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IVADAS

Keleta deSimtmeciy trunkantis antibiotiky vartojimas klinikoje, Zemés
tkyje, kitose zmogaus ukinés veiklos srityse lémé procesus, dél kuriy
klinikinéje ir kitoje aplinkoje iSsivysté ir paplito bakterijos, pasizymincios
atsparumu antimikrobiniams preparatams. Gram neigiamos bakterijos — zenkli
klinikinés reikSmeés infekcijy sukéléjy grupé, kurioje pastaraisiais metais
stebima sparti atsparumo naujausiems antibiotikams mechanizmy evoliucija ir
atspariy padermiy plitimas (Livermore, 2012).

Siai infekcijy sukéléjy grupei priklauso pladiai  paplitusios
enterobakterijos Escherichia coli ir Salmonella enterica. Daugelis jy rusiy,
poriisiy, serotipy yra zmogaus ir gyviiny oportunistiniai patogenai arba tikrieji
patogenai. Enterobakterijy sukeliamy infekcijy yra registruojama daugybé
atvejy net labiausiai iSsivysciusiose pasaulio Salyse (Nordmann ir kt., 2012;
Sanchez-Vargas ir kt., 2011). Intensyvus antibiotiky naudojimas veterinarijoje
infekcijy prevencijos tikslais taip pat léeme atspariy E. coli ir S. enterica
padermiy dalies augimg (Landers ir kt., 2012). Atsparios antibiotikams
enterobakterijy risys — zoonotiniai mikroorganizmai — per maisto granding gali
biti perneSami ] zmoniy organizmg ir sukelti sunkiai gydomas infekcijas.

Pseudomonas  aeruginosa ir  Acinetobacter — baumannii  yra
oportunistiniai patogenai, kuriems daznai budingas dauginio atsparumo
antibiotikams (DAA) fenotipas (Livermore, 2009; Peleg ir kt., 2008).
P. aeruginosa sukelty sunkiai gydomy infekcijy terapijos metu bakterijos
patiria keleta poveikio antibiotikais kursy, ir tokiu budu gali iSvystyti
atsparumg beveik visy klasiy antibiotikams (Livermore, 2009).

Pastargj; deSimtmet] labai iSaugo A. baumannii bakterijy klinikiné
reik§mé. Budamos nereiklios augimo salygoms, bakterijos iSplito viso pasaulio
ligoninése ir tapo vienu daZniausiu hospitaliniy (ligoninése jgyty) infekcijy
sukelgju (Peleg ir kt., 2008). 4. baumannii lengvai iSvysto atsparumo

antibiotikams molekulinius mechanizmus praktiSkai visiems Zinomiems



antibiotikams. Sis reiskinys siejamas tiek su reguliuojama atsparumo geny
raiSka, kuri natiiraliai biidinga A. baumannii, tiek su jgyjamais naujais
atsparumo antibiotikams genetiniais elementais (Perez ir kt., 2007).

Bakterijy, pasizymin¢iy dauginiu atsparumu, nustatoma vis daugiau —
mikroorganizmai tampa atsparis keliems skirtingiems antibiotikams (Rossolini
ir Mantengoli, 2008). Per pastargji deSimtmet] visame pasaulyje iSplito Gram
neigiamy bakterijy risys, atsparios naujausiems ir placiausio aktyvumo spektro
B-laktaminiams antibiotikams — karbapenemams (Nordmann ir kt., 2012;
Pfeifer ir kt., 2010; Kempf ir Rolain, 2012). Atsparumg karbapenemams lemia
jvairtis molekuliniai mechanizmai (Walsh, 2008), o vis didéjanti atspariy Siems
antibiotikams DAA fenotipu pasizyminciy bakterijy dalis daznai nepalieka kity
gydymo alternatyvy.

Nustatyta, kad viena pagrindiniy priezasciy, kuri lemia sparty atspariy
antibiotikams Gram neigiamy bakterijy padermiy dalies didéjimg, yra Sioms
bakterijoms biidinga horizontali geny pernasa (angl. horizontal gene transfer,
HGT), vykstanti konjugacijos, transformacijos ar transdukcijos buidais (Stokes
ir Gillings, 2011). Tokiu biidu atsparumg antibiotikams lemiantys genai plinta
tiek riiSies viduje, tiek tarp skirtingy bakterijy genciy.

Plazmidés yra bene svarbiausias veiksnys, darantis jtakag HGT.
Plazmidziy gebéjimas perneSti genus, lemiancius atsparumg antibiotikams,
pastebétas gana seniai (Holloway, 1969). Daugiausia Zinoma apie
Enterobacteriaceae $eimos bakterijoms biidingas ,,atsparumo® plazmides
(angl. resistance plasmids, R). Nustatyta daugiau nei 1000 enterobakterijy R
plazmidziy. Siuo metu didZiausias démesys sutelktas j kliniskai svarbiy Gram
neigiamy bakterijy risiy plazmidziy tipy ir su jais siejamy atsparumo jvairiems
antibiotikams geny rySio nustatymui (Carattoli, 2009; 2011). Susisteminti
atsparumo plazmidziy epidemiologijos duomenys leidzia sekti atsparumo geny
pernasos kelius ir galimus tokiy plazmidZziy Seimininkus.

Su HGT fenomenu ir dauginio atsparumo antibiotikams fenotipu
glaudziai susij¢ savitieji Gram neigiamy bakterijy genetiniai elementai —

integronai (Fluit ir Schmitz, 2004). Tai yra genetinés strukttiros, koduojancios



genus, uztikrinanCius sri¢iai savitagja DNR rekombinacija, kurios metu
jterpiami genai, lemiantys atsparumg jvairiems antibiotikams. [terptos geny
kasetés pasizymi labai didele kombinacijy jvairove (Partridge ir kt., 2009).
Pries jterpiant, jos egzistuoja nedidelése Ziedinése DNR ir yra neaktyvios.
Integrono koduojamai integrazei jterpus jas uz integrone esan¢io promotoriaus,
vyksta jterpty geny raiska. Integrony judruma, o tuo paciu ir atsparumo plitima,
dazniausiai uztikrina transpozonai ir plazmidés (Boucher ir kt., 2007).

Siekiant iSaiSkinti atsparumo antibiotikams atsiradimo priezastis,
plitima, evoliucija, pernasos kryptis, svarbiis tampa tyrimai molekuliniu lygiu,
kuriais nustatomi atsparumg lemiantys genetiniai elementai, atsparumo

molekuliniai mechanizmai ir plitimo tarp bakterijy molekuliniai biidai.

Sio darbo tikslas buvo nustatyti, koks yra su atsparumu antibiotikams
susijusiy perneSamy genetiniy elementy paplitimas, struktira ir jvairove
Lietuvoje iSskirtose antibiotikams atspariose patogeninése Gram neigiamose

bakterijose.

Tikslui pasiekti buvo iskelti tokie uZzdaviniai:

e [Stirti integrony paplitima antibiotikams atspariose Escherichia coli,
Salmonella  enterica, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter
baumannii bakterijose, iSskirtose i§ zmoniy ir gyviiny;

e Nustatyti integrony struktlira, juose esancius atsparumo
antibiotikams genetinius elementus ir jy jvairove;

o I[Stirti plazmidziy paplitimg ir jvairove antibiotikams atspariose
Enterobacteriaceae Seimos ir A. baumannii bakterijose;

e Nustatyti naujos A. baumannii plazmidés pABI120, perneSancios

atsparumg karbapenemams suteikian¢ius genus, struktiirg.



Mokslinis naujumas

Pateikiamas darbas yra pirmasis, Lietuvoje iSskirty atspariy
antibiotikams Gram neigiamy patogeniniy bakterijy, iSsamus molekulinés
epidemiologijos tyrimas. Darbe apibiidinome atsparumo antibiotikams
pernasos genetinius elementus 1§ 859 Gram neigiamy bakterijy padermiy,
iSskirty 1§ serganciy zmoniy, sveiky ir serganciy gyviny.

Darbe nustatéme tris naujus integronus ir iStyréme jy struktirg.
P. aeruginosa integrone nustatéme nauja D klasés B-laktamaze OXA-205, kuri
papildo OXA tipo p-laktamaziy, paplitusiy antibiotikams atspariose
bakterijose, jvairove.

Itin iSsamiai molekuliniais buidais apibtidinome hospitaliniy infekcijy
sukéléjo 4. baumannii populiacija, cirkuliuojancig Lietuvos ligoninése, ypac
dideli démesj skirdami plazmidziy ir su jomis susijusiy geny, lemianciy
atsparuma karbapenemams, tyrimams. Pirmg karta parodéme, kokie
epideminiai 4. baumannii klonai, besiskiriantys atsparumo antibiotikams
profiliais ir atsparumg lemianciais genetiniais elementais, vyrauja Salies
ligoninése. Nustatéme ir apibiidinome nauja A. baumannii plazmide, turinCig
atsparumo karbapenemams genus ir pasizymincig rekombinacijos potencialu;
parodéme, kad plazmide turinCios 4. baumannii padermés iSplito miisy Salies
ligoninése per pastaruosius kelerius metus ir taip lémé atsparumo
karbapenemams $uolj. Siame darbe nustatyti ir apibaidinti genetiniai elementai
gali biiti naudojami kaip taikiniai greitam A. baumannii klony nustatymui

molekuliniais metodais ir kaip molekuliniai Zymenys infekcijy kontrolei.
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Ginamieji disertacijos teiginiai:

Integrony paplitimo daznis ir atsparumo geny jvairové rodo DAA
fenotipo iSplitimo masta Lietuvoje iSskirtose klinikinés ir gyviininés
kilmés Gram neigiamose bakterijose ir liudija apie atsaka gydymui
vartojamiems aminoglikozidy, sulfonamidy/trimetoprimo, PB-laktamy,

makrolidy klasiy antibiotikams;

Integronuose esancios atsparumg antibiotikams lemiancios genetinés
determinantés per zoonotinius mikroorganizmus gali biiti perneSamos 18

gyviny | Zmogaus organizma;

Lietuvos ligoninése paplitusios 4. baumannii pandeminiy klony linijos
ECI ir ECII, kurioms budingi skirtingi plazmidziy replikony tipai ir jy
deriniai. Integronus turiniose Enterobacteriaceae Seimos bakterijose

vyrauja IncF tipo plazmidés;

Salies  ligoninése  cirkulivojanéiy 4.  baumannii  atsparuma
karbapenemams daugiausia lémé nauja plazmid¢ pAB120, turinti

karbapenemazés OXA-72 genus;
Plazmid¢ pAB120 pasizymi Xer rekombinacijos potencialu, kuri gali

biti svarbi 4. baumannii jgyjant blaoxa-o4/40-seima Karbapenemaziy genus

ir vykstant plazmidZziy pertvarkai.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Bakterijy atsparumo antibiotikams problema

XX a. pirmoje puséje A. Flemingo atrastas penicilinas buvo bene
didziausias Siuolaikinés medicinos atradimas, nuo kurio pasaulyje prasidé¢jo
antibakteriniy preparaty era, i§ esmés pakeitusi visg infekciniy bakterinés
kilmés ligy gydymo sampratg. Per daugiau nei 70 mety gamtoje atrasta ar
cheminiu budu susintetinta daugybé plataus spektro ir skirtingo veikimo
antibiotiky, veiksmingy prie§ daugumg mikroorganizmy. Tai gerokai
palengvino bakterinés kilmés infekcijy gydyma, reikSmingai sumazino
pacienty mirtingumg ir tuo paciu pailgino viduting zmoniy gyvenimo trukme.
Neilgai trukus antibiotikai, kaip terapiné ir profilaktiné priemoné, buvo
s¢kmingai pradéti naudoti veterinarijoje ir kitose iikio srityse.

Vis délto per pastaruosius 15 — 20 mety situacija pasaulyje labai
pasikeité. Gausus antibiotiky vartojimas lémé atsparumo jiems atsiradimg ir
atsparumga lemianciy genetiniy determinanciy paplitimg tarp daugelio bakterijy
rusiy. Nors pats A. Flemingas jZvalgiai numaté galimybe, kad bakterijos per
evoliucijg gali prisitaikyti ir iSvystyti atsparumg antibiotikams, manyta, kad
mutacijy daznis, dél kuriy atsiranda atsparios bakterijos, yra pernelyg
nereikSmingas (Davies, 1994). Vis délto akivaizdu, kad buvo nepakankamai
jvertintas bakterijy gebéjimas iSvystyti pacius jvairiausius atsparumo
mechanizmus, pasitelkiant didelj bakterijy genomo plastisSkuma ir tokiu biidu
prisitaikant prie sparciai besikei¢ian¢iy aplinkos salygy. Ypac netikéta buvo
tai, kad bakterijos gali keistis atsparumg lemianciais veiksniais tarpusavyje, kas
Siuo metu yra apibréziama kaip horizontali geny pernaSa (van Hoek ir kt.,
2011). Neabejojama, kad pastaroji bakterijy savybé labai paspartino atsparumo
iSplitimg jvairiose ekologinése niSose. Svarbu tai, kad palaipsniui vystési
atsparumas ne tik pavieniams antibiotikams, bet ir dauginis atsparumas.
Pirmosios DAA padermés buvo isskirtos dar pra¢jusio amziaus penktajame

deSimtmetyje, taciau tik gerokai veéliau suprasta, kad DAA fenotipg gali lemti
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tam tikri genetiniai elementai, esantys perneSamose plazmidése (Mitsuhashi ir

kt., 1961; Liebert ir kt., 1999).

