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Tuberkuliozés mikrobiologiné diagnostika

MICROBIOLOGICAL DIAGNOSIS OF TUBERCULOSIS
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Santrauka. Svarbiausias tuberkuliozés diagnostikos kriterijus yra Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) padermiy ir jy
atsparumo prie$tuberkulioziniams vaistams nustatymas. Sékmingam mikobakterijy i$skyrimui i$ tiriamosios medziagos didele
reik§me pirmiausia turi tinkamas méginiy paémimas, saugojimas ir gabenimas. Mikroskopija negali pakeisti mikrokultiry
auginimo metodo, ta¢iau tai veiksmingas ir nebrangus budas nustatyti visuomenei pavojingus uzkre¢iamus asmenis bei gydy-
mo veiksmingumui stebéti. Fluorescencinis dazymo budas dazniausiai naudojamas kaip atrankinis metodas nustatyti ragsciai
atsparioms bakterijoms (RAB). Visi tepinéliai, kuriuose matomas $vytéjimas, turi bati papildomai dazomi modifikuotu Cylio-
Nilseno budu. Mikobakterijy auginimui tinkamos standZziosios arba skystosios mitybos terpés. Skystosiose mitybos terpése
mikobakterijos auga geriau ir grei¢iau — mikobakterijy augimas dazniausiai matomas per dvi savaites, o standZiosiose mitybos
terpése tik per 3-6 savaites. Nukleortugs¢iy amplifikacijos metodu galima nustatyti M. tuberculosis komplekso ir daugelj atipiniy
mikobakterijy tiesiogiai i§ apruostos tiriamosios medziagos per keleta valandy, kaip ir atsparumg rifampicinui ir izoniazidui,
kurj lemia geny mutacijos. Mikobakterijy identifikacijai i§ kultaros naudojamas skystosios chromatografijos metodas, kuris
remiasi mikobakterijy lastelés sienelés riebiyjy rug$ciy analize. Nors fenotipiniai M. tuberculosis metodai vis dar islieka auksiniu
standartu, vis labiau populiaréja genotipo nustatymo metodai arba nukleorags¢iy amplifikacija ir deoksiribonukleoragsciy
(DNR) sekvenavimas bei restrikciné fermenty analizé. M. tuberculosis komplekso mikobakterijy atsparumo priestuberkuliozi-
niams vaistams nustatymas ir rezultaty interpretavimas vykdomas remiantis galiojanciais tarptautiniais standartais (angl. The
national Committee for Clinical laboratory Standards).

Reik$miniai Zodziai: Mycobacterium tuberculosis, rug$ciai atsparios bakterijos, mitybos terpés, nukleortgsc¢iy amplifikacija,
atsparumo priestuberkulioziniams vaistams tyrimas.

Summary. The most important criterion for the diagnosis of tuberculosis is the identification of Mycobacterium tuberculosis
(M. tuberculosis) strains and their resistance to antituberculosis drugs. Proper sample collection, storage and transportation are
of great importance for the successful isolation of mycobacteria from the test material. Microscopy cannot replace the culture
method, but it is an effective and inexpensive way to identify infectious individuals dangerous to the public and to monitor
the effectiveness of treatment. The fluorescent staining method is usually used as a selective method to determine RAB, all
smears in which the glow is visible must be additionally stained by the modified Cylio-Nilsen method. Solid or liquid nutrient
media are suitable for growing mycobacteria. In liquid nutritional media, mycobacteria grow better and faster — the growth of
mycobacteria is usually seen within two weeks, while in solid nutritional media, it takes only 3—6 weeks. Nucleic acid amplification
can detect M. tuberculosis complex and many atypical mycobacteria directly from prepared test material within hours, as can
resistance to rifampicin and isoniazid caused by gene mutations. For the identification of mycobacteria from the culture, the
liquid chromatography method is used, which is based on the analysis of the fatty acids of the mycobacterial cell wall. Although
phenotypic methods for M. tuberculosis still remain the gold standard, genotyping methods or nucleic acid amplification and
deoxyribonucleic acid (DNA) sequencing and restriction enzyme analysis are becoming increasingly popular. Determination
of the resistance of mycobacteria of the M. tuberculosis complex to antituberculosis drugs and the interpretation of the results
is carried out based on valid international standards.

