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SANTRUMPOS

AM — atipinés mikobakterijos

ATS — (angl. American Thoracic Society) Amerikos kriitinés chirurgy draugija

DNR — deoksiribonukleortgstis

GAM - greitai auganc¢ios mikobakterijos

IDSA — (angl. Infectious Diseases Society of America) Amerikos infekciniy ligy draugija
JVT — jautrumo vaistams tyrimas

LOPL — létiné obstrukciné plauciy liga

MAK — Mycobacterium avium kompleksas

MALDI-TOF — (angl. matrix-assisted laser desorption/ionization — time of flight) ant
matricos vykstanti, lazerio spinduliuote suzadinta, desorbcija/jonizacija su 1ékio trukmés
matavimu

PGR — polimeraziné grandininé reakcija

RAB — riigsciai atsparios bakterijos

rRNR — ribosiminé ribonukleoriigstis

T — timinas

TB — tuberkuliozé

TTL — Tuberkuliozés tyrimy laboratorija

ZIV — zmogaus imunodeficito virusas



IVADAS

Atipinés mikobakterijos (AM) — tai grupé iSorinés aplinkos bakterijy, priklausanciy
Mycobacterium genciai, iSskyrus tuberkulioz¢ sukelianc¢ias Mycobacterium tuberculosis
kompleksui priklausancias mikobakterijas ir raupsy sukéléja Mycobacterium leprae. Nors AM
randamos nattralioje aplinkoje ir praktiSkai neperduodamos nuo zmogaus Zmogui arba nuo
gyvino zmogui, jy sukeliamy infekcijy skaicius sparciai auga visame pasaulyje, ypac tarp vyresnio
amziaus zmoniy, pacienty, serganciy létinémis plauciy ligomis ar esant jgimtiems ar jgytiems
imuninés sistemos sutrikimams [1, 2]. Literatiiros duomenimis, AM paplitimas ir risiné jvairové
skiriasi tarp Saliy, taciau tikslus epidemiologiniai duomenys néra zinomi. Lictuvoje iki $iol néra
jokiy statistiniy duomeny apie sergamumg AM sukeliamomis infekcijomis, néra nustatyta kokios
AM rusys dazniausiais sukelia infekcijas, nes ilga laikg $iy bakterijy identifikacija tuberkuliozés
laboratorijose buvo grindziama tik jprastais mikrobiologiniais ir biocheminiais tyrimais.

Svarbu paminéti ir tai, jog skirtingos AM sukelia skirtingas infekcijas, kurios gydomos
Ivairiais antibakteriniy vaisty deriniais, todél AM biitina identifikuoti iki ruSies. Be to, yra Zinoma,
kad AM gali turéti jgimta arba jgyta atsparuma kai kuriems antibakteriniams vaistams, todél yra
rekomenduojama atlikti jautrumo vaistams tyrimus (JVT), ypa¢ pacientams, kuriems néra atsako
] paskirtg gydyma arba kai empirinis gydymas yra neveiksmingas esant ligos atkry¢iui. Vis délto,
koreliacija tarp in vitro atlikty JVT ir in vivo atsako j gydyma yra maza.

Siuo metu Klinikiniy ir laboratorijos standarty institutas (CLSI) rekomenduoja AM JVT
atlikti mikropraskiedimo metodu skystoje terpéje. Taciau Sio metodo greitis labai priklauso nuo
mikobakterijy augimo greicio, todél gali trukti nuo vienos iki keliy savaiciy, todél ir tinkamo
gydymo skyrimas gali biiti uZdelsiamas. D¢l Sios prieZasties pastaruosius deSimtmecius buvo
ieSkoma greitesniy biidy nustatyti bakterijy jautruma jvairiems vaistams. Taip buvo atrasti
specifiniai AM genai, siejami su atsparumu antibakteriniams vaistams. Siuo metu geriausiai yra
istirti  rrl genas, koduojantis 23S ribosominés ribonukleortigSties (rRNR) subvieneto
peptidiltransferazés domena, rrs genas, koduojantis 16S rRNR subvienetg ir erm(41) genas,
atsakingas uz rRNR metiltransferaze¢. Vystantis molekulinés biologijos mokslui, atsirado galimybé
nustatyti kliniSkai svarbiy AM atsparumg vaistams daug grei¢iau nei fenotipiniais metodais.

Sio darbo tikslas buvo jvertinti kokios AM yra daZniausiai aptinkamos V3] Vilniaus
universiteto Santaros klinikose bei molekuliniu polimerazinés grandininés reakcijos (PGR)
metodu nustatyti M. avium komplekso, M. abscessus komplekso ir M. chelonae atsparuma

antibakteriniams vaistams bei jj lemiancius geny mutacijas.



DARBO TIKSLAS IR UZDAVINIAI

Darbo tikslas:

Ivertinti kliniSkai svarbiy atipiniy mikobakterijy paplitima, rii§ing jvairove ir iStirti jy
atsparumg antimikrobiniams vaistams VS| Vilniaus universiteto ligoninés Santaros klinikose
2015-2018 mety laikotarpyje.

UZdaviniai:

1. Atlikti retrospektyving Tuberkuliozés tyrimy laboratorijos duomeny analize ir
jvertinti kliniSkai svarbiy atipiniy mikobakterijy paplitimg ir raGsing jvairove VS]
Vilniaus universiteto ligoninés Santaros klinikose 2015-2018 metais.

2. PGR metodu iStirti atipiniy mikobakterijy atsparumg makrolidiniams bei
aminoglikozidiniams antibiotikams ir jj lemian¢ias mutacijas.

3. Ivertinti PGR metodo tinkamumg nustatant atipiniy mikobakterijy atsparuma

antibiotikams.



1.LITERATUROS APZVALGA

1.1. Mikobakteriju charakteristikos

Mikobakterijy identifikacija prasidéjo dar XIX amziaus pabaigoje, kai buvo atrastas
tuberkuliozés (TB) sukéléjas Mycobacterium tuberculosis. Mokslininkai Lehmanas ir Neumanas
pirmieji pasitilé tokia $iy bakterijy klasifikacija: karalysté — Bacteria, tipas — Actinobacteria, burys
— Actinomycetales, $eima — Mycobacteriaceae, gentis — Mycobacterium [3]. Si mikobakterijy
klasifikacija naudojama ir dabar.

Visas Mycobacterium genties bakterijas praktiniu pozitriu galima iSskirstyti j 3
pagrindines grupes pagal jy sukeliamy ligy diagnostika ir gydyma: 1) Mycobacterium tuberculosis
complex — siai grupei priskiriamos mikobakterijos sukelia tuberkulioz¢ (TB); 2) Mycobacterium
leprae — sukelia Hanseno liga. Visos likusios mikobakterijos yra apjungiamos j tre¢iaja grupg ir
vadinamos atipinémis mikobaterijomis (AM). Didzioji dalis jy yra aplinkos saprofitai, bet tam
tikros rusys yra patogenai gyvinams ir gali biti oportunistiniai patogenai zmogui, sukeliantys
jvairiy organy ir jy sistemy ligas, vadinamas mikobakteriozémis.

Mycobacterium genties bakterijos yra nejudrios (isskyrus Mycobacterium marinum,
kurios makrofaguose gali judéti [4]), 1étai augancios bakterijos, kurios neformuoja spory ir yra
obligaciniai aerobai. Mikobakterijos pasizymi dideliu pleomorfiskumu — lasteliy forma gali
varijuoti priklausomai nuo risies ir aplinkos salygy.

Mikobakterijos yra rugscéiai atsparios bakterijos (RAB) — dazomos Cylio-Nilseno biuidu
karbolio fuksinu ir blukinant riigStiniais alkoholiy tirpalais, nepraranda spalvos ir lieka

nusidaziusios ryskiai avietine spalva (1 pav.).
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1 pav. Mycobacterium avium komplekso bakterijos, dazytos Cylio-Nilseno budu.
[5]



Sia ir kitas specifines $iy bakterijuy savybes nulemia ypatinga lastelés sienelés struktiira,
kurig sudaro ilgy grandiniy mikolinés riigstys, iSsiSakojg¢s polisacharido arabinogalaktanas bei
kryzminis tinklas peptidoglikany [2, 3] (2 pav.). Taip pat bakterijy sieneléje yra baltymai porinai,

per kuriuos j lgstele gali patekti mazos hidrofilinés medziagos, pavyzdziui, gliukozé [8].
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2 pav. Mikobaterijy lastelés sienelés struktiira

[6]

Svarbiausias 1astelés sienelés komponentas yra mikolinés rigstys. Tai ilgos grandinés
riebaly ragstys, kurios sudaro iki 60% visos lastelés sausosios masés [8]. Sios ragstys pasizymi
stipriomis hidrofobinémis savybémis, dél to apsaugo mikobakterijy lasteles nuo dehidratacijos,
Seimininko lasteliy i8skiriamy reaktyviy deguonies ir azoto medZiagy baktericidinio poveikio bei
antibiotiky [5, 6]. Be to, i§ mikoliniy ragséiy sintetinamas trihalozés dimikolatas (,,cord*
faktorius), kuris inicijuoja imuninj atsakg ir granulomos formavimasi aplink patogeng [9]. ,,Cord*
faktorius taip pat apsaugo makrofagy fagocituotas mikobakterijas nuo susijungimo su
lizosomomis [11].

