Miikobakter-infektsioonide, s.h tuberkuloosi uuringud

Miikobakterioloogia osakond

Perekonda Mycobacterium kuulub nii kindlaid patogeene, nagu tuberkuloositekitajad (M.
tuberculosis, M. bovis ja M. africanum) ning pidalitdve tekitaja (M. leprae), kui ka
potentsiaalselt patogeenseid mikobaktereid, nagu M. avium kompleks, M. xenopi, M.
kansasii, M. malmoense ja vaga paljud teised. Potentsiaalselt patogeensed mikobakterid
on looduses laialdaselt levinud (pinnases, tolmus, jogede ja jarvede vees,
kanalisatsioonisiisteemis, basseinides, akvaariumides jne), kuid infektsiooni pdhjustavad
nad vaid immuunpuudulikkusega isikutel.

Selleks, et neid infektsioone korrektselt diagnoosida, tuleb kdik haigustekitajad isoleerida
ja samastada.

Uuritav materjal, selle votmine, saatmine ja sdilitamine
Mikobakterite suhtes on vdimalik uurida kdiki kehavedelikke, eritisi ning kudesid.
ROGA

Naidustused: kopsutuberkuloosi, kopsude miulkobakterioosi kahtlus, ravi efektiivsuse
hindamine.

Proov voetakse hommikul. Enne proovivottu peab patsient moned korrad loputama suud
keedetud vOi steriliseeritud veega ja seejarel jouliselt kdhima, et saada roga sligavalt
hingamisteedest. Siilg uuritavaks materjaliks ei kdlba!

Kuna tuberkuloositekitajad erituvad haiguskoldest ebaregulaarselt, tuleb proove votta
vahemalt kahel jarjestikusel paeval.

Proovindu| Proovitops véi steriilne koonuspdhjaga katsuti, 50 mL
Materjali kogus| 3-8 mL

BRONHIASPIRAAT

Naidustused: kopsutuberkuloosi voi kopsude miikobakterioosi kahtlus, kuid rdgaeritus
puudub.

Fiiberbronhoskoobi abil tehakse BAL (bronhoalveolaar-lavaaz) voi olulise kopsuosa
selektiivne loputamine 5-10 mL flsioloogilise keedusoolalahusega.

NB! Peale bronhoskoopiat vdib patsiendil régaeritus oluliselt suureneda ning ka réga
mikroskoopiline uurimine anda positiivse tulemuse. Seega on soovitav peale
bronhoskoopiat kindlasti saata uuringuks ka régaproov.

Proovindu| Steriilne koonuspdhjaga katsuti, 50 mL
Materjali kogus| 10-25 mL

MAOLOPUTUSVEDELIK

Néidustused: kopsutuberkuloosi kahtlus, kuid patsiendil rdgaeritus puudub ning
bronhoskoopiat pole voimalik teha meditsiinilistel vastunadidustustel voi muudel pdhjustel.

Maoloputus viiakse labi statsionaaris. Patsiendile antakse proovi vétmise hommikul juua
200-300 mL keedetud vOi steriliseeritud vett. Maosondi valimine ots pannakse
steriilsesse pudelisse, samal ajal viiakse sond makku, lastes patsiendil korduvalt



neelatada. Vedelik peab maost minema pudelisse tédnu kdhulihaste pingutamisele. Kui
vedelikku spontaanselt ei tule, vdib seda ka slistlaga aspireerida.

Maoloputust tuleb teha 2-3 erineval péaeval, see tagab suurema tdendosuse
olemasolevate mikobakterite leiuks.

Proovindu| Steriilne koonuspdhjaga katsuti, 50 mL; vajadusel mitu
Materjali kogus| Kogu kattesaadav vedeliku hulk, tavaliselt on seda 1/3-2/3
allaneelatud veest. NB! Kuna maoloputusvedeliku happeline
keskkond mdjutab muikobakterite eluiga, on eriti oluline, et
materjali sailitamise ning transportimise aeg oleks vdimalikult
[Ghike.

PLEURA-, LIIGESE- jt PUNKTAADID
Naidustused: tuberkuloosse pleuriidi, -siinoviidi jms kahtlus.

Punktaatide bakterioloogiline uurimine suurendab tunduvalt dige diagnoosi tdendosust.