Key words: Mycobacterium tuberculosis, acid-fast bacteria, culture media, nucleic acid amplification, anti-tuberculosis drug
resistance testing.
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IVADAS

Svarbiausias tuberkuliozés diagnostikos kriterijus yra
Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) padermiy
ir jy atsparumo pries$tuberkulioziniams vaistams nu-
statymas. Laboratoriniai tuberkuliozés tyrimai apima
tipiskus mikrobiologinés diagnostikos metodus (mi-
kroskopinis, pasélis ant standziyjy arba skystyjy terpiy
su sukéléjo identifikavimu, atsparumo antibiotikams

nustatymas), imunologinius metodus (imunofermen-
tinis, tuberkulino odos testas, gama interferono nusta-
tymas) ir naujus molekulinés diagnostikos metodus.

MEGINIY PAEMIMAS, LAIKYMAS IR GABENIMAS

Mikobakterijos gali sukelti ligg jvairiose organizmo
sistemose, todél imami ir tiriami skirtingi méginiai.
Sékmingam mikobakterijy i$skyrimui i$ tiriamosios
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medziagos didele reiksme turi tinkamas méginiy paé-
mimas, saugojimas ir gabenimas. Laboratorijos tyrimy
rezultatai tiesiogiai priklauso nuo méginiy kokybés.
Teisingai surinkti, pazymeéti, laiku pristatyti ir tinkamai
saugomi méginiai padeda diagnozuoti tuberkulioze.
Itariant plauciy tuberkulioze, trys skrepliy méginiai
surenkami per 8-24 val. j skirtingus mégintuvélius.
Geriausiai tinkami skrepliai, kurie surinkti anksti ryte.
Skrandzio i$plovy méginiai turi bati tuoj pat gabenami
i laboratorija. Jei méginio gabenimas uztrunka ilgiau
nei 1 val, reikia neutralizuoti su 100 mg natrio kar-
bonatu, nes mikobakterijos skrandzio i§plovose greitai
zuiva. Gabenant audinio gabalélj steriliame mégintu-
vélyje, reikia jpilti 2-3 ml sterilaus fiziologinio tirpalo.

Laboratorijoje vertinama méginio kokybé. Netinka-
mi méginiai, jei:

1) per mazas méginio kiekis;

2) méginyje vyrauja seilés, imant skreplius;

3) sausas tamponélis (jei néra sekreto, reikia imti

biopsija);

4) pazeistas indelis su méginiu;

5) meéginys paimtas véliau kaip prie§ 7 d.;

6) keli skrepliy arba $lapimo méginiai viename

indelyje.

RUGSCIAI ATSPARIY BAKTERIJY DIAGNOSTIKA

MIKROSKOPINIU METODU

tariant plauciy tuberkuliozés forma, mikrosko-
piniam tyrimui rekomenduojama imti ne daugiau
kaip tris skrepliy méginius. Skrepliy mikroskopijos
jautrumas svyruoja nuo 22 iki 80 proc., lyginant su
pasélio metodu. Metodo jautrumas priklauso nuo ligos
pazeidimo lokalizacijos ir tipo, tinkamo tiriamosios
medziagos surinkimo, jos kiekio, mikobakterijy rusies,
dazymo technikos, laboratorijos darbuotojy patirties.
Mikroskopuojant, mikobakterijos jau matomos, jei jy
kiekis 1 ml tirlamosios medziagos yra bent 5x10° ko-
lonijas sudaranc¢iy vienety (KSV). Tiesioginés skrepliy
mikroskopijos metodo specifiskumas — daugiau kaip
98 proc. Mikroskopija negali pakeisti pasélio metodo,
taciau tai yra veiksmingas ir nebrangus budas nusta-
tyti visuomenei pavojingus uzkre¢iamus asmenis bei
gydymo veiksmingumui stebéti.