Taip pat yra pastebéta, jog AM gali formuoti biofilmo struktiiras. Biofilmas — tai
bakterijy, sukimbanciy tarpusavyje bei su kontaktuojamu pavirSiumi, grupé [12]. Tokias bakterijy
grupes yra sunku sunaikinti, naudojant jprastas dezinfekcijos priemones, pavyzdziui, chlorg [13],

jos pasizymi didesniu atsparumu aukstoms antibakteriniy vaisty koncentracijoms [14].



1.2. Atipinés mikobakterijos

Siuo metu AM grupe sudaro daugiau nei 150 skirtingy bakterijy rasiy [15]. Jos yra placiai
paplitusios gamtoje, daugiausiai jy randama dirvozemyje bei jvairiuose vandens S$altiniuose,
ezeruose, namy [16] ir ypa¢ daug ligoniniy vandentiekio sistemose [17]. Kaip tipiniai aplinkos
organizmai jie néra lepts [18], taciau jy iSskyrimui i§ tiriamosios medziagos butina naudoti
specialias mitybines terpes [19]. Norint prislopinti Salutinés mikrofloros augima, gali bti
naudojami jvairts antibakteriniai vaistai [19] ir malachito zaliasis dazas [20]. Kai kurioms AM
reikia specifiniy mitybiniy terpiy, pavyzdziui, M. haemophilum auginimui in vitro j terp¢ dedamas
amonio gelezies citratas, M. genavense auga terp¢je, kurios sudétyje yra kraujo, anglies, kazeino
ir mieliy ekstrakto [19]. Yra ir tokiy AM rasiy, pvz., M. tilburgii, kuriy iki $iol néra pavyke
1Sauginti mitybinése terpése, §i rusis identifikuojama tik atlikus 16S rRNR sekvenavimg i§ paZeisto
audinio [21].

Didziajai mikobakterijy daliai optimaliausia augimo temperatiira svyruoja nuo 28°C iki
37°C laipsniy, priklausomai nuo riiSies [22]. Taciau yra pastebéta, jog kai kurios AM rasys yra
atsparios auk§toms temperatiroms, pavyzdZiui, norint sunaikinti 90% M. avium kultiiros, ja reikia
veikti 17 valandy 50°C temperatiira [23], todél jos gali i8gyventi, jei vandentiekio sistemose yra
palaikoma Zzemesné temperatiira. Taip pat AM geba augti ir labai zemo pH aplinkoje, pvz., M.
avium pH-2,2 [24].

AM priklausomai nuo savo dauginimosi grei¢io yra skirstomos j greitai augancias
mikobakterijas (GAM) (sudaro vizualiai matomas kolonijas per 7 dienas) ir 1étai augancias (reikia
ilgesnio nei 7 dieny inkubacijos laiko) bakterijy grupes. Nustatyta, kad tam tikros kliniskai
svarbios létai augan¢iy AM riidys daznai sukelia plau¢iy mikobakteriozes. Siai grupei priskiriamos
tokios AM rusys kaip M. gordonae, M. xenopi, M. malmoense, M. kansasii, M. avium kompleksas
(MAK), susidedantis i§ M. avium, M. intracellulare ir M. chimaera. MAK be plauciy infekcijos,
taip pat daznai yra atsakingas uz limfmazgiy bei iSplitusig infekcija [22]. Tuo tarpu kita létai
auganti mikobakterija M. gordonae yra zinoma kaip dazniausiai méginiy uzter§img lemianti
bakterija [22], taCiau ji taip pat gali sukelti plau¢iy mikobakteriozes [22, 23]. GAM grupei
priskiriamos M. abscessus, M. chelonae, M. fortuitum. Sios grupés pagrindinis atstovas yra M.
abscessus, kuris dazniausiai Sukelia plauciy, odos, minkstyjy audiniy infekcija, tuo tarpu M.
chelonae ir M. fortuitum aptinkama minkstyjy audiniy, kauly infekcijos metu [19, 22].

Nors AM randamos nattralioje aplinkoje ir yra oportunistiniai patogenai zmogui, jy
lastelés sienelés savybes, biofilmy susidarymas, hidrofobiSkumas, auksStos temperatiiros bei Zemo
pH toleravimas leidzia Sioms bakterijoms kolonizuoti Zmogaus organizma. AM dazniausiai

patenka j zmogaus organizma per kvépavimo takus aerozoliy pavidalu [27], taciau gali patekti ir

9



i§ uzterSto dirvoZemio ar vandens telkinio per zaizda, operacijy metu [28] ar virS§kinimo trakta
[24]. Patekusios j organizmo vidy, AM gali sukelti jvairias ligas, pavyzdziui, odos ir minkstyjy
audiniy infekcijas, plauciy ligas, limfmazgiy uzdegima, meningitg, virSkinamojo trakto infekcija
ar net sisteming infekcijg. Dazniausiai pasitaikantys predisponuojantys veiksniai yra struktiiriniai
plauciy pazeidimai, sergant létinémis plauciy ligomis (cistine fibroze, 1étine obstrukcine plauciy
liga (LOPL), bronchektazémis bei kitomis ligomis), imuninés sistemos sutrikimai, Zmogaus
imunodeficito virusas (ZIV), ypa¢ kai CD4+ T limfocity kraujyje yra maZziau nei 50/ul, po
transplantacijy, kai vartojami imunosupresniai vaistai. Taip pat daznesnés infekcijos stebimos
biologinés terapijos metu naudojant interferono gama ar interliaukino 12 inhibitorius, tokiais

atvejais AM infekcijos rizika iSauga 5-10 karty [29].

1.3. Mikobakterioziy diagnostika

Klinikingje praktikoje AM sukeliamy mikobakterioziy diagnostika yra ganétinai
sudétinga, nes Sie mikroorganizmai yra placiai aplinkoje paplite, ir vien tik bakterijos izoliavimas
dar nereiskia infekcijos buvimo [30]. Norint patvirtinti, jog ligg sukélé AM, reikia atsizvelgti |
paciento klinikiniy simptomy, radiologiniy bei mikrobiologiniy duomeny visuma.

1.3.1. Klinikiné ir radiologiné mikobakterioziy diagnostika

Plauc¢iy mikobakteriozé yra viena dazniausiy AM sukeliamy ligy [29]. Taciau $ios ligos
klinikiniai simptomai yra nespecifiniai — sausas kosulys, kars¢iavimas, padidéjes prakaitavimas,
dusulys, skrepliavimas, kraujo iSkosé¢jimas, nuovargis. Zmogaus bendra sveikatos biklé
progresuoja kartu su sunkéjan¢ia AM sukelta liga. Rizika susirgti didesné, esant strukttiriniams
plauciy pazeidimams, sergant létinémis plauciy ligomis (Iétine obstrukcine plauciy liga, cistine
fibroze, bronchektazémis, plauciy alveoline proteinoze, pneumokonioze, po persirgtos plauciy
tuberkuliozés, al antitripsino stokos atveju, esant kriitinés lastos deformacijai) arba esant
jgimtiems ar jgytiems imuninés sistemos sutrikimams, sergantiems genetiniais sindromais.
Mikobakteriozés rizika taip pat didéja vartojant TNF o antagonistus, imunosupresinius vaistus po
organy transplantacijos ar dél autoimuniniy ligy, inhaliuojamus ir sisteminius kortikosteroidus bei
chemoterapinius preparatus [22].

Atliekant radiologinius tyrimus, negalima isskirti specifiniy plau¢iy poky¢iy, atitinkanciy
tik AM sukeliamai infekcijai. Kratinés lgstos rentgenogramoje galima matyti j TB panaSius
rentgeninius plauciy poky¢ius (plauciy virSutiniy skiléiy infiltracija ar (ir) ertmés). Kriitinés lastos

kompiuterinéje tomogramoje gali biiti matomi zidiniai plauciuose ir/far bronchektazés. AM
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sukeltos infekcijos plauciuose esancios ertmés yra didesnés ir jose dazniau matoma skyscio, negu
sergant TB, dazniau pasitaiko poky¢iy abiejuose plauciuose [31]. Taciau vien $iy duomeny
nepakanka, kad buity galima atskirti AM sukeltos plauciy infekcijos nuo TB [22].

I$plitusios AM infekcijos metu pacientams su paZengusia ZIV infekcija klinikiniai
simptomai yra labai jvairiis ir gali buti lengvai priskiriami kitoms infekcijoms. DaZniausi
simptomai, sergant iSplitusia MAK infekcija yra kar$¢iavimas (80%), naktinis prakaitavimas
(35%) ir svorio kritimas (25%) [22].

AM, sukeliancios limfmazgiy uzdegimg, paprastai lieka vienoje vietoje ir neplinta.
Dazniausiai liga yra lengvos formos, yra stebimi padidéje pazeisti limfmazgiai, taciau kity
negalavimy pacientai nejaucia [19].

Odos, minkstyjy audiniy ir kauly AM infekcija dazniausiai pasireiskia po durtiniy zaizdy,
atviry traumy, liziy ar operaciniy procediiry. DaZniausiai infekcijos vietoje yra sukeliamas

uzdegimas ir gali formuotis abscesas, daugumoje atvejy dél GAM [22].