Proovindu| Steriilne koonuspdhjaga katsuti, 50mL; suuremate
materjalikoguste korral mitu katsutit. Materjali hlubimise
valtimiseks voib lisada hepariini.

Materjali kogus| Pleuravedelik: soovitavalt 50-200 mL.

Liigesevedelik jt punktaadid: kogu kattesaadav vedelikuhulk.

SEKREEDID
Naidustused: tuberkuloosi, mikobakterioosi kahtlus.

Sekreetide kogumisel tuleb eelistada slstlaga aspireerimist. Juhul, kui sekreeti on
vahesuse tottu vdimalik koguda vaid vatitampooni abil, saadetakse uuringuks sekreediga
immutatud tampoon, asetatuna flsioloogilisse lahusesse steriilses katsutis.

Proovindu| Steriilne lisandita katsuti, sistal
Materjali kogus| Kogu kattesaadav materjal

LIIKVOR

Naidustused: tuberkuloosse meningiidi vOi generaliseerunud tuberkuloosi
(mikobakterioosi) kahtlus.

Proovinou| Steriilne lisandita katsuti
Materjali hulk| 3-8 mL, vadiksemad kogused halvendavad diagnostilisi voimalusi

VEENIVERI, LUUUDI
Naidustused: generaliseerunud mikobakterioosi, miliaarse tuberkuloosi kahtlus.

Veenivere votmine ndidustatud AIDSi kahtlusega voi AIDSi haigetel patsientidel.

Proovinou| Materjal voetakse slistlasse ja slstitakse kohe Myco/F-Lytici
pudelisse. Pudel tellida mikobakterioloogia laborist.
Materjali kogus| Soovitavalt 1-5 mL




KOETUKID (BIOPSIA-, LAHANGUMATERJAL)

Ndidustused: generaliseerunud tuberkuloosi kahtlusel tehakse maksabiopsia,
tuberkuloosse pleuriidi kahtlusel pleurabiopsia, Iimfadeniidi kahtlusel IimfisGlme biopsia
(vOi punktsioon), naistel urogenitaaltuberkuloosi kahtlusel biopsia endomeetriumist.

Proovindu| Steriilne lisandita katsuti, kuivamise valtimiseks soovitav lisada
flisioloogilist lahust

URIIN
Naidustused: urogenitaaltuberkuloosi, generaliseerunud tuberkuloosi kahtlus.

Proove tuleb votta kolmel erineval paeval, sest tuberkuloositekitajate eritumine koldest ei
ole pidev. Prooviks voetakse esmast hommikust keskjoauriini.

Proovindu| Steriilne koonuspdhjaga katsuti 50 mL, vajadusel mitu
Materjali hulk| 50-200 mL

ROE
Naidustused: kahtlus sooletuberkuloosile, mikobakteriaalsele enteriidile AIDSi korral.

Arvestada, et materjali reostumise voimalus teiste materjalidega vorreldes oluliselt
suurem.

Proovindu| Proovitops
Materjali hulk| Herneterasuurune tikk

NAHALOIKE KAABE
Naidustus: leepra voi nahatuberkuloosi kahtlus

Proov vOetakse (ilma tuimestuseta) nahamuutuste perifeersetest osadest, laugudelt ning
veel 4-6 kohast, naiteks kate distaalsete osade valiskilgedelt, reie distaalse osa
esikiljelt, pdlvedndlast jne. Peale uuritava piirkonna puhastamist 70% etanooliga
pigistatakse nahk pdidla ja nimetissdrme vahele nii tugevasti, et nahk oleks kohas, kust
proovi vOetakse, veretu. Tehakse skalpelliga ca 8 mm pikkune ja 2 mm sligavune
nahaldige (veritsust ei tohi olla). Seejarel kaabitakse skalpelli servaga I0iget risti, et
saada skalpelli servale vedelikku ja rakke. Materjal pannakse steriilsesse rdgatopsi,
kaetakse flsioloogilise lahusega, et valtida materjali kuivamist.

Sdilivus, materjali transport laborisse

NB! Kontrollida, et prooviks voetud materjal ei saastaks proovianumat valjastpoolt.
Proovindu ja transpordikonteineri kaaned peavad olema suletud.

