinijoje, Filipinuose,
Pakistane, Pietry¢iy Azijoje registruota ~45% TB susirgimy, Afrikoje — 25%, Ramiojo vandenyno
skalaujamose Salyse ~17%, ryty Vidurzemio zonoje — 7%, Europoje ir Amerikoje - 3% [3, 26, 42].

Ekonomiskai stipriose valstybése sergamumas TB 2016 m. sudaré maziau, kaip 10
atv./100 000 gyv. Salyse, kuriose TB atvejy skai¢ius vienas i§ didZiausiy, skaiiuojama 150-300
atv./100 000 gyv., pvz., daugiau kaip 500 atv./100 000 gyv. nustatyta Siaurés Koréjoje,
Mozambiko respublikoje, Filipinuose ir Piety Afrikoje (4 pav.) [3]. Europos sajungos $alyse ir
Europos ekonomingje zonoje 2007-2013 m. stebétas sergamumo TB mazéjimas 16,8 atv./100 000
gyv. ir 12,7 atv./100 000 gyv., atitinkamai [43]. 2016 m. pasaulyje registruota apytiksliai 6,3 min.
naujy TB atvejy, kai 2015 m. naujy atvejy buvo 6,1 mlin. [3]. Kasmet nustatoma ~1,5 mln. mirciy

nuo TB, kiekvieng minute nuo Sios ligos pasaulyje mirSta 3 Zmonés [25].
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4 pav. Sergamumas TB pasaulyje 2016 metais [3]

Stengiantis paZaboti TB plitima, taikomas gydymas antimikobakteriniais vaistais. Taciau
susiduriama su Kita aktualia problema - labai sparc¢iai plintan¢iu TM atsparumu vaistams. 2016 m.
registruota ~600 000 pacienty, kuriy TM - atsparios rifampicinui (R) arba yra nustatytas dauginis
atsparumas vaistams (MDR TB) [83].

MDR TB skai¢ius Europoje taip pat dramatiskai auga. Nuo 2011 iki 2016 m. Europos
Salyse stebétas reik§Smingas MDR TB atvejy augimas, 33-73%, atitinkamai [90]. PSO duomenimis,
daugiau nei 97% TB atvejy Ryty Europoje nustatomi kaip MDR TB. Ypatingai daug MDR TB
diagnozuojama Baltijos Salyse [20, 33]. 2016 m. nustatyta 7,6% MDR TB atvejy Latvijoje, 13,3%
- Lietuvoje, kai vidutiniSkai Europos $alyse sieké 2,4% [90]. Dar sunkiau pagydoma ypac vaistams
atspari tuberkuliozé (XDR TB) Ryty Europoje sudaro ~9% vaistams atsparios TB atvejy.
Mirtingumas nuo TB Europos sgjungos Salyse yra mazesnis, nei 1 atv./100 000 gyv. [1].

Didziulé rizika MDR TB ir XDR TB plitimui sukeliama, sergant Zmogaus imunodeficito
virusu (ZIV) [24]. ZIV infekuoti asmenys yra labai jautris TB, 0 Ryty Europa pasizymi
grei¢iausiai auganéiu ZIV infekcijy skai¢iumi visame pasaulyje. Kiti rizikos veiksniai glaudziai
siejami su socialinémis saglygomis, Zzmoniy migracija [1].

Lietuvoje TB problema yra labai aktuali. Vertinant sergamuma TB, miisy $alis - viena i§
pirmaujanc¢iy tarp Europos sgjungos Saliy. 2016 m. duomenimis, Lietuvoje per metus TB
nustatomi 49,9 TB atv./100 000 gyv., i§ viso diagnozuota 1442 TB atvejy (2015 m. nustatyti 1507
atvejai) [86, 90]. MDR TB skaicius Lietuvoje nuo 2009 m. lieka stabilus, ta¢iau iSlicka
nepriimtinai didelis. 2016 m. Lietuvoje nustatyta Siek tiek maziau MDR TB atvejy lyginant su
2015 m. duomenimis (244 ir 241 atvejy, atitinkamai) [3, 31, 86]. Salyje mirusiyjy skaigius dél
kvépavimo organy TB 2016 m. sieké 4,99 atv./100 000 gyv. [31].

11



1.4. Tuberkuliozés etiologija, patogenezé ir gydymas

Manoma, kad TM yra vienos seniausiy bakterijy grupiy zeméje, kuriy iStakos — Afrikos
zemynas. Vykstant migracijai, Sios bakterijos i$plito i kitus zemynus. D¢l spartaus plitimo XX a.
pradzioje TB tapo viena i$ pagrindiniy mirties priezas¢iy [27, 66].

TM plinta aerozoliy pagalba, oro laseliniu budu [66]. Patekusios j apatinius kvépavimo
takus yra fagocituojamos alveoliniy makrofagy. Jei TM nesunaikinamos, jas makrofagai pernesa
per alveoliy epitelj i plauciy parenchimg. Infekuotos dendritinés lastelés mikobakterijas
transportuoja j limfmazgius, ¢ia su mikobakterijomis sgveikauja T limfocitai. M. tuberculosis
antigenai pateikiami B limfocitams. Plauc¢iy parenchimoje formuojasi inkapsuliuota granuloma,
kuriai triikus, patogenai gali i$plisti po visg organizma [24, 32, 57, 61]. Visgi | svetimkiinj reaguoja
organizmo apsauginé sistema, todél TB suserga ne kiekvienas zmogus [66].

Dazniausiai (~90%) stebima latentiné tuberkuliozés infekcija (LTBI). Si buklé -
besimptomé, neuzkreciama, ligos sukéléjas yra zmogaus organizme, granulomoje, tac¢iau imuniné
sistema geba apsaugoti Seimininkg nuo patogeno. Nusilpus imunitetui, islicka didelé reaktyvacijos
grésmé (5-10% rizika). TM gali suaktyvéti, ir latentiné TB gali pereiti | aktyvig TB forma.
Didziausia grésmé pirmais, antrais metais po uzsikrétimo TM. Pasaulyje vienas tre¢dalis Zzmoniy
populiacijos turi LTBI [24, 57, 66, 89].

Epidemiologiniu pozilriu, pati pavojingiausia yra atvira plauc¢iy TB, kai suirus
granulomai, TM patenka j kvépavimo takus, ir kosint, ¢iaudint iSskiriamos j aplinkg [57].
Seimininko apsauginiai mechanizmai nepajégia kovoti su TM, jos dauginasi ir plinta. Aktyvios
TB atveju gali pasireiksti tokie simptomai kaip kar$¢iavimas, drebulys, naktinis prakaitavimas,
svorio netekimas, kosulys, skrepliavimas, atkoséjimas krauju [55, 67].

Per du deSimtmecius nuo streptomicino (S) iSradimo 1943 m. iki rifampicino (R) iSradimo
1963-aisiais i8gydyti TB buvo lengva, nes per §j laikotarpj buvo iSrasti beveik visi vaistai nuo TB.
Per tuos metus nustatyti esminiai TB gydymo principai, kurie galioja ir Siandien: 1) skiriami vaisty
deriniai, siekiant i§vengti vaistams atspariy TM susidarymo; 2) pakankamai ilga gydymo trukmé
tam, kad audiniuose biity sunaikinta M. tuberculosis, ir taip biity iSvengta recidyvy [30, 64].

Siuo metu priimta, kad TB turi biiti gydoma bent 4 vaistais, i§ kuriy nors 2 yra
pagrindiniai ir 2 — papildomi. Pagrindiniai vaistai (R, izoniazidas (INH), pirazinamidas (PZA),
etambutolis (E)) yra tie, kurie gali sunaikinti M. tuberculosis bet kurioje jy btisenoje (uzlastelines,
vidulgstelines besidauginancias ir persistuojancias (dormantines)). Papildomi vaistai
(fluorchinolony grupés, AG, CP) sustiprina pagrindiniy vaisty veikimg ir maZina atsparumo
vaistams i$sivystymo tikimybe [57, 87].

M. tuberculosis atsparumas vaistams — evoliucijos, gydymo pasekmé. Dél jgyty mutacijy
émé plisti R ir INH atsparios M. tuberculosis padermés. PSO duomenimis, globaliai atsparumas
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Siems dviem efektyviausiems AB sudaro apie 3,5% visy TB atvejy [64]. Nustacius atsparuma R ir
INH, pacientui skiriami antros eilés vaistai: fluorochinolonai (FQ), etionamidas (ET), injekciniai
aminoglikozidai (amikacinas (AMK), kanamicinas (KAN)) ir cikliniai peptidai (CP)
kapreomicinas (KAP), viomicinas (VI10)). Tokia TB forma, kai aptinkamas atsparumas R ir INH
vadinama MRD TB [7, 13]. MDR TB gydymas taikomas iki 20 ménesiy, gali apimti net 2-5 metus.
Antros eilés antimikobakteriniai vaistai pasizymi mazesniu gydymo efektyvumu, didesniu
toksiniu poveikiui zmogaus organizmui, gali sukelti kepeny, inksty disfunkcija [13]. MDR TB
gydymo sékmingumas siekia 54%. Dar sunkesné ligos forma - XDR TB, aptinkama nustacius
atsparumg R ir INH, taip pat bet kuriam i§ FQ grupés AB ir bent vienam i$ antros eilés injekciniam
vaistui  (KAN, AMK, KAP). XDR TB gydymo sékmingumas ~28%. Visiems
antimikobakteriniams vaistams atspari TB (TDR TB) yra nei$gydoma. Si ligos forma uZregistruota
Kinijoje, Afrikoje, ryty Europoje [13, 73, 79].

Labai dazna ir mirtina TB komplikacija - koinfekcija su ZIV [24]. Sergant ZIV, daznai
nustatomas sumazgjes CD4+ T limfocity kiekis, nusilpes imunitetas suteikia palankias sglygas
reaktyvuotis TM [26, 32]. R yra vienas i§ pagrindiniy AB, taikomy TB gydymo terapijoje, kuris
indukuoja vaisty metabolizmo fermentus, taip pat ir citochroma — P450 3A4. Si indukcija
sumazina antiretrovirusiniy vaisty veikima. Todél sergant ZIV, visy pirma reikia isgydyti TB, tik
pasveikus nuo TB galimas ZIV gydymas.

TB gali tapti endemine liga, nesigydantys pacientai ar nesilaikantys tam tikry sglygy
gydymo metu, tampa ligos platintojais. Nutraukus gydyma, Seimininko organizme tarpstancios

gyvybingos TM mutuoja, tampa vis atsparesnés vaistams [63].
1.5. Tuberkuliozés laboratoriné diagnostika

Norint kontroliuoti TB, svarbu anksti diagnozuoti ligg ir ja gydyti. TB diagnostika
placigja prasme apima aktyvios tuberkuliozés ir latentinés TB diagnostika. Epidemiologiniu
pozilriu pavojingi tik asmenys, sergantys atvira plau¢iy TB. Latentine TB sergantis asmuo
neplatina TM, jo izoliuoti nereikia [36].
radiologiniais poky¢iais. Gali buiti atlickami serologiniai tyrimai (QuantiFERON-TB Gold, T-Spot
TB), taciau jy patikimumas yra abejotinas [24, 57]. Kai yra budingy klinikiniy ir radiologiniy
pozymiy, TB gali biti diagnozuota remiantis: 1) mikroskopija (aptikus RAB) ir ¢éminiuose
molekuliniais diagnostikos metodais patvirtinus TM arba 2) budingais poky¢iais plauciy, pleuros
ar limfmazgio biopsin¢je medziagoje (aptikus granulomy su nekroze) arba 3) respiraciniuose

meéginiuose ar bioptate molekuliniais diagnostikos metodais patvirtinus TM. Taciau svarbiausias
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ir neabejotinas naujai diagnozuojamos TB diagnostikos Kriterijus yra i§ tiriamosios medZiagos
iSaugintos ir identifikuotos TM [36].
1.5.1. Mikrobiologiniai ir imunologiniai tyrimai

Skrepliy tepinélio mikroskopinis tyrimas buvo sukurtas daugiau nei pries 130 mety [40].
Tai auksto specifiSkumo mikrobiologinis tyrimas, kuris paremtas RAB nustatymu natyviniame
arba specialiais metodais apdoroty koncentruoty klinikiniy éminiy tepinélyje, dazytame
fluorescenciniais dazais arba Cylio-Nilseno btidu [3, 18, 59]. Dazymas fluorescenciniais dazais
diagnostikoje yra naudojamas kaip atrankinis metodas, nes dazy sudétyje esantys fluorochromai
(auraminas arba rodaminas) prisitvirtina prie mikobakterijy sienelés ir Svyti, tepinélj zitrint
liuminescenciniu mikroskopu [7, 54, 59, 63, 87]. Tepin¢lj dazant Cylio-Nilseno biidu (karbolio
fuksinu), RAB nusidazo ryskiai avietine spalva ir nepraranda jos, blukinant tepinélj rigsties
alkoholiu [40]. Vadovaujantis PSO rekomendacijomis, TB gali biiti patvirtinama gavus bent vieng
teigiamg tepinélj [3]. Taciau atsizvelgiant j santykinai nedidelj metodo jautrumg, neigiamas
mikroskopijos rezultatas neleidzia atmesti TB diagnozés. Taip pat atliekant mikroskopinj tyrima,
nejmanoma negyvybingy mikobakterijy atskirti nuo gyvy, identifikuoti jy rusj ar nustatyti
jautruma vaistams, todél butina mikobakterijas tirti kitais metodais [7].

