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Summary: The aim of this study was to evaluate the utility of the quantitative analysis of mycolic acids by
HPLC technique in drug susceptibility testing of the M.tuberculosis isolates to the first-line antituberculous drugs:
isoniazid and rifampicin. Drug susceptibility of the 30 clinical M.tbc isolates was examined by the mycolic acids
analysis with HPLC technique and results were compared to the proportion method on solid L-J medium and
liquid medium in MGIT system. In HPLC method drug susceptibility of M.tuberculosis strains was described by
TAMA index defined as the ratio of the total area under mycolic acids peaks (TAMA) from cultures with drug to
the TAMA of control. At critical concentrations of drugs, TAMA indexes of resistant strains were >0.5, and TAMA
indexes of susceptible strains were <0.05. The average error of the TAMA analysis was + 9.5% The quantitative
analysis of mycolic acids by HPLC gives results compatible with standard proportion method and is a reliable

method for determination of drug susceptibility of M.tuberculosis.
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WSTEP

Gruzlica jest choroba zakazna, na ktora rocznie
umiera na $wiecie ok. 3 min ludzi. Obecnie coraz
wigkszym problemem jest wzrost liczby chorych
zakazonych szczepami M. tuberculosis oporny-
mi na stosowane leki [1] — szczegdlnie grozne sa
szczepy wielolekooporne, definiowane jako oporne
przynajmniej na izoniazyd (INH) i ryfampicyne
(RMP). Rozw¢j szybkich metod wykrywania
szczepow opornych moze pomoc w ograniczaniu
rozprzestrzenia si¢ zakazenia pratkami gruzlicy.
Pewne nadzieje w tym zakresie budza szybkie testy
molekularne, ale wiedza o genotypowych uwarun-
kowaniach lekoopornosci nie jest dotychczas petna,
dlatego, pomimo wielu prac, w ktoérych podejmuje
si¢ okreslanie lekoopornos$ci pratkow szybkimi
technikami molekularnym [5], nadal niezastapione
pozostaja metody fenotypowe i one sa polecane dla
rutynowej pracy diagnostycznej [2]. Jedna z pro-
pozycji metodycznych w zakresie nowoczesnych
i zobiektywizowanych fenotypowych metod ba-
dania lekowrazliwosci pratkow jest wykorzystanie
techniki wysokocisnieniowej chromatografii cie-
czowej (HPLC). Miara lekowrazliwosci szczepu
z zastosowaniem tej techniki jest poréwnanie ob-

szaru pod pikami w elucyjnych wzorach HPLC
kwasow mikolowych uzyskanych z hodowli pro-
wadzonej w obecnosci leku do odpowiadajacego
obszaru z hodowli kontrolnej. W pismiennictwie
$wiatowym problem podejmowano dotychczas
jedynie w dwoch pracach doswiadczalnych [6,12]
nie odnoszac wynikéw do ogoélnie przyjetych, zale-
canych metod standardowych.

Celem obecnej pracy byla ocena mozliwosci
zastosowania iloSciowej analizy kwaséow mikolo-
wych technika HPLC w okre$laniu lekowrazliwosci
szczepow M. tuberculosis w odniesieniu do dwoch
glownych lekow przeciwpratkowych: izoniazydu
i rifampicyny oraz poréwnanie uzyskanych wy-
nikow z lekowrazliwo$cia tych szczepdéw badana
metodami standardowymi.

Material i metody

Szczepy M. tuberculosis. Badano 30 szczepow M.tubercu-
losis uzyskanych z materialow klinicznych pochodzacych od
chorych z Centralnego Szpitala Klinicznego AM w Warszawie
(20 szczepow) i z Mazowieckiego Centrum Leczenia Chorob
Phuc i Gruzlicy (10 szczepoéw). Probki kliniczne poddawano
standardowej procedurze uplynniania i dekontaminacji. Ho-
dowle prowadzono na stalej pozywce Lowensteina-Jensena
(L-J) (Becton, Dickinson & Co., USA). Gatunek izolatow
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identyfikowano stosujac analiz¢ kwaséw mikolowych tech-
nika HPLC [4].