1.2 Gram neigiamy bakterijy atsparumas antibiotikams

Jeigu pastaraisiais metais Gram teigiamy bakterijy epidemiologijoje
stebimas atspariy bakterijy dalies maz¢jimas, tai Gram neigiamy bakterijy
atveju atsparumo problema kasmet giléja (Livermore, 2012; van Duijn ir kt.,
2011). Tarptautiniy stebésenos tinkly duomenimis, daugelyje Saliy sparciai
plinta antibiotikams atsparios Gram neigiamos bakterijos, tokios kaip E. coli ir
K. pneumoniae, sukeliancios hospitalines t.y., ligoninése jgytas (HI) ir
visuomeng¢je jgytas infekcijas, kuriy gydymui dél bakterijy dauginio atsparumo
antibiotikams daznai néra alternatyvy (Souli ir kt., 2008; van Duijn ir kt.,
2011). Antibiotikams atspariy Gram neigiamy bakterijy dalies didéjimas
siejamas su jose esanciy atsparumo geny lokalizacija — atsparumg lemiancios
determinantés gali nesunkiai plisti rusies viduje ar tarp skirtingy genciy, nes
Gram neigiamose bakterijose tokie genai yra judriuosiuose genomo
elementuose — integronuose, transpozonuose, perneSamose plazmidése (van
Duijn ir kt., 2011; Woodford ir kt., 2011). Sparciai plinta chinolonams ir
cefalosporinams  atsparios  Enterobacteriaceae  riiSys, OXA  Seimos
karbapenemazes gaminancios A. baumannii, metalo-B-laktamazes gaminancios
Enterobacteriaceae ir P. aeruginosa (Livermore, 2012). Tarp infekcijas
sukelian¢iy Gram neigiamy bakterijy, gaminanciy iSplésto spektro [3-
laktamazes (ESBL), E. coli nustatoma daugiausia. Pvz., kraujotakos infekcijas
sukelianciy ESBL gaminanciy E. coli dalis kai kuriose Salyse siekia beveik 20
% (van Duijn ir kt., 2011). Kai kuriy patogeniniy E. coli genotipai (pvz.,
ST131) 18plite daugelyje pasaulio Saliy, o pandeminiu mastu paplitusios ESBL
CTX-M-15 genai, taip pat atsparumg chinolonams lemiantys genai labai daznai
sutinkami E. coli ST131 plazmidése (Woodford ir kt., 2011). Plazmidése
esanCiy  blaoxa-24/40seimas  DlAOXA235eimas  Dl@oXA-585¢6ima  gENY  koduojamos

karbapenemazés neabejotinai  prisideda prie karbapenemams atspariy
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Acinetobacter spp. dalies augimo (Poirel ir Nordmann, 2006; Higgins ir kt.,
2010).

2011 m. EARS-Net ataskaitoje skelbiama, kad visoje Europoje
iSplitusiy atspariy E. coli padermiy dalis nuolat did¢ja. Atsparumas
aminopenicilinams kai kuriose Salyse siekia net 83 % (Lietuvoje 2006—2010 m.
50-58 %), atsparumas trecios kartos cefalosporinams per paskutinius ketverius
metus reikSmingai iSaugo daugiau nei puséje tyrime dalyvaujanciy Saliy
(Lietuvoje — nuo 5 % iki 9 %) (EARS, 2011). Puséje duomenis teikianciy Saliy
DAA K. pneumoniae  (atspariy  treCios  kartos  cefalosporinams,
fluorochinolonams ir aminoglikozidams) dalis vir§ijo 10 %. Daugelyje Saliy,
ypa¢ Piety ir Ryty Europoje, iSlieka aukStas P. aeruginosa atsparumo lygis
fluorochinolonams ir karbapenemams (Lietuvoje 2006 — 2010 m. atitinkamai
16 — 46 % ir 19 — 30 %). Bendrai yra stebimas antimikrobinio atsparumo
didéjimas Europoje Siaurés — piety kryptimi, t.y., kai kurioms patogeny ir
antibiotiky kombinacijoms didesné atspariy padermiy dalis yra nustatoma Piety
Europos $alyse, mazesné — Siaurés Europoje (pvz., E. coli, K. pneumoniae,
P. aeruginosa) (EARS, 2011).

Ypatingg susiriipinimg kelia antibiotikams atspariy bakterijy plitimas
maisto grandine. Akivaizdu, kad antibiotikams atsparesnés zoonotinés
bakterijos kelia pavojy visuomenés sveikatai, visy pirma dél daZnesniy
nes¢kmingy gydymo rezultaty. Pavojy kelia ir komensalinés (indikatorinés)
bakterijos, tokios kaip E. coli, kurios gali dalyvauti atsparuma koduojanciy

geny pernasoje tarp gyviny, Zzmoniy ir aplinkos (Angulo ir kt., 2004).

1.2.1 Hospitaliniy infekcijy sukéléjai ir ju atsparumas antibiotikams
Didelé Siandienos problema medicinoje yra hospitalinés infekcijos, kai
uzsikre¢iama  salygiSkai patogeninémis bakterijomis  (oportunistiniais
patogenais), cirkuliuojan¢iomis pacioje gydymo jstaigoje. Tokios bakterijos
iSgyvena esant intensyviam antibiotiky fonui ir yra jgijusios jiems atsparuma,
taip pat ir dauginj. Tokiy bakterijy sukeltos infekcijos yra sunkiai gydomos

arba netgi visai neiSgydomos (Giamarellou, 2010). Pastaraisiais metais didelj
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susiriipinimg kelia itin spartus HI sukelianciy atspariy antibiotikams bakterijy

padermiy plitimas visame pasaulyje.

1.2.1.1 Acinetobacter baumannii — vyraujantis HI sukéléjas

Tarp kliniskai svarbiausiy Gram neigiamy bakterijy - HI sukéléjy,
reikSmingg vieta uzima nefermentuojancios Acinetobacter genties bakterijos,
2010), nors dar pries keletg deSimtmeciy Acinetobacter spp. laikytos salygiskai
nepatogeniSkomis. Labai rimta Acinetobacter baumanni sukeliamy HI
epidemiologiné situacija susiklosté ir Lietuvos ligoninése. Higienos instituto
duomenimis, 2003 — 2012 m. Lietuvos bendrojo pobiidzio ligoninése HI buvo
diagnozuota 3,4-4,6 % gydyty ligoniy. Daugiausia HI registruota
reanimacijos-intensyvios terapijos skyriuose (10-22 %), kur jy daznis 2 — 3
kartus virSijo HI daznj kituose skyriuose (chirurgijos, terapijos)
(http://www.hi.lt/content/hsp duom_atask.html). Acinetobacter genties
bakterijos minétuoju laikotarpiu buvo dazniausias hospitaliniy infekcijy

sukéeléjas Lietuvos ligoniniy intensyviosios terapijos skyriuose (1.1 pav.).
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1.1 pav. Su Gram neigiamomis bakterijomis susijusios HI infekcijos Lietuvos

ligoniniy intensyvios terapijos skyriuose 2003 — 2012 m.
(http://www.hi.It/content/hsp_duom_atask.html)
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Zinomos maziausiai 32 rusys, priklausandios Acinetobacter genéiai.
Kliniskai svarbiausios — Acinetobacter baumannii, Acinetobacter nosocomialis
(anksCiau — genomic species 13TU) ir Acinetobacter pitii (anks¢iau — genomic
species 3) (Dijkshoorn ir kt., 2007; Nemec ir kt., 2011). HI dazniausiai sukelia
pneumonija, Slapimo taky, pooperaciniy chirurginiy Zzaizdy infekcijos,
bakteremija (Sunenshine ir kt., 2007, Peleg ir kt., 2008; Tsakris ir kt., 2008).
DAA fenotipu pasizyminciy 4. baumannii padermiy sukeltos infekcijos yra
vienos sunkiausiai gydomy (Maragakis ir Perl, 2008). 4. baumannii bakterijos
yra nereiklios — ant sausy pavirSiy kambario temperatiiroje jos gali iSgyventi
zymiai ilgiau, nei E. coli, kartais net iki keliy ménesiy (Wendt ir kt., 1997;
Jawad ir kt., 1998; Lee ir kt., 2011). Kitaip nei kitas HI sukel¢jas
P. aeruginosa, Acinetobacter spp. vienodai gerai iSgyvena sausoje ir drégnoje
aplinkoje. Greiciausiai Sios savybés ir léme, kad Acinetobacter spp. puikiai
jsitvirtino ligoninése (Getchell-White ir kt., 1989; Lee ir kt., 2011). Taciau
ypatingo démesio Acinetobacter spp. sulauké del beveik neriboto gebéjimo
igyti atsparuma antibiotikams (Zarrilli ir kt., 2009).

Deél jvairiy genetiniy vyksmy klinikinés Acinetobacter spp. padermés
tapo atsparios plataus veikimo spektro P-laktamams, aminoglikozidams,
fluorochinolonams ir tetraciklinams — ty., igijo dauginj atsparumg
antibiotikams. Atsparumo potencialg gerai iliustruoja 86 kb DNR sritis (,,sala®),
nustatyta atsparios A. baumannii padermés genome. Si ,,sala” turéjo 45 genus,
lemiancCius atsparumg jvairiy klasiy antibiotikams (Souli ir kt., 2008). Taip pat
verta pazyméti, kad visame pasaulyje greitai plinta atsparumas karbapenemy
klasés antibiotikams. Kai kuriy Saliy ligoninése atspariy karbapenemams
Acinetobacter spp. dalis jau siekia 20 — 30 % (Higgins ir kt., 2010; Kempf ir
Rolain, 2012). Karbapenemai (imipenemas, meropenemas, ertapenemas,
doripenemas ir kt.) — B-laktamy klasés antibiotikai, klinikoje naudojami nuo
1985 m. ir pasizymintys labai pla¢iu antibakteriniu spektru (Birnbaum ir kt.,
1985). Jy cheminé struktiira (1.3 pav.) lemia atsparumg daugeliui bakterijy

gaminamy P-laktamaziy (Livermore ir Woodford, 2000), todé¢l karbapenemai
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liecka vienais i§ nedaugelio vaisty, kurie veiksmingi gydant tokiy bakterijy
sukeltas infekcijas. Karbapenemams atsparios 4. baumannii padermés paprastai
biina atsparios ir beveik visy kity klasiy antibiotikams, taciau dazniausiai yra
jautrios glicilcikliniy klasés antibiotikui tigeciklinui, taip pat kolistinui
(geputiené ir kt., 2010b; Zarrilli ir kt., 2009; Tripodi ir kt., 2007). Vis délto,
pastaraisiais metais uzfiksuojami atspariy A. baumannii atvejai net ir Siems
antibiotikams (Navon-Venezia ir kt., 2007; Cai ir kt., 2012). Bakterijoms
iSvysCius atsparumg karbapenemams, lieka labai mazai galimybiy infekcijoms

gydyti (Paterson ir Bonomo, 2005).

1.3 Bakterijuy atsparumo antibiotikams molekuliniai mechanizmai

Bakterijy atsparumg jvairiy klasiy antibiotikams gali lemti keli
skirtingi molekuliniai mechanizmai (van Hoek ir kt., 2011; McDermott ir kt.,
2003; Wright, 2005):

e Apribotas antibiotiky patekimas ] lastelés vidy, tokiu bidu

apsunkinant jy patekima prie taikinio;

e Aktyvus antibiotiky Salinimas i$ Igstelés;

e Fermentinis antibiotiky iSveiklinimas (acetilinimas, fosforilinimas

ir kt.);

e Antibiotiky suardymas;

e Naujy metaboliniy keliy jgijimas pakeifiant senuosius, kuriuos

slopina antibiotiky poveikis;

e Antibiotiky taikiniy modifikacijos, mutacijos, susilpninancios

antibiotiko ir jo taikinio sgveika;

e Padidéjusi antibiotiko taikinio (baltymo) raiska.