Proov saata laborisse kohe peale selle votmist, kuid arvestusega, et see ei jaaks
nadalavahetuseks laborisse seisma. Materjali, mida ei saa samal pdeval laborisse saata,
peab saatmiseni hoidma kilmkapis. Materjali Myco/F-Lytici pudelites voib hoida ka
toatemperatuuril. Kui transport kestab Ule kahe tunni, lisada transpordikonteinerisse
kilmakandjad.



Kui pole vdimalik teha e-tellimust, tuleb proovile lisada eraldi pakendis spetsiaalne
mikobakterite uuringu tellimisleht (vt Tellimislehed Uhendlabori kodulehel).

Analiiiisi tegemise aeg: tdédpadeviti
Kliiniline tahendus
Mikobakterite klassikaline uurimine toimub etapiviisiliselt:

- bakterioskoopia
- kilv ja samastamine
- ravimiresistentsuse maaramine.

Tuberkuloosi mikrobioloogiline diagnostika

Bakterioskoopiline algmaterjali hindamine ei anna vastust kisimusele, kas uuritavas
materjalis on  Mycobacterium tuberculosis kompleks vOi moni atllpilistest
mukobakteritest, mis on keskkonnas (kraanivees jne) laialt levinud. Seetdttu ei tdhenda
bakterioskoopial happekindlate pulkbakterite leidmine sugugi mitte alati tuberkuloosi
diagnoosi. Diagnoos saab korrektse mikrobioloogilise kinnituse, kui valja kasvanud
mikroobikultuur ka samastatakse.

Uhekordnegi M. tuberculosis’e, M. bovis’e ja M. africanum’ isoleerimine haige materjalist
omab alati kliinilist téhendust.

Mukobakteriooside mikrobioloogiline diagnostika

Atlupiliste mikobakterite Ghekordne isoleerimine ei pruugi omada Kkliinilist tdhendust,
vaid vOib olla juhuleid: asiimptomaatiline kolonisatsioon, instrumendi (bronhoskoobi)
kontaminatsioon jne. Mukobakterioosi diagnoosimisel on vajalik lahtuda jargmistest
kriteeriumidest:

1. Régast ja uriinist peab sama (mittetuberkuloosne) muikobakter olema isoleeritud
vahemalt kahel erineval ajal vdetud materjalist (kolonisatsiooni ja/vdi juhuleiu
valistamiseks). Isoleeritud ja samastatud miikobakter peab sealjuures olema ka
kliiniliselt relevantne.

2. Verest, koebiopsiast ja suletud 80nte punktaatidest loetakse diagnoosi kinnituseks
ka mukobakteri Ghekordne isoleerimine.

Miikobakterite mikroskoopia
Analiiiisimeetod: fluorestsentsmikroskoopia, varving akridiinoranziga
Vastuse vorm

Positiivne/negatiivne milikobakterite esinemise suhtes. Positiivset rdgapreparaati
hinnatakse kvantitatiivselt (tksikud, 1+, 2+, 3+).

Kliiniline tahendus

Esmane diagnostiline test mikobakterite avastamiseks algmaterjalist.


http://www.kliinikum.ee/yhendlabor/index.php?option=com_content&view=article&id=29&Itemid=41

Miikobakterite kiilv ja isoleerimine

Analiilisimeetod: kilv BACTEC-MGIT vedelsd6tmesse ja glitserooli lisandiga
Léwenstein-Jenseni (L-J) munastétmesse voi ka ainult MGIT vedels66tmesse raviloleva
tuberkuloosihaige bakterierituse jalgimiseks. Tahke sd66tme kilve kasvatatakse kaheksa
nadalat ning kasvu olemasolu kontrollitakse kord nadalas. Vedelsé6tmes on
mukobakterite kasvukiirus suurem, negatiivseks loetakse tulemus kuue nadala
moddumisel, positiivhe tulemus on Uldjuhul hinnatav 1-3 nadala médédudes.

Vastuse vorm

Positiivne/negatiivhe mikobakterite esinemise suhtes

Kliiniline tdhendus

Algmaterjali kilv teostatakse samaaegselt algmaterjali fluorestsentsmikroskoopiaga.