1.3.2. Mikobakterioziy laboratoriné diagnostika

Mikobakterioziy laboratoriné diagnostika apima kelis atskirus tyrimus: RAB aptikimas
tepinélyje, grynos AM kulttros iSauginimas, naudojant skystasias ir standZigsias mitybines terpes ir
iSskirtos kultiiros identifikavimas biocheminiais ar molekuliniais metodais. Atliekant $iuos tyrimus,
svarbu prisiminti, jog AM yra placiai paplitusios aplinkoje, todél visada yra galimas paciento
éminiy uZterSimas aplinkos saprofitinémis AM. DaZnai pasitaiko, kad skrepliy éminiai yra
uzterSiami Ciaupo vandens saprofitinémis AM, kai pacientai praskalauja burng prie§ surenkant
éminj [32] arba kai atlickama bronchoskopo ar kity prietaisy dezinfekcija, naudojant

mikobakterijomis kolonizuota vandenj [33].

1.3.2.1. Mikrobiologiniai tyrimai

Vienas i§ dazniausiai AM aptikimui naudojamy mikrobiologiniy tyrimy yra RAB
mikroskopijos tyrimas. Atliekant §j tyrima, tiriamosios medziagos tepinélius rekomenduojama
dazyti fluorochrominiais dazais ir tirti fluorescenciniu mikroskopu arba dazyti Cylio-Nilseno btdu
ir tirti Sviesiniu mikroskopu [34]. Vis délto, tepinélyje aptikus RAB, negalima diferencijuoti AM
ir M. tuberculosis kompleksui priklausan¢iy mikobakterijy, todél butina atlikti kitus papildomus
tyrimus (nustatyti AM rasj), kad patvirtinti mikobakteriozés diagnoze [34].

Vadovaujantis naujausiomis Amerikos kratinés chirurgy draugijos (angl. American
Thoracic Society, ATS) ir Amerikos infekciniy ligy draugijos (angl. Infectious Diseases Society of
America, IDSA) rekomendacijomis, diagnozuojant plauciy mikobakteriozes, reikia maziausiai
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trijy skrepliy ar kitos tiriamosios medziagos éminiy, paimty skirtingomis dienomis, geriausiai
surinktus is ryto, kad biity galima diagnozuoti AM sukelta infekcija [22].

Grynos AM kultiiros iSauginimas pasélyje yra esminis mikobakteriozés diagnostinis
Kriterijus. Vis délto, pasélyje iSaugintos AM turi klinikine reik§me tik tuo atveju, kai pacientui yra
1Saugusios trys kulttiros 1§ mikroskopiskai neigiamy €éminiy, arba dvi kultiiros 1§ éminiy, i§ kuriy
bent vienas yra mikroskopiskai teigiamas, arba AM iSauga pasélyje i§ BAL ar steriliy éminiy
(smegeny skyscio, biopsinés medziagos ir pan.).

AM in vitro saglygomis yra auginamos skystose ir standziose mitybinése terpése [22], nes
tokiu budu vidutiniskai 15% padidéja AM aptikimo tikimybé, nei auginant sukéléja tik skystoje
mitybinéje terpéje [35]. Plac¢iausiai AM auginimui yra naudojama Bactec MGIT (Becton Dickinson,
Sparks, MD) bakterijy kultivavimo sistema, naudojanti skystas terpes. Bactec MGIT auginimo
mégintuveliuose yra fluorescuojantis junginys, kurio fluorescencija yra slopinama deguonies. Kai
Siuose mégintuveliuose dauginasi mikobakterijos, jos sunaudoja deguonj, todél gautas fluorescencijos
signalas stipréja, fiksuodamas kulttiros augima. Skystoje mitybingje terpéje AM auga vidutiniskai 15
dieny, taciau Sis laikas gali svyruoti nuo 5 iki 22 dieny, priklausomai ar tai létai augancios ar GAM
[27, 28]. AM auginimui pas¢lyje taip pat naudojamos ir standziosios mitybinés terpés: Levensteino-
Jenseno, MiddleBrook 7H10 ir 7HI11 mitybinés terpés [22]. AM Kkultiira, iSauginta standZioje
mitybinéje terpéje, gali biiti jvertinta morfologiskai ir kiekybiskai, atskiriamas misriy kultiiry augimas,
taciau AM izoliavimo jautrumas yra mazesnis, lyginant su skystomis mitybinémis terpémis [29, 30],
be to kultiros augimas trunka nuo 21 iki 50 dieny [35].

1.3.2.2. Atipiniy mikobakterijy identifikavimas

Standzioje ar skystoje terpéje iSaugintas AM yra batina identifikuoti iki rusies
biocheminiais ar molekuliniais metodais, kadangi skirtingos AM rtsys pasizymi skirtingu
atsparumu antibakteriniams vaistams [39], be to skirtingy mikobakterijy sukeliamos
mikobakteriozés gydomos skirtingais vaisty deriniais nei TB [22].

Tradiciskai AM kultiros gali buti identifikuojamos pagal augimo greitji (GAM, létai
augancios mikobakterijos), kolonijy pigmentacija ir AM biocheminius rodiklius. Taciau §iems
identifikacijos metodams daznai triksta atkartojamumo dél paciy mikobakterijy fenotipinio
variabilumo, taip pat turimos duomeny bazés yra nepakankamos naujai atsirandanciy
mikobakterijy rusiy identifikacijai [40]. Be to, norint identifikuoti mikobakterijas biocheminiais
metodais, rezultaty reikia laukti papildomai 3-6 savaites. Dél visy $iy iStyrimo trakumy klinikinés
TB laboratorijos dabartiniu metu beveik nebenaudoja tradiciniy identifikavimo metody ir yra

peréjusios prie greitesniy molekuliniy metody.
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Pastaruosius 10 mety publikacijose gausiai kalbama apie pigy ir labai greitg
mikobakterijy identifikavimo metoda MALDI-TOF — tai ant matricos vykstanti, lazerio spinduliuote
suzadinta desorbcija/jonizacija su lékio trukmés matavimu [33-35]. Siuo metu identifikacijos
tikslumas labai priklauso nuo turimos duomeny bazés, pagal kurig lyginami MALDI-TOF gauti
duomenys, todél identifikacijos tikslumas svyruoja nuo 25% iki 90% [44].

Dabartiniu metu Klinikinése laboratorijose mikobakterijy identifikacijai yra naudojami
komerciniai mikobakterijy identifikavimo rinkiniai, kuriuose naudojami deoksiribonukleoriig€iy
(DNR) zondai. Visi S$ie rinkiniai yra paremti nukleortigdiy pagausinimu ir atvirkstine
hibridizacija. Vienas tokiy komerciniy rinkiniy yra Hain Lifescience (Nehren, Vokietija)
gamintojo GenoType® Mycobacterium CM ir GenoType® Mycobacterium AS. Mikobakterijas
identifikuojant $iais rinkiniais yra atlickamas 23S rRNR geno pagausinimas ir pagausinty produkty
atvirkstiné hibridizacija prie nitroceliuliozinés juostelés, kurioje yra fiksuoti specifiniai zondai,
atitinkantys tam tikras mikobakterijy rusis. GenoType® Mycobacterium CM ir AS rinkiniy
pagalba galima diferencijuoti iki 15 dazniausiai sutinkamy kliniskai svarbiy mikobakterijy rtsiy,
tarp jy ir M. tuberculosis, ir 16 papildomy retesniy AM rasiy. Vis délto, $iy komerciniy rinkiniy
kai kuriy zondy specifiSkumas nesiekia 100% ir yra galimos kryzminés reakcijos, todél riiSys
identifikuojamos neteisingai. Taip dazniausiai pasitaiko genetiSkai panaSioms ir retesnéms
mikobakterijy rasims [45].

Mikobakterijy konservatyviy geny sekvenavimas islieka pagrindiniu metodu, norint
identifikuoti mikobakterijy risj. Geny sekvenavimui yra pasirenkami tokie mikobakterijy geny
regionai kaip 16S rRNR [46], 65 kDa kars¢io Soko baltymai (hsp65 genas) [47], RNR polimerazés
B-subvienetas (rpoB genas)[48] ir superoksidazés dismutazé (SOdA genas)[48].

1.4. Atipiniy mikobakterijuy atsparumas antibakteriniams vaistams ir ji

lemiantys genai

AM sukelta infekcija ne visuomet gydytina. Gydymo taktikos pasirinkimas priklauso nuo
ligos pasireiSkimo klinikinés formos bei sukéléjo rasies. Yra nustatyta, kad AM yra ganétinai
atsparios antibakteriniams vaistams, todél dazniausiai skiriamas empirinis gydymas pirmos eilés
antituberkulioziniy (izoniazidas, etambutolis, rifampicinas, rifabutinas) vaisty ir makrolidy
deriniu. Papildomai gali biiti skiriama aminoglikozidy arba fluorochinolony [31]. Visy AM sukelty
infekcijy atveju gydymas tgsiamas dar 12 ménesiy po to, kai skrepliuose ar kitoje tiriamojoje
medziagoje AM neberandama, ar esant neabejotinam klinikiniam pageréjimui [22]. Dél tokio ilgai

trunkancio gydymo AM gali jgyti atsparuma vartojamiems antibakteriniams vaistams. Pavyzdziui,

13



yra duomeny, jog M. avium komplekso mikobakterijos po makrolidinés monoterapijos mutuoja ir
igyja atsparuma makrolidiniams antibiotikams [49].