Tradicinis TM diagnostikos metodas yra sukélé¢jo auginimas pasélyje, naudojant
standzias arba skystas mitybines terpes. Mikrobiologinis pasélio metodas daug jautresnis, nei
mikroskopija, iSaugusios ir vizualiai ar automatizuotai nustatytos TM kolonijos leidzia patvirtinti
TB diagnozg [18, 59]. Visame pasaulyje dazniausiai naudojama standi Levensteino-Jenseno terpé,
kurioje, lyginant su skysta (Bactec MGIT 960) terpe, aptinkamas mazesnis uZterSimas kitomis
bakterijomis, grybais. Standzioje terpéje TM augimas uztrunka 4-6 savaites [4, 69]. Greitesnis
augimas (apimantis 1-2 savaites) yra gaunamas TM auginant skystoje terpéje. Atliekant
mikrobiologinj pasélj dél TM, siekiant kokybisky rezultaty, biitina uztikrinti tinkama preanalizés
etapa, be to labai svarbi yra ir darbuotojy patirtis [36, 59].

Pasélyje iSaugintos TM gali buti identifikuojamos imunochromatografiniais tyrimais,
kurie paremti monokloniniy antikiny reakcija prieS M. tuberculosis komplekso bakterijy
i$skiriamus antigenus, pvz., 24 kDa baltymg - MPB64, anksti iSskiriamg antigeng ESAT-6,
baltymg CFP-10 [12, 46]. Tyrimai atliekami ant specialios nitroceliuliozinés juostelés, patalpintos
kasetéje. Teigiamas tyrimo rezultatas nustatomas, jvykus spalvinei reakcijai kontrolés ir
specifingje zonoje [59, 70]. Imobilizuoti specifiniai antiktinai prijungia méginyje esancius
antigenus. Sudaromas antigeno-antikino kompleksas, kurj fiksuoja antras, zymétas antikiinas.
Zyméti antikiinai prisihibridizave prie antigeno atpalaiduoja koloidines daleles ir matome spalvos
pokycius. Tyrimas gali bti atlickamas naudojant bakterijy kolonijas, iSaugintas tiek skystoje, tiek

standzioje terpése.
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Nepaisant auks§to imunochromatografinio tyrimo jautrumo (92,4-99,2%) ir specifiSkumo
(100%), galimi klaidingi rezultatai [21, 46]. Pasitaiko atvejy, kai paciento organizme koegzistuoja
M. tuberculosis mikobakterijos kartu su netuberkuliozinémis mikobakterijomis [52, 80]. Taip pat
galimos klaidingai neigiamos reakcijos, kai ieSkomas antigenas iSskiriamas neintensyviali,
jmanoma ieSkomo antigeno mutacija [46, 70].

Isaiskinus naujus TB atvejus, po nesékmingo gydymo ar TB atkri¢io atveju, atliekamas
M. tuberculosis jautrumo vaistams tyrimas. Tyrimu siekiama iSsiaiskinti, ar TM yra jautrios
pirmos eilés ir antros eilés antimikobakteriniams vaistams. Atsparumas AB jvertinamas, auginant
TM kultiras standziose ir skystose terpése, kuriose yra minimali slopinanti AB koncentracija
(MSK) [68]. Siuo metu yra pla¢iai naudojamas visidkai automatizuotas, neradiometrinis,
neinvazinis, jautrumo vaistams tyrimas Bactec MGIT 960 sistema (Becton Dickinson
Microbiology System, Sparks, MD, USA). MGIT mégintuvélio dugne yra silikone patalpintas
fluorescencinis Zymuo, Kuris detektuoja deguonies suvartojimg, 0 rezultatai stebimi,
mégintuvélius ap$vietus UV §viesa. Siuo tyrimu uztikrinamas aukstas biosaugumo ir Zemas
uztersimo kitomis bakterijomis lygis. Tyrimas laikomas ,,auksiniu standartu®, nustatant TM
jautruma vaistams skystoje terpéje [65].

LTBI diagnostikoje TM aptikimui naudojami 2 imunologiniai tyrimai: odos tuberkulino
tyrimas (Mantoux tyrimas) ir interferono y nustatymas zmogaus kraujyje. Abu tyrimai paremti
atmintj turinéiy imuniniy lgsteliy (T limfocity) atsaku [54]. Odos tuberkulino tyrimas pirma karta
atliktas 1890 metais. Jo metu po paciento epidermio sluoksniu, suleidziama baltymy derivato
injekcija. Injekcijos sudétyje yra M. tuberculosis, M. bovis ir kity netuberkulioziniy bakterijy
antigeny misinys. Jei pacientas buvo susidiirgs su atitinkamu antigenu, tai jo organizme yra
sensibilizuoty limfocity, per 48-72h sukeliama IV tipo hiperjautrumo reakcija, injekcijos vietoje —
T limfocity infiltracija, stebimas paraudimas, patinimas [21, 24, 57, 87]. Klaidingai teigiamg
reakcijg gali sukelti netuberkuliozinés bakterijos, taip pat neseniai suleista BCG vakcina.
Klaidingai neigiama reakcija galima esant imunosupresinei paciento buiklei [24, 58].

Kitas 2000 m. sukurtas metodas paremtas T limfocity i$skiriamo citokino, interferono v,
matavimu kraujo méginyje - Quatiferon TB Gold testas. Lyginant su odos tuberkulino tyrimu,
interferono y tyrimo jautrumas siekia 81-88%, tuberkulino testo — 70%. Nepaisant geresnio
jautrumo, tyrimas brangus, reikalaujantis specialios jrangos. Taigi, abu metodai, skirti nustatyti

LTBI, turi trikumy, nepakankamas tyrimy jautrumas [57].
1.5.2. Molekuliniai tyrimai
Molekuliniai mikobakterijy aptikimo metodai yra pranasesni TB diagnozuoti, nes yra

greitesni, jautrs ir specifiski, gerai standartizuoti ir reikalauja mazesnés biologinés saugos [9, 21,
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59, 84].

Molekuliniais diagnostikos metodais galima labai greitai (iki 48 val.) aptikti M.
tuberculosis kompleksa, identifikuoti kompleksui priklausanéias mikobakterijy rasis, nustatyti
daugel; kliniskai svarbiy ne tuberkuliozés mikobakterijy rusiy bei istirti TM padermiy atsparuma
R (arba R ir INH kartu), FQ bei leidziamiems II eilés vaistams (KAN, AMK ir KAP) [13, 30].

Molekuliniai mikobakterijy diagnostikos metodai yra grindziami bakterijy nukleortigsciy
i§skyrimu 1§ grynos TM kulturos ar tiesiogiai i$ tiriamosios medziagos (pvz., skrepliy) ir specifisko
M. tuberculosis geno (-y), siejamo (-y) su atsparumu vaistui i§sivystymu, aptikimu [68].

Vadovaujantis PSO rekomendacijomis, greitai MDR-TB diagnostikai sitiloma naudoti
komercinj Xpert MTB/RIF® molekulinj tyrimg (Cephied, JAV), kuriuo galima labai greitai
identifikuoti M. tuberculosis kompleksa ir nustatyti atsparuma R. Sis tyrimas pasizymi labai aukstu
jautrumu ir specifiSkumu, yra visiskai automatizuotas, veikimo principas paremtas tikro laiko PGR
[3,9, 18, 59, 74].

PSO taip pat rekomenduoja naudoti GenoType® MTBDRplius ir GenoType® MTBDRsl|
VER2.0 komercinius rinkinius (Hain LifeScience, Vokietija), kuriais galima identifikuoti M.
tuberculosis komplekso riisis, nustatyti pacias dazniausias geny mutacijas, lemiancias atsparumag
R ir INH (GenoType® MTBDRplius) ir FQ, AG ir CP. Metodo principas yra grindziamas
specifiniy mikobakterijos laukinio tipo ir mutavusiy geny (zinomy mutacijy) DNR pagausinimu ir
PGR produkty atvirkstiné hibridizacija ant nitroceliulioziniy juosteliy. Atsparumas AB
nustatomas, kai atvirkstine hibridizacija nevyksta viename ar keliuose laukinio tipo genuose. Vis
délto, molekuliniais metodais neaptikus geny mutacijy, negalima atmesti atsparumo vaistams
galimybés, nes dar ne visos su atsparumu AB siejamos mutacijos yra zinomos [9, 13, 21, 59].

Yra nustatyta, kad TM atsparumas vaistui gali baiti zemo lygio (angl. low level). Tai
reiSkia, kad tiriant atsparuma vaistui fenotipiniu metodu, jis nebus nustatytas (t.y. iStirta fenotipiniu
metodu TM bus jautri vaistui), taciau genotipiniu metodu Zema atsparumga vaistui galima aptikti.
Taigi, tikslus atsparumo vaistui nustatymas yra labai svarbus, taikant teisingg ligos gydyma.
Pavyzdziui, fenotipiniu metodu galima nenustatyti zemo lygio atsparumo KAN, taciau naudojant
GenoType® MTBDRsl VER2.0 tyrimg, galima aptikti Zemo lygio atsparumg KAN, jvykus eis

geno promotoriaus mutacijai [9].
1.6. M. tuberculosis genomas

DNR sekoskaita yra ypatingai nasus ir informatyvus mikobakterijy tyrimo metodas. Sio
metodo panaudojimas leido geriau suprasti globaling TM jvairove ir genetine strukttirg [15, 17].
Pirmga karta M. tuberculosis (dazniausiai laboratorijoje naudojamos referentinés vaistams

jautrios padermés H37Rv) genomo sekoskaita buvo atlikta 1998 m. Sio metodo pagalba yra
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nustatyta, kad M. tuberculosis genomas sudarytas i$ vienos ziedinés chromosomos, kuri talpina
4,4 x 10° (4411529 bp) baziy pory ir koduoja apytiksliai 4000 geny [16, 26, 27, 42, 56, 67]. Tai
vienas i§ didziausiy sekvenuoty bakterijy genomy (antrasis sekvenuotas po E.coli). Iniciacijos
kodonas dnaA gene - oriC sritis, pradinis taSkas, kuriame prasideda genomo replikacija. M.
tuberculosis (H37Rv) genomas haploidinis, jame daug pasikartojan¢ios DNR, daZnai natyvinéje
sekoje jsiterpia ektopiné seka [15, 16]. Aptinkamas didelis kiekis geny, koduojanciy fermentus.
Manoma, kad fermentai ir riebaly riigStys suteikia mikobakterijoms galimybes augti infekuoto
Seimininko audiniuose. Apytiksliai 200 geny koduoja fermentus, kurie siejami su riebaly rigsciy
metabolizmu, 100 geny - svarbis riebaly rugs¢iy p oksidacijai [14]. Funkcionalig, stabiliag RNR
genome koduoja 50 geny, molekulés produkuojamos 3 vietose unikalaus ribosomy RNR operono.
Genai, koduojantys tRNR, apima 43 kodonus, iSsibarst¢ po visa genomg. Nustatyti 3924
struktiiriniai genai (koduojantys baltymus), kurie apima ~91% visos koduojamos DNR [16]. Tam
tikrose srityse guanino ir citozino nukleotidai (G+C) sudaro 65,6%, aptinkama zony, kuriose §i
nukleotidy kombinacija labai dazna (>80%). Polimorfinés guanino ir citozino sekos sudaro atskirg
Seimg (PGRSs). Trys genai (dnaB, recA ir Rv1461) apima baltymy intronus. Apskai¢iuotas geny
tankumas - vienas genas per 1.1 kb [14]. Nustatytos SeSiolika kopijy misriy inserciniy seky
(1S6110) ir Sesios stabilesnés (IS1081) sekos H37Rv genome. Atlikus detalig genomo seky analize
rasti ir kiti miSris intarpai. Dazniausiai sekos jsiterpusios tarp geny, nekoduojamoje srityje, Salia
tRNR geny [16].