Skrepliy mikroskopinio tyrimo metodo privalumai:

» nebrangus, paprastas metodas;

o salyginai lengvai atliekamas;

o rezultatus galima pateikti maksimaliai greitai.

Skrepliy mikroskopinio tyrimo metodo jautrumas
Zemas, kai:

o jtariamas kitos lokalizacijos tuberkuliozinis pro-

cesas (ne plauciuose);

o tuberkuliozé vaiky amziuje;

o infekcijg sukelia kitos mikobakterijy rasys.

Slapimo méginiai nemikroskopuojami, mikobakte-
rijy aptikimui §lapime naudojamas pasélio metodas.

DAZYMAS MODIFIKUOTU CYLIO-NILSENO BUDU

Modifikuotas $altas Cylio-Nilseno dazymo budas
naudojamas nustatyti rag$c¢iai atsparioms bakteri-
joms (RAB). Pirmame dazymo etape visos bakteri-
jos nusidazo raudonai. Blukinant tepinélj, ragsciai
neatsparios bakterijos isblunka ir, dazant malachito
zaluma, nusidazo mélynai. Blukinant preparata, RAB
nepraranda raudonos spalvos. Todél, mikroskopuojant
tepinélj, RAB matomos raudonos spalvos, kitos bak-
terijos — mélynos spalvos, o regéjimo laukas — zalsvai
melsvas (1 pav.).

DAZYMAS FLUORESCENCINIU BUDU

Fluorescencinis dazymo budas dazniausiai nau-
dojamas kaip atrankinis metodas nustatyti RAB.
Fluorochromai susijungia su mikobakterijy mukolitine
ragstimi ir nenusiplauna, blukinant ragstimi - alko-
holiu (HCl-izopropanoliu). RAB nusidazo raudonai
oranzine arba geltona spalva (priklausomai nuo flu-
orescencinio mikroskopo filtry kombinacijos) ir, mi-
kroskopuojant tamsiame fone, stebimas jy $vytéjimas.
Kitos bakterijos fluorochrominiais dazais nenusidazo
(2 pav.).

Mikroskopijos metu reikia perziaréti maziausiai 300
regéjimo laukuy, jei tepinélyje RAB nerandama, ir 100
regéjimo lauky, jei randama 1+ RAB. Jeigu tepinélyje
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1 pav. Tepinélis, dazytas modifikuotu Cylio-Nilseno budu

2 pav. Tepinélis, dazytas fluorescenciniu budu
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matoma nuo 2+ iki 4+ RAB, uztenka per-
zitreéti keleta regéjimo lauky.

DAZYTY TEPINELIY VERTINIMAS

Fluorescencinis dazymo budas yra at-
rankinis metodas nustatyti RAB, todél visi
tepinéliai, kuriuose matomas $vytéjimas,
turéty bati papildomai dazomi modifikuo-
tu Cylio-Nilseno btdu (1 lentelé).