Atsparumas skirtingy klasiy antibiotikams dazniausiai pasireisSkia
keliy skirtingy mechanizmy kombinacijomis, tik retais atvejais atsparuma
nulemia kuris vienas mechanizmas. Pavyzdziui, atsparumg vieniems i$
ilgiausiai klinikoje vartojamy antibiotiky — aminoglikozidams (1.2 pav.), kurie
slopina  baltymy sinteze, dazniausiai lemia fermentinis antibiotiky

iSveiklinimas. Jj atliecka trijy tipy fermentai — acetiltransferazés,

17



nukleotidiltransferazés ir fosfotransferazés (Ramirez ir Tolmansky, 2010;
Magnet ir Blanchard, 2005; Vakulenko ir Mobashery, 2003). Be to,
aminoglikozidai gali buti Salinami i§ lgstelés membraniniais siurbliais arba
atsparumas Siems antibiotikams iSsivysto jvykus ribosomy pokyc¢iams (Magnet
ir kt., 2001; Poehlsgaard ir Douthwaite, 2005). Labai panaSiai atsparumas
pasireiskia ir kitiems baltymy sintez¢ slopinantiems antibiotikams -
chloramfenikoliui ir tetraciklinams (1.2 pav.). Chloramfenikolj dazniausiai
iSveiklina jvairiy tipy acetiltransferazés, gali vykti atsparumg suteikiancios
taikinio mutacijos, arba antibiotikas Salinamas membraniniais siurbliais
(Schwarz ir kt., 2004). Yra zinoma vir§ 40 skirtingy geny, koduojanciy
baltymus, lemiancius atsparumg tetraciklinui. DidZioji jy dalis — membraniniai
siurbliai, kiti — ribosomy apsauginiai baltymai (angl. ribosomal protection
proteins, RPP), keli — antibiotikus modifikuojantys fermentai (van Hoek ir kt.,
2011; Roberts, 2005).

Trimetoprimas ir sulfonamidy klasés antibiotikai (daZniausiai
sulfametoksazolas), bakterijose slopinantys folio rtgsties biosintezg, dél savo
sinergistinio baktericidinio poveikio terapijoje daznai naudojami kartu (taip
vadinama ko-trimoksazolo kombinacija) (Skold, 2001; Roberts, 2002)
(1.2 pav.). Jie yra sintetiniai antibiotikai, tod¢l bakterijos stokoja fermenty,
kurie galéty ardyti ar modifikuodami iSveiklinti tokius vaistus (van Hoek ir kt.,
2011). Trimetoprimas slopina bakterijy dihidrofolato reduktaz¢ (DHFR),
koduojamg chromosomoje, o sulfonamidai — dihidropteorato sintazg¢ (DHPS).
Bakterijos tampa atsparios trimetoprimui, joms jgijus nealeliniy geny,
koduojanciy pakeistas DHFR, (van Hoek ir kt., 2011), o sulfonamidams —
1gijus sul genus, koduojancius pakeistas DHPS (Perreten ir Boerlin, 2003).
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1.2 pav. Antibiotiky, veiksmingy prie§ Gram neigiamas bakterijas, pagrindinés
klasés. (B-laktaminiai antibiotikai pristatomi paveiksle 1.3).
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Chinolonai ir fluorochinolonai (1.2 pav.) — dar viena klasé¢ sintetiniy
antibiotiky, kurie klinikoje vartojami jau beveik puse amZiaus. Sie vaistai
veikia slopindami DNR replikacijoje dalyvaujancius fermentus — DNR girazg
ir topoizomeraze IV (Hooper, 2001). Atsparumas jiems gali iSsivystyti keliais
skirtingais budais: netekus poriny, ir taip sumazéjus iSorinés membranos
laidumui, padidé¢jus membraninius siurblius koduojan¢iy geny raiSkai arba
jvykus mutacijoms genuose, koduojanc¢iuose DNR giraz¢ ir topoizomeraze
(Ruiz, 2003; Jacoby, 2005). Visi Sie pokyciai vyksta bakterijy chromosomoje.
Taciau neseniai nustatytos plazmidziy determinantés, lemianc¢ios atsparuma
fluorochinolonams. Siuo metu Zinomos maziausiai penkios $eimos gnr geny,
plazmidése koduojanciy DNR girazés ir topoizomerazés IV apsauginius
baltymus, taip pat genai gep, koduojantys membraninius siurblius (Strahilevitz
ir kt., 2009; Cattoir ir Nordmann, 2009; Périchon ir kt., 2007). Vienas
plazmidziy koduojamas atsparumo fluorochinolonams mechanizmas yra labai
jdomus — jvykus mutacijoms aminoglikozidy acetiltransferaz¢ koduojanciame
gene aac(6')-1b, d¢l kuriy pasikeicia dvi aminoriigStys, mutantinis fermentas
(AAC(6")-Ib-cr) igyja geb¢jimg acetilinti ir chinolony klasés antibiotika
ciprofloksacing (Park ir kt., 2006).

Didziausia ir placiausiai vartojamy antibiotiky klas¢ yra B-laktamai,
kuriems priskiriami visi antibiotikai, savo molekulinéje struktiiroje turintys [3-
laktamo zieda — penicilinai ir modifikuoti jy dariniai, cefalosporinai (I-IV
kartos), karbapenemai, monobaktamai, taip pat B-laktamaziy slopikliai (Bush ir
Jacoby, 2010) (1.3 pav.). B-laktamy veikimo mechanizmas paremtas bakterijy
lastelés sienelés sintezés slopinimu. B-laktaminiai antibiotikai jungiasi prie
transpeptidaziy, kurios kartu yra ir penicilinus suriSantys baltymai (angl.
penicillin-binding proteins, PBPs) ir slopina peptidoglikano pirmtaky
sujungimg (Drawz ir Bonomo, 2010). Pagrindinis bakterijy iSvystytas biidas,
leidziantis apsisaugoti nuo Siy antibiotiky baktericidinio poveikio — B-
laktamaziy gamyba, kurios skaldo j bakterijy lastele patekusiy antibiotiky -
laktamo ziedg ir tokiu biidu juos suardo (Bradford, 2001). Taip pat gali vykti
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mutacijos PBP koduojanciuose genuose, taip susilpninant sgveikos tarp PBP ir
B-laktamo veiksmingumg (Bradford, 2001).
B-laktaminiai antibiotikai

 Penicilinai = Cefalosporinai Karbapenemai [-laktamaziy slopikliai
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1.3 pav. B-laktaminiy antibiotiky klasés pagrindiniai atstovai.

Bakterijos daznai tampa atsparios i$ karto keliy klasiy antibiotikams ir
jgyja dauginio atsparumo antibiotikams fenotipg. Nustatyti du savitieji DAA
pasireiSkimo budai — kryzmiskasis (angl. cross-resistance) ir vadinamasis ko-
atsparumas  (angl.  co-resistance).  Kryzmiskojo  atsparumo  atveju
mikroorganizmai atspariis ne vienam, o i§ karto keliems antibiotikams. Jrodyta,
kad ¢ia svarby vaidmenj vaidina membrany siurbliai, neatrankiai Salinantys
svetimas medziagas i§ lastelés citozolio. Sie siurbliai paplite tiek tarp Gram
neigiamyjy, tiek tarp Gram teigiamyjy bakterijy (Sundsfjord ir kt., 2004).

Ko-atsparumo atveju atsparumo determinantés yra genetiSkai
susijusios, o jy raiska vyksta kartu. Sio mechanizmo pavyzdys yra genetinés
struktiiros — integronai, pirmiausiai aptikti Gram neigiamose, véliau — ir Gram
teigiamose bakterijose (Rowe-Magnus ir Mazel, 2001).

Bakterijy atsparumo antibiotikams determinantés gali biiti perneSamos
1§ vieny bakterijy j kitas, tokiu bidu atsparumui iSplintant jvairiose ekologinése
niSose. Jrodyti keli galimi pernasos budai — transformacija, transdukcija ir

konjugacija (Sundsfjord ir kt., 2004).
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1.3.1 Atsparumo antibiotikams geny pernasa lemiantys judrieji genetiniai
elementai

Atsparumo antibiotikams jgijimas bakterijose ir jo iSplitimas jvairiose
ekologinése niSose neatsiejamas nuo horizontalios geny pernasos, HGT. Pirma
kartg su Sia problema susidurta dar pra¢jusio amziaus SeStajame deSimtmetyje
Japonijoje, kai paaiskéjo, kad Shigella spp. dizenterijos protriukiy metu
infekcijy gydymo nesékmes 1émé atsparumo tuomet taikytiems antibiotikams
iSplitimas episomomis (Watanabe ir Fukasawa, 1961, Aminov, 2011). Siuo
metu iSskiriami trys pagrindiniai  HGT mechanizmai — transdukcija,
transformacija ir konjugacija. Transdukcijos biidu atsparumo antibiotikams
genai gali biiti perneSami fago dalele, kuri infekuoja kitas bakterijas, jterpdama
donorings bakterijos DNR fragmentg (Willi ir kt., 1997). Kai kurios bakterijos,
pvz., Bacillus subtilis, Acinetobacter spp., yra labai imlios svetimai DNR, kuri,
transformacijos biidu patekusi ] lagstele, homologinés rekombinacijos arba
transpozicijos mechanizmais integruojama } genomg, arba gali replikuotis
autonomiskai (Kovdcs ir kt., 2009; Rumbo ir kt., 2011). Horizontaliai pernasai
konjugacijos budu bakterijos taip pat pasitelkia judrivosius genetinius
elementus (angl. mobile genetic elements, MGE) (van Hoek ir kt., 2011;
Wozniak ir Waldor, 2010). Apibendrinant daugelio tyrimy rezultatus ir
iSvadas, pripazjstama, kad evoliucijos eigoje per milijardus mety aplinkos
mikrobiotoje susikaupé didziulé jvairové atsparumo antibiotikams geny ir
praktiskai néra jokiy riby Siy geny pernasai tarp visose ekologinése niSose
paplitusiy mikroorganizmy HGT mechanizmais (Aminov ir Mackie, 2007,
Aminov, 2009, Aminov, 2011; Wright, 2010).

MGE galima suskirstyti j dvi dideles grupes — elementus, pernesamus
1S vienos bakterijos ] kita (pvz., konjugacinés atsparumo plazmidés ir
konjugaciniai atsparumo transpozonai) ir elementus, galinCius keisti savo
padét] toje pacioje lasteléje (pvz., atsparumo transpozonai, insercinés sekos)
(Bennett, 2008).

PerneSamos (konjugacinés) plazmidés laikomos veiksniu, lémusiu

atsparumo antibiotikams iSplitimg tarp bakterijy. Plazmidés — tai ekstra-
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chromosominiai bakterijy genomo elementai, gebantys autonomiskai
replikuotis ir placiai paplite daugumoje prokarioty riisiy. Be replikacijai,
virulentiSkumui ar adaptacijai svarbiy geny, plazmidése labai daznai sutinkami
atsparumo antibiotikams determinantes koduojantys genai (Carattoli, 2009).
Plazmidés, daznai turédamos pernasa uztikrinancius genus ir pernasos pradzios
vieta, geba konjugacijos biidu pernesti savo geneting medziagg ] kitas
bakterijas (Smillie kt., 2010). Plazmidés, turinCios bent vieng atsparumo
antibiotikams geng, laikomos “atsparumo* plazmidémis ir daznai yra
konjugacinés arba mobilizuojamos (neturin¢ios konjugacijai reikalingy geny,
taiau jy pernasa ] kitas bakterijas vyksta padedant toje pacioje lasteléje
esanCiai konjugacinei plazmidei) (Bennett, 2008). Placiau atsparumo
antibiotikams koduojancius genus pernesancios plazmidés Gram neigiamose
bakterijose bus aptariamos 1.3.2 skyriuje.

Transpozonai — savo padét] bakterijy genome galintys keisti genetiniai
elementai, sudaryti i§ invertuotomis sekomis apsupto uZ transpozicija
atsakingo geno (koduoja fermentg transpozazg), insercinés sekos ir su
transpozicija nesusijusio geno (daznai atsparumg antibiotikams koduojantis
genas) (Roberts ir kt., 2008). Jprastai transpozonai patys savaime negali biiti
pernesami ] kitas bakterijas, nebent jie yra jsiterpe i kitus elementus, gebancius
konjugacijos biidu pernesti savo DNR (pvz., transpozonai, isiterpe
konjugacinése plazmidése) (van Hoek ir kt., 2011). Vis délto, yra Zinomi
transpozonai, turintys savo sudétyje ir konjugacijai biitiny elementy (Roberts ir
kt., 2008). Tokie transpozonai konjugacijos biidu pernesami } kitas bakterijas,
taciau kitaip nei konjugacinés plazmidés, negali autonomiskai replikuotis ir turi
integruotis j besireplikuojanc¢ig genomo dal; (chromosomg ar plazmides). Be
to, konjugaciniai transpozonai gali mobilizuoti kitus genetinius elementus,
neturinCius uz konjugacijg atsakingos dalies, ir tokiu biidu taip pat pernesti
atsparumo antibiotikams genus tarp skirtingy bakterijy (Frost ir Koraimann,
2010).