JVT islicka kebliu klausimu klinikinéms laboratorijoms, kadangi kai kuriy vaisty
(rifampicino, etambutolio ir kt. priklausomai nuo bakterijy rusies) efektyvumas in vivo ir in vitro
skiriasi [22]. Taciau yra pastebéta patikima koreliacija tarp MAK ir amikacino bei makrolidiniy
antibiotiky, bei tarp M. kansasii ir rimfapicino [50], todél AST/IDSA rekomenduoja atlikti
antibakteriniy JVT tarp MAK ir klaritromicino, M. kansasii ir rimfapicino, bei tarp GAM ir
klaritromicino, amikacino ir kity vaisty [22]. Kiti autoriai sitlo visai neatlikti AM JVT, nes
gaunami rezultatai gali suklaidinti ir parodyti klaidingg jautrumg (vedantj prie nesékmingo
gydymo) arba atsparumg (vedantj prie efektyviy vaisty nenaudojimo gydymui), iSskyrus atvejus,
kai éminys gautas i$ sterilios vietos, infekcijos atkry¢io metu, jtariant jgyta bakterijy atsparuma, ir
ATS/IDSA rekomenduojamais atvejais [51].

Dazniausiai AM atsparumg makrolidiniams antibiotikams nulemia viena i§ mutacijy,
esanti rrl geno A2058 ir A2059 padétyse [52]. Sis genas koduoja 23S rRNR subvieneto
peptidiltransferazés domeng. Dél nukleotidy pakaitos i§ adenozino j guanozing, citozing arba
uracila, priklausomai nuo nukleotido, makrolidiniai antibiotikai gali nesudaryti patvarios jungties
arba visiskai nesijungti prie rRNR, ir nebeslopinti baltymy sintezés Siuose organizmuose [43, 44].

Visos bakterijos, tarp jy ir AM, gali turéti jgimta atsparuma kai kuriems vaistams. Vienas
i$ jgimty bidy apsisaugoti nuo makrolidiniy antibiotiky - indukuoti erm geng. I viso yra zinomi
44 erm genai, besiskiriantys tarpusavyje priklausomai nuo bakterijy rasies [55]. I§ visy erm geny,
4 yra priskiriami AM: erm(38) genas priklauso M. smegmatis, erm(39) — M. fortuitum, erm(40) -
M. magiritense [56] ir erm(41) — M. abscessus subps. abscessus ir M. abscessus subsp. bolletii
[57]. erm genai koduoja rRNR metilazes, kurios prijungia metilo grup¢ prie 23S rRNR
peptidiltransferazés adenino, taip sutrukdant makrolidy prisijungima prie ribosomos. Taciau AM,
turinéios Sio geno iSkrita, pvz., M. abscessus subsp. massiliense [57], arba turincios tasking
mutacija T—C 28-0je geno pozicijoje, yra jautrios makrolidiniams antibiotikams [52], i§skyrus
atvejus, kai yra mutacija rrl gene.

AM atsparumg aminoglikozidiniams vaistams gali lemti mutacijos rrs gene, kuris
koduoja 16S rRNR subvienetg [58]. Taciau nustadius mutacija rrs gene, dar nereiskia, kad
mikobakterijos bus atsparios visiems aminoglikozidiniams vaistams, pavyzdziui, M. abscessus,
turintis rrs geno mutacijg 1408 pozicijoje, yra atparus amikacinui ir kanamicinui, ta¢iau jautrus

streptomicinui [59].
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2. TYRIMO MEDZIAGA IR METODAI

2.1. Tyrimo medZziaga

Tyrimas buvo atlickamas VS| Vilniaus universiteto ligoninés Santaros kliniky
Laboratorinés medicinos centro Tuberkuliozés tyrimy laboratorijoje (TTL) nuo 2015 m. balandZio
ménesio iki 2018 m. sausio ménesio. Tyrimo metu atlikta 166 AM retrospektyviné laboratorijos
duomeny analizé, jvertintas AM paplitimas, rasiné jvairové. PGR metodu nustatytas M. avium
komplekso, M. abscessus komplekso bei M. chelonae mikobakterijy atsparumas makrolidiniams
ir aminoglikozidiniams antibiotikams. IS viso iStirta 51 kulttra.

Tyrimui buvo naudotos AM kultiiros, iSaugintos TTL skystoje ar standzioje mitybinése
terpése 1§ pacienty, kuriems jtariama mikobakterioze, skrepliy, bronchy aspirato, bronchy
alveolinio lavazo arba pooperacinés medziagos éminiy. Taip pat nedidelé dalis tirty AM kultiiry
buvo atgabentos j TTL i$ kity tuberkuliozés laboratorijy. Tyrimas buvo atliekamas trimis etapais:
1) i8 grynos kulttiros iSskiriama genominé DNR; 2) atlickamas DNR pagausinimas; 3) pagausintos
DNR atvirkstiné hibridizacija ant nitroceliulioziniy juosteliy.

DNR isskyrima bei rasies nustatyma atliko ir jvertino TTL darbuotojai.

2.2. Laboratoriné jranga ir naudojami reagentai

AM genominés DNR isskyrimas atlickamas naudojant GenoLyse® VER 01 (Hain
LifeScience, Vokietija, katalogo Nr. IFU-51610-08) komercinj rinkinj. Rinkinio sudétis pateikta

1 lenteléje.

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

DNR iSskyrimo rinkinio komponentai Kiekis rinkinyje
Lizés buferis (A-LYS) 2 mi

Sudétis: 1% ne anijonin¢ pavirSiaus aktyvi

medziaga (PAM), <0,2% NaOH, dazas

Neutralizuojantis buferis (A-NB) 2ml

Sudétis: buferis

Genominés DNR iSskyrimui reikalinga papildoma jranga ir priemoneés pateiktos 2

lenteléje.
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2 lentele. Papildoma jranga ir priemonés DNR i$skyrimui

Priemonés pavadinimas

Laboratoriné centrifuga (Eppendorf centrifuge 5415 R)

Biologinés saugos spinta su HEPA filtru

Dozatoriai 10-100 ul tariams

Kaitintuvas (sauso karsc¢io termoblokas)

Purtykle

Atlieky konteineris

Laikmatis

Sterilios 1 pl kilpelés

Sterilios 3 ml Pastero pipetés

Absorbuojantis popierius

Vienkartiniai steriliis 2-120 pl antgaliai su filtru

Stovelis mégintuvéliams

Steriliis 1,5 ml talpos centrifuginiai mégintuvéliai

Dezifektantas

Vienkartinés apsaugos priemonés (pirStinés, chalatas,

kepuraité, 3M respiratorius su HEPA filtru)

AM DNR pagausinimas ir PGR produkty atvirkstiné hibridizacija atlickami komerciniu
rinkiniu GenoType® NTM-DR VER 1.0 (Hain LifeScience, Vokietija, katalogo Nr. IFU-297-01).

Rinkinio sudétis pateikta 3 lenteléje.
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3 lentelé. GenoType® NTM-DR VER 1.0 reagentai ir jy sudétis

PGR reakcijos rinkinio komponentai

Kiekis rinkinyje

Pagausinimo misinys A (AM-A)

Sudétis: buferis, nukleotidai, Taq polimeraze

0,15 ml

Pagausinimo misinys B (AM-B) 0,53 ml
Sudétis: druskos, specifiniai pradmenys, dazas (violetinés spalvos)

Hibridizacijos reakcijos rinkinio komponentai

Nitroceliuliozinés juostelés (STRIPS), padengtos specifiniais zymenimis | 12
Denattravimo tirpalas (DEN), dazytas (mélynos spalvos) 0,3ml
Sudétis: <2% NaOH

Hibridizacijos buferis (HYB), dazytas (Zalios spalvos) 20 ml
Sudétis: 8-10% anijonin¢ PAM

Plovimo tirpalas (STR), dazytas (raudonos spalvos) 20 ml
Sudétis: >25% ketvirtiniy amonio junginiy, <1% anijoniné PAM

Skalavimo tirpalas (RIN) 50 ml
Sudétis: buferis, <1% NaCl, <1% anijonin¢ PAM

Koncentruotas konjugatas (CON-C), 0,2 ml
Sudétis: dazas (oranzinés spalvos), streptavidinu konjuguota Sarminé
fosfataze

Konjugato buferis (CON-D) 20 ml
Sudétis: buferis, <1% blokuojantys reagentai, <1% NaCl

Koncentruotas substratas (SUB-C) 0,2 ml
Sudétis: <70% dimetilsulfoksidas, <10% 4-nitrotetrazolio chloridas, <10%
5-brom-4-chlor-3-indolilfosfatas

Substrato buferis (SUB-D) 20 ml
Sudétis: buferis, <1% MgClz, <1% NaCl

Vertinimo lapas 1
Plokstele hibridizacijai 1

DNR pagausinimui ir atvirkStinei hibridizacijai reikalinga jranga ir priemonés pateiktos

4 lenteléje.
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4 lentelé. Papildoma jranga ir priemonés DNR pagausinimui ir atvirkstinei hibridizacijai.

Priemonés pavadinimas

Termopurtyklé (TwinCubator, Hain LifeScience, Gmbh, Vokietija)

Termocikleris (Labcycler SensoQuest Gmbh, Vokietija)
Dozatoriai 10, 20, 200 ir 1000 pl tiiriams

Laikmatis

Absorbuojantis popierius

Aliuminio folija

Sterilais 20, 200 ir 1000 pl dozatoriy antgaliai su filtru

PGR meégintuvéliai, be DNaziy ir RNaziy

Pincetas

Atlieky konteineris

2.3. Tyrimo metodai

2.3.1. Genominés DNR iSskyrimas i$ atipiniy mikobakteriju kultiry

Genominés DNR i8skyrimas buvo atliekamas TTL bakteriologiniy tyrimy patalpose,
grieztai laikantis darby saugos reikalavimy.