M. tuberculosis genome aptikti dviejy profagy genai (phiRvl ir phiRv2), kurie
perduodami horizontaliai. Jie svarblis mikobakterijy genomo virulentiskumo, kintamumo,
evoliucionavimo steb&jimuose. Kai kurie profagy genai siejami su mikobakterijy adaptacija tam
tikrose ekologinése nisose [14, 23]. Abu profagy elementai (phiRv1 ir phiRv2) yra ~10 kb ilgio.
Profago genas phiRvl siejamas su distalinio geno (bio) raiSka, kuri svarbi geny mutacijy
atsiradimui [16].

Mikobakterijy genome aptinkamos sekos, koduojancios glicino aminoriigstis (PE, Pro-
Glu ir PPE, Pro-Pro-Glu), jos nustatomos terminaliniuose N regionuose. PE ir PPE sritys koduoja
110 ir 180 aminoriigsciy, atitinkamai. PE ir PPE funkcija dar néra iSaiskinta, mokslininkai sukiiré
hipotezg, jog kai kurie $iy seky koduojami baltymai svarbis antigeny kintamume [14, 26, 34, 75].

M. tuberculosis genome, kaip ir kituose mikroorganizmuose, aptinkami transkripcija
reguliuojantys baltymai, genome nustatyta 13 sigma baltymy, kurie prisijunge prie RNR
polimerazés uztikrina transkripcijos specifiSkuma. Aptikti ir kiti 22 genai, reguliuojantys
transkripcijos procesa, i§ jy 13 geny siejami su atsako j impulsg reguliavimu. Tai dazniausiai

transkripcija reguliuojantys baltymai, kurie yra indukuojami kintanc¢iy aplinkos veiksniy [14].
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1.7. M. tuberculosis atsparumas vaistams ir jj lemiantys genai

M. tuberculosis, skirtingai nuo kity bakterijy, kurios naudoja perneSamus genomo
elementus (plazmides ir transpozonus) atsparumo vaistams perdavimui tarp jvairiy bakterijy,
atsparumg vaistams jgyja iSimtinai dél genuose de novo atsirandanéiy mutacijy selektyvios
bakterijy atrankos metu, t.y. vartojant vaistus nuo TB. Yra nustatyta, kad genetinj atsparumg
vaistams lemia taSkinés, spontaniSkai jvykstancios geny mutacijos, modifikuojancios vaisto taikinj
(pvz., pakeiCiant bakterijos RNR polimerazg, kuri i§vengia R veikimo) arba fermenta, verciantj
vaistg ] aktyvig jo forma (pakitusi bakterijos katalazé, kuri neaktyvina INH) [13, 30, 71].

Dabartiniu metu yra identifikuota daugiau nei 30 skirtingy geny, asocijuoty su atsparumu
tam tikriems vaistams nuo TB. Geriausiai iStyrinéti yra rpoB, katG, inhA, pncA, rrs, gyrA, gyrB
genai, veikiantys per vaisto taikinio modifikacijg ar sukeliant geno hiperraiska ir taip sumazinant
vaisto aktyvuma arba jo netenkant [13].

Atsparumg R nulemia mutacija, jvykusi RNR polimerazés  subvieneta koduojanciame
rpoB gene. Provaistui INH atsparuma salygoja du mechanizmai: sutrikusi vaisto aktyvacija, jvykus
mutacijai TM fermentg koduojanc¢iame katG gene ir padidéjusi vaisto taikinio raiska ar atsiradusi
taikinj koduojancio inhA geno modifikacija. PZA veikimui, taip pat bitinas jj aktyvinantis TM
fermentas — pirazinamidazé, koduojamas pncA geno. Biitent Siame gene jvykusios mutacijos —
pagrindinis atsparumo PZA mechanizmas. Aminoglikozidy (AMK, KAN, KAP) taikinys yra rrs
geno koduojama 16S rRNR, TM atsparumg aminoglikozidams salygoja, dél mutacijy jvykusi
vaisto taikinio modifikacija. FQ grupés vaistai veikia DNR giraze, kurig koduoja gyrA ir gyrB
genai. DazZniausiai atsparumg lemian¢ios mutacijos nustatomas gyrA gene [6, 13, 28, 48].

Kryzminis atsparumas vaistams — jgytas procesas, kai vienam AB atspari TM padermé,
kartu tampa atspari keliems arba visiems tos pacios grupés antibiotikams. Kryzmiskai atsparios
padermés yra didziulis is$tkis TB gydyme. Sis atsparumas iSsivysto, dél AB struktiirinio
panaSumo ir vienodo vaisto taikinio, kuriame jvyksta taskiné mutacija. Naujy molekulinés
biologijos metody déka atsirado galimybé nustatyti TM genome mutacijas, siejamas su kryzminiu
atsparumu keliems vaistams [61].

R atsparios padermeés, dél jvykusios vaisto taikinio mutacijos tampa kryzmiskai atsparios
rifabutinui, rifalazilui. TM atsparios INH pasizymi mutacijomis inhA gene, kurios lemia kryzminj
atsparumg panas$ios struktiiros vaistui etionamidui (ET) [60]. KryZminio atsparumo fenomenas
aptinkamas ir tarp antros eilés leidziamy vaisty. OFL yra plataus spektro vaistas, vartojamas jvairiy
infekcijy ir TB gydyme. Dél dazno Sio vaisto vartojimo plinta OFL atsparios TM padermés, 0
kryzminis atsparumas pastebimas tarp FQ grupés AB OFL, levofloksacino, moksifloksacino
(MOX) ir gatifloksacino [51]. Rrs geno (A1401G) mutacija, jvykusi 16S rRNR, siejama su
kryZminiu atsparumu tarp aminoglikozidy (AMK, KAN) ir ciklinio peptido (KAP). KryZminis
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atsparumas tarp Siy vaiSty gana daznas, 70-80% KAP atspariy padermiy turi A1401G mutacija.
Kitos mutacijos (G1484T, C517T, A514C) taip pat gali sukelti mono- ar kryzminj atsparuma tarp
aminoglikozidy [35, 50, 61]. Tarp cikliniy peptidy KAP ir VIO yra nustatytas pilnas kryzminis
atsparumas. Sie vaistai yra labai panasios struktiiros ir jungiasi prie abiejy rRNR subvienety [60].

Naujausiuose literatiros Saltiniuose teigiama, kad kryzminj atsparumg tarp
aminoglikozidy gali suketi mutacija G133C, jvykusi iSmetimo pompa koduojanciuose genuose.
Mutacija iSmetimo pompos (WhiB7) transkripcijos aktyvatoriuje sukelia eis ir tap geny raiska ir
lemia Zemo lygio atsparumg KAN ir S. Nors atrandama vis daugiau mutacijy, siejamy su
kryzminiu atsparumu keliems to pacios grupés AB, tenka pripazinti, jog ne visi atsparumo
mechanizmai visiskai aiskas [50, 61].

M. tuberculosis atsparumg vaistams gali lemti ir toks reiskinys Kkaip
heterorezistentiskumas, arba paciento “superinfekcija” TM. Siuo terminu apibiidinama tokia
paciento busena, kuomet TB serganio paciento organizme koegzistuoja keletas TM
subpopuliacijy, kuriy jautrumas antibiotikams skiriasi, t.y. vienu metu pasé¢lyje auga vaistams
jautrios ir vaistams atsparios M. tuberculosis mikobakterijos [9, 19, 89]. Sis reiskinys yra siejamas
su netinkamu TB gydymu. Per anksti nutraukus gydyma, nesunaikintos mikobakterijos tampa
atsparios vaistams nuo TB [17, 38]. Nustatyta, kad tokie veiksniai kaip lytis, amzius, TB tipas, TB
gydymo istorija néra statistiSkai reikSmingi ir nesiejami su heterorezistentiSkumu [32].
HeterorezistentiSkumg galima aptikti atlieckant molekulinius tyrimus [9]. Taciau atliekant
nukleortig§¢iy pagausinimg galimi ir klaidingai teigiami rezultatai dél jvykusio méginio uzter§imo
[19].
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Il.  TYRIMO MEDZIAGA IR METODAI

2.1.  Tyrimo objektas ir etapali

Tyrimui buvo naudotos M. tuberculosis kultiiros, iSaugintos standzioje ar skystoje
mitybingje terpéje i§ plauc¢iy TB serganciy pacienty skrepliy, bronchoalveolinio lavazo (BAL)
skyscio, aspirato ar pooperacinés medziagos éminiy. Tyrimas buvo vykdomas nuo 2017 m. vasario
ménesio iki — 2017 m. lapkri¢io ménesio VS| Vilniaus universiteto ligoninés Santaros kliniky
Laboratorinés medicinos centro Tuberkuliozés tyrimy laboratorijoje (TTL). IS viso istirtos 83 M.
tuberculosis kultiros.

M. tuberculosis atsparumas antros cilés antibiotikams FQ (OFL ir MOX) ir AG/CP
(AMK, KAN, KAP ir VIO) nustatytas PGR metodu, naudojant GenoType® MTBDRsl VER 2.0
komercinj rinkinj. Tyrimas buvo atlickamas trimis etapais: 1) i§ kultlros iSskirta genomine
bakterijy DNR; 2) atlieckamas DNR pagausinimas su biotinizuotais pradmenimis; 3) pagausinti
DNR produktai hibridizuoti su specifiniais Zymenimis. PGR metodu gauti duomenys palyginti su
fenotipiniais jautrumo antros eilés vaistams tyrimy rezultatais (OFL, AMK, KAN, KAP),
jvertintas kryzminis atsparumas Vaistams. Fenotipinius jautrumo vaistams tyrimus atliko ir

jvertino TTL darbuotojai, vadovaujantis laboratorijoje patvirtintu protokolu.

2.2. M. tuberculosis fenotipinio jautrumo antros eilés injekciniams vaistams nustatymas
Bactec MGIT 960 sistema

Fenotipiniai jautrumo antros eilés injekciniams vaistams tyrimai atlikti visiskai
automatizuota mikobakterijy kultivavimo sistema Bactec MGIT 960 (Becton Dickinson, JAV).
Tyrimo metodas paremtas fluorometrine technologija, kuri pasizymi auks$tu jautrumu, nustatant
deguonies sunaudojima skystoje Bactec MGIT terpéje. Mégintuvélio dugne patalpintas silikonas,
kuriame jterptas fluorescencinis, jautrus iStirpusiam deguonies kiekiui junginys (indikatorius - tris
4,7 - difenil-1, 10 fenantrolino rutenio chlorido pentahidratas). Indikatoriy slopina deguonis, nes
augant TM, deguonies kiekis mazéja ir fluorescencinis junginys nebeslopinamas, UV §viesoje
stebimas fluorescencinis §vytéjimas, kurj fiksuoja detektorius. Tyrimas atlieckamas dviem etapais:
1) bakterijy kultiiros suspensija sé¢jama j skystg terpe su papildais ir tiriamu AB ir be jo (kontrolé);
2) mégintuvéliai dedami j Bactec MGIT 960 analizatoriy ir inkubuojami 37°C temperatiiroje.