Vienas naujai atrasty mechanizmy, susijusiy su atsparumo

antibiotikams geny pernasa ir uz atsparumg atsakingy genetiniy struktiiry
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susidaryma, yra vadinamoji ISCR sistema (Bennett, 2008). ISCR elementai
glaudziai susij¢ su IS9/ inserciniy seky Seima. Kitaip nei jprastos insercinés
sekos ar transpozonai, Sie elementai migruoja vadinamuoju besisukancio rato*
transpozicijos mechanizmu (Tavakoli ir kt., 2000; Toleman ir kt; 2006a,b).
ISCR elementuose greta transpozaze koduojancio geno gali biti jsiterpg genai,
lemiantys atsparumg praktiSkai visy klasiy antibiotikams, tod¢l manoma, kad
jie gali biiti labai svarbiis atsparumo geny kaupimui, pernasai ir didesniy
struktiry, atsakingy uz atsparumg antibiotikams (pvz., chromosominiy
atsparumo ,,saly‘, atsparumo plazmidziy) susidarymui (Toleman ir kt., 2006a).

Integronai — atsparumo antibiotikams geny kaupimo ir raiSkos
genetin¢ sistema, sri¢iai savitos rekombinacijos budu tarp dviejy
rekombinacijos viety jterpianti/Salinanti nedidelius DNR fragmentus — geny
kasetes, kuriose paprastai yra atsparumg jvairiy klasiy antibiotikams lemiantys
genai (Fluit ir Schmitz, 1999). Atsparumo genai, esantys kasetéje, yra
neaktyviis, nes neturi promotoriaus. Jy raiSka vyksta tik kasetes jterpus i
integrong, nuo promotoriaus, esan¢io Kkonservatyvioje integrono dalyje
(Depardieu ir kt., 2007) (pav. 1.4). Integronai patys néra mobiliis, nes neturi
transpozicijos elementus koduojanciy geny, taciau labai daznai budami kity
mobiliy genetiniy elementy sudétyje (transpozonuose, plazmidése), gali keisti
padétj ir/arba pernesti atsparumo antibiotikams genus j kitas bakterijas (Stalder
ir kt., 2012). PlaCiau integronai, jy genetinés strukttiros ypatumai, geny kasetés

ir jy raiSka apraSyta 1.3.3 skyriuje.

1.3.2 Atsparumo antibiotikams genus pernesancios plazmidés

Prie nuolat kintanciy aplinkos salygy bakterijos prisitaiko jgydamos
naujas savybes, o plazmidés yra vienas veiksniy, leidzianc¢iy prokariotams
iSgyventi nepalankiomis aplinkos salygomis (Slater ir kt., 2008). Be geny,
atsakingy uz autonomin¢ replikacijg ir jos valdyma, kopijy skaiciy ir
paveldéjimg lgstelés dalijimosi metu, plazmidése daznai yra geny, suteikianciy
bakterijai-Seimininkei papildomy savybiy (Nordstrom, 2006; Thomas ir

Nielsen, 2005). Genai, koduojantys baltymus, lemiancius atsparumg jvairiems
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antibiotikams, labai daznai yra bitent plazmidése (Carattoli, 2011). Ivairiais
tipavimo metodais nustatyta daugiau nei 1000 atsparumo plazmidziy tipy
(Carattoli, 2009). Neretai plazmidés be atsparumg antibiotikams koduojanciy
geny, taip pat turi ir geny, koduojanciy jvairius virulentiSkumo veiksnius
(bakteriocinus, citotoksinus, adhezijos baltymus) (Thomas ir Nielsen, 2005).
Visos §ios plazmidziy suteikiamos savybés leidzia kai kurioms patogeniskoms
bakterijy riiSims sékmingai jsitvirtinti klinikinéje aplinkoje (Carattoli, 2011).

Lyginant su chromosomomis, plazmidés pasizymi labai dinamiSka
genetine organizacija, kai yra prarandami turimi, arba jgyjami nauji genai,
kinta jy iSsidéstymas. Tokj plazmidziy genetinj plastiSkumg apsprendzia
plazmidése esanti transpozicijos veiksnius koduojanciy elementy gausa ir
jvairové (Osborn ir Boltner, 2002). Idomu tai, kad sékmingam plazmidziy
iSlaikymui bakterijy populiacijoje ne visuomet biitinas nuolatinis aplinkos
veiksniy ,,spaudimas®, skatinantis plazmidése esanciy geny raiSkg. Plazmidés
neretai turi geny, koduojanciy vadinamasias toksino-antitoksino (TA) sistemas,
kurios uztikrina sékmingg plazmidziy paveldéjimg ir nesant atrankiam aplinkos
spaudimui (Hayes, 2003; Carattoli, 2009). Be jprasto ,vertikalaus*
paveldéjimo  dukterinéms bakterijos-Seimininkés lgsteléms, plazmidés
konjugacijos budu gali buti perduodamos tos pacios arba skirtingy genciy
bakterijoms (,,horizontali* pernasa) (Smillie ir kt., 2010). Tokiu budu, ta pati
plazmidé¢ gali jsitvirtinti genetiSkai skirtinguose mikroorganizmuose ir suteikti
jiems naudingas adaptyvias savybes, o atsparumo plazmidziy atveju — suteikti
atsparumo jvairiems antibiotikams fenotipg ir sglygoti atsparumo iSplitima
skirtingose ekologinése niSose (Fondi ir kt., 2010; Carattoli, 2011).

Vienos plazmidés gali replikuotis ir biiti sékmingai perduodamos tarp
labai artimy bakterijy rusiy, kity Seimininky ratas labai platus (Carattoli, 2009).
Tai susij¢ su tuo, kad plazmidés nors ir yra autonomiskai besireplikuojantys
genomo elementai, vis délto, kai kuriy jy replikacijai bitini baltymai,
koduojami bakterijos-Seimininkés chromosomoje (Carattoli, 2009). Be to,
pastebéta, kad atsparumo plazmidés pasizymi ir savitumu tam tikriems

atsparumo genams, t.y., kai kurie plazmidziy tipai pernesa genus, koduojancius
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atsparumg tik konkretiems antibiotikams (zr. 1.3.2.1 sk.). Todél pastaraisiais
metais suvokta, kad norint suprasti atsparumo geny jgijimo priezastis ir jy
plitimo kryptis, butina tirti tokius genus perneSanciy plazmidziy
epidemiologija, ypatingg démesj kreipiant j vyraujancius atsparumo plazmidziy
Seimininkus, paciy plazmidziy paplitimo masta, atsparumo geny s3saja su tam
tikrais plazmidziy tipais bei visy Siy veiksniy tarpusavio rysj (Carattoli, 2009;
2011). Vyraujaniy atsparumo plazmidziy tipy nustatymas galéty prisidéti
kuriant naujas antimikrobinio atsparumo plitimo prevencijos strategijas, pvz.,
anti-plazmidiniy vaisty terapijg (Carattoli, 2009; DeNap ir Hergenrother,
2005).

1.3.2.1 Enterobakterijy atsparumo plazmidés

Enterobacteriaceae  Seimos  bakterijy  atsparumo  plazmidziy
epidemiologijos tyrimai remiasi plazmidziy nesuderinamumo (angl.
Incompatibility, Inc) grupiy nustatymu tiriamoje bakterijy populiacijoje
(Carattoli, 2011). Plazmidziy nesuderinamumas — keliy panasiy plazmidziy
negebejimas egzistuoti kartu vienoje bakterijy genetingje linijoje, atsirandantis
dél vienody replikacijos mechanizmy (Novick, 1987). Siuo metu
Enterobacteriaceae Seimos bakterijose yra zinomos 27 Inc grupés, o
populiariausias  enterobakterijy plazmidziy tipavimo metodas remiasi
pagrindiniy Inc grupiy plazmidziy skirtingomis replikono (rep geny ir ori seky)
sritimis (angl. PCR-based replicon typing, PBRT) (Carattoli, 2009; Carattoli ir
kt., 2005).

Tarp enterobakterijy atsparumo antibiotikams genus perneSanciy
plazmidziy dazniausios grupés yra IncF, IncA/C, IncL/M ir Incll (Carattoli,
2009). IncF grupés plazmidés yra mazakopijinés, paprastai jos turi daugiau nei
vieng replikong. Manoma, kad prie iSplésto spektro B-laktamazés CTX-M-15
pandeminio masto iSplitimo prisidéjo tai, kad jg koduojantis genas blacrx.m-is
daznai sutinkamas Sioje heterogeniskoje IncF plazmidziy grupéje (Carattoli,
2009). IncF grupés plazmidése taip pat yra aptinkami genai armA, rmtB

(atsparumas aminoglikozidams), gnrB, gepA, aac(6')-Ib-cr (atsparumas
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chinolonams) (Carattoli, 2009). Nustatyta, kad IncL/M grupés plazmidémis
Ryty Europos Salyse, ypa¢ Lenkijoje, iSplito kita ESBL — CTX-M-3 (Baraniak
ir kt., 2002; Marcadé ir kt., 2009). Kartu su blacrx.m.; genais, IncL/M
plazmidése neretai sutinkami ir 16S rRNR metilazes koduojantys ir atsparumg
aminoglikozidams lemiantys genai armA (Sabtcheva ir kt., 2008; Bergot ir kt.,
2008). IncA/C plazmidéms biidingi genai, koduojantys karbapenemazes CMY -
2, ESBL VEB-1, atsparumo chinolonams baltymg QnrAl (Carattoli, 2009).
Incll grupés plazmidémis gali plisti B-laktamazes koduojantys blatgy.s; ar
blacrx.m.1 genai (Cloeckaert ir kt., 2007; Girlich ir kt., 2007). Lentel¢je 1.1
pateiktos visame pasaulyje paplitusios pagrindines DAA Enterobacteriaceae

Seimos bakterijy plazmidziy Inc grupés, Siose plazmidése esantys atsparumo

antibiotikams genai ir plazmidziy galimi Seimininkai.

Lentelé 1.1 Enterobacteriaceae genties

bakterijose vyraujancios

atsparumo

plazmidziy Inc grupés ir jy perneSami atsparumo genai ( pagal Carattoli, 2009).

Plazmidése esantys

Plazm1d11.q genai, lemiantys Antibiotikas Bakterijos-Seimininkeés
Inc grupé
atsparumag
HI1 blaTEM-1 Penicilinai S. enterica
blaCMY-8 blaCTX-M3 Karbapenemai, K. pneumoniae
cefalosporinai
blaCTX-M-2 Cefalosporinai E. coli
blaCTX-M-14
blaSHV-12 Penicilinai
blaIMP-4 gnrB2 gnrB4 Karbapenemai, C. youngae
armA chinolonai,
HI . R
HI2 am1nog11koz1dtc11
blaIMP-8 gnrB2 Karbapenemai, E. cloacae
blaSHV-12 chinolonai, penicilinai
blaVIM-1 Karbapenemai
armA Aminoglikozidai
gqnrAl blaSHV-12 Chinolonai, penicilinai, K. pneumoniae,
blaCTX-M-3 blaCTX- cefalosporinai E. cloacae
M-9 aac(6)-1b-cr
qnrS1 aac(6°)-1b-cr Chinolonai S. enterica
blaCMY-2 Karbapenemai S. enterica
n blaCTX-M-3 Cefalosporinai S. enterica
blaCMY-7 Karbapenemai E. coli
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Lentelés 1.1 tesinys