Testy lekowrazliwosci. W ocenie przydatnosci techni-
ki HPLC w analizie lekowrazliwo$ci, metoda odniesienia
byta metoda proporcji, stosowana w Polsce i uznawana jako
standardowa w pismiennictwie $wiatowym, wykonywana na
statej pozywce Lowensteina-Jensena oraz na ptynnej pozywce
w systemie MGIT.

Badanie lekowrazliwo$ci metoda proporcji na pozywce sta-
fej Lowensteina-Jensena. Stosowano pozywke z Centralnej Po-
zywkarni w Warszawie. Krytyczne stezenia lekéw (ZF ,,Polfa”)
wynosily: INH 0,2 pg/ml, RMP 40,0 pg/ml. W celu kontroli
kazdej serii pozywki nastawiano hodowle szczepu wzorcowego
H37Rv o znanej warto§ci MIC (minimal inhibitory concentra-
tion, najnizsze st¢zenie hamujace wzrost). Wynik testu odczy-
tywano poréwnujac obfito$¢ wzrostu na proboéwkach z lekami
ze wzrostem na probowkach kontrolnych [8].

Badanie lekowrazliwosci w_systemie MGIT AST SIRE.
Wzrost pratkow wykrywany jest w tym systemie na podstawie
pomiaru zuzycia tlenu w plynnej pozywce hodowlanej, co po-
woduje fluorescencjg detektora przy naswietlaniu $wiattem UV,
A=365nm. Do oceny promieniowania fluorescencyjnego stoso-
wano aparat BACTECMicro MGIT™. Badanie wykonywano
stosujac zalecane krytyczne stgzenia lekow: INH 0,1 pg/ml,
RMP 1,0 pg/ml. Wyniki testu, majace charakter jakosciowy,
interpretowano zgodnie z instrukcja producenta [10]. Czas
niezbgdny do wykonania testu z wyhodowanego szczepu nie
przekraczat zazwyczaj 5-7 dni.

Badanie lekowrazliwo$ci metoda analizy kwaséw mikolo-
wych technika HPLC. Hodowle prowadzono na wzbogaconej
pozywce ptynnej 7H9. W badaniu stosowano trzy stezenia le-
kéw: dla INH - 0,2; 0,1; 0,05 pg/ml, a dla RMP —2,0; 1,0; 0,50

pg/ml. Dla kazdego badanego szczepu zaktadano po 6 hodowli
w probowkach zawierajacych po 4,5 ml pozywek z lekami i 0,5
ml inokulum oraz 1 hodowlg kontrolng bez leku. Proby inkubo-
wano przez 5 dni w temp.+37°C. W kazdym przypadku gesto$é
inokulum wynosita <0,5 wg skali McFarlanda; warunek ten byt
rygorystycznie przestrzegany. Po 120 godz. inkubacji hodowle
wirowano 15 minut, 4200g, +4°C. Procedura analityczna osadu
pratkowego po dekantacji ptynu réznita si¢ od postgpowania
w analizie jako$ciowej opisanej uprzednio [4]. Zmiany obej-
mowaly: estryfikacje kwaséw mikolowych zawartych w 1 ml
ilo§ciowo pobranej fazy chloroformowe;j, ekstrakcj¢ p-bromo-
fenacylowych estrow do 1 ml chloroformu, pobranie 0,8 ml
chloroformowego roztworu estré6w i odparowanie do suchej
masy, rozpuszczenie suchej masy w 40 pl dichlorometanu
zawierajacego standardy wewngtrzne kwasow mikolowych
i natychmiastowy rozdzial na kolumnie chromatograficzne;.
Proces chromatografii przebiegat identycznie z analiza jako-
sciowa. Dla kazdego rozdziatu krzywa catkowano komputero-
wo wg zadanych parametrow obliczajac catkowita powierzch-
ni¢ pod pikami kwaséw mikolowych — TAMA (fotal area under
mycolic acids peaks) charakterystycznych dla M.tuberculosis,
co przedstawiono na ryc.1.