Fluorescencijos intensyvumg detektorius fiksuoja kas 60 min., jautrumas vaistui
lyginamas su neigiama kontrole, kurioje néra AB. Patikimas rezultatas nustatomas kontroliniame
méginyje pasiekus augimo lygmenj (angl. growth unit) 400 ar daugiau per 21 diena. Atsizvelgiant
1 kontrolg, tiriamajame méginyje SU AB nustacius zemesnj kaip 100 augimo lygmenj, laikoma, kad

TM kulttra yra jautri vaistui, didesnis rezultatas sicjamas su mikobakterijy atsparumu.
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2.3. M. tuberculosis atsparumo antros eilés vaistams nustatymas PGR metodu

2.3.1. DNR isskyrimas
Genominés M. tuberculosis DNR isskyrimas buvo atlickamas TTL bakteriologiniy

tyrimy patalpose, grieztai laikantis biologinés darby saugos reikalavimy. Darbui reikalinga jranga
ir priemonés pateikti 1 lenteléje.
1 lentelé. DNR i$skyrimui atlikti reikalinga jranga ir priemonés

Priemonés pavadinimas

Biologinés saugos spinta su HEPA filtru

Kaitintuvas (sauso kar$cio termoblokas)

Laboratoriné centrifuga

Purtyklé

Absorbuojantis popierius

Atlieky konteineris

Dozatoriai 10-100 pl ttriams

DNR i§skyrimo rinkinys GenoLyse® VER 1.0

Laikmatis

Sterilios 1 pl kilpelés

Sterilios 3 ml Pastero pipetés

Sterilis 1,5 ml talpos centrifuginiai mégintuvéliai

Stovelis mégintuvéliams

Tuberkulocidinis dezifektantas

Vienkartinés apsaugos priemonés (pirsStinés, chalatas,

kepuraité, 3M respiratorius su HEPA filtru)

Vienkartiniai steriltis 2-120 pl antgaliai su filtru

DNR isskyrimas buvo atliktas i§ grynoje kulttiroje iSauginty M. tuberculosis padermiy,
naudojant ,,GenoLyse® VER 1.0 Kit for Extraction of Bacterial DNA“ (Hain LifeScience,
Vokietija, Kat. Nr. IFU-51610-08) DNR isskyrimo rinkinj ir vadovaujantis gamintojo pateiktomis

rekomendacijomis. Rinkinio sudétis pateikta 2 lenteléje.

2 lentelé. ,,GenoLyse® VER 1.0 Kit for Extraction of Bacterial DNA* rinkinio sudétis

Rinkinio komponentai Kiekis rinkinyje
Lizés buferis (A-LYS) 12 ml
Neutralizacijos buferis (A-NB) 12 mi
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2.3.1.1. Bakterijy genominés DNR i$skyrimo eiga
1. I 1,5 ml sterily centrifugavimo mégintuvelj Pastero pipete perkeliama 1 ml skystoje (Bactec
MGIT 960) terp¢je iSaugusios bakterijy kulttiros ir centrifuguojama 15 min. 10 000 x g. kambario
temperatiiroje. Susidares skystos terpés centrifugatas nupilamas.
2. Jei DNR iSskyrimas atliekamas i$ standzioje (Levensteino-Jenseno) terpéje iSaugusios
kulttiros, ] mégintuvélj perkeliamos 1-2 M. tuberculosis kolonijos.
3. Abiem atvejais pridedama 100 pl lizés buferinio tirpalo (A-LYS), mégintuvélis supurtomas,
inkubuojamas kaitintuve 5 min. 95 °C temperatiroje.
4. Nutraukus kaitinima, j lizatg pilama 100 pul neutralizacijos buferio tirpalo (A-NB),
meégintuvélis supurtomas.
5. Centrifiiguojama 5 min. 16 000 x g kambario temperatiiroje.
6. Supernatantas perkeliamas j sterily 1,5 ml talpos centrifuginj mégintuvélj. ki PGR tyrimo
1§skirta bakteriné DNR laikoma nuo +4 °C iki -20 °C temperatiiroje.
2.3.2. Polimerazés grandininé reakcija

Polimerazés grandininé reakcija (PGR) buvo atliekama TTL molekuliniy tyrimy

patalpose. PGR reakcijai atlikti buvo naudojami GenoType® MTBDRsl VER 2.0 rinkinio

reagentai, kuriy sudétis nurodyta 3 lenteléje. Darbas vykdytas pagal gamintojo nurodymus.

3 lentelé. PGR reakcijai reikalingi reagentai ir jy sudétis

. . Kiekis
PGR reakcijos reagentai -
rinkinyje
Amplifikacijos misinys A (AM-A)
0,15 ml
Sudétis: buferis, nukleotidai, Taq polimeraze
Amplifikacijos miSinys B (AM-B)
0,53 ml

Sudétis: druskos, specifiniai pradmenys, dazas (violetinés spalvos)

2.3.2.1. PGR miSinio paruoSimas ir reakcijos vykdymas

1. PGR reikalingi reagentai ir DNR meéginiai iSimami i§ Saldiklio ir atSildomi iki kambario
temperatiiros, sumaiSomi supurtant ir trumpai centrifuguojami.

2. PGR miS8inys ruoSiamas steriliomis sglygomis PGR kambaryje. Prie§ pradedant darba,
laminariné spinta apSvitinama UV Sviesa, o darbo vieta iSvaloma 1% hipochlorito tirpalu.
Reakcijos miSinys ruoSiamas steriliame 1,5 ml mégintuvélyje.

3. PGR miSiniui reikalingy komponenty kiekis apskai¢iuojamas, atsizvelgiant j visy tiriamyjy
DNR meéginiy ir kontroliy skai¢iy. PGR miSinio komponenty kiekiai vienam méginiui iStirti

sudaro:
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e pradmenys ir nukleotidy miSinys (35 ul),
e PGR buferis (5 ul),

e MgCl2 (2 pl),

e H2O (2,8 pl),

e Taq polimerazé (0,2 pl).

4. Vartotojy patogumui visi PGR misinio komponentai yra AM-A ir AM-B mégintuvélivose. PGR
miSinys vienam méginiui paruoSiamas paimant 10 pl AM-A miSinio ir 35 ul AM-B miSinio.

5. Paruostas PGR miSinys iSpilstomas po 45 ul § PGR mégintuvélius.

6. Siekiant iSvengti uzterSimo, mikobakterijy DNR jneSimas j PGR misin; vykdomas DNR
kambaryje. | kiekvieng mégintuvélj, jpilama po 5 pl tiriamosios DNR. Bendras reakcijos tiiris
yra 50 pl.

7. Siekiant uZtikrinti tyrimo kokybe, atlieckama neigiama pagausinimo kontrolé, kuri paruosiama
ipylus 5 pl vandens be RNaziy i PGR meégintuvélj su paruostu PGR miSiniu.

8. PGR mégintuveliai perneSami j hibridizacijy kambarj, kuriame atlieckamas DNR pagausinimas.
Meégintuvéliai sudedami j termociklerj SensoQuest GmbH (gamintojas, Vokietija), kur
vykdoma PGR, 4 lenteléje nurodytomis sglygomis. PGR produktai gali biti laikomi nuo +8 °C
iki -20 °C temperatiiroje.

4 lentel¢. PGR vykdymo salygos

5 Reakcijos Cikly
Zingsniai Temperatura
trukmé skaiCius
1 15 min. 95°C 1 ciklas
2 30 sek. 95°C
) 10 cikly
3 2 min. 65°C
4 25 sek. 95°C
5 40 sek. 50°C 20 cikly
6 40 sek. 70°C
7 8 min. 70°C 1 ciklas

2.3.3. PGR produkty atvirkstiné hibridizacija su specifiniais Zymenimis
PGR produkty atvirkstinei hibridizacijai atlikti buvo naudojami GenoType® MTBDRsl
VER 2.0 rinkinio reagentai, kuriy sudétis pateikta 5 lenteléje.
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5 lentelé. Atvirkstinei hibridizacijai reikalingi reagentai ir jy sudétis

Hibridizacijos reakcijos rinkinio komponentai Kekis
rinkinyje
Nitroceliuliozinés juostelés (STRIPS), padengtos specifiniais Zymenimis 12 vnt.
Denatiiravimo tirpalas (DEN), dazytas (mélynos spalvos), <2% NaOH 0,3ml
Hibridizacijos buferis (HYB), dazytas (Zalios spalvos), 8-10% anijoninés kilmés o
medz.
Plovimo tirpalas (STR), dazytas (raudonos spalvos), >25% ketvirtiniy amonio o
junginiy, <1% anijoninés kilmés medz.
Skalavimo tirpalas (RIN), buferis, <1% NaCl, <1% anijoninés kilmés medz. 50 ml
Koncentruotas konjugatas (CON-C), dazytas (oranzinés spalvos) streptavidinu 0.2 ml
konjuguota Sarminé fosfatazé
Konjugato buferis (CON-D)
20 ml

buferis, <1% blokuojantys reagentai, <1% NaCl

Koncentruotas substratas (SUB-C)

<70% dimetilsulfoksidas, <10% 4-nitrotetrazolio chloridas, <10% 5-brom-4- 0,2 ml
chlor-3-indolilfosfatas

Substrato buferis (SUB-D)

. 20 ml
buferis, <1% MgCl,, <1% NaCl
Vertinimo lapas 1 vnt.
Plokstelé hibridizacijai 1 vnt.

AtvirkStinei hibridizacijai naudojama jranga ir papildomos priemonés nurodytos 6

lentel¢je.

6 lentelé. Tyrimui atlikti reikalinga papildoma jranga ir vienkartinés priemonés
Priemonés pavadinimas
Termopurtyklée TwinCubator
Absorbuojantis popierius
Atlieky konteineris
Aliuminio folija
Dozatoriai 10, 20, 200 ir 1000 pl tiiriams
Laikmatis
PGR mégintuvéliai, be DNaziy ir RNaziy
Pincetas

Sterilais 20, 200 ir 1000 pl dozatoriy antgaliai su filtru
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GenoType® MTBDRs| VER 2.0 rinkinio metodas pagrjstas DNA-STRIP® technologija.
Naudojant biotinizuotus pradmenis padauginama genominé DNR, kuri chemiskai denatiiruojama,
jei susidariusi viengrandé DNR yra specifiSka ant nitroceliuliozinés juostelés imobilizuotam
zondui, jvyksta DNR jungimasis komplimentarumo principu. Nespecifiné viengrandé DNR yra
pasalinama plovimy metu. D¢l aukSto afinineto biotinui prie specifinés DNR prijungiamas
fermentas Sarminé fosfatazé, konjuguota su streptavidinu. Jpilus substrato, stebima spalviné
reakcija, kuri jrodo jvykusig hibridizacija.

Siuo rinkiniu nustatomos mutacijos M. tuberculosis kompleksui priklausanéiy
mikobakterijy (M. tuberculosis, M. africanum, M. bovis subsp. bovis, M. bovis subsp. caprae, M.
bovis BCG, M. microti, M. canettii ir M. pinnipedii) genuose, siejamos su atsparumo issivystymu.
Atsparumas FQ (OFL ir MOX) nustatomas pagal pacias reikSmingiausias mutacijas gyrA ir gyrB
genuose (koduojanciuose atitinkamus DNR girazés A ir B subvienetus). Atsparumas AG/CP
nustatomas pagal 16S rRNR, rrs gene esandias mutacijas. Zemo lygio atsparumas KAN
nustatomas pagal eis geno (koduojancio acetiltransferaze Eis) mutacijas promotoriaus srityje.

2.3.3.1. Atvirkstinés hibridizacijos su specifiniais zymenimis eiga

Atvirk$tine hibridizacija paremta plovimo ir purtymo etapais. Prie§ darbg reagentai
atSildomi iki kambario temperattiros.

1. Jkiekvieng naudojamg plokstelés hibridizacijai lovelio kampg jpilama po 20 pl denatiiravimo
tirpalo (DEN). | DEN tirpalg jpilama 20 pl pagausinto PGR produkto, atsargiai pipetuojant
sumaiSoma ir inkubuojama kambario temperatiiroje termopurtykléje 5 minutes (nustatoma
programa P1S8 — be kratymo).

2. | kiekvieng méginio lovelj jpilama 1 ml paSildyto hibridizacijos buferio (HYB). Plokstelé
atsargiai judinama kol tirpalo spalva tampa homogeniska. Naudojant pinceta, i kiekvieng
lovelj jdedama nitroceliuliozing juostelé.

3. Plokstelé inkubuojama termopurtykléje 30 min. 45°C temperatiiroje, programa - P1S1.

4. Pastero pipetéemis hibridizacijos buferis visiSkai i$siurbiamas i§ loveliy. | kiekvieng lovelj
ipilama 1 ml plovimo tirpalo STR ir inkubuojama termopurtykléje 15 min. 45°C temperatiiroje
su kratymu, programa - P1S2.