Plazmidése esantys

Plazmldu-q genai, lemiantys Antibiotikas Bakterijos-Seimininkés
Inc grupé
atsparuma
blaCMY-21 Karbapenemai E. coli
blaCTX-M-1 Cefalosporinai E. coli
blaCTX-M-2
blaCTX-M-14
blaCTX-M-24
rmtB blaCTX-M-14 Aminoglikozidai, E. coli
cefalosporinai
blaCTX-M-15 blaTEM-1 Cefalosporinai, E. coli,
n aac(6)-1b-cr penicilinai, chinolonai S. enterica
blaTEM-1 Penicilinai
blaTEM-52
blaSHV-12 E. coli,
blaVIM-1 Karbapenemai K. pneumoniae
blaCTX-M-9 Cefalosporinai
mphA Makrolidai S. sonnei
gnrAl blaSHV-12 Chinolonai, penicilinai, K. pneumoniae
blaCTX-M-3 blaCTX-M- cefalosporinai
9 aac(6)-Ib-cr
blaCTX-M-1 Cefalosporinai E. coli
blaCTX-M-15 blaTEM-1 Cefalosporinai,
aac(6)-1b-cr penicilinai, chinolonai
blaCTX-M-42 Cefalosporinai E. coli
blaTEM-3 Penicilinai
blaTEM-10
blaCTX-M-3 armA Cefalosporinai, E. coli, E. cloacae, C.
aminoglikozidai freundii, K. pneumoniae, K.
oxytoca, P. mirabilis, S.
enterica, S. flexneri, S.
Marcescens
blaSHV-5 Penicilinai K. pneumoniae, K. oxytoca,
E. cloacae, E. coli
blaIMP-4 gnrB2 qnrB4 Karbapenemai, E. coli, K, pneumoniae, K.
armA chinolonai, oxytoca, C. freundii, E.
LM aminoglikozidai cloacae, C. amalonaticus, S.
marcescens, M. morganii
armA Aminoglikozidai C. amalonaticus, C. freundii,
E. coli, K. pneumoniae, M.
morganii, S. marcescens
gnrAl blaSHV-12 Chinolonai, penicilinai, E. cloacae,
blaCTX-M-3 blaCTX-M- cefalosporinai S. marcescens
9 aac(6°)-Ib-cr
gnrB1 aac(6°)-1b-cr Chinolonai C. freundii,
S. marcescens
aac(6)-1b-cr E. cloacae
blaDHA-1 blaSHV-12 Cefalosporinai, C. freundii
aac(6°)-1b-cr penicilinai, chinolonai
gqnrB19 blaSHV-12 Chinolonai, penicilinai S. enterica
qnrS1 aac(6°)-1b-cr Chinolonai E. cloacae,
K. pneumoniae
N blaCTX-M-1 Cefalosporinai E. coli, K. pneumoniae
blaVIM-1 Karbapenemai
blaCTX-M-3 armA Cefalosporinai, E. coli, S. enterica
aminoglikozidai
blaKPC-2 Karbapenemai K. pneumoniae
qnrAd3 Chinolonai K. pneumoniae, K. ascorbata
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Lentelés 1.1 tesinys

Plazmidése esantys

Plazmldu-q genai, lemiantys Antibiotikas Bakterijos-Seimininkés
Inc grupé
atsparuma
gnrB2 blaCTX-M-3 Chinolonai, S. enterica
aac(6°)-1b-cr cefalosporinai
qnrB19 blaSHV-12 Chinolonai, penicilinai
gnrS1 aac(6°)-Ib-cr Chinolonai
N blaCTX-M-15 blaTEM-1 Cefalosporinai, E. coli
aac(6)-1b-cr penicilinai, chinolonai
blaCTX-M-32 Cefalosporinai
blaCTX-M-40
armA Aminoglikozidai
FIA- blaCMY-2 Karbapenemai E. coli
FIB
blaCTX-M-3 armA Cefalosporinai, E. coli
aminoglikozidai
blaCTX-M-24 Cefalosporinai
blaCTX-M-27
blaCTX-M-1 K. pneumoniae
FII blaSHV-12 Penicilinai
rmtB blaCTX-M-14 Aminoglikozidai, E. coli, K. pneumoniae
cefalosporinai
gnrAl blaSHV-12 Chinolonai, penicilinai, E. aerogenes
blaCTX-M-3 blaCTX-M- cefalosporinai
9 aac(6°)-Ib-cr
FVII blaCTX-M-2 Cefalosporinai E. coli
blaCTX-M-9 Cefalosporinai E. coli
blaSHV-2 Penicilinai E. coli
FII, blaCTX-M-14 Cefalosporinai E. coli, K. pneumoniae
FIB blaSHV-5 Penicilinai
F blaSHV-12 E. coli, K. pneumoniae
E. aerogenes, S. marcescens
blaCTX-M-15 blaTEM-1 Cefalosporinai, E. coli, K. pneumoniae,
FII, aac(6)-1b-cr penicilinai, chinolonai S. sonnei, S. enterica
FIA, blaTEM-1 Penicilinai E. coli
FIB qgepA qnrS1 rmtB Chinolonai, E. aerogenes, E. coli
aminoglikozidai
blaDHA-1 Cefalosporinai S. enterica
FII, qepA-2 Chinolonai E. coli
FIA gnrB2 blaCTX-M-3 Chinolonai,
aac(6°)-1b-cr cefalosporinai
FII, armA Aminoglikozidai E. coli, K. pneumoniae,
FIIA E. cloacae, S. marcescens
gnrB2 blaCTX-M-3 Chinolonai, E. coli
aac(6°)-1b-cr cefalosporinai
FIIA,  gnrB4 armA blaCTX-M- Chinolonai, E. coli, K. pneumoniae,
FIA 14 blaDHA-1 blaSHV-12 aminoglikozidai, E. cloacae
aac(6°)-1b-cr cefalosporinai,
penicilinai
gnrB6 armA blaDHA-1 Chinolonai, K. pneumoniae,
FIIA aminoglikozidai,
cefalosporinai
W blaVIM-1 Karbapenemai S. liquefaciens, K. oxytoca
Y blaCTX-M-9 Cefalosporinai E. coli
blaCTX-M-2 Cefalosporinai E. coli
P blaCTX-M-9 E. coli, K. pneumoniae
blaIMP-13 Karbapenemai S. enterica
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Lentelés 1.1 tesinys

Plazmidése esantys

Bakterijos-Seimininkés

Plazmld11}; genai, lemiantys Antibiotikas
Inc grupé
atsparumg
blaCMY-4 Karbapenemai S. enterica
blaCMY-2 E. coli, S. enterica
blaCTX-M-2 Cefalosporinai E. coli
blaCTX-M-3 armA Cefalosporinai,
aminoglikozidai
blaCTX-M-14 Cefalosporinai
blaCTX-M-15 Cefalosporinai,
blaTEM-1 aac(6 )-1b- penicilinai, chinolonai
cr
blaCTX-M-56 Cefalosporinai
blaSHV-2 Penicilinai
blaSHV-5
blaSHV-12
A/C blaTEM-3
blaTEM-21
blaTEM-24
blaVEB-1 gnrAl Cefalosporinai, E. coli, E. cloacae, C.
chinolonai Freundii, P. stuartii, P.
mirabilis
blaIMP-4 gnrB2 gnrB- Karbapenemai, E. coli, K. pneumoniae,
4 armA chinolonai, S. marcescens, C.
aminoglikozidai koseri, E. cloacae, K.
oxytoca
blaVIM-4 blaCMY -4 Karbapenemai E. cloacae, K. pneumoniae
armA Aminoglikozidai E. coli, K. pneumoniae,
rmtB blaCTX-M-14 Aminoglikozidai, C. freundii
cefalosporinai
blaCTX-M-9 Cefalosporinai E. coli
K blaCTX-M-10
blaCTX-M-14
blaTEM-1 Penicilinai
B/O blaCTX-M-9 Cefalosporinai E. coli
B blaCTX-M-14 Cefalosporinai E. coli
blaCTX-M-53 Cefalosporinai S. enterica
Q blaGES-5 E. cloacae
qnrS2 Chinolonai ND
blaCMY-31 Karbapenemai S. enterica
gqnrB19 blaSHV-12 Chinolonai, penicilinai
ColE blaCMY-36 Karbapenemai K. pneumoniae
blaCTX-M-17 Cefalosporinai
blaKPC-2 Karbapenemai
blaTEM-1 Penicilinai K. pneumoniae, S. enterica
R gqnrS1 aac(6°)-1b-cr Chinolonai K. pneumoniae, S. enterica
U qnrS2 Chinolonai A. punctata, A.
allosaccharophila, A. media

1.3.2.2 A. baumannii plazmidés ir atsparumgq antibiotikams lemiantys genetiniai
elementai

Apie Acinetobacter spp. plazmides iki Siol zinoma labai mazai.

Pirmieji Acinetobacter genties plazmidziy tyrimai atlikti dar 1985 m., kai buvo

nustatyta, kad enterobakterijy pagrindinéms Inc grupéms priklausancios

30



plazmidés gali biiti perneSamos i§ E. coli | Acinetobacter spp., ta€iau tolesnis
ju i8laikymas ir pernaSa labai priklauso nuo Acinetobacter genciai natiiraliai
budingy plazmidziy (Chopade ir kt., 1985). Nors véliau buvo pasitlyti
Acinetobacter spp. plazmidziy tipavimo metodai (Seifert ir kt., 1994), tatiau
iki pastaryjy mety nebuvo publikuota jokiy reikSmingy duomeny, susijusiy su
Acinetobacter spp. plazmidziy epidemiologija. Tokiy tyrimy biitinybe liudija ir
hipotezés, kad vis labiau pasaulyje plintantis 4. baumannii atsparumas
karbapenemams gali biiti i§ dalies nulemtas plazmidémis plintan¢iy D klasés 3-
laktamaziy, hidrolizuojanciy karbapenemus (angl. carbapenem-hydrolyzing
class D S-lactamase, CHDL) (Poirel ir kt., 2010b).

2010 m. paskelbtas bioinformatinis tyrimas, kuriame in silico
analizuota zinomy 29 Acinetobacter spp. (aplinkos ir kliniSkai svarbiy rusiy)
plazmidziy DNR (Fondi ir kt., 2010). Sioje publikacijoje akcentuota
transpozicijos elementy ir sunkiyjy metaly (gyvsidabrio) atrankaus spaudimo
reikSmé Acinetobacter spp. plazmidziy genetinei evoliucijai. Pastebéta, kad
nors daugumoje plazmidziy nebuvo nustatyta uz jy pernasa ar mobilizavima
atsakingy elementy, taciau, panasu, tai nesudaro kliticiy HGT, o taip pat ir
plazmidziy genetinés strukttiros pertvarkai. Be to, pazyméta, kad visas tirtas
plazmides galima suskirstyti i tris grupes (aplinkai biidingy Acinetobacter riisiy
pKLH plazmidziy Seima; A. baumannii plazmidziy Seima; jvairiy kity
Acinetobacter riisiy plazmidés), kuriose nustatomi bendri genetiniai Zymenys
liudija egzistuojant evoliucinius rySius, nepaisant skirtingos plazmidziy
Seimininky prigimties (Fondi ir kt., 2010).

ReikSmingg postimj A. baumannii plazmidziy epidemiologiniams
tyrimams ateityje turéty suteikti bioinformatinis A. Bertini ir bendraautoriy
tyrimas (2010). in silico buvo nustatytos zinomy plazmidziy replikony sriciy
nukleotidy sekos ir atlikta jy palyginamoji analizé¢ (Bertini ir kt., 2010).
Remiantis nustatyta replikazes koduojanciy geny homologija, buvo pasitlytas
A. baumannii plazmidziy tipavimo bidas (AB-PBRT). Visi zinomy
A. baumannii plazmidZziy replikonai buvo suskirstyti ] 19 homologiniy grupiy

(GR1-19). Taip pat atkreiptas démesys, kad A. baumannii replikonai
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reikSmingai skiriasi nuo visy kity plazmidziy replikony, Zinomy prokariotuose.
Tai reiSkia, kad 4. baumannii bakterijose cirkuliuoja tik Siai rusiai bidingos
plazmidés (Bertini ir kt., 2010).

2011 m. AB-PBRT metodas buvo sékmingai panaudotas K. Towner ir
kt. atliktame tyrime, kuriame analizuotos DAA klinikinés kilmés A. baumannii
i§ 17 Europos Saliy (Towner ir kt., 2011). Paaiskéjo, kad tirtoje bakterijy
populiacijoje labiausiai paplitusios GR6 (repAci6 replikonas) ir GR2
(repAcil/repAci2 replikonai) homologinéms replikony grupéms priklausancios
plazmidés. Analizuoti rySiai tarp homologiniy replikony grupiy ir padermése
nustatyty CHDL koduojanciy geny: OXA-58 Seimos karbapenemazes
produkuojanciose padermése nustatytos GR2, GR3, GR4 arba GR10 replikony
grupés, OXA-23 ir OXA-24/40 Seimy karbapenemazes — GR2 grupé (Towner
ir kt., 2011). Idomu, kad tik GR6 grupei priskiriamos plazmidés turi tra genus,
koduojancius konjugacinei pernasai reikalingus baltymus, o $iy plazmidziy
pernasa parodyta eksperimentiSkai (Bertini ir kt., 2010; Towner ir kt., 2011).
Be to, pastebéta, kad dalis A. baumannii plazmidziy turi geny, koduojanciy
Mob Seimos baltymus, budingus mazoms plazmidéms, kurios yra
mobilizuojamos didesniy konjugaciniy plazmidziy (Bertini ir kt., 2010).
Spéjama, kad vienas i§ veiksniy, turiniy jtakos 4. baumannii plazmidziy ir
jose esamy atsparumo geny horizontaliai pernaSai, yra Siai rusiai natiiraliai

budingos repAcib tipo plazmidés (Towner ir kt., 2011).