Pole wyrazone jest w umownych jednostkach powierzchni
wynikajacych z mnozenia jednostek czasu (min.) odtozonych
na osi odcigtych przez jednostki absorpcji na osi rzednych.
Najmniejsza wartos¢ TAMA odczytywalna w dostgpnym ukta-
dzie pomiarowym wynosita 0,010. Odchylenie standardowe
(SD) warto$ci TAMA oznaczonych dla 25-ciu pigciodniowych
hodowli M.tuberculosis w pozywce bez leku wynosito + 9,5%.
W oszacowaniu lekowrazliwosci szczepéw poshuzono sig
wskaznikiem ,,indeks TAMA” zdefiniowanym jako:

TAMA hodowli z lekiem
Indeks TAMA = TAMA hodowli bez leku

Rycinal. Wzor elucyjny pikow kwasdéw mikolowych M.tuberculosis z zaznaczonym obszarem catkowania krzywe;.
Figure 1. The M.tuberculosis mycolic acids pattern with integration area.
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Wyniki

We wstepnym etapie doswiadczen ustalono, ze lo-
garytmiczna faza wzrostu M. tuberculosis mierzona
wartoscia TAMA w wybranych warunkach hodowli
(5-cio ml hodowle wzorcowego szczepu H37Rv na
wzbogaconej pozywce 7H9, przy 0,5 ml inokulum
0 gestosci nieprzekraczajacej wartosci 0,5 wg ska-
li McFarlanda) utrzymywala si¢ pomiedzy 4 a 6
dniem. Nastgpnie obliczono wartosci TAMA dla

HPLC w ocenie lekowrazliwosci M. tuberculosis

chromatograficznych rozdziatéw kwasow miko-
lowych otrzymanych z pigciodniowych hodowli
wszystkich szczepdw oraz wyznaczono wartosci
indeksow TAMA przy roéznych stezeniach lekow.
W celu odniesienia indeksow TAMA do metod
standardowych, zbadano wzory lekoopornosci
szczepow metoda proporcjonalna na statej pozywce
L-J oraz na plynnej pozywce w systemie MGIT.
(tab. I).

W ocenie lekowrazliwo$ci obiema metodami
konwencjonalnymi 6 sposrdd 30 szczepow wykazy-

Tabela I. Poréwnanie lekowrazliwo$ci szczepodw M.tuberculosis ocenianej indeksem TAMA z metodami standardowymi.