MIKOBAKTERIJY DIAGNOSTIKA
PASELIO METODU
Jtariant tuberkulioze, tiriamaja medZiaga
paséliui rekomenduojama paimti prie$
pradedant gydyma priestuberkulioziniais
vaistais. Mikobakterijoms auginti tinkamos
jvairios mitybos terpés, kurios skirstomos
j standziasias ir skystasias. Skystosiose mi-
tybos terpése mikobakterijos auga geriau ir
grei¢iau — mikobakterijy augimas dazniausiai
matomas per dvi savaites, o standziosiose
mitybos terpése - tik per 3-6 savaites. Visais
atvejais, kai jmanoma, tiriamaja medziaga
rekomenduojama séti j skystaja mitybos
terpe. Mikobakterijy i$skyrimas maksima-
liai pageréja, jei kartu séjama ir j standziaja
mitybos terpe. Tuomet galima jvertinti kolo-
nijy morfologija arba misrig mikobakterijy
kultiirg, kas nejmanoma skystojoje terpéje.
CLSI (angl. Clinical and Laboratory Stan-
dards Institute, Klinikiniy ir laboratorijos
standarty institutas) rekomenduoja tiriama-
ja medziagg sétij skystaja mitybos terpe, kai:
o paimta i$ ekstrapulmoninio Zidinio;
o skrepliai, paimti priestuberkuliozinj
gydyma gaunantiems pacientams, kai
liga nebuvo patvirtinta;
o paimta invaziniu badu (bronchy
i$plovos, bronchy alveolinis lavazas,
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1 lentelé. Tepinéliy vertinimo kriterijai, rekomenduojami CDC ir CLSI

Dazyta Cylio-Nilseno
budu

Dazyta fluorescenciniu

biudu (x450) Vertinimas

Rasty RAB skaicius / regéjimo lauky skaicius

0/300 0/300 RAB nerasta

1-2/300% 1-2/70* Abejotinas, tyrima reikia kartoti*
1-9/100 2-18/50 RAB rasta (1+)

1-9/10 4-36/10 RAB rasta (2+)

1-9/1 4-36/1 RAB rasta (3+)

>9/1 >36/1 RAB rasta (4+)

RAB - ragsciai atsparios bakterijos, CDC - angl. Centers for Disease Control and Prevention,
Ligy kontrolés ir prevencijos centrai; CLSI - angl. Clinical and Laboratory Standards Institute,
Klinikiniy ir laboratorijos standarty institutas.

*visame tepinélyje randamos tik 1-2 RAB, turi biti daZzomas ir tiriamas kitas to paties méginio
tepinélis. Gavus tg patj rezultata, tyrima reikia kartoti i$ kito méginio.

2 lentelé. Mikobakterijy kolonijy augimo kietoje terpéje gausumo vertinimas

Kolonijy skaicius Vertinimas

Néra kolonijy Mikobakterijos neisaugo

< 50 kolonijy Nurodomas kolonijy skaicius
50-100 kolonijy 1+
100-200 kolonijy 2+
200-500 kolonijy 3+
> 500 kolonijy 4+

3 lentelé. Mikobakterijy kolonijy iSaugimo greitis, spalva ir morfologija.

o Greitai
Létai auga auga
(>7d.) (<7d)
M. tuberculosis Fotochromoge- | Skotochromo- | Nechromogeni- | -
kompleksas ninés mikobak- | geninés miko- | nés (negamina
terijos (gamina | bakterijos (ga- | pigmento)
pigmenta tik mina pigmenta
Sviesoje) ir tamsoje)
Kolonijos grublé- | Kolonijos Kolonijos Kolonijos Greitai
tos, sausos grublétos arba | grublétos arba | grublétos arba | augancios
glotnios glotnios glotnios
Tepinélyje miko- | Kolonijy pig- Kolonijos nuo | Kolonijos gali -
bakterijos yra mentas nuo geltonos iki bati blyskiai
issidésciusios tamsiai gelto- oranzinés spal- | gelsvos arba
kasomis nos iki citrinos vos, kai auga rusvos, bet
Kolonijos tamsiai | spalvos gelto- | tamsoje spalva nekinta
geltonos spalvos | numo, kai bana Sviesoje
Sviesoje

smegeny skystis, pleuros arba perikar-
do punktatai, sgnarinis arba peritoni-
nis skystis, bioptatai, medziaga i$ kaulo ertmiy).