1.3.2.3 Atsparumgq karbapenemams lemianciy geny pernasa plazmidémis

Atsparumas karbapenemams pasireiskia skirtingais molekuliniais
mechanizmais, tacCiau labiausiai paplites ir geriausiai zinomas yra bakterijy
gaminamos karbapenemus hidrolizuojancios B-laktamazés (karbapenemazés).
Enterobakterijy atsparumg karbapenemams daugiausia lemia blagpc geny
koduojamos karbapenemazés KPC (dar vadinamos K. pneumoniae
karbapenemazémis) ir blapp bei blayyy geny koduojamos metalo-B-laktamazés
(MBL) (Gupta ir kt., 2011). KPC pB-laktamazés vyrauja K. pneumoniae

bakterijy klinikinése padermése, taCiau zinoma, kad Sie fermentai gali lemti
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atsparumg karbapenemams ir kitose enterobakterijose, pvz., Enterobacter spp.
ir Salmonella spp. (Queenan ir Bush, 2007). KPC fermentai hidrolizuoja visy
B-laktamy grupiy antibiotikus, taip pat pastebéta, kad KPC gaminancios
padermes gali biiti atsparios aminoglikozidams bei chinolonams (Castanheira ir
kt., 2010). KPC karbapenemazes koduojantys genai jprastai yra perneSamose
plazmidése, ir $i ypatybé B-laktamazéms suteikia didelj potencialg iSplisti tarp
jvairiy patogeniniy bakterijy rusiy (Queenan ir Bush, 2007; Naas ir kt., 2005).

Vieni i§ labiausiai paplitusiy ir kliniskai svarbiausiy — MBL blayyy, ir
blapp genai — dazniausiai yra [ klasés integrony sudétyje geny kaseciy
pavidalu. MBL skaidymo spektras labai platus — dauguma Siy fermenty be
karbapenemy, taip pat geba hidrolizuoti cefalosporinus ir penicilinus (Queenan
ir Bush, 2007). Dazniausiai MBL koduojantys genai nustatomi klinikinése
P. aeruginosa padermése, taCiau taip pat stebimas nemazas jy indélis j
atsparumo  karbapenemams  pasireiSkima  Enterobacteriaceae  $eimos
bakterijose (Gupta ir kt., 2011; Queenan ir Bush, 2007).

Ypatingai didelj susirtipinimg kelia naujausio, tik 2009 m. aptikto
MBL tipo — NDM (angl. New Dehli Metallo-f-lactamase) Seimos fermenty
nulemtas atsparumo karbapenemams plitimas tarp kliniSkai svarbiy Gram
neigiamy bakterijy riiSiy (Yong ir kt., 2009). blaypm genai labiausiai paplite
tarp Enterobacteriaceae Seimos atstovy (ypa¢ K. pneumoniae ir E. coli), taiau
nustatomi ir P. aeruginosa bei A. baumannii bakterijose (Nordmann ir kt.,
2011). NDM pB-laktamazes gaminancios bakterijos atsparios beveik visiems
antibiotikams, o veiksminga blaypy geny pernaSa IncL/M, IncA/C, FII grupiy
plazmidémis bei kity enterobakterijy tipy plazmidémis tarp ivairiy Gram
neigiamy bakterijy jrodyta ir eksperimentiSkai (Potron ir kt., 2011; Nordmann
ir kt., 2011).

A. baumannii atsparumg karbapenemams taip pat lemia keli skirtingi
budai (Lentel¢ 1.2). Labiausiai paplitusios A. baumannii karbapenemazés
priklauso CHDL grupei (Zarrili ir kt., 2009). A. baumannii bakterijoms
natiraliai budingas nedidelis atsparumas karbapenemams, kurj Ilemia

chromosomoje esantys blaoxa.si-seima g€Nai. Jeigu prie§ $iuos genus jsiterpia
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inserciné seka [SAbal, turinti reguliaciniy DNR seky, blaoxa-si-seima raiSka
iSauga 1ir atsparumas karbapenemams pasiekia kliniSkai reikSmingg lygi
(Turton ir kt., 2006). OXA-23, OXA-24/40 ir OXA-58 Seimoms priklausancios
CHDL yra svarbiausios ir labiausiai paplitusios atsparumo karbapenemams
determinantés A. baumannii bakterijose, o jas koduojantys genai daznai
nustatomi ir plazmidése (Lentelé 1.2; Poirel ir kt., 2010b). blaoxa-23-seima 1T
blapxa.sgseima geny raiSka taip pat gali buti valdoma prie§ juos jsiterpiant

insercinéms sekoms ISA4ba -3 (Zarrili ir kt., 2009; Poirel ir kt., 2010D).

Lentelé 1.2 A. baumannii atsparumg karbapenemams suteikiancios determinantés
(pagal Zarrilli ir kt., 2009; Poirel ir kt., 2010b).
Atsparumo mechanizmas Atsparumo genai  Genetiné lokalizacija
blaOXA_23 Seima
blapxao4a0 Seima | Chromosoma/plazmidé

CHDL blaOXA_5g Seima
blaoxA_143 Plazmidé
blaoxa.51 Seima Chromosoma

blawp-1, -2, -4, -5, -6, -

MBL 1 I klasés integronai
blayim-2
blagm-1
[Sorinés membr&n@s baltymy carO Chromosoma
poky¢iai oprD
Antibiotiky ta1%<'1n.10 raiSkos php-2 Chromosoma
poky¢iai

Pastaraisiais metais didel; susidoméjimg kelia A. baumannii
plazmidziy geb¢jimas jgyti CHDL koduojancius genus ir su tuo susij¢
rekombinacijos mechanizmai (Towner ir kt., 2011). Pastebéta, kad blapxa-ss.
seima g€nail plazmidése bina apsupti 27 bp dydzio Re27 seky. Tai leidzia
manyti, kad tokios sekos gali biiti blagxa.ss-seima g€NY iterpimo taikinys. Re27
seky yra 4. baumannii plazmidése, tod¢l tokios plazmidés yra potencialtis
genetiniai elementai jgyti ir perneSti atsparumg karbapenemams lemiancius
genus (Poirel ir Nordmann, 2006; Zarrilli ir kt., 2008). PanaSios sekos
nustatytos ir blaoxa-24/40-seima turinciose plazmidése. OXA karbapenemazes
koduojantys genai yra apsupti 28 bp dydzio XerC/XerD rekombinaziy

atpazinimo sekomis, todél manoma, kad blagxa.n440-seima peINesSanciy A.
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baumannii plazmidziy genetinés organizacijos susidaryme svarby vaidmenj
atlicka XerC/XerD rekombinacijos sistema (D’Andrea ir kt., 2009; Merino ir
kt., 2010). Tikétina, kad panaSios sistemos gali veikti ir plazmidéms jgyjant

blapxa-23-seima genus (Towner ir kt., 2011).

1.3.3 Integronai — dauginio atsparumo antibiotikams neSikliai

Integronai zinomi jau daugiau nei 20 mety (Stokes ir Hall, 1989). Per
tieck laiko sukaupta daug duomeny, liudijanciy, kad jie, greiiausiai,
reikSmingai jtakojo daugelio Gram neigiamy, o taip pat ir Gram teigiamy
bakterijy DAA, iSplitusj ne tik bakterijy genciy viduje, bet ir tarp genciy
(Rowe-Magnus ir Mazel., 2002). Integronuose esaniy geny, lemianciy
atsparumg antibiotikams, jvairové labai apsunkina bakterijy sukeliamy
infekcijy gydyma, kelia problemy kuriant naujus antibakterinius vaistus.

Antibiotikus pradéjus vartoti klinikoje, bakterijy atsparumo vienam
antibiotikui fenotipas nekélé nuostabos, o atsparumas buvo siejamas su
pavienémis mutacijomis. Tuo tarpu bakterijy dauginio atsparumo keliems
vaistams fenotipas buvo netikétas, nes iki tol manyta, kad kelioms mutacijoms
spontaniSkai atsirasti per trumpg laikotarp; yra evoliuciS8kai nejmanoma
(Davies, 1994; Mazel, 2006). Taciau pra¢jus vos SeSeriems metams nuo to
laiko, kai klinikoje buvo pradéti naudoti streptomicinas, tetraciklinas ir
chloramfenikolis, buvo aptiktos S. dysenteriae padermés, atsparios visiems
trims minétiems antibiotikams, o taip pat ir sulfonamidams, kartu (Mitsuhashi
ir kt., 1961; Mazel, 2006). Tapo aisku, kad DAA negali biiti siejamas vien tik
su genetinémis mutacijomis. Tik véliau buvo suprasta, kad DAA ir jo plitimas
tarp bakterijy daznai susijes su perneSamomis plazmidémis ir jose esanciais
transpozonais (Liebert ir kt., 1999; Cambray ir kt., 2010). Galiausiai, XX a. 9-
ojo deSimtmecio pabaigoje R. Hall ir H. Stokes atrado integronus, kaip
potencialius jvairiy genetiniy determinanciy nesiklius (Stokes ir Hall, 1989).

Integronai, turintys atsparumo antibiotikams genus, pirmiausia buvo
aptikti klinikinéje aplinkoje. Salyginai paprasta jy struktira yra labai

veiksminga genetin¢ platforma mobilizuojant bakterijy aplinkoje sutinkamas
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geny kasetes, kurios dazniausiai turi atsparumg jvairiems antibiotikams
lemianciy geny, uztikrinant jy raiSka ir tokiu btidu jgaunant naujy fenotipiniy
savybiy, leidzianciy prisitaikyti prie kintancios aplinkos (Boucher ir kt., 2007).
Integronai néra reti genetiniai elementai. Kai kuriais duomenimis, juos gali
turéti apie 17 % bakterijy riiSiy, kuriy genomo informacija yra Zinoma

(Cambray ir kt., 2010).

1.3.3.1 Integrony genetiné struktiira

Integronas yra linijinis DNR fragmentas, sudarytas 1§ dviejy
konservatyviy daliy (1.4 pav.). Tarp jy yra isiterpgs kintamo ilgio fragmentas —
kintamoji sritis (angl. variable site, VS), turinti vieng ar kelias geny kasetes
lemiancias atsparumg antibiotikams ir kitokius genetinius elementus (Hall ir
Stokes, 1993; Collis ir Hall, 1995) (1.4 pav.). 5'-konservatyvioje srityje (5'-KS)
yra genas intl, koduojantis fermenta DNR integrazg, greta jo yra
rekombinacijos sritis attl. 5'-KS integrono dalyje yra promotoriai P1 ir P2 nuo
kuriy vyksta visy integrone esanciy geny raiska (Hall ir Stokes, 1993; Collis ir
Hall, 1995).

3'-konservatyvios srities (3'-KS) struktiiros samprata pastaruoju metu
keiciasi. Pradzioje manyta, kad 3'-KS yra atsparuma etidzio bromidui lemiantis
genas qacEAI, atsparumg sulfonamidams lemiantis genas sul/l (koduoja
dihidropteorato sintaze) ir neaiSkios funkcijos atviras skaitymo rémelis orf5
(Fluit ir Schmitz, 1999). Taciau kai kuriuose integronuose 3'-KS dalyje gali
buti su/l geno duplikacija, jmanomos gac ir orf5 geny delecijos arba 3'-KS
dalies i§ viso néra (Stokes ir kt., 1993; Yu ir kt., 2003; Gillings ir kt; 2008;
Partridge ir kt., 2009).
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1.4 pav. Integrono genetinés strukttiros schema (pagal Fluit ir Schmitz, 2004).

Geny, lemianciy atsparumg antibiotikams, kasetés aptinkamos ne
visuose integronuose, neretai nustatomi ir ,tuSti“ integronai, kai tarp
konservatyviy integrono daliy néra jokiy geny (Schmidt ir kt., 2001; Meng ir
kt., 2011). intl geno koduojama integrazé Intl priklauso tirozino rekombinaziy
Seimai ir biitent ji dalyvauja jterpiant arba Salinant geny kasetes i8/j integrona
(Nunes-Diiby ir kt., 1998; Collis ir Hall, 1992; Collis ir kt., 1998; Léon ir Roy,
2003).