5. Ruos$iami konjugato ir substrato tirpalai (CON ir SUB tirpalai). Koncentratai (CON-C ir SUB-
C) atskiedziami santykiu 1:100 su atitinkamu buferiu (CON-D ir SUB-D), mazZesnis kiekis
pilamas  didesnj. Substrato tirpalas turi biiti apsaugotas nuo tiesioginiy saulés spinduliy, todél

pries§ ruoSiant tirpalg mégintuvélis padengiamas aliuminio folija.
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6. Po inkubacijos i$ hibridizacijos plokstelés iSpilamas STR tirpalas. Skysc¢io likuciai pasalinami
apversta padékla Svelniai purtant j absorbuojantj popieriy. Si procedira taikoma visiems
kitiems plovimo etapams.

7. Juostelés plaunamos 1 ml skalavimo skys¢iu RIN ir inkubuojamos termopurtykléje 1 min.,
programa - P1S3. Po inkubacijos RIN buferis iSpilamas j atlieky konteiner;.

8. Ant kiekvienos juostelés pilama po 1 ml atskiesto konjugato tirpalo ir inkubuojama 30 min.
purtant, programa - P1S4.

9. Pasalinamas tirpalas, juostelés plaunamos uzpylus po 1 ml RIN tirpalo termopurtykléje 1 min.,
programa — P1S5.

10. PasSalinamas tirpalas, juostelés plaunamos uzpylus po 1 ml RIN tirpalo termopurtykléje 1 min.,
programa — P1S6.

11. Pasalinamas tirpalas ir juostelés plaunamos uzpylus po 1 ml dist. H20 termopurtykléje 1 min.,
programa - P1S7. Vanduo nupilamas ir jsitikinama, jog neliko skysc¢io pédsaky.

12.] kiekvieng lovelj su juostele jpilama po 1 ml atskiesto SUB tirpalo ir inkubuojama
termopurtykléje nepurtant ir uzdengus folijos lakstu (saugant nuo tiesioginés saulés $viesos),
programa — P1S8. Inkubacijos trukme priklauso nuo tyrimo salygy, substrato inkubacija gali
trukti nuo 3 iki 20 min. Juostelés turi biity aiSkiai matomos, taciau per ilga inkubacijos trukmé
gali lemti klaidingg rezultaty interpretacija.

13. Reakcija stabdoma 2 kartus nuskalaujant juosteles distiliuotu vandeniu.

14. Pincetu juosteles iSimamos, iSdZiovinamos tarp dviejy absorbuojancio popieriaus lapy.

2.4. Atvirkstinés hibridizacijos rezultaty vertinimas ir interpretacija

Rezultatai fiksuojami specialiame tyrimy protokolo lape, kuris yra kiekviename reagenty

rinkinyje arba gali biiti atsisiun¢iamas i§ gamintojo Siuo adresu: http://www.hain-

lifescience.de/uploadfiles/file/produkte/mikrobiologie/mykobakterien/mtbdrsl evaluation.pdf.

Juostelés atitinkamai priklijuojamos tyrimy registracijos lape nustatytuose laukeliuose ir
saugomos nuo tiesioginio Sviesos poveikio, kad neisblukty. Kiekviena juostelé turi 27 reakcijos

zonas (5 pav.).
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GenoType MTBDRs! VER 2.0

seesoeees Konjugacijos kontrolé (CC)
----- <= Pagausinimo kontrolé (AC)
s M tuberculosis kompleksas (TUB)

weeee gyrA genetingés srities kontrolé (zvred)
oo 1 gyred laukinio tipo fymuo (gyrd WT1)
oo 2 gyrd laukinio tipo Svymuo (gvrd WI2)
cosvieneeees 3 gyrd laukinio tipo Hmuo (gved WT3)
----------- - 1 gyvrd mutacyjos fymue (gyed MUTT)
----- 2 gyrd mutactjos fymuoe (gyrd MUTZ)
---- 3A gyrd mutacijos fymuo (gyvrd MUT3A)
-+ 3B gvrd mutacijos mvymuo {gvrd MUT3E)
coeeceensenens 30 gyrd mutacijos fymuoe (gyrd MUT3IC)
------------ - 3D gyrd mutacijos fymue {gyved MUTID)

- gvrE genetinés srities kontrolé (zvrE)
e epp R laulanio tipo Dymuo {gvrE WL
---------- 1 gyrE mutacijos fymuo (g5 MUT1)
-+ 2 gyrE mutacijos fymuo (gvrE MUT2)

----- pP5 Zenetinés snties kontrolé (rrs)
-+ 1 prs laukinio tipo fymuo (rrs WT1)
-+ 2 prs laukinio tipo fvmue (Frs WT2)
--1 rrs mutacijos fymuo {rrs MUT1)
2 rrs mutacijos fymuo {rrs MUT2)

------------ - gis genetinés srties kontrolé (gis)
-+ 1 gis laukinio tipo fymuo (eis WT1)
ceeeeesees D s laukinio tipo fvmuo (sis WT2)
-------------- 3 gis laukinio tipo Fvmuo {sizs WT3)
---ooeeoeeoo- | el mutacijos Iymuo (eis MUTT)

spalvota fymé

5 pav. Nitroceliulioziné juostelé su reakcijos zonomis [85]

Konjugacijos kontrolés (CC) zonoje iSrySkéjes ruozelis rodo konjugato prijungimo ir
substrato reakcijy efektyvumag. Pagausinimo kontrolés (AC) zonoje matomas ruozelis rodo, kad
amplifikacija jvykdyta teisingai, susidarg produktai prisijunge prie juostelés. Ruozelio nebuvimas
informuoja apie klaidingg DNR pagausinimo eiga arba jos slopinimg inhibitoriais. ISrySkéjus
ruozeliams tik CC ir AC zonose, rezultatas vertinamas kaip neigiamas. RuoZeliy spalvos
intensyvumas vertinamas atsizvelgiant i AC zonos signalg (iSskyrus CC): jeigu iSrySkéjusi Zymeés
spalva mazesnio intensyvumo nei AC zona, Zymé nevertinama. M. tuberculosis komplekso (TUB)
zona identifikuoja M. tuberculosis kompleksui priklausanéias mikobakterijas. GyrA, gyrB, rrs, eis
genetiniy sri¢iy kontrolés ruoZzeliai parodo geno srit], specifing atitinkamam genui. ISryskéjus
visiems laukinio tipo Zymenims nustatoma, kad tiriamas M. tuberculosis kamienas yra jautrus
atitinkamiems vaistams. Mutacijy Zymenys rodo atsparumg antimikobakteriniams vaistams
lemiancias mutacijas. ISrySkéjus ruozeliams laukinio tipo ir mutacijy zonose manoma, kad
tirlamajame méginyje gali biiti heterorezistentiskas kamienas, kai i§sivysto dalinis atsparumas arba
meéginys sudarytas i§ keliy kamieny, kuriy bent vienas - mutaves. Taigi, mutacijos Zymenys leidzia
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nustatyti dazniausias mutacijas, taciau nenustacius laukinio tipo ir mutacijos Zymeny, rezultatg
vertiname kaip atsparuma tam tikriems antibiotikams, jtariant kita ne daznai pasitaikiusig mutacija.
GyrA ir gyrB geny mutacijos siejamos su atsparumu FQ (OFL ir MOX) (7 lentelé). Rrs geno
mutacijos lemia atsparumg AG/CP: AMK, KAN, KAP ir VIO, eis geno mutacijos — zemo lygio
atsparumg KAN (8 lentelé).

7 lentelé. Mutacijos gyrA ir gyrB genuose

Mutaves laukinis  ISrySkéjes mutacijos  Mutacija  Fenotipinis

tipas ruozelis atsparumas
G88A
gyrAWT1 -
G88C
AWT? gyrA MUT1 A0V
.
¥ gyrA MUT?2 S91P
gyrA MUT3A D94A
D94N FQ
gyrA MUT3B
gyrA WT3 D94Y
gyrA MUT3C D94G
gyrA MUT3D D94H
B WT gyrB MUT1 N538D
-
W gyrB MUT?2 E540V

8 lentelé. Mutacijos rrs ir eis genuose

Mutaves Nukleoriigsties ISryskéjes Mutacija Fenotipinis
laukinis tipas lokusas mutacijos ruozelis atsparumas
1401 rrs MUT1 Al401G AMK, KAN, KAP
rrs WT1
1402 - C1402T KAN, KAP, VIO
AMK, KAN,
rrs WT2 1484 rrs MUT2 G1484T
KAP, VIO
eis WT1 - - G-37T
eis MUT1 C-14T
eis WT2 - - E540V KAN
- G-10A
eis WT3 - - C-2A

ISryskeéjus visiems laukinio tipo Zymeny ruoZeliams, vertinimo lape ties atitinkamo geno

13

laukiniu tipu dedamas ,+“ Zenklas, taCiau trikstant nors vienam zymeniui, Zymima ,,-.
28



Neisryskéjus nei vienam mutacijos zymeny ruozeliui — zymima ,,-“. Aptikus bent vieng mutacijos

zymens ruozelj prie atitinkamo geno, mutacijos stulpelyje Zymima ,,+* (6 pav.).

ﬂﬂﬂﬂﬂﬂ

gyrA

s

6 pav. GenoType® MTBDRsI VER 2.0 rinkinio hibridizacijos rezultaty vertinimo pavyzdziai

2.5. Statistiné analizé

Statistiné analiz¢ atlikta naudojant R (versija R 3.3.3) ir IMB SPSS Statistic 23 programy
paketus. R programa apskaiciuoti kokybiniy ir kiekybiniy duomeny dazniai, sudarytos dazniy
lentelés, skaigiuotas x> (chi-kvadraty) kriterijus, taikant homogeniskumo hipoteze. Fenotipinj
metodg laikant ,,auksinio standarto metodu, SPSS programa apskaic¢iuotas PGR metodo
jautrumas, specifiSkumas, teigiama (TPV) ir neigiama (NPV) prognostinés vertés. Siekiant
jvertinti skirtingais metodais gauty rezultaty sutapimg nustatytos Koheno kapos koeficiento (angl.
Cohen's kappa coefficient) vertés. Rezultatai vizualizuoti naudojant Microsoft Office Excel

programg.
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I11.  REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Tyrimo metu PGR metodu buvo istirtos 83 M. tuberculosis padermés, isskirtos i§ plauciy
TB serganciy pacienty éminiy. IS jy, 78 M. tuberculosis padermés buvo jvertintos fenotipiniu

metodu, 5 padermés nebuvo jtrauktos j galuting analizés imtj dél fenotipiniy duomeny trikumo.
3.1.  Jautrumo vaistams jvertinimas fenotipiniu metodu

Fenotipinio metodo rezultaty analizei buvo panaudoti tik jautrumo antros eilés
injekciniams vaistams (OFL, AMK, KAN ir KAP) tyrimy rezultatai. Analizuojant fenotipiniu
metodu gautus rezultatus nustatyta, kad i§ 78 M. tuberculosis padermiy daugiau nei pusé buvo
atsparios OFL (45; 58%) ir KAN (42; 54%). Mazesné dalis padermiy buvo vienoda dalimi
atsparios AMK (12; 15%) ir KAP (12; 15%) (7 pav.). Didzioji dauguma tirty M. tuberculosis
padermiy buvo jautrios AMK ir KAP (66; 85%).
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7 pav. Fenotipiniu metodu nustatyti jautrumo vaistams tyrimy rezultatai

Siekiant nustatyti kryzminj atsparumg antros eilés injekciniams vaistams, visos
fenotipiniu metodu tirtos kultiiros buvo suskirstytos j dvi grupes (XDR TB ir pre-XDR TB) pagal
atsparumo vaistams tyrimy rezultatus, vadovaujantis PSO atsparios TB klasifikacijos kriterijais.
M. tuberculosis padermés, atsparios R, INH, bent vienam vaistui i§ FQ grupés ir bent vienam i$
antros eilés injekciniam vaistui (AMK, KAN, KAP), priskirtos XDR TB grupei. M. tuberculosis
padermés, atsparios R, INH, nors vienam vaistui i§ FQ grupés arba bent vienam i§ antros eilés
injekciniam vaistui, ta¢iau ne abiem i§ karto, priskirtos pre-XDR TB grupei [45, 55].

TM padermes suskirs¢ius j XDR TB ir pre-XDR TB grupes, 16 (21%) M. tuberculosis
padermiy buvo priskirtos pre-XDR TB grupei ir 36 (46%) - XDR TB grupei. 3 (4%) M.
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tuberculosis padermés nebuvo priskirtos nei vienai TB grupei, nes joms buvo nustatytas visiskas
jautrumas antros eilés injekciniams vaistams.

