Pulmonologija ir alergologija

Respiracinés infekcijos sukéléjy
mikrobiologiniy tyrimy diagnostiné verté

DIAGNOSTIC VALUE OF MICROBIOLOGICAL TEST DETERMINING
THE RESPIRATORY AGENTS

ASTRA VITKAUSKIENE
LSMU MA Laboratorinés medicinos klinika

Santrauka. Apatiniy kvépavimo taky infekcijos (AKT), jskaitant iminj ir létinj bronchita, visuomenéje jgyta pneumonija (VIP),
ligoninéje jgyta pneumonija (kitaip dar vadinama hospitaline pneumonija, HP) arba pneumonija imunosupresiniams bei kitomis
létinémis ligomis sergantiems pacientams yra dazniausios infekcijos tiek visuomenéje, tiek stacionare. Ligy prevencijos ir kontrolés
centro (angl. Centers for Disease Control and Prevention, CDC) duomenimis, AKT infekcijos sukelia nuo 5 iki 10 proc. visy pacienty
mirciy. Lyginant kelis deSimtmecius, pacienty populiacija spar¢iai kinta. Daugéja vyresnio amziaus, vyresniy nei 65 mety, slaugos
ligoninése besigydanciy, imunosupresiniy pacienty, todél AKT etiologija ir potencialiy sukéléjy spektras taip pat kinta. Klinikiné
mikrobiologiné laboratorija atlieka svarby vaidmenj nustatant $iy infekcijy sukéléjus, taciau susiduria su daugybe is$ukiy, susijusiy
su AKT infekcijy tyrimo sudétingumu. Tai méginiy kokybé ir jvairove, tiriamosios medziagos uzter$imas orofaringine flora, jvairi
galimy patogeny populiacija, jskaitant bakterijas, virusus ir grybus, kompleksiné kvépavimo taky infekcijy patofiziologija, ypa¢
specialiose serganciyjy populiacijose. Dazniausi klausimai ir problemos, kurias tenka spresti: 1. Kokia yra tikroji skrepliy, dazyty
Gramo budu, mikroskopijos ir pasélio verté? 2. Kokia yra pusiau kiekybiniy mikrobiologiniy bronchy i$plovy ir kiekybiniy bron-
choalveolinio lavazo paséliy reik§mé? 3. Koks yra klinikinés mikrobiologijos laboratorijos vaidmuo diagnozuojant létinio bronchito
patméjima? 4. Kaip reikia optimizuoti cistine fibroze (CF) serganciy pacienty, ypac ligai paimeéjus, mikrobiologinj vertinima?
Reik$miniai ZodzZiai: apatiniy kvépavimo taky infekcija, mikrobiologiné diagnostika.

Summary. Lower respiratory tract infections (LRTI), including acute and chronic bronchitis, community-acquired pneumonia,
hospital-acquired pneumonia, and pneumonia in immunocompromised hosts or pneumonia in patients with other heath problems,
are the most common respiratory infectious illnesses. According to Centers for Disease Control and Prevention, lower respiratory
tract infections are resposible for 5-10% all-cause mortality. Changes in the characteristics of the population, such as the number
of individuals over age 65, the number of individuals in nursing homes, and the number of patients with immunocompromising
conditions, have increased the number of individuals at risk, the number of infections that occur and the variety of pathogens known to
cause infection. The role of the microbiology laboratory in the diagnosis of milder cases of acute bronchitis and community-acquired
pneumonia has been challenged. Even for seriously ill patients controversy exists over the diagnostic value of many specimens obtained
routinely, as well as those that are obtained via more invasive procedures such as bronchoscopy. The clinical laboratory plays a vital
role in the diagnosis of these infections but faces numerous challenges due to the complexity of LRTIs, including specimen quality
and diversity; contamination of specimens with oropharyngeal flora; a diverse pathogen population that includes bacteria, viruses,
and fungi; and the complex pathophysiology of respiratory tract infections, especially in special populations. Five current questions
in the clinical microbiology of LRTI were discussed: 1. What is the real value of the Gram stain of expectorated sputum? 2. What is
the value of quantitative culture techniques on bronchoalveolar lavage (BAL) and mini-BAL specimens, endotracheal (ET) aspirates,
and transbronchial biopsy specimens? 3. What is the role of the clinical microbiology lab in the diagnosis of acute exacerbations of
chronic bronchitis (AECB)? 4. How do we optimize the microbiological evaluation of cystic fibrosis (CF) patients with exacerbations?
Keywords: Lower respiratory tract infections, diagnostic microbiology.