Table I. Drug susceptibility of M.tuberculosis strains examined by the standard methods and TAMA Index.
Metody i stezenia krytyczne / Methods and critical concentrations
Symbol INH RMP
szczepu
Strain no. L-1 MGIT Indeks TAMA 40, OLL-L‘;/ml MGIT Indeks TAMA
0,2 pg/ml 0,1 pg/ml 0,1 pg/ml 1,0 pg/ml 1,0 pg/ml
1318/01 wrazliwy wrazliwy 0 wrazl wrazliwy wrazliwy 0 wrazl
1789/02 wrazliwy wrazliwy 0,006 wrazl wrazliwy wrazliwy 0,008 wrazl
2291/02 wrazliwy wrazliwy 0 wrazl wrazliwy wrazliwy 0 wrazl
2521/02 wrazliwy wrazliwy 0 wrazl wrazliwy wrazliwy 0 wrazl
2663/02 wrazliwy wrazliwy 0,007 wrazl wrazliwy wrazliwy 0,016 wrazl
3541/02 wrazliwy wrazliwy 0,008 wrazl wrazliwy wrazliwy 0 wrazl
3621/02 wrazliwy wrazliwy 0,022 wrazl wrazliwy wrazliwy 0 wrazl
4419/03 wrazliwy wrazliwy 0,005 wrazl wrazliwy wrazliwy 0,012 wrazl
4588/03 wrazliwy wrazliwy 0 wrazl wrazliwy wrazliwy 0 wrazl
4647/03 wrazliwy wrazliwy 0,004 wrazl wrazliwy wrazliwy 0,009 wrazl
5012/03 wrazliwy wrazliwy 0,026 wrazl wrazliwy wrazliwy 0,028 wrazl
5184/03 wrazliwy wrazliwy 0 wrazl wrazliwy wrazliwy 0,007 wrazl
5592/03 wrazliwy wrazliwy 0,007 wrazl wrazliwy wrazliwy 0,017 wrazl
3298/04 Oporny Oporny 0,914 Oporny | Oporny Oporny 0,918 Oporny
3900/04 Oporny Oporny 0,827 Oporny | wrazliwy wrazliwy 0,019 wrazl
5707/04 wrazliwy wrazliwy 0,021 wrazl wrazliwy wrazliwy 0,031 wrazl
5802/04 Oporny Oporny 0,842 Oporny | wrazliwy wrazliwy 0,016 wrazl
5816/04 wrazliwy wrazliwy 0,019 wrazl wrazliwy wrazliwy 0,025 wrazl
5817/04 wrazliwy wrazliwy 0,004 wrazl wrazliwy wrazliwy 0,004 wrazl
5857/04 wrazliwy wrazliwy 0,015 wrazl wrazliwy wrazliwy 0,012 wrazl
5957/04 wrazliwy wrazliwy 0,014 wrazl wrazliwy wrazliwy 0,018 wrazl
6173/04 wrazliwy wrazliwy 0,012 wrazl wrazliwy wrazliwy 0,006 wrazl
6306/04 wrazliwy wrazliwy 0,028 wrazl wrazliwy wrazliwy 0,009 wrazl
6422/04 wrazliwy wrazliwy 0,006 wrazl wrazliwy wrazliwy 0,011 wrazl
6717/04 wrazliwy wrazliwy 0,013 wrazl wrazliwy wrazliwy 0,018 wrazl
7593/04 wrazliwy wrazliwy 0,021 wrazl wrazliwy wrazliwy 0,014 wrazl
7670/04 Oporny Oporny 0,930 Oporny | wrazliwy wrazliwy 0 wrazl
7823/04 wrazliwy wrazliwy 0 wrazl Oporny wrazliwy 0 wrazl
8026/04 Oporny Oporny 0,726 Oporny | wrazliwy wrazliwy 0,003 wrazl
8084/04 Oporny Oporny 0,878 Oporny | wrazliwy wrazliwy 0,012 wrazl

Przyjgto, ze — przy krytycznym stgzeniu leku — indeks TAMA>0,50 charakteryzuje szczepy oporne, a indeks TAMA<0,05 szcze-

py wrazliwe.

wrazliwy — sensitive

oporny — resistant

L-J — metoda proporcji na podtozu Lovensteina-Jensena / propotion metod on solid Léwenstein-Jensen medium
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Tabela II. Indeks TAMA przy réznych stezeniach lekow — szczepy wrazliwe i oporne.
Table II. TAMA Index at different concentration of drugs — sensitive and resistant strains.

. INH (pg/ml) RMP (pg/ml)
Szczepy / Strains
0,05 0,1 0,2 0,5 1,0 2,0
Wrazliwe / Sensitive
INHn =24/ RMP n = 29 0,017+0,013 | 0,010+0,009 | 0,006+0,007 | 0,017+0,014 | 0,010+0,009 | 0,006+0,007
Oporne / Resistant
INHn=6/RMPn=1 1,004+0,072 | 0,853+0,074 | 0,725+0,132 1,065 0,918 0,903