Ivertinus kryzminj atsparumg antros eilés injekciniams vaistams pre-XDR ir XDR TB
grupése nustatyta (9 lentel¢), kad pilnas kryzminis atsparumas aminoglikozidams
(AMK/KAN/KAP) pre-XDR TB grupé¢je yra dvigubai mazesnis (2; 12,5%), nei XDR TB grupéje
(4; 11%). Taip pat XDR TB grupéje kryzminis atsparumas AMK/KAN sutinkamas dazniau, nei
pre-XDR TB grupéje - 2 (12,5%) ir 3 (8%), atitinkamai. Kryzminis atsparumas KAN/KAP XDR
TB grupéje 5 kartus daznesnis, nei pre-XDR TB grupéje -1 (6%) ir 5 (14%), atitinkamai.

Mono-atsparumas AMK, KAN ir KAP abiejose grupése skyrési. StatistiSkai reikSmingi
rezultatai nustatyti XDR TB grupéje, kur didzioji dauguma padermiy buvo mono-atsparios KAN,
lyginant su pre-XDR TB kulttromis, (23; 64% ir 2; 12,5%, atitinkamai). Mono-atsparumas AMK
nustatytas tik vienai XDR TB kultiirai, o mono-atspariy KAP padermiy aptikta nebuvo.

9 lentelé. Fenotipiniu metodu tirto kryzminio atsparumo vaistams analize

pre-XDRTB | XDR TB Bendras
Atsparumas padermiy padermiy - padermiy
vaistams skaicius skaiius skaicius

N (%) N (%) N (%)
AMK/KAN/KAP | 2 (12,5) 4 (11) 1 6 (11,5)
AMK/KAN 2 (12,5) 3(8) 0,64 5 (10)
AMK/KAP 0 0 0 0
KAN/KAP 1(6) 5 (14) 0,65 6 (11,5)
AMK 0 1(3) 1 1(2)
KAN 2 (12,5) 23 (64) 0,0006 25 (48)
KAP 0 0 0 0

Taikant chi-kvadraty asociacijos kriterijy tarp grupiy ir atsizvelgus j skirtingg atsparumag
vaistams, patikrinta homogeniSkumo hipotezé. Aptikus kryZzminj atsparumg trims vaistams
(AMK/KAN/KAP), dviem (AMK/KAN ir KAN/KAP), bei nustacius mono-atsparuma AMK tarp
grupiy paskaidiuoti mazi tikétini dazniai (<5), dél 2 kriterijaus nepakankamo tikslumo, pritaikytas
tikslusis Fiserio kriterijus. Nustatyta, kad pre-XDR TB ir XDR TB grupése atsparumas Siems
antimikobakteriniams vaistams statistiSkai reikSmingai nesiskiria, esant reikSmingumo lygmeniui
0,05. Taciau vertinant atsparuma KAN tarp pre-XDR TB ir XDR TB grupiy, nustatyti tikétini
dazniai didesni nei 5, pritaikius 2 kriterijy nustatytas statisti$kai reik§mingas skirtumas (p<0,05;
p = 0,0006).
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3.2.  PGR metodu gauty rezultaty jvertinimas

Ivertinus atsparumg antros eilés injekciniams vaistams PGR metodu, nustatyta (8 pav.),
kad tiriamojoje imtyje (N= 78) daugiau nei pusé M. tuberculosis padermiy yra atsparios FQ - 50
(64%) ir turi zemo lygio atsparumag KAN - 48 (62%). Tik nedidelé dalis tirty mikobakterijy
padermiy (9; 12%) turéjo kryzminj atsparumag AMK/KAN/KAP, dauguma jy (69; 88%) buvo
jautrios Siems antibiotikams. Tirtoje mikobakterijy imtyje padermiy kryzmiskai atspariy
KAN/KAP/VIO ir AMK/KAN/KAP/VIO nustatyta nebuvo.
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8 pav. PGR metodu nustatytas atsparumas antros eilés injekciniams vaistams nuo TB

3.2.1. Atsparumg antibiotikams lemianc¢ios geny mutacijos

Analizuojant M. tuberculosis padermiy geny mutacijy daznj pasirinktoje imtyje (9 pav.),
nustatyta, jog procentiniu atzvilgiu vyrauja gyrA geno mutacijos (50%), lemiancios atsparumg FQ.
Dazniausiai aptikta gyrA MUT3C mutacija - 28 (40%) atvejy. Taip pat 3 TM padermése buvo
nustatytos jvairios gyrA geno mutacijy kombinacijos: MUT3B ir MUT3C, MUTL1 ir MUT3C,
MUTL1 ir MUT3B. Mutacijos gyrB gene aptiktos reciau: i§ 78 padermiy MUT1 aptikta 7 (10%)
padermése. Nedidelé dalis TM padermiy turéjo rrs MUTL (9; 13%) mutacija, 1émusig kryZminj
atsparumag AMK/KAN/KAP ir eis geno mutacija MUTL (11; 16%), lémusig atsparumg KAN.
Tyrimo metu gyrA MUT2, gyrA MUT3D, gyrB MUT2, rrs MUT2 mutacijos nenustatytos, tai

leidzia daryti prielaida, jog §ios mutacijos gana retos.
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9 pav. PGR metodu nustatytas M. tuberculosis geny mutacijy daznis

[Sanalizuotas geny mutacijy pasiskirstymo daznis, atsizvelgiant j TM fenotipinj
atsparumg vaistams (10 lentelé). Nustatyta, kad 6 M. tuberculosis padermés su kryzminiu
atsparumu AMK/KAN/KAP turéjo gyrA MUTL ir rrs MUT1 geny mutacijas, o 5 padermés su
kryzminiu atsparumu AMK/KAN — eis MUT1 geno mutacijg. GyrA MUTC3 mutacija nustatyta 3
KAN/KAP atspariose padermése. Vertinant fenotipiSkai KAN mono-atsparias TM padermes,
didzioji jy dalis (N=25) tur¢jo gyrA MUT3C mutacija. Vienoje AMK mono-atsparioje paderméje
rastos 2 mutacijos (MUTC3 ir rrs MUT1). TM padermés su kryzminiu atsparumu AMK/KAP ir

mono-atsparios KAP mutacijy netur¢jo.
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10 lentelé. Atsparumo vaistams ir jj lemian¢iy geny mutacijy analizé

AMK/KAN/ | AMK/ | AMK/ | KAN/
By AMK KAN | KAP | Bendras
Mutacija KAP KAN KAP KAP
N=1 N=25 N=0 | skaicius
N=6 N=5 N=0 N=6
rA
v 3 1 0 0 0 2 0 6
MUT1
rA
& 0 0 0 0 0 0 0 0
MUT?2
rA
v 0 0 0 0 1 1 0 2
MUT3A
rA
% 1 0 0 0 0 2 0 3
MUT3B
rA
o 1 2 0 3 0 17 0 23
MUT3C
rA
v 0 0 0 0 0 0 0 0
MUT3D
B
% 0 0 0 1 0 3 0 4
MUT1
B
o 0 0 0 0 0 0 0 0
MUT2
rrs
4 0 0 1 1 1 0 7
MUT1
rrs
0 0 0 0 0 0 0 0
MUT2
eis
0 5 0 1 0 3 0 9
MUT1

3.3.  Fenotipiniu ir PGR metodais gauty rezultaty palyginimas

Siekiant nustatyti PGR metodo jautruma, specifiSkuma, prognostines vertes, visi tyrimy
rezultatai buvo suskirstyti j tikrai teigiamus (TT), tikrai neigiamus (TN), klaidingai teigiamus (KT)
ir klaidingai neigiamus (KN). Fenotipinj tyrima laikant ,,auksinio standarto metodu, 0 atsparuma
vaistui — teigiama reikSme, nustatyti TT atvejai, kai abiem metodais aptiktas atsparumas tiriamam
vaistui, o TN atvejai - kai abiem metodais nustatytas jautrumas tiriamam vaistui. Taip pat nustatyti

KT ir KN atvejai, kai fenotipinio ir PGR metody rezultatai nesutapo (11 lentelé).
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Apskaiciuotas PGR metodo jautrumas, specifiSkumas, teigiama (TPV) ir neigiama
prognostiné verte (NPV) atskiriems vaistams (FQ, AMK, KAN, KAP). Nustatyta, kad PGR
metodo jautrumas FQ yra labai aukstas ir siekia net 98%, specifiskumas — 82%, TPV — 88%, NPV
— 96%. Vertinant PGR metodo jautrumg ir specifiSkumg AMK ir KAP, buvo gauti identiSki
rezultatai: zemas jautrumas aminoglikozidams - 42%, taiau ganétinai aukstas specifiSkumas —
94%, atitinkamai paskaiCiuotos TPV (55%) ir NPV (90%). PGR metodu jvertintas Zzemo lygio
atsparumas KAN, rezultatai palyginti su fenotipiniu atsparumu KAN rezultatais. Nustatytas gana
aukstas metodo jautrumas (88%), taciau Zemesnis specifiSkumas (69%), bei TPV — 77% ir NPV —
83%.

Lyginant fenotipinio ir PGR metody rezultatus, Excel programa apskaiciuotas sutapimo
procentas. Didziausias rezultaty glaudumas stebétas tiriant FQ - rezultaty sutapimas tarp metody
sické 86%, maziausias sutapimas nustatytas tiriant atsparumg AMK ir KAP (sutapo 31% tyrimy

rezultaty).

11 lentelé. Fenotipiniu ir PGR metodai gauty rezultaty palyginimas

Vaistas | TT | TN | KT | KN | Jautrumas | Specifi§ | TPV | NPV | Sutapimo | Kappa-
(%) kumas | (%) | (%) | procentas | verté
(%) (%)
FQ 44 |27 |6 1 |98 82 88 96 86 0,81
AMK 5 |62 |4 |7 |42 94 55 90 31 0,4
KAN 37 |25 |11 |5 |88 69 77 83 70 0,58
KAP 5 |62 |4 |7 |42 94 55 90 31 0,4

Norint palyginti abiejy metody rezultaty sutapimg, SPSS programa apskaiéiuotas Koheno
kapos koeficientas (kitaip Kappa koeficientas), kuris jvertina metodo tiksluma, paklaidg. Kappa
koeficiento reik§més pateikiamos skaléje nuo -1 iki 1. Aukstas metody sutapimas nustatomas,
pasiekus 1 Kappa koeficient, rezultatams tolstant nuo 1, lyginamy metody rezultaty sutapimas
mazéja, pvz., jei Kappa koeficientas yra 0,41-0,60 — sutapimas vidutinis, jei 0,61-0,80 - sutapimas
didelis, jei 0,81-0,99 — sutapimas labai didelis, beveik idealus [77, 82].

Taigi, vertinant PGR ir fenotipinio metody sutapimg, nustatytas labai aukstas Kappa
koeficientas (0,81) FQ, vidutinis metody sutapimas nustatytas KAN (0,58), Zemiausias Kappa
koeficientas apskai¢iuotas AMK ir KAP (0,4).

3.4. Rezultaty aptarimas

Apibendrinus fenotipiniu metodu gautus rezultatus buvo nustatyta, kad didzigja dalj
tirilamosios imties sudaré¢ XDR TB (36; 69%) padermés, kiek maziau nustatyta pre-XDR TB (16;
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31%). Remiantis PSO duomenimis, 2016 m. Lietuvoje buvo registruoti 58 (23,8%) XDR TB
atvejai [86]. Stebint bendrgsias XDR TB tendencijas Baltijos Salyse (Latvijoje, Lietuvoje,
Estijoje), 2012-2016 m. XDR TB atvejy skaiCius jose iSaugo nuo 13,9 iki 20,6% [70]. Taigi,
atliktas tyrimas iSrySkino vis blogéjanc¢ig XDR TB situacijg Lietuvoje, turincig tendencija augti,
jeigu nebus imtasi griezty TB prevencijos ir kontrolés priemoniy.