Positiivsest kilvist teostatakse mikroskoopia Ziehl-Neelseni meetodil, mille alusel saab
viite, kas tegemist vOiks olla M. tuberculosis kompleksi kuuluvate mikobakteritega (cord-
faktori olemasolu). Mikroskoopia tulemuse alusel valitakse mikobakterite samastamise
meetod.

Miikobakterite geneetiline samastamine

Analiiiisimeetod: HAIN Lifescience GenoType meetod, mis seisneb DNA fragmentide
mitmekordses amplifitseerimises. See vdimaldab poéodrdhibridisatsioonil erineva vooétide
kombinatsiooni alusel nii Mycobacterium tuberculosis kompleksi kuuluvate kui ka paljude
oportunistlike mikobakterite diferentseerimist liigi tasemini.

Vastuse vorm
Mukobakteri liigi nimetus
Naidustus ja kliiniline tadhendus

Mikobakteri liigi tuvastamine kilvil saadud puhaskultuurist. Samastamismeetodi valib
laborispetsialist toetudes eelnevatele uuringutele.

Mycobacterium tuberculosis'e kompleksi DNA ja pohirea ravimtundlikkus
geneetiliste mutatsioonide alusel

Analiiiisimeetod: HAIN Lifescience GenoType meetod, kus amplifitseeritakse neid
tuberkuloosibakteri geeni piirkondi, mis vastutavad kahe pohilise tuberkuloosiravimi, s.o
isoniasiidi ja rifampitsiini, ravimtundlikkuse eest. Mutatsioonid kindlates geenides viitavad
resistentsusele nimetatud ravimite suhtes. Samas annab test samastamise tulemuse M.
tuberculosis kompleksi tasemel.

Vastuse vorm

T - tundlik/R - resistentne M. tuberculosis kompleks



Naidustus ja kliiniline tahendus

Mlkobakterite samastamine M. tuberculosis kompleksi tasemel kas positiivse mikroskoopia
tulemusega algmaterjalist voi puhaskultuurist. Meetodit kasutatakse esmastel patsientidel
ravimtundlikkuse mdaramiseks isoniasiidi ja rifampitsiini suhtes. Samastamismeetodi valib
laborispetsialist toetudes eelnevatele uuringutele.

Mycobacterium tuberculosis’'e kompleksi DNA ja reservrea ravimtundlikkus
geneetiliste mutatsioonide alusel

Analiiiisimeetod: HAIN Lifescience GenoType meetod, kus amplifitseeritakse neid
tuberkuloosibakteri geeni piirkondi, mis vastutavad ravimtundlikkuse eest fluorokinoloonide
ja aminoglikosiidide suhtes. Mutatsioonid kindlates geenides viitavad resistentsusele
nimetatud ravimite suhtes. Samas annab test samastamise tulemuse M. tuberculosis
kompleksi tasemel.

Vastuse vorm
T - tundlik/R - resistentne M. tuberculosis kompleks
Naidustus ja kliiniline tahendus

Mukobakterite samastamine M. tuberculosis kompleksi tasemel kas positiivse mikroskoopia
tulemusega algmaterjalist vOi puhaskultuurist. Meetod on kasutusel esmastel patsientidel,
kellel on tuvastatud ravimresistentsus isoniasiidi ja/v0i rifampitsiini suhtes (MTBDRplus vOi
GeneXpert meetodil). Samastamismeetodi valib laborispetsialist toetudes eelnevatele
uuringutele.

Mittetuberkuloossete miikobakterite DNA ja ravimtundlikkus geneetiliste
mutatsioonide alusel

Analiiiisimeetod: HAIN Lifescience GenoType meetod, kus amplifitseeritakse neid
muikobakterite geeni piirkondi, mis annavad vastavale liigile iseloomuliku vé6tide mustri ning
lisaks neid DNA piirkondi, milles tekkinud mutatsioonid viitavad resistentsusele makroliidide
ja aminogliikosiidide suhtes.

Vastuse vorm
T - tundlik/R - resistentne M. avium kompleks, M. abscessus kompleks, M. chelonae
Naidustus ja kliiniline tahendus

Eelpool nimetatud mikobakteri liikide samastamine positiivsest puhaskultuurist. Meetod on
kasutusel esmastel patsientidel ravimtundlikkuse maaramiseks makroliidide ja
aminoglikosiidide suhtes. Samastamismeetodi valib laborispetsialist toetudes eelnevatele
uuringutele.