DNR isskyrimas vykdomas i$ skystos (Bactec MGIT 960) arba i$ standZzios (Levensteino-
Jenseno) mitybiniy terpiy. Izoliuojant DNR i§ Bactec MGIT terpés, pirmiausiai 1 ml skystos terpés
su bakterijy kultiira yra perkeliama j sterily centrifugavimo mégintuvélj ir centrifuguojamas 15
min. 10 000 x g aerozoliams atspariame rotoriuje. Po centrifugavimo supernatantas pasalinamas ir
] susidariusias nuosédas jpilamas 100 ul A-LYZ, ir tirpalas sumaiSomas purtykle. Dirbant su
standzia terpe, prie$ tai aptarti Zingsniai praleidziami, ir 1-2 bakterijy kulttros kolonijos
perkeliamos tiesiai ] 100 ul A-LYZ buferj ir iSmaiSoma purtykléje. Toliau DNR i8skyrimo eiga
yra vienoda kultiroms, iSaugintoms ant abiejy tipy terpiy. Gautas tirpalas yra inkubuojamas
kaitintuve 95 °C temperatiiroje 5 min. Po inkubacijos j méginj jpilamas neutralizacijos buferis A-
NB. Méginys vél centrifuguojamas 5 min. 16000 x g. Po centrifugavimo supernatantas
perkeliamas | kitag meégintuvélj ir, jei i§ karto nenaudojamas PGR tyrimams, laikomas -20 °C

temperatiiroje.
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2.3.2. Genominés DNR pagausinimas

PGR buvo atliekama TTL molekuliniy tyrimy patalpose. Pries darbg laminariné
spinta aps8vitinama ultravioletine (UV) Sviesa ir darbo vieta iSvaloma 1% hipochlorito ragsties
tirpalu dél kryzminés tarS§os PGR produktais.

Vienai pagausinimo reakcijai sumaisomi 10 ul AM-A ir 35 ul AM-B reagento.
Atskiroje patalpoje j misinj jdedama 5 pl tirilamosios DNR, kad bendras taris baty 50 ul. Kaip
neigiama kontrolé naudojama 5 pl vandens PGR tyrimams. Pagausinimas atliekamas
termocikleriu pagal 5 lenteléje pateiktas sglygas. Po pagausinimo, jei PGR produktai i§ karto

nenaudojami tolimesnei analizei, jie yra laikomi -20 °C temperatiiroje.

5 lentelé. PGR atlikimo salygos

5 Reakcijos Cikly
Zingsniai Temperatiira

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. Atvirkstiné hibridizacija

Pagausinty DNR produkty hibridizacija ant nitroceliulioziniy juosteliy yra atlickama
naudojant GenoType® NTM-DR VER 1.0 (Hain LifeScience, Vokietija) komercinj rinkinj. Sio
rinkinio metodas yra grindziamas DNA-STRIP® technologija. Nitroceliuliozinés juostelés yra
padengtos aukSto specifiSkumo zymenimis, kurie yra komplementarts selektyviai pagausintai
DNR sekai. Hibridizacijos metu tiriamos specifinés viengrandés DNR sekos prisijungia prie
juosteléje esanciy zymeny, tuo tarpu paSalinés sekos yra nuplaunamos ir pasalinamos.
Konjugacijos reakcijos metu prie specifiskai prisijungusios DNR grandinés yra pritvirtinama
Sarmin¢ fosfataze¢, kuri naudojant substrata duoda spalving reakcija.

GenoType® NTM-DR VER 1.0 rinkiniu nustatomas tokiy kliniskai svarbiy AM kaip M.
avium komplekso (M. avium, M. intracellulare, M. chimaera), M. abscessus komplekso (M.
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abscessus subsp. abscessus, M. abscessus subsp. bolletii, M. abscessus subsp. massiliense) bei M.
chelonae atsparumas makrolidiniams ir aminoglikozidiniams antibiotikams ir §j atsparuma
lemian¢ios geny mutacijos. Makrolidiniams antibiotikams atsparumas nustatomas esant
mutacijoms erm(41) bei rrl, o aminoglikozidiniams — rrs genuose.

I hibridizacijai skirtg plokstelg su Sulinéliais jpilama 20 pl denatiravimo tirpalo (DEN)
(atskirame Sulinélyje tiriamas atskiras méginys), 20 pl amplifikuotos DNR, miSinys sumaiSomas
ir inkubuojamas 5 min. kambario temperatiiroje. Po inkubacijos i Sulinéli jpilama 1 ml
hibridizacijos buferio (HYB) ir j tirpalg su pincetu jdedamos nitroceliuliozinés juostelés,
padengtos specifiniais Zymenimis. Juostelés inkubuojamos termopurtykléje (TwinCubator) 30
min. 45 °C temperatiiroje. Po to tirpalas pasalinamas ir j Sulinélj jpilamas plovimo skystis (STR).
Juostelés inkubuojamos termopurtykléje 15 min. 45 °C. Tirpalas pasalinamas ir j Sulinélj pilama
1 ml skalavimo misinio (RIN), inkubuojama termopurtykléje 1 minut¢ kambario temperatiroje.
Po inkubacijos pasalinamas RIN, jpilamas 1 ml praskiesto konjugato tirpalo (CON) ir
inkubuojama 30 min. termopurtykléje kambario temperatiroje. Po to pasalinamas tirpalas ir
juostelés plaunamos RIN tirpalu ir 1 min. inkubuojamos, tai atlickama du kartus. Visiskai
pasalinus RIN, juostelés inkubuojamos 1 min. distiliuvotame vandenyje kambario temperatiiroje ir
po inkubacijos vanduo visiSkai paSalinimas. Toliau jpilamas 1 ml. praskiesto substrato tirpalo
(SUB) ir inkubuojama kambario temperatiiroje kol juosteliy kontrolinés zonos yra aiSkiai
matomos, uzdengiant juosteles folija, kad jy neveikty tiesioginé saulés Sviesa. Priklausomai nuo
aplinkos salygy tai gali uztrukti nuo 3 iki 20 min. Reakcija staigiai sustabdoma kelis kartus

praplaunant juosteles distiliuotu vandeniu.

2.3.4. Atvirkstinés hibridizacijos rezultaty vertinimas

Po hibridizacijos nitroceliuliozinés juostelés nusausinamos absorbuojanciu popieriumi ir
priklijuojamos ant tam skirty vertinimo lapy (Priedas 1) ir saugomos nuo saulés Sviesos. D¢l
techniniy priezasCiy, atstumai tarp Zymeny ant juostelés gali varijuoti. Tiksliam rezultato
jvertinimui, naudojama rinkinyje esanti jvertinimo kortelé (Priedas 2).

Kiekvienoje juostel¢je yra 24 specifiniai Zymenys:
CC — konjugacijos kontrolé;

UC — universali kontrolé;

SP1-SP10 — mikobakterijy rasies specifiniai zymenys;
erm(41) — lokuso kontrolé;

erm(41) C28 — mutacijos zymuo;

erm(41) T28 — mutacijos Zymuo;

rrl — lokuso kontrolé¢;

rrl WT — laukinio tipo Zymuo;

rrl MUT1-MUT4 — mutacijos Zymuo;
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rrs — lokuso kontrolé;
rrs WT — laukinio tipo zymuo;
rrs MUT1 - mutacijos Zymuo.

Konjugacijos kontrolés (CC) zonoje iSryskejes ruozelis rodo konjugato prijungimo ir
substrato reakcijy efektyvuma.

Universalios kontrolés (UC) zona aptinka visas mikobakterijas ir kitas gramteigiamas
bakterijas su dideliu G+C nukleotidy skai¢iumi.

Risiai specifinés zonos (SP) padeda nustatyti kuriai mikobakterijy rasiai priklauso
tirilamos mikobakterijos DNR.

Lokuso kontrolinés zonos (erm(41), rrl, rrs) nustato ar yra tam tikro geno regionas
tiriamoje  DNR sekoje. erm(41) genas yra nustatomas tik M. abscessus komplekso
mikroorganizmuose, tod¢l esant kitai mikobakterijai §i zona nenusidazo.

Nusidazant erm(41) C28 juostelei tiriamoje bakterijos paderméje erm(41) geno 28
pozicijoje yra C nukleotidas. Tai rodo, jog organizmas yra jautrus makrolidiniams
antibakteriniams vaistams, i$skyrus atvejus, kai yra mutacijy rrl gene. Bakterijos turi atsparumag
makrolidams, kai erm(41) gene 28 pozicijoje yra timino (T) nukleotidas. erm(41) C28 ir erm(41)
T28 zonos yra svarbios tik M. abscessus subsp. abscessus ir M. abscessus subsp. bolletii, bet ne
M. abscessus subsp. massiliense dél Sios riSies gene jvykusios iskritos, kuri lemia jautruma
makrolidams ir esant 28 geno pozicijoje T nukleotidui, i§skyrus atvejus, Kai yra rrl geno mutacijy.

Nusidaziusios rrl laukinio tipo zonos rodo, jog tiriama bakterijy padermé yra jautri
makrolidams. Tuo tarpu bet kurios geny mutacijos iSrySkéjimas rodo bakterijy atsparumag
makrolidiniams antibiotikams.

Nusidazius rrs WT zonai yra nustatomas tiriamos AM jautrumas aminoglikozidams, o
iSrySkéjus mutacijos ruozeliui, vertinama, kad padermé yra atspari Siems antibakteriniams
vaistams.

Interpretacijos vertinimo pavyzdziai pateikiami 3 priedy lape.