MIKOBAKTERIJY AUGINIMAS STANDZIOSIOSE

MITYBOS TERPESE

Tiriamoji medziaga séjama | pasirinkta standziaja
mitybos terpe. Siuo metu placiausiai naudojamos
kiau$inio pagrindo Levensteino-Jenseno (angl. Lo-
wenstein-Jensen) ir agaro pagrindo Middlebrook 7H10
ir 7H11 standziosios terpés.

Levensteino-Jenseno terpé selektyvi, jos sudétyje
yra malachito zaliasis, kuris slopina kity nespecifiniy
bakterijy ir gryby augima. Kiausinio pagrindo terpése
gerai auga M. tuberculosis komplekso bakterijos ir
dauguma kity mikobakterijy, bet tai néra optimalios
terpés Mycobacterium avium (M. avium) auginimui.
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Agaro pagrindo Middlebrook 7H10 ir 7H11 stan-
dziosios terpés ypac patogios naudoti, nustatant miko-
bakterijy atsparumga priestuberkulioziniams vaistams,
nes dél didesnio ploto lengviau galima vertinti atspariy
mikobakterijy dalj. Middlebrook 7H11 terpés geresnés
ir dazniau naudojamos, nes jy sudétyje yra kazeino
hidrolizato, kuris padeda augti retoms ir izoniazidui
atsparioms M. tuberculosis padermémes.

MIKOBAKTERIJY AUGINIMAS SKYSTOSIOSE

TERPESE AUTOMATIZUOTOSE SISTEMOSE

Metodo privalumai, lyginant su auginimu ant stan-
dziyjy terpiy:

o grei¢iau gaunami rezultatai;

o terpés aukstesnés kokybés, todél mikobakterijos
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auga geriau, kai kurios mikobakterijy rasys auga
tik skystosiose terpése;

e sistema automatizuota;

o sistema saugesné, nes naudojami plastikiniai

mégintuvéliai.

Metodo trakumai:

 tiriamosios medziagos nukenksminimui galima

naudoti tik NaOH - NALC;

o didesné pasélio uzkrétimo nespecifine mikroflora

rizika;

o tyrimas brangesnis;

o priklausomybé nuo gamintojo.

Siuo metu mikobakterijy auginimui ir atsparumo
priestuberkulioziniams vaistams nustatymui dazniau-
siai naudojamos dvi neradiometrinés automatizuotos
sistemos. Bactec MGIT 960 sistema (paremta fluores-
cencijos matavimu) ir BacT/Alert sistema (paremta
kolorimetrijos matavimu).

I$ mégintuvéliy, kuriuose nustatomas augimo
lygmuo, toliau atliekami identifikacijos testai, kad
atskirti M. tuberculosis mikobakterijas nuo atipiniy
mikobakterijy.

M. TUBERCULOSIS KOMPLEKSO MIKOBAKTERLJY

NUSTATYMAS TIRIAMOJE MEDZIAGOJE

NUKLEORUGSCIY AMPLIFIKACIJOS METODU

Tiesioginis M. tuberculosis komplekso ir atipiniy
mikobakterijy nustatymas tiriamojoje medziagoje
leidzia labai greitai, t. y. per para, diagnozuoti ligg ir
pradeéti gydyti pacientus. Nukleorags$¢iy amplifikacijos
metodu galima nustatyti M. tuberculosis komplekso ir
daugelj atipiniy mikobakterijy tiesiogiai i paruostos
tiriamosios medziagos per keleta valandy. Taip pat
tiesiogiai i§ tirlamosios medziagos galima nustatyti
M. tuberculosis padermiy atsparumg rifampicinui
ir izoniazidui, kurj lemia geny mutacijos. Taciau $is
metodas nepakeicia kultary auginimo ir atsparumo
priestuberkulioziniams vaistams nustatymo, kuris
vidutiniskai trunka astuonias savaites.