Mycobacterium tuberculosis’e kompleksi DNA ja rifampitsiin-tundlikkus
geneetiliste mutatsioonide alusel (MTBC DNA ja Rif-tundlikkuse paneel)

Analiilisimeetod: poolkvantitatiivne astmeline reaalaja polimeraasi ahelreaktsioon (PCR)
(GeneXpert MTB/RIF Ultra), mis voimaldab tuvastada algmaterjalist M. tuberculosis
kompleksi DNA ning selle olemasolul leida ka rpoB geenis rifampitsiini resistentsust
pohjustavad mutatsioonid.

Vastuse vorm

Mycobacterium tuberculosis kompleksi DNA positiivhe/negatiivne
DNA hulk palju/keskmiselt/vahe/vaga vahe/jalgedena
Rifampitsiin (gen) - tundlik/resistentne

Nadidustus ja kliiniline tahendus

Meetod on kasutusel tuberkuloosi kahtlusega esmastel patsientidel M.tuberculosis kompleksi
samastamiseks ja ravimtundlikkuse maaramiseks rifampitsiini suhtes voi ka M. tuberculosis
kompleksi valistamiseks. Testi saab teostada ainult algmaterjalist.

Mycobacterium tuberculosis’e kompleksi DNA ning rifampitsiin- ja isoniasiid-
tundlikkus geneetiliste mutatsioonide alusel (MTBC DNA ja Rif-, Inh-tundlikkuse
paneel)

Analiiiisimeetod: poolkvantitativne astmeline reaalaja polimeraasi ahelreaktsioon
(PCR) (BD MAX), mis vdimaldab tuvastada algmaterjalist Mycobacterium tuberculosis
kompleksi DNA ning selle olemasolul leida rpoB geenis rifampitsiini ning katG ja inhA
geenis isoniasiidi suhtes resistentsust pohjustavad mutatsioonid.

Vastuse vorm

Mycobacterium tuberculosis kompleksi DNA positiivne/ negatiivne

Rifampitsiin (gen) - tundlik/resistentne

Isoniasiid (gen) — tundlik/resistentne

Nadidustus ja kliiniline tadhendus

Meetod on kasutusel tuberkuloosi kahtlusega esmastel patsientidel M.tuberculosis
kompleksi samastamiseks ja ravimtundlikkuse maaramiseks rifampitsiini ja isoniasiidi

suhtes vOi ka M. tuberculosis kompleksi valistamiseks. Testi saab teostada nii
algmaterjalist kui positiivsest puhaskultuurist.

Miikobakterite samastamine (kromatograafia)

Analiiiisimeetod: kromatograafiline immunoloogiline meetod Mycobacterium tuberculosis
kompleksi kuuluvate mikobakterite antigeeni kvalitatiivseks maaramiseks positiivse kasvuga
MGIT vedels66tmest.

Vastuse vorm

M. tuberculosis kompleks /ei ole M. tuberculosis kompleks



Naidustus ja kliiniline tahendus

Mikobakterite samastamine positiivsest kilvist M. tuberculosis kompleksi tasemel. Testi
kasutatakse juhul, kui esmasel patsiendil pole muid samastamismeetodeid kasutatud voi kui
tuberkuloosi diagnoosiga patsiendil korratakse fenotllbilise ravimtundlikkuse anallise.
Nimelt peavad olema samastatud kdik isolaadid, millele teostatakse ravimtundlikkuse
analliis. Samastamismeetodi valib laborispetsialist toetudes eelnevatele uuringutele.

Mycobacterium tuberculosis’'e ravimtundlikkuse madaramine

Analiiiisimeetod: BACTEC-MGIT vedelsé6tme sisteemi viidud proportsioonimeetodi
variant, kus mukobakterite kasvu hinnatakse fluoromeetriliselt.