wato opornos¢ na INH, 1 szczep oporno$¢ na RMP
— wyniki te byly zbiezne dla obu metod. Wartosci
indekséw TAMA spektakularnie wyrdznialy szcze-
py wrazliwe. Przy krytycznych stgzeniach lekéw
wartosci indeksow TAMA dla 24 szczepow wraz-
liwych na INH miescily si¢ w granicach 0,0-0,028
($rednio 0,010+0,009), a dla opornych w granicach
0,726-0,930 ($rednio 0,725+0,132). Indeks TAMA
szczepu opornego na RMP wynosit 0,918, a indek-
sy szczepow wrazliwych zawieraty si¢ w granicach
0,0-0,031 ($rednio 0,010+0,009). Uogoélniajac wy-
niki uzyskane dla obu lekéw, mozna przyjac, ze przy
krytycznym ich st¢zeniu indeks TAMA>0,5 charak-
teryzowat szczepy oporne, a indeks TAMA<O0,05
— szczepy wrazliwe. W przypadku szczepu sygno-
wanego 7823/04 wyniki metod konwencjonalnych
nie byly zgodne. Metoda proporcjonalna na pozyw-
ce statej wskazywata na oporno$¢ na RMP, za§ w
badaniu MGIT szczep okazat sig¢ wrazliwy; warto§¢
indeksu TAMA dla tego szczepu, rowna ,,0”, wska-
zywala na pelna wrazliwo$¢ szczepu w odniesieniu
do RMP. W tabeli II poréwnano wartosci indeksu
TAMA uzyskane w hodowlach z réznymi steze-
niami lekow: krytycznym, dwukrotnie wigkszym
i dwukrotnie mniejszym. Wyniki spojnie wskazuja,
ze wzrostowi stezenia leku towarzyszy obnizenie
wartoséci indeksu TAMA.

Omowienie

Dotychczasowe techniki fenotypowe, powszechnie
stosowane w ocenie leko-wrazliwosci pratkow nie
sa bez wad: BACTEC 460TB, w ktorym wzrost
pratkéw na pozywce plynnej ocenia si¢ techni-
ka radioizotopowa, jest uznany za uciazliwy dla
srodowiska i wycofywany z uzycia ze wzgledu
na kosztowna utylizacj¢ odpadow, za$ minusem
systemu BACTEC MGIT opartego na detekcji flu-
orymetrycznej, jest jedynie jakosciowa (£) ocena
wzrostu bakterii. Dhugi, co najmniej 4-tygodniowy
czas oczekiwania na wynik, jest z kolei wada po-
wszechnie stosowanej w Polsce metody proporcji,
sprowadzajacej si¢ do porownania liczby kolonii
wyrosnig¢tych na pozywce stalej w obecnosci leku
do liczby kolonii rosnacych na pozywce kontrol-
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nej. W ostatniej z wymienionych metod margines
btednej oceny jest szczegdlnie szeroki. Wynika to
z technicznych trudno$ci uzyskania standardowej
dyspersji inokulum. W zawiesinach in vitro pratki
tworza zlepki ztozone z kilku, niekiedy kilkunastu
komorek, co sprawia, Zze w ocenie wzrostu postu-
gujemy si¢ okresleniem CFU (colony forming unit)
zaktadajac, ze zawiesina pratkow wysiewana na po-
zywki z lekami ma poréwnywalny stopien rozpro-
szenia mikroorganizméw. W praktyce nie zawsze
tak bywa. W niniejszej pracy w przypadku szczepu
7823/04 stwierdzono niezgodno$¢ w ocenie le-
kowrazliwo$ci przy stosowaniu roéznych metod.
Wydaje sig, ze w odniesieniu do tego szczepu bar-
dziej wiarygodna jest spojna ocena metoda MGIT
i analiza kwaso6w mikolowych z zastosowaniem
techniki HPLC, bowiem nie mozna wykluczy¢,
ze za odmienny wynik przy posiewie na pozywce
statej odpowiedzialna jest wilasnie przypadkowa
agregacja pratkow [11]. Niekiedy w uzyskiwaniu
homogennych zawiesin pratkdw stosuje si¢ $rodki
obnizajace napigcie powierzchniowe (np.Tween
80), ale moga one zmienia¢ dziatanie lekow przez
wplyw na przepuszczalno$¢ Sciany komorkowej
i nie sg zalecane w testach lekowrazliwosci [3,13].
Problem mozliwosci zastosowania iloSciowe;j
analizy kwasow mikolowych w testach lekow-
razliwos$ci pratkéw byt dotychczas podejmowany
jedynie w dwoch pracach doswiadczalnych, ktore
realizowala grupa badaczy z Meksyku. W 1997
roku Elwira Garza-Gonzalez i wsp. [6] wykazali
zalezno$¢ pomigdzy wartoscia TAMA a CFU w lo-
garytmicznej fazie hodowli pratkow oraz wykonali
seri¢ wstepnych doswiadczen dotyczacych wrazli-
wosci szczepu M.tuberculosis H37Ra na izoniazyd i
streptomycyng wybrana przez nich technika. Auto-
rzy stosowali rozdziat HPLC bromofenacylowych
estrow kwasow mikolowych (podobnie do techniki
stosowanej w prezentowanej pracy) i wskazywali na
korzys$ci diagnostyczne tej techniki, przede wszyst-
kim krotszy, w poréwnaniu z technika posiewdw na
pozywkach, jedynie 3-4 dniowy czas oczekiwania
na wynik. Na mozliwo$¢ wielokrotnego zwigksze-
nia czuto$ci metody, a co za tym idzie perspektywe
miniaturyzacji hodowli, wskazuje nastgpna praca
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uprzednio cytowanego zespotu [12], w ktorej wy-
korzystano przeksztatlcenie kwasé6w mikolowych
w kumarynowe pochodne [9] oraz zastosowanie
chromatografii wysokoci$nieniowej z detektorem
fluorymetrycznym.