IVADAS

Mikrobiologiniai tyrimai atlieka svarby vaidmenj
tiriant infekcines kvépavimo taky ligas, kurias gali
sukelti virusai, bakterijos, grybai arba parazitai.
Gali bati atliekamas skrepliy tyrimas arba tiriamoji
medziaga paimama taikant invazines technologijas.
Standartiniai mikroskopijos ir mikrobiologinio pasé-
lio metodai daznai papildomi serologiniais tyrimais,
nustatant specifinius antikinus, bei molekulinés bi-
ologijos metodais (polimerazés grandinine reakcija,
PGR), siekiant nustatyti mikroorganizmo deoksiri-
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bonukleoragstj (DNR) arba ribonukleorugstj (RNR).
Kiekvienas tyrimo metodas, priklausomai nuo méginio
tipo arba ligos trukmés, turi savo privalumy ir traku-
my (1-3 lentelés). Labai svarbu tinkamai nustatyti ir
jvertinti jautruma prieSmikrobinéms medziagoms.

MIKROBIOLOGINES DIAGNOSTIKOS GALIMYBES

SIEKIANT NUSTATYTI APATINIY KVEPAVIMO

TAKY INFEKCIJOS SUKELEJA

Bakterijos atlieka svarby vaidmenj apatiniy kvépa-
vimo taky (AKT) infekcijy patogenezéje ir gali sukelti
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1 lentelé. Galimi dazniausiy sunkios eigos visuomenéje jgytos pneumonijos bakterijy diagnostikos metodai

Sukéléjas Diagnostikos metodas
Apatiniy kvépavimo Antigeno nustatymas Kraujo pasélis PGR
taky sekreto pasélis
Streptococcus | Esant geros kokybés Rezultatas gaunamas per Teigiamas Rezultatas gaunamas per kelias
pneumoniae | skrepliams ir nevar- trumpesnj nei 30 min. maziau kaip val. Pasizymi dideliu jautrumu ir
tojant antibiotiky, laikotarpj. Imunochro- 10 proc. atvejy, | specifiSkumu.
bakterijos gali bati ap- | matografinio metodo rezultatai Galimybé anksti aptikti netgi
tinkamos 60-80 proc. | jautrumas - 60-85 proc., gaunami per maza bakterijy kiekj, mazesné
atvejy. specifiSkumas — 99 proc. 1-2 dienas antibiotiko jtaka aptikimui, lygi-
Serotipo specifinio antige- nant su pasélio metodu.
no $lapime nustatymo me- Trakumai: techniniai reikalavi-
todo jautrumas - 98 proc., mai laboratorijai, auksta tyrimo
specifiskumas - 99 proc. kaina, néra standartizacijos.
Legionella Jautrumas - Rezultatas gaunamas per Rezultatas gaunamas per kelias
pneumophila | 50-80 proc., labai trumpesnj nei 30 min. val. Didelis tyrimo jautrumas ir

didelis specifiSkumas
(auksinis standartas).
Leidzia aptikti skirtin-
gus tipus.

Trakumai: reikalingos
specialios terpés,
auginimo salygos, di-
delé antibiotiky jtaka,
vélyva diagnostika.

laikotarpj.

Esant 1 serogrupei, jautru-
mas - 75-80 proc., specifis-
kumas - 99-100 proc.
Trakumai: gali bati teigia-
mas po buvusios infekcijos.
Per pirmas 5 dienas gali
bati gaunamas klaidingai
neigiamas atsakymas.

specifiskumas.

Galima anksti aptikti mazg bak-
terijy kiekj, mazesné antibiotiko
jtaka aptikimui, lyginant su
pasélio metodu.

Trakumai: techniniai reikalavi-
mai laboratorijai, auksta tyrimo
kaina, néra standartizacijos. Gali
bati sunku paimti kvépavimo
taky mégin;j.

Santrumpa: PGR - polimerazés grandininé reakcija.

2 |lentelé. Galimi virusy diagnostikos metodai

nei 30 min. laikotarpj.
Virsutiniy kvépavimo
taky méginiai.
Jautrumas - 40-

70 proc., specifisku-
mas —90-95 proc.
Trakumas: negali-

ma nustatyti viruso
subtipy.

ir apatiniy kvépavimo taky mé-
ginius. Vienu metu galima aptik-
ti gripo ir kitus respiracinius viru-
sus. Jautrumas — 50-85 proc.,
specifiSkumas — 90-95 proc.
Trakumai: svarbu, kad meéginys
baty su epitelinémis Iastelémis,
darbuotojy patirties trikumas,
negalima nustatyti viruso
subtipy.

specifiskumas
Galima nustatyti vi-
ruso subtipus, kiekj,
jautruma priesvirusi-
niams vaistams.
Trakumai: reikalin-
gos lasteliy linijos,
specifinés salygos,
vélyva diagnostika
(3-10 dieny).