Tulemused hinnatakse 5.-14. paeval.
Vastuse vorm

T - tundlik/R - resistentne.
Naidustus ja kliiniline tahendus

Ravimtundlikkuse m&éramisele pohirea ravimite suhtes kuuluvad kdik esmashaigetelt
puhaskultuurina isoleeritud ja samastatud M. tuberculosis’e tlived; samuti juba ravi
saanud patsientidelt puhaskultuurina isoleeritud tived, kui eelmisest maaramisest on
moddas vahemalt kolm kuud. Esmashaigete puhul on oluline leida ravimid, mille suhtes
uuritav tdvi on tundlik; ravil olevate patsientide puhul on eesmark selgitada valja
voimalik ravimresistentsuse teke raviks kasutatavate ravimite suhtes.

Ravimtundlikkust reservrea antibiootikumide suhtes maaratakse neil isolaatidel, millel on
tuvastatud resistentsus isoniasiidile ja rifampitsiinile.

Pohirea antibiootikumidest mé&aéaratakse resistentsus streptomitsiini, isoniasiidi,
rifampitsiini, etambutooli ja pUlrasiinamiidi suhtes. Reservrea ravimitest maadratakse
tundlikkus kapreomdtsiini, amikatsiini, kanamdutsiini, protioonamiidi, levofloksatsiini,
moksifloksatsiini ja linesoliidi suhtes.

Mittetuberkuloossete miikobakterite ravimtundlikkuse madaramine SLOMYCO2 ja
RAPMYCO2 mikrotiiterplaadil

Analiilisimeetod: SLOMYCO2 ja RAPMYCO2 mikrotiiterplaadid sisaldavad erinevate
kontsentratsioonidega ravimeid, kuhu lisatakse uuritava mukobakteri suspensioon.
Uuring baseerub minimaalse inhibeeriva kontsentratsiooni (MIC) Ileidmisel. Kasvu
hinnatakse visuaalselt kasutades po6dratud peeglit. Erinevate muikobakterite
ravimtundlikkuse interpreteerimine toimub MIC vaartuste alusel vastavalt CLSI* M62
standardis olevatele tabelitele.

Vastuse vorm

T - tundlik/ R - resistentne/ MT - moodukalt tundlik (ehk tundlik kdrgemas
kontsentratsioonis)



Naidustus ja kliiniline tahendus

Ravimtundlikkusele mdaramisele kuuluvad puhaskultuurina tahkelt s66tmelt isoleeritud
patogeensed muikobakterid, mis on samastatud liigi tasemeni. Uuritavad ravimid on
olenevalt mikobakteri liigist erinevad.

Gammainterferoon-test (tuberkuloosi sdoeluuring) (P-IGRA)
Miikobakterioloogia osakond
Immuunvastusena toodetud gammainterferooni hulk on suurem (positiivne) patsiendi

varasema kokkupuute korral M. tuberculosis’e peptiidsete antigeenidega ning vaiksem
(negatiivne), kui tuberkuloosibakteritega varasem kokkupuude puudub.

Uuritav materjal, selle votmine, saatmine ja sailitamine

Proovindu | Quantiferoni komplekt — 4 katsutit mini-grip kotis
Anallisitav kogus | 1 mL verd igasse katsutisse
Sailivus | Analllsida voimalikult kiiresti. Taisveri sailib toatemperatuuril kuni 16
tundi. Ei tohi sailitada kilmkapis!

Koiki katsuteid tuleb kiimme korda (lles-alla loksutada, et kogu katsuti sisepind oleks verega
kokkupuutes.
Katsutid tuleb méargistada patsiendi nime ja verevotu kellaajaga.

Analiilisi tegemise aeg: todpaeviti (mitte saata katsuteid laborisse paev enne plhi ja
plhade ajal)

Analiiiisimeetod: enstiim-immuunsorptsioonmeetod (ELISA)
Vastuse vorm

M tuberculosis nakkus tdendoline

M tuberculosis nakkus ebatdendoline

M tuberculosis nakkus mairamatu

Nadidustus ja kliiniline tadhendus

Tuberkuloosi soeluuring tuberkuloosi kahtlusega patsientidel, tuberkuloosi riskiga isikutel,
tervishoiutdotajatel. Positiivse tuberkuliinitesti korral BCG-st tingitud valepositiivse tulemuse
valistamiseks.

IGRA test ei anna positiivset tulemust BCG-vaktsiinitlive proteiinidele.
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