Pirmieji nustatyti integronai buvo aptikti transpozony sudétyje, todél
jie klaidingai buvo pavadinti judriaisiais genomo elementais (Stokes ir Hall,
1989). Siuo metu mobiliaisiais integronais laikomi tie, kurie yra jsiterpe i
perneSamas plazmides ar transpozonus ir gali biiti perneSami tarp skirtingy

mikroorganizmy (Fluit ir Schmitz, 2004; Mazel, 2006).

1.3.3.2 Atsparumo integronai ir super-integronai
Bakterijose randami integronai skirstomi j dvi dideles grupes (Fluit ir
Schmitz, 2004; Cambray ir kt., 2010; Stalder ir kt., 2012):
e Mobiltis arba atsparumo integronai (angl. mobile integrons/

resistance integrons; MI/RI);
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e Chromosominiai arba super-integronai (angl. chromosomal
integrons/ super integrons, CI/SI).

CI/SI integronai pasizymi iSskirtinai chromosomine lokalizacija ir
paprastai aptinkami jiirinése bei dirvozemio bakterijose (Stalder ir kt., 2012).
Priesingai MI/RI integronams, CI/SI integronai néra skirstomi j klases. Sie
integronai pirmiausia buvo aptikti Vibrio cholerae bakterijose, taip pat jie
nustatyti ir kai kuriose Pseudomonas, Vibrio, Xanthomonas, Listonella genciy
rusyse, o taip pat ir kitose gentyse (Mazel ir kt., 1998; Vaisvila ir kt., 2001;
Mazel, 2006). CI/SI pasizymi savybe savyje talpinti labai didelj skaiCiy jvairiy
funkcijy geny kasediy — > 20-ies. Zinomi atvejai, kai geny kaseéiy skaicius
virSija 200 (Vibrio vulnificus CI/SI integronas) (Chen ir kt., 2003; Mazel, 2006,
Stalder ir kt., 2012). Nors pasitaiko ir i§$im¢iy: Shewanella oneidensis bakterijy
CI/SI integrone rastos tik trys kasetés, o Nitrosomonas europaea — CI/SI
integronas buvo be kaseciy, kas labiau biidinga MI/RI integronams (Drouin ir
kt., 2002; Léon ir Roy, 2003). Didesnioji dalis CI/SI integronuose nustatomy
geny kaseCiy koduoja neaiskios funkcijos baltymus (jiems nerandama jokiy
zinomy homology), o like geny koduojami produktai pasizymi labai didele
funkcine jvairove — tai yra fermentai, atliekantys jvairias substraty
modifikacijas  (acetiltransferazés, metilazés, glutationo transferazés),
virulentiSkumo veiksniai, toksino-antitoksino sistemos, faginés kilmés
baltymai (Cambray ir kt., 2010; Boucher ir kt., 2007; Koenig ir kt., 2008). Nors
kai kuriose Vibrio risyse CI/SI integronuose buvo rasti atsparumag
trimetoprimui,  chloramfenikoliui,  ciprofloksacinui  ir  karbenicilinui
koduojantys genai (dfr, catB, gnr, carb), vis délto manoma, kad pagrindinés
CI/SI integrony geny kaseCiy koduojamy baltymy funkcijos susijusios su
sgveika su biotiniais ir abiotiniais aplinkos veiksniais (Cambray ir kt., 2010).

MI/RI integronai dazniausiai randami kity mobiliy genomo elementy

— transpozony — sudétyje, ir beveik visuomet perneSa geny kasetes,
koduojancias  atsparumg  jvairiems antibiotikams —  [B-laktamams,
aminoglikozidams, chloramfenikoliui, trimetoprimui, streptotricinui,

rifampicinui, eritromicinui, fosfomicinui, linkomicinui, chinolonams,
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antiseptikams (Fluit ir Schmitz, 2004; Mazel, 2006; Cambray ir kt., 2010).
Kitaip nei CI/SI integronuose, MI/RI integronuose nustatomas palyginti
nedidelis geny kaseciy skaicius. Didziausiame zinomame MI/RI integrone
nustatytos tik astuonios geny kasetés (Naas ir kt., 2001).

Pagal DNR integraz¢ koduojancias nukleotidy sekas skiriamos
penkios MI/RI integrony klasés, kurios visos susijusios su atsparumo
antibiotikams geny pernasa. Visy penkiy klasiy integrony integrazes
koduojanciy seky panaSumas siekia 40 — 58 % (Mazel, 2006).

I klasés integronai. Dauguma MI/RI integrony priklauso 1 klasei
(Gillings ir kt., 2008). Sios klasés integronai aptikti Acinetobacter, Aeromonas,
Alcaligenes, Burkholderia, Campylobacter, Citrobacter, Enterobacter,
Escherichia, Klebsiella, Pseudomonas, Salmonella, Serratia, Shigella, Vibrio
ir kity genéiy bakterijose (Fluit ir Schmitz, 2004). Sie integronai paprastai yra
transpozony, kilusiy i§ Tn402 Seimos, sudétyje, ir tuo paciu gali biiti jsiterpe |
dar didesnius, pvz., Tn3 Seimai priklausancius transpozonus (Labbate ir kt.,
2009).

II klasés integronai. Jie taip pat susij¢ su atsparumu antibiotikams,
aptinkami Gram neigiamose bakterijose (Shigella, Salmonella, Escherichia,
Acinetobacter gentyse). Integronai beveik visais atvejais nustatomi Tn7 Seimos
transpozonuose, kas taip pat uztikrina jy mobilumg (Fluit ir Schmitz, 2004).
Vis délto pastebéta, kad Tn7 transpozonai | konjugacines plazmides jsiterpia
zymiai reciau, todé¢l integrony plitimas tarp skirtingy bakterijy genciy ir raSiy
yra apribotas (Labbate ir kt., 2009). Lyginant su I klasés integronais, II klasés
integrony geny kaseciy spektras, zZymiai siauresnis; tai greifiausiai susij¢ su
neveiklia Intl2 integraze (placiau — zr. 1.3.3.3 sk.; Stalder ir kt., 2012).

III klasés integronai. Jie nustatomi struktiirose, panaSiose | Tn402
transpozonus. Pastarieji jsiterpe ] plazmides, taciau jy klinikiné reikSmé labai
nedidelé, nes yra labai reti. Nustatyti P. aeruginosa, S. marcescens, A.
xylosooxidans, P. putida, K. pneumoniae bakterijose. Siuose integronuose taip

pat randama atsparumg antibiotikams koduojanciy geny kaseciy (Fluit ir

Schmitz, 2004; Mazel, 2006; Labbate ir kt., 2009).
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Kol kas labai truksta duomeny apie IV ir V klasés integronus. Jie
nustatyti tik V. cholerae ir V. salmonicida bakterijose ir, manoma, yra susij¢ su
bakterijy atsparumu trimetoprimui (Hochhut ir kt., 2001; Cambray ir kt.,
2010).

1.3.3.3 Integrazés

Integrony 5'-KS dalyje esantys genai intl koduoja integrazes, kurios
katalizuoja geny kasecCiy jterpimg ir Salinimg j/i§ integrono VS. Kaip minéta
anksCiau, pagal int/ geny nukleotidy seky skirtumus Zzinomos penkios
skirtingos integrazés, Intl1-5 (Mazel, 2006). Visos jos priklauso tirozino
rekombinaziy $eimai. Siems baltymams budingos RHRY aminorgiéiy sekos
konservatyviuose motyvuose (Fluit ir Schmitz, 2004). Integrazés skiriasi nuo
kity tirozino rekombinaziy Seimos baltymy, nes turi papildomg ~35-40
aminortgsciy ilgio domeng, kuris, manoma, svarbus DNR prisijungimui, o
likusi fermento dalis pasiZzymi rekombinazés aktyvumu (Messier ir Roy, 2001).

I ir IT klasiy integrony integraziy Intll ir Intl2 aminortgsciy seky
homologija nesiekia 50 % (Fluit ir Schmitz, 2004). Intl2 baltyma
koduojan¢iame gene 179 kodone esanti nonsense mutacija lemia II klasés
integrony integrazés neveiklumg. Parodyta, kad §j defekta galima atitaisyti
pakei¢iant minéta kodong glutamo aminoriig§tj koduojanciu kodonu, taip
visiSkai atstatant rekombinazés aktyvuma (Hansson ir kt., 2002).

Nors I ir II klasés integronuose nustatomos tokios pacios geny kasetés,
intl2 geno koduojama integraz€¢ nesugeba jterpti/Salinti geny kaseciy j/i§ 11
klasés integrony. Manoma, kad uz tai atsakinga galéty buti I klasés integrony
koduojama integrazé IntIl (Fluit ir Schmitz, 2004). Sia prielaida netiesiogiai
patvirtina tai, kad I ir II klasiy integronai neretai randami tose paciose bakterijy
padermése. Kita teorija teigia, kad intI2 gene, kuris daznai yra Tn7 kilmés
transpozonuose, retsykiais vyksta natiirali ochrel 79 kodono supresija, todél yra
jmanoma funkcionalaus IntI2 baltymo sintezé (Cambray ir kt., 2010). Sia
hipoteze paremia ir tai, kad pastaraisiais metais vis délto buvo nustatyta keletas

IT klasés integrony su funkcionalia IntI2 integraze (Barlow ir Gobius, 2006;
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Marquez ir kt., 2008). Intl2 integrazés neveiklumas galbiit paaiskina ir
nedidele jterpiamy geny kaseciy, nustatomy II klasés integronuose, jvairove.
Jos biologiné funkcija bakterijose lieka neaiski, manoma, kad neveiklus IntI2
baltymas galbtit gali atlikti reguliacinj vaidmenj, nes jame lieka nepaZeistas
integrazéms budingas DNR prisijungimo domenas (Fluit ir Schmitz, 2004;
Hansson ir kt., 2002).

I klasés integrony integrazés IntI3 savybés labai panaSios Intll
savybes. Sios klasés integrazés geba atpazinti attl ir skirtingy geny kaseéiy
attC rekombinacines sekas, taip jterpdamos ir Salindamos geny kasetes III
klasés integronuose (Fluit ir Schmitz, 2004; Cambray ir kt., 2010; Rowe-
Magnus ir kt., 2001).

Kol kas nedaug zinoma apie Intl4 ir IntI5 integrazes. Kaip minéta, Sias
integrazes koduojantys genai rasti tik Vibrio genties bakterijose esanciuose
integronuose, todé¢l jos dar yra vadinamos VIntl integrazémis (Fluit ir Schmitz,
2004). Lyginant CI/SI ir MI/RI integrony integrazes, matyti, kad pagal
aminortgsciy sekas jos pasizymi heterogeniSkumu, taciau buvo parodyta, kad
abiejy tipy integrony integraziy funkcinis aktyvumas panasus — CI/SI
integrazés taip pat geba sékmingai jterpti/pasalinti geny kasetes (Rowe-

Magnus ir kt., 2001).

1.3.3.4 Geny kaseciy jterpimas j integrong

Geny kaseté paprastai apibiidinama kaip DNR seka, egzistuojanti
laisvoje ziedinéje formoje arba jsiterpusi j kitg geneting struktiirg — integrong.
Bakterijose geny kasetés daznai savyje talpina genus, lemianc¢ius atsparumag
jvairiems antibiotikams (Partridge ir kt., 2009). Ne integrony sudétyje esancios
geny kasetés paprastai neturi promotoriy, néra transkribuojamos, todé¢l yra
neaktyvios. Be funkcinj baltymg koduojancios dalies, taip pat geny kaseté turi
ir rekombinacijos vietg a#tC (Partridge ir kt., 2009). Geny kaseciy jterpimui
vietai savitos rekombinacijos biidu biitini du jos taikiniai — pagrindiné

rekombinacijos vieta attl, esanti integrono 5'-KS dalyje ir a#tC sekos esancios
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jterpiamose geny kasetése bei pacig rekombinacijos reakcija katalizuojantis
fermentas — integrazé (Mazel, 2006).

Iprasta tirozino rekombinaziy rekombinacijos vietag sudaro pora labai
konservatyviy 9 — 13 bp ilgio invertuoty prisijungimo seky, kurias skiria 6 — 8
bp ilgio centriné dalis (Grindley ir kt., 2006). Integrony attl sritj sudaro dvi
integrazés jungimosi vietos L ir R (ne visiSki invertuoti pasikartojimai),
atskirtos kintama centrine sritimi (1.5 pav., A). Parodyta, kad integrazé
jungiasi ne tik prie L ir R sri¢iy, bet ir prie tiesioginius pasikartojimus turinciy
DRI ir DR2 sriciy, esanciy j kaire nuo attl Serdies (Collis ir kt., 1998; Gravel ir
kt., 1998), taCiau pastaryjy dviejy sri¢iy vaidmuo rekombinacijoje lieka
neaisSkus (Cambray ir kt., 2010). Rekombinacija vyksta R srityje, ties
konservatyviu 5'-GTT-3' tripletu tarp G ir TT nukleotidy (Cambray ir kt.,
2010) (1.5 pav., A).