Pagrindiniai nukleorags¢iy amplifikacijos metodo

privalumai:

o labai greitas ligos sukéléjo nustatymas;

o didelis tyrimo jautrumas ir specifisSkumas, kuris
leidzia daliai pacienty, kuriems mikroskopinio
tyrimo metu RAB nerasta, diagnozuoti liga, ypac
esant ekstrapulmoniniams Zzidiniams ir imant
tirilamaja medziagg i$ steriliy ertmiy (pleuros,
ascito punktato arba kt.).

Pagrindiniai nukleorags¢iy amplifikacijos metodo

trakumai:

« néra visiSkai automatizuotas;

« reikalingos specialios patalpos ir aparatira;

o galimi klaidingai teigiami ir neigiami rezultatai,
todél kartu reikia atlikti ir mikrobakterijy augi-
nimo metoda. Tyrimo atsakymo rezultatus reikia
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interpretuoti, lyginant su klinikine ligos i$raiska
ir pasélio metodu gautais rezultatais;

e néra tinkamas gydymo veiksmingumui vertinti,
nes nukleortigstis galima nustatyti ir gydymo
metu (kai mikobakterijos jau negyvybingos).

Nukleorugsciy amplifikacijos metodui tinkamiausia

tiriamoji medziaga ta, kuri paimta dar negydytiems
pacientams i§ apatiniy kvépavimo taky (skrepliai, bron-
choalveolinis lavazas, bronchy i$plovos, trachéjos aspi-
ratas). Jei M. tuberculosis nukleorugsciy amplifikacijos
metodu nerandama, dar negalima atmesti tuberkuliozés
diagnozés. Tik iSauginus M. tuberculosis padermes pa-
sélio metodu bei paciento klinikinis atsakas j gydyma
leidzia patvirtinti arba atmesti tuberkuliozés diagnoze.
Nors $is tyrimo metodas greitas ir tikslus, tadiau jo
plataus panaudojimo galimybes riboja auksta kaina.
Nukleoragsciy amplifikacijos metodu istirti tiriamaja
medziaga rekomenduojama diagnozuojant tuberkulioze
visiems naujai susirgusiems pacientams, kai mikrosko-
pinio tyrimo metu rasta RAB, bei pacientams su didele
tuberkuliozés rizika ir atitinkama klinikine ligos i$raiska.

Siuo metu nukleoriigitims nustatyti naudojami ko-

merciniai M. tuberculosis diagnostikos metodai:

o polimerazés grandininés reakcijos metodas (gene-
tinis taikinys - citozino deoksiribonukleoragsciy
(DNR) metiltransferaze);

o nukleorugsties sekomis pagrjsta amplifikaci-
ja — NASBA (angl. Nucleic acid sequence based am-
plification; genetinis taikinys — 16S rRNR genas);

o sekos pakeitimo amplifikacija - SPA (angl.
strand displacement amplification; genetinis taiki-
nys - pivNG genas).

MIKOBAKTERLJY IDENTIFIKAVIMO METODAI

Kliniskai labai svarbu atskirti M. tuberculosis komp-
lekso mikobakterijas nuo kity ne M. tuberculosis
mikobakterijy. Kompleksui priklauso M. tuberculosis,
M. bovis spp. bovis, M. bovis spp. caprae, M. bovis spp.
BCG, M. microti, M. africanum, M. canettii, M. pin-
nipedii. Fenotipiniy savybiy nustatymas, kuomet
vertinamas mikobakterijy augimo greitis, iSaugusiy
mikobakterijy kolonijy morfologija, pigmentas ir
mikroskopinis vaizdas, yra svarbus identifikavimui
ir vis dar i$lieka auksiniu standartu, taciau butini pa-
pildomi metodai. Niacino testa (visos mikobakterijos
gamina nikotinine ragstj (niacing), dalyvaujancia
oksidacijos-redukcijos reakcijose)— mikobakterijy ge-
béjima redukuoti nitratus, fermento, kuris katalizuoja
vandenilio peroksido skilimg j vandenj ir deguonj,
nustatymag pakeité naujesni instrumentiniai metodai.