2.4 .Statistiné analizé

Aprasomoji statistika ir kiti statistiniai skai¢iavimai buvo atlikti naudojant RStudio
(versija 1.0.136) statistikos paketa. Lyginant pacienty amziy tarp ly¢iy buvo naudojamas Mano-

Vitnio-Vilkoksono rangy sumy kriterijus nepriklausomoms imtims.
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3.REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Nustatyty kliniSkai svarbiu atipiniy mikobakteriju paplitimas ir jvairové

Tyrimo metu buvo retrospektyviai iSanalizuoti VS] Vilniaus universiteto ligoninés
Santaros kliniky Laboratorinés medicinos centro TTL duomenys apie 2015-2018 metais izoliuotas
AM, atsizvelgiant j iSskirtg rusj, paciento lytj bei amziy.

I8 viso laboratorijoje 2015-2018 metais i$ 132 ligoniy skrepliy, bronchoalveolinio lavazo,
bronchy aspirato, bronchy nuoplovy, pooperacinés medziagos éminiy buvo iSskirtos 166 AM
kultaros, i§ kuriy 155 buvo identifikuotos iki raSies/komplekso lygio, likusios 11 buvo
identifikuotos tik kaip bakterijos, priklausan¢ios Mycobacterium genciai (3 paveikslas), t.y. rasis
nenustatyta (Mycobacterium spp.). I$ 155 identifikuoty AM didziaja dalj mikroorganizmy sudaré
M. avium — 51,2% (N=85), M. gordonae — 19,9% (N=33) bei M. fortuitum 7,2% (N=12). Kitos
i§skirtos AM buvo: M. abscessus kompleksas — 1.8% (kurj sudaré M. abscessus (N=1), kuriai
nebuvo nustatytas portsis, M. abscessus subsp. abscessus (N=1), M. abscessus subsp. bolletii
(N=1)), M. chelonae 4,2% (N=7), M. kansasii 3% (N=5), M. xenopi 2,4% (N=4), M. intracellulare
1,8% (N=3), M. celatum 1,8% (N=3).

« 100+

5 90+

<, 80-

= 70-

£ 60-

3 50-

2 404

& 404

£ 20-

g 10

2 =T

< < S A\ » < .

3 pav. Nustatytos AM rasys ir jy paplitimas (N=166)
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Didziaja éminiy dalj, i$ kuriy buvo is$skirtos AM, sudaré skrepliai — 71,1% (6 lentel¢). 11

kultary skystoje arba standzioje mitybinéje terpéje, i§ kuriy identifikuota AM risis, buvo

atgabentos j TTL i§ kity gydymo jstaigy (siuntime nebuvo pazyméta i§ kokio éminio atliktas

pasélis). Apibendrinant, dauguma éminiy, i§ kuriy buvo iSaugintos ir identifikuotos AM, buvo

respiraciniai, i§skyrus vieng, kuris buvo i§ pooperacinés medziagos.

6 lentelé. Eminiai, i§ kuriy buvo idskirtos AM

M. avium

M. gordonae
M. fortuitum
M. chelonae

M. abscessus
kompleksas

M. kansasii

M. xenopi

M. intracelullare
M. celatum
Mycobacterium
spp.

IS viso

Bronchy Bronchy BAL Kultira ~ Pooperac  Skrepliai
aspiratas  nuoplovos iné
medziag
a
8 2 17 6 1 51
3 — — 1 — 29
— — 2 — — 10
— — — 3 — 4
— — — — — 3
2 — 1 — — 2
— — — 1 — 3
— — — — — 3
— — 1 — — 2
— — — — — 11

13(7,8%) 2 (1,2%) 21 (12,7%)

11 (6,6%) 1 (0,6%) 118
(71,1%)

Atliekant retrospektyving AM duomeny analizg, jvertinti pacienty lytis ir amzZzius. IS 132

pacienty 73 buvo moterys (55,3%) ir 59 — vyrai (44,7%). StatistiSkai reikSmingo skirtumo tarp

ly¢iy nebuvo. Pacienty amziaus mediana (3 ir 1 kvartiliy skirtumas) buvo 61,3 m. (76 — 52 m.).

Lyginant pacienty amziy tarp ly¢iy nustatyta, jog vyry amzius buvo statistiSkai reikSmingai
mazesnis — 55,6 m. (71 — 42 m.) nei motery — 66,1 m. (77 — 59 m.), p=0,00088 (4 paveikslas).
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3.2. PGR metodo rezultatai

PGR metodu tirtos 5 skirtingos AM rasys: M. avium, M. intracellulare, M. abscessus
subsp. abscessus, M. abscessus subsp. bolletii ir M. chelonae. Viso PGR metodu istirta 51 AM
kultara. Tyrimo metu buvo vertintos erm(41), rrl ir rrs geny mutacijos, kurios siejamos su AM
atsparumu makrolidiniams bei aminoglikozidiniams antibiotikams. PGR tyrimo rezultatai
kiekvienai AM rasiai pateikiami 7 lenteléje, vizualiai jie parodyti 5 paveiksle.

IStyrus 51 AM kultiirg nustatyta, kad absoliuti dauguma tirty padermiy buvo jautrios
makrolidams ir aminoglikozidams, kadangi rrl ir rrs geny mutacijy regionuose nebuvo stebima
teigiama hibridizacija. ISimtj sudaré dvi AM rasys — M. abscessus subsp. abscessus ir M. abscessus
subsp. bolletii, kurioms buvo nustatytas T nukleotidas erm(41) geno 28 pozicijoje, lemiantis

atsparumg makrolidams (5 paveikslas, 1 ir 4 juostelés).
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7 lentelé. PGR metodo rezultatai

rrl res

Mikobakterijos rusis Istirty AM erm(41) WT* Mutacija WT Mutacija

skaicius
M. avium 40 néra 40 0 40 0
M. intracellulare 2 néra 2 0 2 0
M. abscessus  subsp. 1 T28 1 0 1 0
abscessus
M. abscessus  subsp. 1 T28 1 0 1 0
bolletii
M. chelonae 6 néra 6 0 6 0
I3 viso 51 51 0 51 0

Pastaba: WT* — laukinis tipas (angl. wild type)
Viena kultira, pries tai identifikuota GenoType Mycobacterium CM VER 2.0 rinkiniu
kaip M. avium, PGR tyrimo metu GenoType NTM-DR rinkiniu buvo identifikuota kaip kita

-----

identifikuojanéiy ruozeliy nitroceliuliozingje juosteléje (5 paveikslas, 6 juostelé).

1234 5 6

5 pav. PGR tyrimo atvirkstinés hibridizacijos rezultatai. 1 juostele — M. abscessus subsp.
abscessus, 2 juostelé — M. intracellulare, 3 juostelé — M. avium, 4 juostelé — M. abscessus subsp.
bolletii, 5 juostelé — M. chelonae, 6 juostelé — Mycobacterium spp.
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3.3. Rezultaty aptarimas

3.4.1. Retrospektyvinés analizés rezultaty aptarimas

Pastaruoju metu AM sukeliamos infekcijos sulaukia vis daugiau démesio dél to, kad
jvairiose pasaulio Salyse yra stebimas jy daznio augimas. Didéjant AM aprasanciy studijy skaiciui,
taip pat buvo atkreiptas démesys ] tai, jog AM riSiy paplitimas labai skiriasi priklausomai nuo
regiono [61-63]. Taciau Lietuvoje iki Siol nebuvo atlikta nei vieno sistematizuoto tyrimo dél AM
paplitimo, néra zinoma kokios AM rasys dominuoja, kadangi §i ligy grupé néra priskiriama
infekcinéms ligoms ir duomenys apie jg néra kaupiami. Atsizvelgiant j tai, jog skirtingos AM rasys
skiriasi savo gebéjimu sukelti infekcijg zmonéms, 0 gydymo taktikos pasirinkimas priklauso nuo
ligos sukél¢jo, yra labai svarbu nustatyti kliniskai reikSmingiausias AM rasis [24, 59, 60].

Siame tyrime analizuoty AM rii§iy paplitimas atitiko Wouter Hoefsloot ir kity
bendraautoriy jungtiniame tyrime pastebétg tendencijg, jog Siaurinéje Europos dalyje dominuoja
M. avium kompleksui priklausan¢ios AM [65]. Nepaisant to, jog vienose Europos salyse MAK
buvo retesnis, bendroje imtyje tai vis tiek buvo dazniausiai aptinkama rasis. Antra pagal daznuma
AM risis Europoje yra M. gordonae. Siame tyrime M. gordonae taip pat buvo antra pagal
paplitimg po M. avium. Lyginant duomenis tarp Lietuvos ir artimiausiy jos kaimyny, matomi
panasis rezultatai: Estijoje taip pat didziausig dalj izoliuoty AM sudaro M. avium, M. gordonae
bei M. fortuitum. Estijoje ketvirtoje vietoje pagal aptikimo daznuma yra M. intracellulare ir sudaro
7,4% visy izoliuoty AM [66], o Siame darbe Sios riiSies mikobakterijos buvo vienos i§ maZziausiai
pasitaikanc¢iy — 1,8%. Tuo tarpu Lenkijoje labiausiai paplitusios AM yra M. kansasii (35%), MAK
(23%) ir M. xenopi (22%) [65]. Sie duomenys labai skiriasi nuo miasy tyrimo duomeny, kadangi
M. kansasii ir M. xenopi buvo vienos i8 reciausiy aptikty mikobaterijy.