W doswiadczeniach witasnych podjgto probe
analizy lekoopornoséci szczepow wyizolowanych
z materialow klinicznych i zestawienia wynikow
z wynikami stosowania metod konwencjonalnych.
Za gltowne, zalety analizy kwasdéw mikolowych
zastosowanej do oceny lekowrazliwosci pratkow
mozna uznac:

— Oparcie analizy na strukturalnym elemencie
sciany komorkowej pratkow. Ilos¢ kwasdw
mikolowych jest w logiczny sposdb wprost
proporcjonalna do masy pratkoéw. Zatem
w ocenie intensywno$ci wzrostu hodowli po-
mija si¢ wazna trudnos¢ techniczna zwiazana
z oceng wzrostu na pozywkach statych — two-
rzenie kolonii wywodzacych si¢ ze zlepkow
o0 nieznanej i niepoliczalnej liczbie pratkow.

— Obiektywizacje wynikow poprzez liczbowe
wyrazanie stopnia lekoopornosci. Jak zdefi-
niowano wczesniej, do wyrazenia stopnia le-
koopornosci szczepow zastosowano wielko$¢
wzgledna (indeks TAMA) poréwnujaca ilosci
kwas6w mikolowych syntetyzowanych przez
bakterie rozwijajace si¢ w obecnosci lekow
przeciwpratkowych do hodowli kontrolne;j.
Zastosowanie indeksu TAMA w ocenie le-
kowrazliwo$ci pozwala ujawni¢ ewentualne
zroéznicowanie wsréd szczepdw opornych
w odniesieniu do okreslonego leku.

— Mozliwos¢ weryfikacji gatunku pratkow
w przebiegu testu. Istotnym walorem stosowa-
nia techniki HPLC w testach lekowrazliwos$ci
jest stata weryfikacja gatunku badanego szcze-
pu. W praktyce laboratoryjnej diagnostyki
gruzlicy dochodzi czasami do wyhodowania
innego gatunku pratkow podczas kolejnych
przesiewow szczepu pierwotnie pozyskanego
z materiatu klinicznego. Zaktada si¢ wowczas,
ze w probce klinicznej od chorego na gruzlicg
(najczesciej w plwocinie) sa przypadkowo
obecne pratki srodowiskowe. Moze si¢ wWOw-
czas zdarzy¢, ze wyizolowany uprzednio
szczep pratkow gruzlicy, przy kolejnych prze-
siewach, w sposob niekontrolowany zostaje
zdominowany przez aktywniej namnazajace
si¢ pratki $§rodowiskowe. W przypadku, gdy
pokroj i barwa kolonii rosnacych na pozywce
stalej sa nieodrdznialne od M.tuberculosis,
taka ,,zamiana” moze nie zosta¢ wykryta ma-
kroskopowo. Hodowla na pozywce plynnej
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tym bardziej nie pozwala oceni¢, czy mamy
do czynienia z mieszana populacja réznych
gatunkéw Mycobacterium [7].