SKYSTOSIOS CHROMATOGRAFIJOS METODAS

Tai tyrimo metodas, kai atliekama mikobakterijy
lastelés sienos riebiyjy ragsciy analizé. Tik nedaugelis
mikroorganizmy savo lastelés sienoje turi riebiyjy rags-
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¢iy ir tai leidzia identifikuoti daugelj mikobakterijy iki
ritsies. Sis metodas yra brangus, jam reikalinga speciali
jranga, bet labai greitas (turint iSauginta kultars, rezul-
tatas gaunamas maziau nei per 2 val.), identifikacijg
galima atlikti ir tiesiogiai i$ tirlamosios medziagos.
Pagrindiniai metodo atlikimo etapai:
o mikolinés rugsties ekstrakcija i§ mikobakterijos
lastelés sienos;
o mikolinés ragsties virtimas j ultravioletinius
(UV) arba fluoresencija sugeriancius esterius;
o chromotografija;
« rezultato vertinimas.

MIKOBAKTERIJY GENOTIPO NUSTATYMO

METODAI

Fenotipiniai M. tuberculosis metodai vis dar islieka
auksiniju standartu, taciau vis labiau populiaréja genoti-
po nustatymo metodai. Kadangi atrandama vis daugiau
mikobakterijy rasiy, kurioms badingos labai panasios
fenotipinés savybés, tai labai apsunkina identifikacija
fenotipiniais metodais.

Hibridizacijos metodai

Iskiriami du hibridizacijos metodai:

» Hibridizacija tirpale. Tiriamoji medziaga - RAB
kolonijos, iSaugusios ant kietyjy terpiy arba skys-
tojoje terpéje. Lizuojant mikobakterijas, atlieka-
ma nukleorugsciy ekstrakcija. ] mi$inj pridedama
zyméta RNR ir inkubuojama. Nehibridizuoti
zymenys iSplaunami, o DNR-RNR hibridai nu-
statomi cheminés liuminescencijos bidu. Siuo
metodu galima nustatyti §ias mikobakterijy rasis:
1) M. tuberculosis kompleksa;

2) M. avium kompleksa;
3) M. kansasii;
4) M. gordonae.

o Atvirkstinei hibridizacijai atlikti naudojamos
nitroceliuliozés juostelés, ant kuriy pritvirtinti
zymeéti specifiniai Zymenys. Jei tiriamajame mi-
$inyje yra specifiniy Zymeny atitikmuo, jie susi-
jungia ir juostelé pakeicia spalva. Priklausomai
nuo gamintojo, $iuo metodu galima nustatyti iki
16 mikobakterijy rasiy.

Nukleorugsciy amplifikacija ir DNR sekvenavimas

bei restrikciné fermenty analizé

Tiriamoji medziaga - RAB kolonijos, iSaugusios
ant kietyjy terpiy arba skystojoje terpéje. Pradzioje
nukleoragstys padauginamos amplifikacijos metodu,
véliau atliekamas DNR sekvenavimas. Siuo metodu
galima nustatyti visas mikobakterijy rasis.

Mikobakterijy atsparumo prieStuberkulioziniams

vaistams nustatymas

Atsparumas vaistams turi bati nustatomas miko-
bakterijy paderméms, kurios iSauga i$ tiriamosios

medziagos pirma karta pacientui diagnozavus liga,
jei mikobakterijos dar iSauga po 3 mén. nuo gydy-
mo pradzios ir jei klini$kai néra atsako j skiriamag
gydyma.