M. gordonae yra viena dazniausiai i§ pacienty klinikiniy éminiy iSauginamy AM rasiy
visame pasaulyje [65]. Tai patvirtina ir miisy tyrimo duomenys. Nors yra zinoma, jog M. gordonae
yra daZniausias laboratorinés tarSos sukéléjas naudojant vandentiekio vandenj, $i AM labai retai
sukelia plauc¢iy infekcijg [22]. Literatiiros duomenimis, M. gordonae sukelta plauéiy infekcija
daznai pasireiskia sunkiems imunosupresinés biiklés ligoniams, pvz., ZIV infekuotiems, steroidy
terapijos metu, po transplantacijy [22], taciau pasitaiko atvejy, kai suserga ir sveiki jauni Zmonés,
neturintys jokiy rizikos veiksniy [67]. Marimoto su kolegomis, stebéj¢ 209 ligoniy atvejus,
kuriems buvo isskirta M. gordonae nustaté, kad plauc¢iy mikobakteriozé buvo patvirtinta tik 1,4%
visy atvejy [68]. Miisy tyrimo metu nebuvo galimybés nustatyti, ar kulttiroje i§skirta M. gordonae
pacientams sukélé plauciy infekcijg, tad atsizvelgus j auks$Ciau pateiktus duomenis ir didelj

mikroorganizmo paplitima, M. gordonae galima vertinti kaip laboratorinés tarSos sukéléja i§
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vandentiekio. Viena i§ priezasc¢iy, kodél Sis mikroorganizmas daznai izoliuojamas, bet patvirtinty
infekcijy skaicius yra mazas, gali buti tai, kad pacientai pries éminio émimo procediiras burng
skalauja ciaupo vandeniu, kuris neretai biina uzterStas Siomis aplinkos mikobakterijomis [69].
Tokiais atvejais ligoninése gali atsirasti pseudoinfekcijos protrukiai, galintys lemti papildomy 1ésy
panaudojimg tolimesnei diagnostikai atlikti [32]. Todél siekiant sumazinti éminiy uzter§imo
aplinkos AM tikimybe, rekomenduojama geriau informuoti pacientus ir medicinos personala, kaip
turi bati renkami skrepliy ir Kiti respiraciniai éminiai mikrobiologiniams tyrimams. Taip pat
ligoninése yra rekomenduojama naudoti pakankamai aukstos temperatiiros vandenj, bent 45°C,
kurioje M. gordonae ilgai neiSgyvena [22].

Idomu yra pastebéti, jog miisy tyrimo metu beveik visos AM buvo isskirtos i§ respiraciniy
éminiy, nepaisant to, kad kai kurios rasys (M. fortuitum, M. chelonae) dazniau pasireiskia odos ar
minkstyjy audiniy infekcijy metu. Vis délto, Siame tyrime tik viena AM (M. avium) buvo iSauginta
i§ pooperacinés medziagos. Galima daryti prielaida, jog AM sukeliamos ekstrapulmoninés
infekcijos Lietuvoje yra labai retos ir jy diagnostika yra sudétinga.

Siame tyrime AM buvo izoliuotos daZniau i§ moteriskos lyties pacienty. Panasus
pasiskirstymas tarp ly¢iy buvo stebimas ir kitose Europos Salyse: Vokietijoje [70], Pranciizijoje
[71], Portugalijoje [72]. Tuo tarpu kitose Salyse (Jungtinéje Karalystéje [73], Nyderlanduose [74],
Italijoje [75], centrinéje Graikijoje [76]) AM buvo dazniau i$skiriamos vyry grupéje. Tuo tarpu
Jungtinése Amerikos Valstijose (JAV), prieSingai nei Europos Salyse, AM sukeltomis infekcijomis
moterys serga dazniau nei vyrai [60, 61]. Manoma, kad tokie duomenys galéty buti paaiskinami,
atsizvelgiant | vyry ir motery sergamumo LOPL daznius. JAV uzregistruoti LOPL atvejai yra
pasiskirste tarp lyCiy panaSiai, kaip ir sergamumo mikobakterioze dazniai [79]. Tuo tarpu
Lietuvoje, vadovaujantis Higienos instituto duomenimis [80], beveik néra jokio skirtumo tarp vyry
ir motery sergamumo LOPL. Tai atitinka Siame tyrime izoliuoty AM pasiskirstyma tarp lyCiy.

Siame tyrime pacienty, kuriems buvo iskirtos AM, amziaus mediana buvo artima
Europos bendram vidurkiui — 62,5 m. [2]. Taip pat i$ misy tyrimo duomeny pastebéta, jog vyry ir
motery amzius tarpusavyje statistiSkai reikSmingai skiriasi — AM buvo dazniau izoliuotos
vyresnéms moterims nei vyrams. Tokie duomenys gali buati paaiskinami, atsizvelgiant j
mikobakteriozés rizikos veiksnius, biitent LOPL, bronchektaze bei ZIV infekcija ir $iy ligy dazniy
pasiskirstymg tarp skirtingy amziaus grupiy Lietuvos populiacijoje. Lietuvos Higienos instituto
duomenimis, LOPL, bronchektaze ir ZIV dazniau serga 45 — 64 mety vyrai [80], tai atitinka §iame
tyrime stebimg vyry amziaus mediang 55,6 m. Tuo tarpu vyresniems zmonéms (65 metai ir
daugiau), sios ligos dazniau pasitaiko motery tarpe [80], ir tai taip pat atitinka Sio tyrimo nustatyta

motery amziaus mediang 66,1 m.
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3.4.2. PGR metodo rezultaty aptarimas

Norint pasiekti gery gydymo rezultaty, biitina zinoti konkrecios AM jautrumg keliems
antibiotikams, nes gydymo taktikos pasirinkimas priklauso nuo ligos pasireiskimo klinikinés
formos, sukéléjo, ligos i$plitimo, ligonio imuninés buklés, gretutiniy ligy. Vis délto, AM jautrumo
vaistams nustatymas $iais laikais vis dar lieka kontraversiskas, kadangi jautrumas (atsparumas)
vaistui in vitro ne visada sutampa su veiksmingumu in vivo. Vadovaujantis naujausiomis
ATS/IDSA rekomendacijomis, JVT sitloma atlikti tik MAK infekcijos atveju Kklaritromicinui,
GAM (M. fortuitum, M abscessus, ir M. chelonae) infekcijos atveju — amikacinui, imipenemui (tik
M. fortuitum), doksiciklinui, fluorchinolonams, klaritromicinui, linezolidui ir tobramicinui (tik M.
chelonae) bei M. kansasii infekcijos atveju — rifampicinui [22]. Nustatant AM jautruma vaistams,
auksinu standartu yra laikomas mikropraskiedimo metodas skystoje terpéje [54], taciau tokiy
tyrimy atlikimas uztrunka pakankamai ilgai, kadangi priklauso nuo mikobakterijy augimo greicio.

Pastaruoju metu buvo atrasta nemaza dalis geny, atsakingy uz jgyta ir jgimta AM
atsparuma antibakteriniams vaistams. Siuo metu geriausiai istyrinéti yra rrl, erm(41) ir rrs genai.
Jy aptikimas molekuliniais metodais yra daug greitesnis, nei jautrumo vaistams nustatymas
mikropraskiedimo metodu, todél gali buity gera alternatyva JVT. Misy atliktame tyrime buvo
naudojamas komercinis GenoType® NTM-DR VER 1.0 rinkinys, kuriuo buvo ieskomos plauciy
mikobakteriozes sukelian¢iy AM dazniausiai pasitaikanc¢ios mutacijos, siejamos su atsparumu
antimikrobiniams vaistams.

I$analizavus PGR metodo rezultatus, miisy tyrimo metu nebuvo aptikta nei viena AM,
turinti rrl ir rrs geny mutacijas, siejamas su atsparumu makrolidiniams bei aminoglikozidiniams
antibiotikams. Tokie duomenys gali bati paaiskinti tuo, kad naujai izoliuotos AM, tokios kaip M.
avium, paprastai btna jautrios makrolidams, taiau jei yra taikomas neteisingas gydymas,
pavyzdziui, klaritromicino monoterapija, greitai jgyja atsparuma Siems vaistams. Viename tyrime,
kuriame M. avium sukelta kraujo infekcija ZIV sergantiems pacientams buvo gydyta vien tik
skirtingomis klaritromicino dozémis, buvo nustatyta, kad 46% bakterijy jgijo atsparumg Siam
vaistui dviejy ménesiy laikotarpyje [81]. Nors didzioji dalis AM jgyja atsparuma vaistams dél rrl
geno mutacijos, yra manoma, kad egzistuoja ir kitas mechanizmas $iam atsparumui atsirasti [82],
todél neaptikta mutacija ne visuomet gali biti interpretuojama kaip esamas jautrumas vaistams.
Nepaisant to, yra pastebétas gana didelis (96%) atitikimas, tarp rrl geno mutacijos ir fenotipinio
atsparumo klaritromicinui bei tarp rrs mutacijos ir fenotipinio atsparumo amikacinui [83].