— Szybko$¢ wykonania analizy. Badanie wy-
hodowanego szczepu trwa 6-7 dni. Prawi-
dtowe wykonanie badania lekowrazliwosci
pratkow metoda ilo§ciowej analizy kwasow
mikolowych wymaga spelnienia kilku wa-
runkow.

— Kryterium sine qua non jest przeprowadze-
nie analizy w logarytmicznej fazie wzrostu
hodowli kontrolnej. W hodowli kontrolnej
danego szczepu znajdujacej si¢ w fazie sta-
cjonarnej, liczba pratkéw ustala si¢ na okre-
slonym, statym poziomie na skutek zmian
w sktadzie pozywki takich, jak: zuzycie czyn-
nikdéw wzrostowych, spadek stezenia tlenu czy
wzrost zawarto$ci metabolitow. Jednoczesnie
w hodowli tego szczepu w obecnosci leku,
pratki oporne (obecne w kazdej, odpowiednio
licznej populacji) znajduja si¢ w fazie inten-
sywnego wzrostu. Fakt ten sprawia, ze zostaje
zaburzony stosunek warto§ci TAMA hodowli
z lekiem/ TAMA kontroli. Indeks TAMA
moze woOwczas osigga¢ wartosci zawyzone.
Zatem w kazdym przypadku zmian warunkow
hodowli (takich, jak: modyfikacja pozywki,
zmiana objetosci hodowli, zmiana wielkos$ci
inokulum) kinetyka wzrostu pratkéw powinna
zosta¢ tak zweryfikowana, aby czas hodowli,
z odpowiednim marginesem btedu, nie wykra-
czal poza fazg logarytmiczna.

— Nieodzownym wymogiem jest takze opisanie
opornosci poprzez wielkos¢ wzgledna, jaka
jest indeks TAMA. Bezwzgledne wyniki
pomiarow TAMA przyjmuja szeroki zakres
warto$ci z uwagi na znaczace migdzyszcze-
powe rdéznice w tempie podziatow bakterii.
Odniesienie warto$ci TAMA hodowli z lekiem
do warto$ci TAMA hodowli kontrolnej unieza-
leznia wyrazanie wrazliwo$ci szczepow od tej
cechy.

W niniejszej pracy ograniczono si¢ do zbadania
lekoopornosci jedynie 30 szczepdw M.tuberculosis
i tylko na dwa leki podstawowe, ale spojnos¢ wyni-
kéw pozwala przypuszcezaé, ze zbadanie wigkszej
liczby izolatow nie zmienitoby wnioskowania
o przydatnosci analizy kwaséw mikolowych tech-
nika HPLC w testach lekowrazliwosci. Sa takze
podstawy do oczekiwan, ze metoda moze znalez¢
zastosowanie w badaniach lekowrazliwo$ci na inne
leki przeciwpratkowe zarowno izolatow M.tuber-
culosis, jak i szczepow innych gatunkéw rodzaju
Mycobacterium.
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Glownym ograniczeniem zastosowania tej meto-
dy analitycznej jest konieczno$¢ dysponowania sto-
sunkowo kosztowna i nietypowa dla laboratorium
mikrobiologicznego aparatura do chromatografii
wysokoci$nieniowej.

Whioski

1. Ilo$ciowa analiza kwaso6w mikolowych tech-
nika chromatografii wysokoci$nieniowej jest
wiarygodna metoda w oznaczaniu lekowraz-
liwos$ci pratkow.

2. Miara lekowrazliwo$ci szczepu M.tuberculo-
sis badanego metoda analizy kwaséw mikolo-
wych jest ilo§ciowe poréwnanie obszaru pod
pikami w elucyjnych wzorach bromofenacylo-
wych estrow kwasdéw mikolowych z hodowli
prowadzonej w obecnosci leku do odpowiada-
jacego obszaru z hodowli kontrolnej, wyrazo-
ne indeksem TAMA.
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