Sukéléjas Diagnostikos metodas
Greitas testas Imunofluorescentinis Viruso lasteliy Tikrojo laiko PGR
antigenui nustatyti antikiiny tyrimas kultaros
Influenza Rezultatas pateikia- Rezultatas gaunamas per kelias | Jautrumas - Rezultatai pateikiami per
virusas mas per trumpesnj valandas. Galima tirti virSutiniy 7-20 proc., aukstas kelias valandas. Didelis

jautrumas ir specifiSkumas
(auksinis standartas). Tin-
ka jvairiems méginiams.
Galima nustatyti subtipa
ir genotipinj atsparuma.
Kartu galima nustatyti ir
kitus virusus.

Trakumai: speciali labora-
torija, auksta kaina.

Santrumpa: PGR - polimerazés grandininé reakcija.

3 lentelé. Galimi atipinés eigos visuomenéje jgytos pneumonijos sukeéléjy diagnostikos metodai

keturis kartus (tiriant po 2-4 savaiciy) rodo imine infekcija.
Vienkartinis specifinio IgM padidéjimas rodo neseng infekcija.
Tyrimo jautrumas — 20-60 proc., specifiSkumas — 70-90 proc.
Trakumai: retrospektyvi diagnostika, klaidingai teigiamas
rezultatas, jeigu infekcija buvo 8 mén. laikotarpiu.

specifisSkumas.

Trakumai: techniniai reikalavimai laboratori-
jai, auksta tyrimo kaina, néra standartizacijos,
negalima atskirti Gminés infekcijos nuo
besimptomio nesiojimo, ypac vaikams.

Sukéléjas Diagnostikos metodas
Serologiné diagnostika Molekuliné diagnostika
Mpycoplasma | ELISA (imunofermentinis), komplemento fiksacijos, agliuti- Rezultatai pateikiami per kelias valandas.
pneumoniae | nacijos metodai. Poriniy serumy tyrimas ir titro padidéjimas Didelis jautrumas, vidutinis arba aukstas
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letalias baigtis pacientams, sergantiems pneumonija,
ypac esant sunkioms gretutinéms patologijoms. Nors
tikétini bakteriniai sukéléjai, galintys sukelti sunkios
eigos visuomenéje jgyta pneumonija (VIP) ir lemti
blogas baigtis, daznai yra numanomi (Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae, Staphylococcus
aureus, Legionella pneumoniae), taciau infekcinio
proceso eiga priklauso ne tik nuo sukéléjo patogenis-
kumo veiksniy arba skiriamo antibakterinio vaisto,
taciau $iame procese svarby vaidmenj atlieka ir paties
paciento gynybinés apsauginés funkcijos. Todél netgi
skiriant tinkamga antibakterinj gydymga, veikiantj bak-
terinj sukeéléja, ligos eiga pacientui gali buti nepalanki.
Progresuojant infekciniam procesui ir neturint mikro-
biologigkai i§skirto/patvirtinto konkretaus sukéléjo pa-
grindimo, kodél buvo pasirinkta vienokia arba kitokia
gydymo taktika ir skirtas tam tikras antibiotikas, visada
i8lieka rizika, kad konkreciu atveju nebuvo apsvars-
tytas kitas — retesnis arba atsparesnis antibiotikams
sukéléjas. Mikrobiologiné diagnostika ir nustatytas
ai$kus patogenas jgalina skirti jmanomai siauriausio
veikimo antibakterinj gydyma, gydyti maziausiomis
sagnaudomis, tiek pacientui, tiek gydan¢iam gydyto-
jui jaustis saugiam. Mikrobiologinis skrepliy pasélio
tyrimas rekomenduojamas sergantiesiems létinémis
ligomis, kartojantis kvépavimo taky infekcijoms, taip
pat pacientams, kuriems reikia stacionarinio gydymo.