Tyrimo metu aptiktos 7 (9%) heterorezistentiskos TM padermés, turincios laukinio tipo
ir mutacijos juosteles. Yra zinoma, kad heterorezistentiskos TM padermés gali atsirasti 1étinés
infekcijos atveju, po recidyvy ar nutraukto TB gydymo, taip pat gydymo metu, esant
suboptimaliam vaisto kiekiui arba Seimininkg infekavusiy “miksuoty” infekcijy, turinciy
skirtingas padermes, atveju [11, 38]. 2011-2013 m. Kontsevaya I. ir kt. bendraautoriy atlikto
tyrimo duomenimis, kurio metu buvo istirta 512 Lietuvos, Latvijos ir Rusijos TM padermiy, buvo
aptikta 13 (5,9%) heterorezistentisky padermiy [44]. Misy tyrimo metu nebuvo galimybés
nustatyti serganciyjy TB pacienty gydymo kategorijy, informacijos apie nutraukta gydyma, taciau
galima teigti, kad heterorezistentiSkumas yra neretas reiskinys, o atsizvelgiant j vis blogéjancius
atsparios TB gydymo rezultatus ir nepakankama infekcijos kontrolg, gali ateityje didéti.

Mokslinéje literattiroje nurodoma, jog TM heterorezistentiSkumas gali buti esmine PGR
ir fenotipinio metody rezultaty nesutapimo priezastimi. Be to, $iy tyrimy rezultatai gali nesutapti
dél zemo lygio atsparumo vaistui, jvairiy geny mutacijy, kity atsparumo mechanizmy, kuriy
taikomais metodais neaptiksime [22, 23]. Atliktame tyrime PGR metodu tirtose 5
heterorezistentiSkose padermése aptikta rrs geno mutacija, lemianti kryzminj atsparuma
AMK/KAN/KAP, taip pat nustatyti abu iSryskéje rrs geno laukinio tipo Zymenys. I$tyrus Sias
padermes fenotipiniu metodu, atsparumas bent vienam aminoglikozidui nustatytas tik 3
padermése. PGR metodu heterorezistentiSkumas 2 padermése aptiktas ir FQ. I$ jy tik viena
padermé buvo fenotipiskai atspari OFL. Taigi, tokie nesutapimai komplikuoja tyrimo vertinimg ir
interpretacija bei nusako apie tai, kad egzistuoja kiti atsparumg vaistui salygojantys veiksniai,

kuriy dar negalima aptikti turimais metodais [22, 23].
3.4.1. Fenotipiniu metodu gauty rezultaty aptarimas

Atlikus fenotipinio tyrimo rezultaty analiz¢ nustatyta, kad daugiau nei pusé TM padermiy
buvo jautrios AMK ir KAP bei atsparios KAN ir FQ. Remiantis Lietuvos TB registro duomenimis,
2015-2016 m. TM atsparumas AMK msy $alyje sieké 12,4%, KAP —6,8%, KAN —40,4% ir OFL
— 40%. Lyginant su 2009 m. literatiroje pateiktais duomenimis, atsparumas AMK ir KAP
Lietuvoje sieke apie 10%, OFL - 21,8%, KAN - 30,1% [33]. Taigi, apibendrinant Siuos duomenis
galima teigti, jog atsparumas injekciniams vaistams nuo TB musy Salyje auga, ir tai yra viena

priezasCiy, bloginanc¢iy TB epidemiologing situacija.

36



Dar didesnj nerimg kelia ypatingai iSauges TM atsparumas dviem labai efektyviems
antimikobakteriniams vaistams - OFL ir KAN. Remiantis literatiiros duomenimis, FQ atsparumo
plitimui visame pasaulyje turi jtakos platus $iy vaisty veikimo spektras, taip pat sie AB skiriami
daugeliui infekcijy gydyti [57]. Lietuvoje daugiau kaip 97% OFL sunaudoja TB skyriai, jis yra
vartojamas MDR ir XDR TB gydymui. Mikobakterijy atsparumo mechanizmai, tokie kaip
iSmetimo pompos, taip pat prisideda prie atsparumo FQ i$sivystymo, nes vaisty iSmetimo pompas
indukuoja antituberkulioziniai vaistai, pavyzdziui, R, ir jos geba pasalinti antimikobakterinius
vaistus [49, 84].

Aminoglikozido KAN atveju taip pat stebimas did¢jantis atsparumas Siam vaistui.
Statistiskai reikSmingi rezultatai gauti pre-XDR ir XDR TB grupése, analizuojant atsparumg KAN
(p<0,05). I§ pateikty duomeny matyti, kad beveik 12 karty daugiau atspariy KAN padermiy

nustatyta XDR TB grupéje. Analizuojant kitus vaistus reikSmingy skirtumy nerasta.
3.4.2. PGR metodu nustatyto atsparumo vaistams ir ji lemianc¢iy geny mutacijy aptarimas

PGR metodu, taip pat, kaip ir fenotipiniu metodu, didziausias atsparumas tiriamojoje
imtyje nustatytas FQ. Sie duomenys patvirtina atspariy FQ TM plitima.

FQ grupés vaistai veikia M. tuberculosis DNR giraze, kurig koduoja gyrA (320 bp) ir
gyrB (428 bp) genai. Atsparumas FQ dazniausiais iSsivysto dél igyty mutacijy uz FQ atsparuma
apsprendzianc¢iame regione (QRDR), gyrA ir gyrB genuose [6, 13, 48]. Analizuojant 78 M.
tuberculosis padermes didziausias mutacijy daznis buvo nustatytas gyrA gene. Literatiiros
Saltiniuose nurodoma, kad 42-85% FQ atspariy mikobakterijy pasizymi mutacija tik gyrA gene
[48, 72]. Remiantis kity $aliy (Svedija, Vokietija, Italija) 2009-2013 m. duomenimis, dazniausios
gyrA geno mutacijos yra MUT1 (A90V) ir MUT3C (D94G) [76]. Istirtoje imtyje vyravo gyrA geno
MUT3C (D94G) mutacija, palyginti daznai aptikta ir MUT1 (A90V) mutacija. Aptariant gyrB
geno mutacijas, svarbu paminéti, kad TM padermése jy buvo nustatyta (7; 10%) gana mazai.
Taciau net ir labiausiai TB paplitusiose Salyse (pavyzdziui, Indijos valstijoje) mutacijos gyrB gene
nustatomos ne daznai (7%) [72]. Nepaisant to, reikia pripazinti, kad dar ne visos gyrB geno
mutacijos yra zinomos [48].

Kiti injekciniai antibiotikai, aminoglikozidai KAN ir AMK, cikliniai peptidai KAP ir
V10, visi jie — antros eilés vaistai MDR TB gydymui. Sie antibiotikai slopina baltymy transliacijos
procesg, prisijungdami prie 16s rRNR. Minéti vaistai turi tg patj taikinj, jungiasi panasioje
ribosomos padétyje [13, 28, 63, 88]. Atsparumg aminoglikozidams gali sglygoti nepralaidi 1gstelés
sienelé, anaerobinis metabolizmas, vaisty iSmetimo pompos. Igytas atsparumas issivysto dél geny
mutacijy 16s rRNR rrs gene. Pakinta sienelés pralaidumas, gaminami modifikuoti fermentai, kurie

veikia antimikobakterinius vaistus. Pasikeitusios struktiros AB praranda afiniteta ribosomos
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subvienetui ir negali stabdyti 16s rRNR baltymy sintezés [88]. Nepaisant galimy atsparuma
lemian¢iy veiksniy gausos, PGR metodu istirtose padermése nustatytas didelis jautrumas
aminoglikozidams. Tyrimo metu nustatyta rrs geno mutacija MUT1 (A1401G), kuri siejama su
aukStu kryzminiu atsparumu tarp aminoglikozidy (AMK, KAN, KAP) [10, 13]. Mokslinéje
literatiiroje minima, kad daZniausios mutacijos, lemianc¢ios kryzminj TM atsparumg
aminoglikozidams yra A1401G, C1402T ir G1484T [10, 63, 88]. Padermés, turinios auksta
atsparumg KAN yra kryzmiSkai atsparios kitiems, panaSios struktiiros ribosomos subvienetg
blokuojantiems AB kaip AMK ir KAP [2, 13, 88]. Ahmad K. ir kity autoriy nuomone, A1401G
mutacija yra laikoma atsparumo aminoglikozidams diagnostiniu Zymeniu, tai patvirtina nustatyta
auksta koreliacija tarp mutacijos ir atsparumo vaistui. Kitos mutacijos rrs gene maziau siejamos
su atsparumu vaistams, todél neturi tokios reik§més diagnostikoje [2]. Rrs geno mutacija MUT?2
(G1484T), lemianti atsparumg tarp AG ir CP (AMK, KAN, KAP, VIO) 78 padermése neaptikta.
Galima jtarti, jog atsparumas nei$vystytas VIO, kuris Lietuvoje TB gydymui yra nenaudojamas,
vaistas labai brangus, sukeliantis neigiama toksinj poveikj organizmui.

Aptariant gautus rezultatus pastebéta, jog beveik pusé istirty padermiy turéjo zemo lygio
atsparumg KAN (angl. low-level KAN). Remiantis literatiros duomenimis, 30-80% KAN
atspariose padermése yra nustatomas zemo lygio atsparumas KAN, kuris siejamas su mutacija eis
geno promotoriaus regione (—10 ir -35 zonoje). Garzan A. ir kiti mokslininkai teigia, kad eis genas
koduoja vidulgstelin] stiprintuva, kuris atsakingas uz acetiltrnasferazeés aktyvumg. Aktyvi
acetiltransferazé geba acetilinti jvairius aminoglikozidus, tarp kuriy — antituberkulioziniai vaistai
KAN ir AMK. Mokslininkai ai$kina, kad acetilo grupés perne$imas nuo acetil-KoA ant lizino
amino rugsciy pakeiia antibiotiko struktiirg. Vandenilio atomo pakeitimas acetilo grupe (-
COCHz3) sumazina antibiotiky aktyvumg, todél nustatomas atsparumas vaistui [28]. Pasak
Zaunbrecher MA., Zzemo lygio atsparumas KAN negali biti priskiriamas nei vienam i§ Zinomy
atsparumo mechanizmy [88]. Kol kas néra metody, kurie atskleisty eis geno promotoriaus mutacijy
asociacijas su AMK, todél mutacijos nustatytos eis geno promotoriuje siejamos su atsparumu tik
KAN [10].

Nors PGR metodu eis geno promotoriaus mutacija MUTCL1 (C14T) nustatyta 11 (14%)
padermiy, likusios 67 (86%) M. tuberculosis padermés mutacijy neturéjo, taciau is jy, net 37 (47%)
padermése buvo neaptiktas nors vienas laukinio tipo genas, todél atsparumas zemo lygio KAN
tirtose TM padermése — daznas.

Visgi, atlikti koreliacijos tyrimai Indijoje jrodé, jog eis geno mutacijos maziau siejamos
su atsparumu KAN, nei mutacijos esancios rrs gene [36]. Nepaisant stipresnio rysio tarp rrs geno
mutacijos ir atsparumo KAN, yra svarbu nustatyti eis geno mutacija, nes dél atviros hibridizacijos

sistemos gali jvykti kryZminis uzterSimas pagausintais PGR produktais, ir jei néra nustatomos eis
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geno mutacijos, tai gali mazinti metodo specifiSkumag ir jautruma [10]. Gikalo MB. ir Kiti autoriai
teigia, kad nustacius mutacijg rrs ir eis genuose (ypac¢ esant A1401G ir C14T mutacijoms),
nustatomas aukstas atsparumas KAN [29].

Tyrime iSanalizavus mutacijy daznj pagal fenotipiniu metodu nustatytg atsparuma AB,
pastebétas jdomus niuansas. Fenotipiskai AMK ir KAN atspariose padermése dazniausiai aptikta
eis geno mutacija, nors remiantis literatiira, eiS geno mutacija lemia atsparuma vien tik KAN, o
rrs geno mutacija — dominuoja aminoglikozidams atspariose padermése. Sunkiai suprantami
rezultatai, mutacijy nebuvimas AMK ir KAP fenotipiSkai atspariose padermése, bei KAP mono-
atspariose padermése, leidzia manyti, jog egzistuoja mutacijy, kuriy GenoType® MTBDRs| VER

2.0 rinkiniu negalime aptikti arba veikia atsparumo mechanizmai, kurie PGR metodu nenustatomi.
3.4.3. Kryzminio atsparumo vaistams fenotipiniu ir PGR metodais rezultaty aptarimas

Kryzminio atsparumo tarp tos pacios grupés AB problema tampa vis aktualesné. D¢l
panas$ios vaisty struktiiros ir to pa¢io mutavusio vaisty taikinio, $is reiskinys pasaulyje sparéiai
plinta [50, 51]. Siekiant nustatyti ir jvertinti kryzminj atsparuma tarp plauciy tuberkulioze
serganciy pacienty dviem skirtingais metodais buvo iSanalizuotos 78 M. tuberculosis padermés.