Vertinant erm(41) geno polimorfizma, tyrimo metu buvo nustatytos dviejy mikobaterijy
(M. abscessus subsp. abscessus ir M. abscessus subsp. bolletii) atsparumas makrolidams. Sio geno

polimorfizmo nustatymas yra gana patikimas, nustatant M. abscessus komplekso bakterijy
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jautruma klaritromicinui [52]. Taciau reikéty atkreipti démesj, jog M. abscessus subsp. massiliense
dazniausiai turi iSkrita Siame gene, ir nepaisant T nukleotido polimorfizmo, bus jautri
makrolidams, taciau gali pasitaikyti ir $ios rusies bakterijy, neturinciy iSkritos Siame gene [84].
Tokiu atveju, remiantis vien tik hibridizacijos rezultatu nebiity galima tiksliai jvertinti $iy AM
atsparumo makrolidams.

Apibendrinant PGR metodu gautus rezultatus, galima teigti, jog jis yra pakankamai geras,
siekiant nustatyti dazniausias AM geny mutacijas, lemiancias atsparumg makrolidiniams bei
aminoglikozidiniams antibiotikams. Vis délto, yra nustatyta, jog kai kuriais atvejais dél rrl geno
mutacijy, PGR produktai gali jungtis prie jiems nespecifiSky viety nitroceliuliozingje juosteléje
[83]. Taip pat reikéty pabrézti, kad aptiktos rrl, rrs geny mutacijos arba erm(41) geno T nukleotido
polimorfizmas ne visais atvejais gali sutapti su fenotipiniu atsparumu atitinkamiems vaistams,
kadangi yra ir kiti mechanizmai, per kuriuos gali buti slopinamas vaisty poveikis. Nepaisant to,
PGR metodas turi savo pranasuma, nes yra labai greitas, todél jo naudojimas klinikinéje praktikoje
galéty padéti gydytojams pasirinkti tinkamg gydyma, taciau visuomet molekuliniy tyrimy
interpretacija turéty biiti vertinama objektyviai, atsizvelgiant j visy ligonio laboratoriniy,

instrumentiniy, histologiniy tyrimy rezultaty visuma.
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ISVADOS

VS| Vilniaus universiteto ligoninés Santaros klinikose 2015 — 2018 metais dazniausiai
paplitusios kliniskai svarbios AM rasys buvo M. avium (51,2%), M. gordonae (19,9%) ir M.
fortuitum (7,2%), reciau aptinkamos — M. abscessus kompleksas (1,8%), M. chelonae
(4,2%), M. kansasii (3%), M. xenopi (2,4%), M. intracellulare (1,8%), M. celatum (1,8%).
PGR metodu iStyrus 51 AM, nei vienai jy nebuvo aptiktos rrs ir rrl geny mutacijos, siejamos
su atsparumu makrolidams ir aminoglikozidams. Tuo tarpu tik dvejoms AM rasims (M.
abscessus subsp. abscessus ir M. abscessus subsp. bolletii) buvo nustatytas erm(41) geno T
nukleotido polimorfizmas, susijes su atsparumu makrolidams.

Ivertinus PGR metodu gautus rezultatus, galima teigti, kad jis yra pakankamai geras, siekiant
nustatyti dazniausias AM geny mutacijas, siejamas su atsparumu makrolidams ir
aminoglikozidams, taiau jo rezultatus bitina interpretuoti atsizvelgiant j kity tyrimy

visuma.
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Darbo tikslas: Ivertinti kliniSkai svarbiy atipiniy mikobakterijy (AM) paplitima, riiSing
Jvairove ir iStirti jy atsparumg antimikrobiniams vaistams VS| Vilniaus universiteto ligoninés
Santaros klinikose 2015-2018 mety laikotarpyje.

Tyrimo medzZiaga ir metodai. Tyrimas buvo atliktas V3] Vilniaus universiteto ligoninés
Santaros kliniky Laboratorinés medicinos centro Tuberkuliozés tyrimy laboratorijoje. Buvo atlikta
166 atipiniy mikobakterijy retrospektyviné analiz¢, nustatytos labiausiai ir reciausiai paplitusios
atipiniy mikobakterijy rasys. PGR metodu, naudojant GenoType® NTM-DR VER 1.0 komercinj
rinkinj, buvo tirtas M. avium komplekso, M. abscessus komplekso bei M. chelonae atsparumas
makrolidiniams ir aminoglikozidiniams antibiotikams, i$ viso iStirta 51 kulttra.

Rezultatai. Retrospektyvinés analizés metu nustatyta, kad labiausiai paplitusios AM
buvo M. avium — 51,2% (N=85), M. gordonae — 19,9% (N=33) bei M. fortuitum 7,2% (N=12),
rec¢iau aptinkamos — M. abscessus kompleksas 1,8% (N=3), M. chelonae 4,2% (N=7), M. kansasii
3% (N=5), M. xenopi 2,4% (N=4), M. intracellulare 1,8% (N=3), M. celatum 1,8% (N=3). PGR
metodu nustatyta, jog nei viena i§ 51 tirty AM neturéjo rrl ir rrs geny mutacijy, siejamy su
atsparumu makrolidams ir aminoglikozdams. Tik M. abscessus subsp. bolletii ir M. abscessus
subsp. abscessus rasims buvo nustatytas erm(41) geno 28 pozicijoje esantis T nukleotidas,
siejamas su atsparumg makrolidams.

ISvados. V§I Vilniaus universiteto ligoninés Santaros klinikose 2015 — 2018 metais
dazniausiai izoliuojamos AM buvo M. avium, M. gordonae ir M. fortuitum. Visos PGR metodu
tirtos AM neturéjo geny mutacijy, lemianéiy atsparumg makrolidams ir aminoglikozidams. Tik
dvejomis riiSims — M. abscessus subsp. abscessus ir M. abscessus subsp. bolletii, buvo nustatytas
erm(41) geno polimorfizmas, siejamas su tirty mikobakterijy atsparumu makrolidams. PGR
metodas gali buti naudojamas, siekiant nustatyti dazniausias AM geny mutacijas, siejamas su
atsparumu makrolidams ir aminoglikozidams, taciau jo rezultatus biitina interpretuoti atsizvelgiant

1 kity klinikiniy tyrimy visuma.
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SUMMARY

Author of Master’s degree thesis: Rimvydas Jonikas

Academic supervisor of Master’s degree thesis: Prof. habil. dr. Zita AuSrelé
Kucdinskiené

Consultant of Master’s degree thesis: Edita Vasiliauskiené

Master’s degree thesis: Prevalence of clinically relevant non-tuberculous
mycobacterium and antimicrobial resistance detection at Vilnius University Hospital Santaros
Klinikos in 2015 — 2018.

Aim of the study: evaluate the prevalence of clinically relevant nontuberculous
mycobacteria, species diversity and to investigate their resistance to antibacterial drugs at Vilnius
University Hospital Santaros Klinikos during 2015-2018 period.

Materials and methods. The study was conducted at Vilnius University Hospital
Santaros Klinikos Center of Laboratory Medicine Tuberculosis Laboratory. A retrospective
analysis of 166 nontuberculous mycobacteria was performed. Macrolides and aminoglycosides
resistance for M. avium complex, M. abscessus complex and M. chelonae was determined by using
GenoType® NTM-DR VER 1.0 commercial Kit, a total of 51 cultures were tested.

Results. During the retrospective analysis, the most isolated nontuberculous
mycobacteria were M. avium — 51.2% (N = 85), M. gordonae - 19.9% (N = 33) and M. fortuitum
7.2% (N =12), and less commonly found were M. abscessus complex of 1.8% (N = 3), M. chelonae
4.2% (N =7), M. kansasii 3% (N =5), M. xenopi 2.4% (N = 4), M. intracellulare 1.8% (N = 3),
M. celatum 1.8% (N = 3). None of the investigated nontuberculous mycobacteria had mutations in
rrl and rrs genes, indicating macrolides and aminoglycoside resistance respectively. However, a
T nucleotide was determined at 28 position of erm(41) gene of M. abscessus subsp. abscessus and
M. abscessus subsp. bolletii, associated with resistance to macrolides.

Conclusions. The most frequently isolated nontuberculous mycobacteria at Vilnius
University Hospital Santaros Klinikos were M. avium, M. gordonae and M. fortuitum during 2015
— 2018 year period. None of the analyzed nontuberculous mycobacteria exhibited mutations
showing acquired resistance to macrolides and aminoglycosides. However, an erm(41) gene
polymorphism was identified for two isolates - M. abscessus subsp. abscessus and M. abscessus
subsp. bolletii showing resistance to macrolides. Detection of common gene mutations of
nontuberculous mycobacteria, associated with resistance to macrolides and aminoglycosides,
using PCR method is reasonably good, although results should be interpreted in consideration with

other clinical tests.
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PADEKA

Nuosirdziai dékoju Vilniaus universiteto ligoninés Santaros kliniky Laboratorinés
medicinos centro Tuberkuliozés tyrimy laboratorijos vedéjai Editai Vasiliauskienei uz kantrybe,
supratinguma, suteiktas pastabas, patarimus ir pagalbg atliekant magistro baigiamaji darba.

Taip pat dékoju darbo vadovei profesoré habil. dr. Zitai Ausrelei Kuéinskienei uz
pastabas ir patarimus rasant baigiamajj darba.

Esu dékingas Tuberkuliozés tyrimy laboratorijos darbuotojams Laimai Vasiliauskaitei,
Aistei Poskutei bei UrSulei Mikneviciiitei uz pagalbg jsisavinant metodikg reikalingg Siam darbui
atlikti.

Noriu padékoti Vilniaus universiteto Medicinos fakulteto fiziologijos, biochemijos,
mikrobiologijos ir laboratorinés medicinos katedrai uz suteikta galimybe atlikti §] magistro

baigiamajj darba.
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