Siekiant nustatyti sunkios eigos VIP etiologija,
rekomenduojama paimti skrepliy mikrobiologinj
pasélj, kraujo pasélj (kars¢iavimo metu) bei nustatyti
S. pneumoniae ir L. pneumophila antigeng Slapime.
Kraujo paséliai, paimti prie§ paskiriant antibiotika,
pasizymi labai dideliu specifiskumu, ta¢iau yra mazai
jautras, bakterijy augimas nustatomas reciau kaip
20 proc. atvejy. Esant sunkios eigos ligoninéje jgytai
pneumonijai (hospitalinei pneumonijai, HP), tiki-
mybé iSauginti sukéléja yra Zymiai didesné, nes tokie
antibiotikams atsparts sukeéléjai, kaip Pseudomonas
aeruginosa ar Acinetobacter baumannii i$auginami ir
empirinio antibakterinio gydymo fone.

Siekiant nustatyti respiracinés infekcijos sukéléja,
o ne virsutiniy kvépavimo taky (VKT) kolonizanta,
svarbu mikrobiologinj pasélj i§ AKT paimti tinkamai,
laiku pristatyti tyrimui j laboratorijg ir profesionaliai
jvertinti. Virsutiniai VKT gali bati kolonizuoti tais
paciais potencialiais VIP sukéléjais, kurie, pateke i
AKT, sukelia infekcija (S. pneumoniae, H. influenzae,
S. aureus). Todél netinkamai paimtas AKT méginys
ir i$skirtas potencialus létinés obstrukcinés plaudiy
ligos (LOPL) arba VIP sukéléjas gali ne padéti, bet
suklaidinti, ypa¢ jeigu antibakterinis gydymas yra
nukreiptas j kolonizuojantj mikroorganizma, o ne j
tikrajj sukéléja, kurio identifikuoti nepavyko dél ne-
tinkamo tiriamosios medziagos paémimo arba tyrimo.
Gramo btdu dazyto tepinélio mikroskopinis tyrimas
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ir mikrobiologinis pasélis yra ribotos vertés, nes dau-
giau kaip 25 proc. pacienty, sergan¢iy LOPL, VKT
yra kolonizuoti bakteriniais patogenais, ypac tikétinas
S. pneumoniae ar H. influenzae. Todél labai svarbu
pries atliekant skrepliy mikrobiologinj pasélj jvertinti
ju kokybe - atliekant Gramo budu dazyto tepinélio
mikroskopinj tyrima, jvertinamas ploksciojo epitelio,
polimorfonukleary ir vyraujanciy bakterijy buvimas.
Jeigu ploksciojo epitelio lasteliy randama daugiau kaip
10 regéjimo lauke, o polimorfonukleary maziau kaip
25 regéjimo lauke, tokie skrepliai turéty buti vertinami
kaip VKT sekretas (seilés) ir mikrobiologinis tyrimas
toliau neatliekamas. Gramo budu dazyto tepinélio mi-
kroskopinio tyrimo jautrumas, sergant pneumokoko
sukelta VIP, siekia 80 proc., stafilokokinés VIP atveju —
78 proc., specifiskumas — net 93-96 proc.

Vienas daugiausia diskusijy kelianciy sukéléjy -
Moraxella catarrhalis, kuris laikomas nosiaryklés
kolonizantu, ypa¢ vaikams saltuoju mety laikotarpiu.
Suaugusiesiems, turintiems rizikos veiksniy, tokiy kaip
LOPL, gali bati kliniskai reik§mingas paiméjimo metu.
Pastarojoje situacijoje vertinti mikrobiologinj pasélj
sudétinga, nes tiriamojoje medziagoje neabejotinai
bus ir VKT sekreto, todél M. catarrhalis galima aptikti
beveik kiekviename méginyje. Todél, tiriant netgi geros
kokybés skreplius, $io sukéléjo kaip galimo patogeno
jvertinimui reikalingi papildomi kriterijai: skrepliai
turi bati palingi, mikroskopinio tyrimo metu matomi
dominuojantys gramneigiami diplokokai ir mikrobio-
loginiame pasélyje néra kito potencialaus AKT infek-
cijos sukéléjo. Negalima pamirsti, kad skrepliy pasélio
rezultatuose, i$skyrus netgi didelj kiekj M. catarrhalis,
abejoniy dél $io mikroorganizmo klinikinés vertés
visada iSliks. Todél patikimiau, ypac esant sunkios
eigos kvépavimo taky infekcijai, tiriamaja medziaga
etiologijai verifikuoti paimti bronchoskopo pagalba,
jvertinti kiekybiskai ir tik iSaugus diagnostiniam M. ca-
tarrhalis kiekiui (>10° KSV/ml), ja galima traktuoti
kaip galimg patogena.