Fenotipiniu metodu nustatyta kryzmiskai atspariy padermiy pre-XDR TB grupé¢je, Sis
radinys gali buti siejamas su neteisingai parinkta gydymo terapija ir sglygoti tolesnj vaistams
atspariy padermiy vystymasi bei plitimg [51].

Tyrimo metu nustatyta, kad rezultatai tarp fenotipinio ir PGR metody skiriasi.
Analizuojant kryzminj atsparuma PGR metodu, nustatyta daugiau kryzmiskai atspariy
AMK/KAN/KAP TM kultiiry, nei fenotipiniu metodu. Padermése, kuriose yra aptinkama rrs geno
mutacija, siejama su kryzminiu atsparumu trims vaistams, buvo nustatyta fenotipiskai jautriy
vienam ar keliems AB padermiy. Fenotipiniu metodu nustatytas kryzminis atsparumas tik tarp
dviejy aminoglikozidy jrodo, kad ne visada PGR metodu nustatyta mutacija lemia pilng atsparuma
visiems tos pacios grupés AB. Vis délto, literatiiroje minima, kad paderméje nustacius kelias su
kryzminiu atsparumu siejamas mutacijas, vaisty MSK kinta labiau, nei aptikus tik vieng mutacijg.
Teigiama, kad egzistuoja ir kiti kryzminio atsparumo mechanizmai, pvz., vaisto i$metimo pompos,
kurios prisideda prie kryzminio atsparumo vaistams i§sivystymo [53]. Taigi, kryzminio atsparumo
fenomenas yra sutinkamas, taciau kol kas dar ne visiskai suprastas. Norint detaliau iSanalizuoti Sig
problema, reikéty atlikti didesnés apimties studijas, biity galima j tyrimg jtraukti ir tlyA geno
mutacijy iStyrima, kurios siejamos su kryzminiu atsparumu tarp cikliniy peptidy (KAP ir VIO).

Siekiant jvertinti PGR metodo galimybes, buvo analizuotas metodo tikslumas
konkrec¢iam vaistui. Auksti metodo tikslumg apibuidinantys rodikliai nustatyti tiriant atsparuma

FQ. Panasis rezultatai pateikti 2009-2010 m. Lietuvoje ir Danijoje atliktose studijose, jautrumas
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FQ sieké 91%, o specifiskumas net 100% [6]. Remiantis Pranciizijoje atliktais Brossier F. ir kity
autoriy tyrimais, kuriy metu istirtos 127 M. tuberculosis padermés, nustatytas jautrumas FQ sudaré
~95%, specifiskumas — 98% [8]. Tagliani E. ir kiti tyrimo bendraautoriai nustaté GenoType®
MTBDRsI VER 2.0 rinkiniu PGR metodo jautrumg FQ — 84%, specifiskuma — 100%, apskai¢iavo
TPV — 100%, NVP — 93% [76]. Nepaisant patikimo metodo jvertinimo FQ, pastebéta, kad
atsparumo AMK ir KAN tikimybé PGR metodu nustatoma nepakankamai tiksliai. Analizuojant
kity autoriy pateiktus rezultatus, aptikta, jog jautrumas aminoglikozidams yra daug didesnis —
89%, specifiSkumas 92% [76]. Remiantis Bang D. ir kity bendraautoriy rezultatais, kur buvo
analizuojamos Lietuvos TM padermés, jautrumas ir specifiSkumas aminoglikozidams sieké 89%
ir 77%, atitinkamai [6]. Galbiit tokius rezultatus 1émé eis geno promotoriaus mutacija, kurig PGR
metodu galime aptikti, o ,,auksinio standarto* metodu zemo atsparumo lygj KAN sudétinga
nustatyti. Mokslinéje literatiroje minima, kad fenotipiniu metodu zemo lygio atsparumas vaistui
gali biti neaptinkamas [8; 76]. Tokiu atveju tikslinga bty atlikti M. tuberculosis padermiy Vviso
genomo sekoskaitg (angl. whole genome sequencing). Mikobakterijy viso genomo sekoskaita yra
laikoma naujausiu ,,auksiniu standartu®, identifikuojant su atsparumu vaistui siejamas mutacijas.
Taciau sekvenuojant genoma, atsparuma lemianti mutacija nustatoma, jei ji aptinkama >50%
nusekvenuotuose genomuose. Taip pat ir kiti molekuline biologija pagristi metodai yra maziau
jautriis minimaliems mutacijy kiekiams. Fenotipiniu pasélio metodu nustatome atsparumg vaistui,
jei 1% ar daugiau mikobakterijy yra atsparios. Tod¢l interpretuojant PGR ir fenotipiniu metodais
gautus rezultatus jmanomi skirtumai, dazniausiai dél skirtingo metody jautrumo [22].

Nepaisant PGR metodo trikkumy, jis yra ,,nepakei¢iamas skubios diagnostikos jrankis®,
ypatingai MDR ir XDR TB atveju. Greiti molekulinés biologijos tyrimo metodai padeda anksti
diagnozuoti ligg, nustatyti atsparuma vaistui. PSO rekomenduoja atlikus PGR tyrima, paraleliai
atlikti ir klasikinius fenotipinius tyrimus bei jvertinti PGR metodo ir ,,auksinio standarto* rezultaty

panasuma, rysj [2].
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ISVADOS

1. Istyrus 78 M. tuberculosis padermes fenotipiniu metodu nustatyta, kad didzioji dauguma (66;
85%) buvo jautrios AMK ir KAP, daugiau nei pusé - atsparios OFL (45; 58%) ir KAN (42; 54%).

2. PGR metodu iStyrus 78 M. tuberculosis padermes nustatyta, kad daugiau nei pusé jy buvo
atsparios FQ (50; 64%) ir turéjo zemo lygio atsparumg KAN (48; 62%), 9 (12%) paderméms
nustatytas pilnas kryzminis atsparumas aminoglikozidams (AMK, KAN, KAP). PGR metodas yra
pakankamai jautrus ir specifiSkas FQ (98% ir 82%, atitinkamai), maZzai jautrus, bet specifiSkas
AMK ir KAP (42% ir 94%, atitinkamai). PGR metodo TPV ir NPV didziausia FQ (88% ir 96%,

atitinkamai).

3. PGR metodu aptiktos geny mutacijos, siejamos su atsparumu FQ ir aminoglikozidams.
Tiriamojoje imtyje vyravo (50% atvejy) gyrA geno mutacija (D94G), siejama su fenotipiniu
atsparumu FQ, 9 M. tuberculosis padermés turéjo rrs geno mutacija (A1401G), kuri 1émé kryzminj
atsparumg aminoglikozidams, 11 padermiy - eis geno mutacijg (C14T), siejamg su mono-

atsparumu KAN.

4. Tirtoje M. tuberculosis imtyje (N=78) nustatytas nepilnas kryzminis atsparumas antros eilés
injekciniams (AMK, KAN, KAP) vaistams nuo TB. Lyginant abiejy metody rezultatus, pilnas
kryZminis atsparumas vaistams fenotipiniu metodu aptiktas tik 6 padermése, PGR metodu — 9,
visos kitos TM padermés kryZminio atsparumo neturéjo. D¢l Sios priezasties bity tikslinga

visuomet atlikti fenotipinius jautrumo vaistams tyrimus.
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Darbo pavadinimas: Plau¢iy tuberkulioze serganciy pacienty M. tuberculosis padermiy

kryZminio atsparumo antros eilés injekciniams vaistams jvertinimas fenotipiniu ir PGR metodais.

Darbo tikslas: nustatyti M. tuberculosis kryZminj atsparumg injekciniams vaistams nuo
tuberkuliozés fenotipiniu ir PGR metodais.

Darbo uzdaviniai: Jvertinti M. tuberculosis jautrumg antros eilés injekciniams vaistams
fenotipiniu metodu; nustatyti M. tuberculosis atsparuma antros eilés antibiotikams PGR metodu;
jvertinti PGR metodo jautrumg ir specifiSkuma, apskaiciuoti teigiama ir neigiamag prognostines
vertes; PGR metodu aptikti geny mutacijas, lemiancias atsparumg antros eilés
antimikobakteriniams vaistams; nustatyti ir jvertinti kryzminj atsparumg vaistams fenotipiniu ir
PGR metodais.

Tyrimo objektas ir metodai. V§] Vilniaus universiteto ligoninés Santaros Kliniky Laboratorinés
medicinos centro Tuberkuliozés tyrimy laboratorijoje iStirtos 78 M. tuberculosis kulttiros i$skirtos
i§ plauciy tuberkulioze serganciy pacienty éminiy. Tyrimas vykdytas nuo 2017 m. vasario mén.
iki 2017 m. lapkri¢io mén. Remiantis fenotipiniu ir PGR metodu, jvertintas M. tuberculosis
padermiy jautrumas antros eilés injekciniams vaistams, nustatytos dazniausios genetinés
mutacijos, lemiancios kryzminj atsparuma antibiotikams.

Rezultatai ir iSvados. PGR metodu didziausias atsparumas nustatytas fluorochinolonams ir Zemo
lygio atsparumas kanamicinui. Nustatytas aukstas metodo jautrumas fluorochinolonams - 98%,
aukStas specifiSkumas aptiktas tiriant amikacing ir kapreomicing - 94%. Dazniausia
fluorochinolonams atsparumg lemianti mutacija nustatyta gyrA gene - D94G, 9 padermése aptikta
rrs geno A1401G mutacija, siejama su kryzminiu atsparumu aminoglikozidams, G1484T mutacija
nenustatyta. 11 M. tuberculosis padermiy pasizyméjo eis geno mutacija C14T, siejama su mono-
atsparumu kanamicinui. Palyginus PGR metodu gautus rezultatus su ,,auksinio standarto metodu,
nustatytas nepilnas kryzminis atsparumas antros eilés injekciniams (AMK, KAN, KAP) vaistams
nuo TB. Dél Sios priezasties yra tikslinga visuomet atlikti fenotipinius jautrumo vaistams tyrimus
visiems injekciniams vaistams.

RaktaZodziai: M. tuberculosis, kryzminis atsparumas vaistams.
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Full title of the thesis: Phenotypic and Molecular Analysis of Cross-Resistance to Second Line

Injectible Drugs in Clinical Isolates From Pulmonary Tuberculosis Patients.

The aim of the study: To determine the cross-resistance of M. tuberculosis to injectable drugs by
phenotypic and PCR methods.

Objectives: to evaluate the sensitivity of second line injectables drugs by the phenotypic method,;
to determine M. tuberculosis resistance to second line antibiotics by PCR method; to evaluate
sensitivity and specificity of the PCR method; to compute positive and negative predictive values;
to detect gene mutations associated with resistance to second line injectables drugs; to determine
and evaluate cross-resistance to injectable by phenotypic and PCR methods.

Materials and methods. In this study 78 M. tuberculosis strains, isolated form pulmonary
patients, were analysed at Vilnius University Hospital Santaros Klinikos Centre of Laboratory
Medicine Tuberculosis Laboratory. Analysis was performed from February 2017 to November
2017. Drug susceptability testing to second line injectible drugs were performed by the phenotypic
and PCR methods, the most common genetic mutations, associated with cross-resistace to
injectible drugs, were identified.

Results and conclusions. PCR analysis showed that resistance to FQ and low-level KAN occurs
more frequently than for most anti-tuberculosis drugs. High sensitivity (98%) was determined to
fluoroquinolones, higth specificity (94%) was found to amikacin and capreomycin. The most
common with fluoroquinolone resistance associated genetic mutation was determined in gyrA gene
(D94G), only 9 strains had mutation in rrs gene (A1401G) that associated with cross-resistance
mechanism in aminoglycosides, G1484T mutation was not detected. 11 M. tuberculosis strains
were characterized by the mutation of the eis gene (C14T), which associated with mono-resistance
to kanamycin. Since cross-resistance to injectible drugs was not found in all strains, we propose

that clinical isolates should be tested phenotypically to all injectibles.

Keywords: M. tuberculosis, drug resistance, cross-resistance.
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