M. tuberculosis komplekso mikobakterijy

atsparumo priestuberkulioziniams vaistams

nustatymas ant standziyjy mitybos terpiy
proporcijos metodu

Dazniausiai naudojamos terpés: Levensteino-Jen-
seno ir Middlerbrook 7H10. Paruosiamos terpés su
skirtingomis priestuberkulioziniy vaisty, slopinamyjy
mikobakterijy augima, koncentracijomis. Mikobakte-
rijos geriau auga ant agaro pagrindo terpiy, lyginant
su kiausinio pagrindo terpémis, todél antibiotikams
atspariy padermiy procenta lengviau nustatyti atlie-
kant tyrimg ant agaro pagrindo (Middlerbrook 7H10)
terpiy.

Paruo$iamos Middlebrook 7H10 agaro su OADC
priedu terpés su reikiamos koncentracijos priestu-
berkulioziniais vaistais, ant kuriy i§sé¢jamos iSaugu-
sios M. tuberculosis bakterijy kultaros. Vaistui jau-
triy mikobakterijy padermiy augimas slopinamas.
Jei mikobakterijos yra atsparios priestuberkuliozi-
niam vaistui, augimas neslopinimas arba slopinamas
nezymiai ir terpéje matomas mikobakterijy kolonijy
augimas. M. tuberculosis kultira laikoma atsparia,
jei yra > 1 proc. mikobakterijy, atspariy tiriamam
vaistui, lyginant su mikobakterijy kultaros augimu
terpéje be vaisto. Rezultatai vertinami po trijy sa-
vaiciy.

M. tuberculosis komplekso mikobakterijy

atsparumo prieStuberkulioziniams vaistams

nustatymas skystosiose terpése

Metodo privalumai, lyginant su atsparumo nustaty-
mu ant standziyjy mitybos terpiy:

o grei¢iau gaunami rezultatai;

o terpés aukstesnés kokybés;

o sistema automatizuota;

o testuojal, II eilés bei naujus priestuberkuliozinius

vaistus;

o saugesné, nes naudojami plastikiniai mégintu-

véliai.

Metodo trakumai:

« brangesnis;

o didesné uzkrétimo nespecifine mikroflora rizika;

 yra priklausomybé nuo gamintojo;

» negalima nustatyti atsparumo cikloserinui.

I skystaja terpe pridéjus atitinkamos koncentracijos
priestuberkuliozinio vaisto, M. tuberculosis padermiy
augimas slopinamas, todél sunaudojamas mazas de-
guonies kiekis, o junginio fluorescencija uzslopinama.
Jei M. tuberculosis padermés atsparios priestuberku-
lioziniam vaistui, ju augimas neslopinamas, sunaudo-
jamas O, ir stebimas fluorescencijos didéjimas - fik-
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suojamas augimo lygmuo. M. tuberculosis padermiy
kultara laikoma atsparia, jei yra > 1 proc. bakterijy,
atspariy tiriamam vaistui.

Siekiant nustatyti 1 proc. atsparumo proporcija, ti-
riama kultara su priestuberkulioziniu vaistu lyginama
su kontroliniu méginiu, kuris yra 100 karty praskiestas.
Létai auganciy vaistams atspariy padermiy augimas
gali trukti ilgiau ir rezultatai gaunami véliau nei per
13 d., o pirazinamidui daugiau nei per 21 d. arba
augimo nestebima, rezultatai nevertinami ir tyrimas
kartojamas.

KryZminis atsparumas tarp priestuberkulioziniy

vaisty

o Streptomicinui atsparios M. tuberculosis pader-
més dazniausiai gali bati jautrios amikacinui,
kanamicinui ir kapreomicinui.

o Nustatytas kryzminis atsparumas tarp kanami-
cino ir amikacino.

o Néra nustatyta kryzminio atsparumo tarp ka-
namicino ir kapreomicino bei tarp amikacino ir
kapreomicino.

APIBENDRINIMAS

Kiekvienas straipsnyje aptartas metodas yra svarbus
ir turi savo pritaikymo vieta, priklausomai nuo kelia-
my diagnostikos arba gydymo tiksly M. tuberculosis
identifikuoti, diagnozei patvirtinti arba gydymo veiks-
mingumui jvertinti.
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