Pleuros skys¢io mikrobiologinis pasélis yra labai
specifiskas, ta¢iau mazesnio jautrumo. Pleuritas
nustatomas tik apie 40 proc. VIP pacienty, neretai
punktuojamas jau vartojamy antibiotiky fone, todél
sukéléjo isauginimo tikimybé mazéja.

Siekiant greitesnés diagnostikos, populiaréja mo-
lekulinés diagnostikos metodai: specifiniy bakterijy
arba virusy nustatymas PGR metodu. Siam tyrimui
jtakos neturi trumpalaikis - 2-3 dieny antibakterinis
gydymas, nes nustatomi ir negyvybingi bei zuve mi-
kroorganizmai, ta¢iau, tiriant kvépavimo taky sekreta,
atsiranda ir tikimybé nustatyti klinikai nereik§minga
sukeéléja-kolonizanta. Todél rekomenduojamas PGR
metodas, galintis ne tik aptikti, taciau nustatyti ir pneu-
mokoky kiekj, t. y. galintis aptikti 10*-~10° kopijy/ml.
Tyrimai rodo, kad skrepliy PGR yra labiau jautrus
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metodas nei skrepliy pasélis S. pneumoniae nustatyti
pacientams, stacionarizuotiems dél VIP, ypac tiems,
kurie jau gydomi antibiotikais. Ta¢iau metodas néra
validuotas klinikiniams méginiams ir naudojamas tik
moksliniais tikslais. Atlikta tyrimy, kuriuose teigiama,
kad galima prognozuoti VIP ligos eiga pacientams,
priklausomai nuo kraujyje rasty S. pneumoniae kopi-
ju/ml skaiciaus — esant didelei bakteriemijai, didesné
tikimybé isivystyti sepsiniam $okui. Taip pat moleku-
liniais metodais galima nustatyti ne tik patj sukéléja,
taciau ir jo serotipg, o tai gali buti svarbu vertinant
skiepy veiksminguma.

Mikrobiologiniy tyrimy diagnostine verte geriausiai
rodo létinémis ligomis serganciy pacienty tyrimas. Ne-
abejotina, kad cistine fibroze sergantiems pacientams
antibakterinio gydymo pagrindas pagrjstas mikrobio-
loginiy tyrimy rezultatais. Paiméjusiai infekcijai gydyti
antibiotiky skiriama remiantis paiméjimo metu atlikto
arba paskutinio mikrobiologinio tyrimo rezultatais.
Gydymo eigoje pacienty sukéléjy spektras kinta, taigi,
galima tikeétis retesniy patogeny, tokiy kaip Stenotrop-
homonas maltophilia (anksciau vadinta Pseudomonas
maltophilia, Xantomonas maltophilia), Achromobacter
xylosoxidans, Pandoraea spp. (iskaitant Pandoraea
apista). Labai svarbu nustatyti, ar pacientas yra ko-
lonizuotas tuo paciu, ankstesnio paiméjimo metu
iskirtu sukéléju, ar yra naujas potencialus patogenas.
Todél laboratorijoje bakterijy identifikacija masiy
spektometrijos biidu, analizuojant mikroorganizmy
vidinius baltymus ir lyginant juos su biotipavimo eta-
lony bibliotekoje saugomais mikroorganizmy jrasais,
yra patikimos diagnostikos garantas.

HP sukéléjy spektras gali skirtis priklausomai nuo
pacienty, gydomy Intensyviosios terapijos skyriuose
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(ITS) populiacijos, stacionarinio gydymo trukmeés bei
naudojamy specifiniy diagnostiniy procediry. Euro-
pos infekcijy paplitimo ITS tyrimai skelbia, kad HP
gali sukelti ir gramteigiami, ir gramneigiami sukéléjai,
taciau svarbu tai, jog nustatyta, kad net 60 proc. $iy
sukéléjy yra atspartis dazniausiai vartojamiems anti-
biotikams. Bronchoalveolinio lavazo mikrobiologinis
tyrimas islieka ypa¢ informatyviu tyrimu, siekiant
iSvengti VKT kolonizuojancios floros ir nustatyti tikrajj
etiologinj sukéléjg HP sergantiems asmenims.

APIBENDRINIMAS

Mikrobiologinés diagnostikos galimybés placios.
Sergantiesiems apatiniy kvépavimo taky infekcija,
siekiant nustatyti sukéléja, galima atlikti keleta tyrimy.
Taciau, siekiant patikimos mikrobiologinés diagnos-
tikos bei tikslaus diagnostikos metodo parinkimo,
svarbus gydytoju specialisty ir laboratorijos gydytoju
bendradarbiavimas.
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