Integronuose esanciy arba laisvoje ziedingje formoje sutinkamy geny
kaseCiy rekombinacijos vietos aftC (anksCiau vadintos 59-baziy elementais)
néra konservatyvios ir gali smarkiai skirtis savo nukleotidy sekos ilgiu. Jy
dydis svyruoja nuo 55 bp (oxa-118 kaseté) iki 141 bp (imp-15 kasete) ilgio,
taCiau daZniausiai sutinkama ,,klasikinio apie 60 bp dydzio a#C (Partridge ir
kt., 2009). Lyginant su aftl rekombinacijos vieta, a##C pasizymi sudétingesne
struktura (1.5 pav., B). Ja sudaro dvi Serdinés sritys R"—L" ir L'-R’, prie kuriy,
spéjama, jungiasi integraze, atskirtos centrine sritimi, kurios ilgio variabilumas
ir lemia visos attC srities didele ilgiy variacijg (Mazel, 2006). Centriné sritis
skiriasi savo ilgiu, turi palindroming struktiirg ir poruojantis tarpusavyje
abiems DNR grandinéms, gali sudaryti kryziaus pavidalo struktiiras (Cambray
ir kt., 2010). Rekombinacija, kaip ir attl atveju, vyksta attC gale, R’ srityje tarp
G ir T nukleotidy konservatyviame 5'-GTT-3' triplete (1.5 pav., B). Sis
tripletas kartu su R” srityje esanciu tripletu 5'-AAC-3’, yra konservatyvis
daugelio geny kaseciy attC viety elementai (Cambray ir kt., 2010).
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A

DR2 DR1 L R
< <t —_—

5 TTTGATGTTATGGAGCAGCAACGATGTTACGCAGCAGGGCAGTCGECCTAANMCAAAGTTAGTCATCC ¥ atti
3 AAACTACAATACCTCGTCGTTGCTACAATCCCTCOTCCCGTCAGCLGCATTTITGTTTICAATCACICTAGE

L 1\ Ny
attl Serdis

Rekombinacijos
vieta

B
R" L L R’

5 ATGTCTAACIAA TTCATTCAAGCEGACGCCGCT TCGCGGCGCGGCTTAATITCAAGCGT TAGACAT ¥ attcaadA7
3 TACAGATTGTTAAGTAAETTCGZCTGCGCCGAACCGCCGCGCCGAATTAAGTTCGCAATCT G[TA .. (Dvigrande)

Rekombinacijos
vieta

Rekombinacijos

vieta
R’ L
5 ATGTCTAAGG T JATTAAGECGCGCCGC G attC, .,
- TACAGATTGT.T,AA.G.TA@'TCGCC\rC,.CGGCGW (Apatiné grandiné)
R* * L™

D Tikétini integrazés suri§imo domenai

1.5 pav. Integrony rekombinacijos viety struktiira (pagal Cambray ir kt., 2010).
A — dvigrandininé att/] rekombinacijos vieta; B — dvigrandininé atfC rekombinacijos
vieta (geno kaseté aadA7); C — dvigrandininés attC rekombinacijos vietos sp¢jama
antrin¢ struktiira (geno kaseté aadA?7).

Kitaip nei kity tirozino Seimos rekombinaziy katalizuojamose
reakcijose, dalyvaujant integrazei, dvigrandininé a##/ sritis rekombinuoja su
viengrandinine a#tC sritimi (dalyvauja apatin¢ attC grandiné, sudaranti
,»1Spusta* segtuko formos struktiirg (1.5 pav., C)). Tokiu biidu vyksta tik vienos
grandinés pakeitimas (Bouvier ir kt., 2005; Partridge ir kt., 2009; Cambray ir
kt., 2010). Taigi, sekminga rekombinacijg lemia ne a#tC nukleotidy seka, o jos
sudaroma antrin¢ struktiira, kuriai yra svarbiis aukS¢iau minéti konservatyvis
nukleotidy trejetai 5'-GTT-3" ir 5'-AAC-3'. Manoma, kad integrazés savitam
attC srities apatinés grandinés atpazinimui labai svarbiis du nukleotidai (G ir T,
1.5 pav., C), iSsikiSe 1§ attC ,apatinés” grandinés sudarytos struktiros

(Johansson ir kt., 2004). Sie du nukleotidai saveikauja su hidrofobinémis
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,kiSenémis“, kurias sudaro visy integraziy konservatyvios aminoriigstys
(MacDonald ir kt., 2006). Susidariusiai tarpinei Holid¢jaus jungciai iSardyti
reikalingas papildomas replikacijos etapas (Bouvier ir kt., 2005; Partridge ir
kt., 2009). Mazel ir kolegy pasiiilyta (Mazel, 2006) apibendrinta Intl integrazés
katalizuojamos vietai savitos rekombinacijos reakcijos supaprastinta schema

pateikta paveiksle 1.6.

attC vieta
(apatiné granding)

chb

attl vieta

Kaseté

Ml
=
j- T .

| ()
k/ﬁ Replikacija
]
/
2

i [
'
'
'
v "
e '
'
'
'

1.6 pav. Geny kasetés rekombinacijos modelis (pagal Mazel, 2006).

Daugiausia  tyrinétas I  klasés integrazés  katalizuojamas
rekombinacijos mechanizmas (Fluit ir Schmitz, 2004). I klasés integrazé Intl1
gali katalizuoti rekombinacijos reakcijas, dalyvaujant nedidelio panaSumo a#tC
sekoms, t.y., ivairiy geny kaseCiy attC sekoms. Yra jrodytos 5 galimos
rekombinacijos reakcijos: trys 1§ jy vyksta dalyvaujant jprastoms
rekombinacijos vietoms — attl x attC, attC x attC, attl x attl (Cambray ir kt.,

2010). Likusiose dviejose reakcijose dalyvauja att/ arba attC kartu su
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nesavitosiomis GTT motyvus turin¢iomis sekomis, taCiau S§iy reakcijy
efektyvumas yra labai mazas (Mazel, 2006). Veiksmingiausia yra attl x attC
tipo rekombinacijos reakcija, kurios metu geny kaseté yra jterpiama i$ karto
pries promotoriy, esant] 5'-KS dalyje (Collis ir kt., 2001). Néra patvirtinta, kad
bitent Siuo rekombinacijos budu (attl x attC) galéty vykti geny kaseCiy
Salinimas i$ integrony VS (Cambray ir kt., 2010). Taip pat nustatyta, kad a#t/ x
attl tipo rekombinacija yra Zymiai maziau veiksminga, nei a#tC x attC (Collis
ir kt., 2001). Pastarosios rekombinacijos metu, dviems a#tC sritims esant tame
paciame geny kaseCiy rinkinyje, vyksta geny kasetés paSalinimas i§ integrono
VS, sudarant kovalentiskai sujungty zieding geny kasetés formg (Cambray ir
kt., 2010). Lyginant geny kaseciy jterpimo (attl x attC rekombinacija) ir
Salinimo (a#C x attC rekombinacija) veiksminguma, nustatyta, kad Siek tiek
veiksmingesnis yra kaseCiy jterpimas (Fluit ir Schmitz, 2004). I klasés
integrazé Intll taip pat gali rekombinuoti geny kaseciy attC sritis ties attl? ir
attl3 elementais, tiesa, gerokai mazesniu veiksmingumu, nei ties att/1 (Collis ir
kt., 2002). Kol kas néra aiSku, ar veiksmingai rekombinacijai jvykti uztenka
vienintelés integrazes ir nereikalingi jokie kiti papildomi baltymai.

CI/SI integrony geny kasec¢iy rekombinacijos sekos pasiZymi savitumu
rusiai, jos rusies viduje yra zymiai konservatyvesnés, nei MI/RI integrony
kaseCiy attC elementai (Mazel, 2006). Tai aiskinama tuo, kad CI/SI integrony
integrazés pasizymi didesniu savitumu } integrong jterpiamoms geny kasetéms,

lyginant su MI/RI integrony integrazémis (Mazel, 2000).

1.3.3.5 Geny kaseciy ir integrazés geno raisSka

Geny kasetése esanCiy atsparumo geny raiska detaliausiai iSnagrinéta [
klasés integronuose. Kaip jau buvo minéta, beveik visos MI/RI integronuose
sutinkamos geny kasetés neturi promotoriniy seky. Jy transkripcija priklauso
nuo integrony 5’-KS esanciy promotoriy P1 ir P2 (1.4 pav.) (Collis ir Hall,
1995). P1 seka aptinkama Intl integraz¢ koduojanc¢iame gene intll, o P2 — att]
rekombinacijos srityje (Cambray ir kt., 2010). Siuo metu Zinoma bent 13 P1

varianty ir trys P2 variantai, o tuo paciu — bent 20 skirtingy abiejy promotoriy
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deriniy (Jove ir kt., 2010). Svarbu pazyméti, kad P2 promotoriai jprastai yra
neaktyvis, nes turi netipiSkg sritj tarp —35 ir —10 elementy (Collis ir Hall,
1995). I8 daugiau nei 20 zinomy P1-P2 varianty, labiausiai paplit¢ penki, kurie
skiriasi sglyginiu promotoriaus stiprumu nuo vieno iki 25 karty (Jove ir kt.,
2010). Taip pat pastebéta idomi koreliacija — kuo promotorius silpnesnis, tuo
stipresnis integrazés geny kaseciy Salinimo aktyvumas (Cambray ir kt., 2010).
Tai greiCiausiai susij¢ su tuo, kad P1 sekos variacijos pakeicia integrazés
baltymo seka, tuo paciu pakeisdamos ir jos funkcines savybes (Jove ir kt.,
2010).

Nuo PI1-P2 promotoriy transkripcijos metu susintetinto RNR
transkripto ilgis labai skiriasi, gali vykti tik pirmos geny kasetés transkripcija,
taCiau gali biiti sintetinamas ir visas keliy kaseciy transkriptas (Cambray ir kt.,
2010). ISkelta hipotez¢, kad geny kaseciy attC sri¢iy sudaroma segtuko formos
struktiira gali tarnauti kaip transkripcijos terminatorius, taciau ji lieka labai
diskutuotina (Cambray ir kt., 2010). Vis délto visuotinai pripazjstama, kad
geny kaseCiy raiSka labai priklauso nuo jy padéties integrone promotoriy
atzvilgiu — priklausomai nuo promotoriy stiprumo, didziausia raiSka vyksta
pirmyjy 2 — 3 kaseciy, esanciy 18§ karto uz promotoriniy seky P1-P2, tolimesnés
geny kasetés praktiSkai yra netranskribuojamos (Partridge ir kt., 2009). Idomu,
kad yra pastebétas reiskinys, kai esant atitinkamo antibiotiko atrankiam
spaudimui, geny kasetés gali ,,perSokti i§ tolimesnés promotoriaus atzvilgiu |
pirmaja pozicija (Rowe-Magnus ir kt., 2002).

Veiksmingai baltymo sintezei transliacijos metu biitinos ribosomy
prisijungimo sritys (angl., ribosome binding site, RBS). Kai kurios geny
kasetés prie§ koduojama geno dalj turi Sias sekas, taciau dalis jy — ne (Cambray
ir kt., 2010). I klasés integronuose, kai juose esancios geny kasetés neturi RBS,
attl srityje sutinkamas mazas atviras skaitymo rémelis orfI1, koduojantis 11
aminorigsciy peptida, prie§ kurj yra funkcionali RBS. Minétasis orf perkloja
attl rekombinacijos vieta, todé¢l jei pirmoji integrono geno kaseté turi tinkamag
terminacijos kodong, ORF11 transkripto transliacijos kompleksas, manoma,

inicijuoja ir pirmosios kasetés transkripto transliacija (Hanau-Bercot ir kt.,
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2002; Cambray ir kt., 2010). Taip pat manoma, kad panaSiis mazi ORF,
esantys attC srityse, gali inicijuoti tolimesniy integrono kaseciy transkripty
transliacija (Jacquier ir kt., 2009; Cambray ir kt., 2010).

Iki Siol beveik nebuvo nieko Zinoma apie integrazes koduojanciy geny
intl raiskos reguliacija. Neseniai Guerin ir kt. (2009) parod¢, kad integrony
koduojamy integraziy raiskos reguliacijoje pagrindinj vaidmenj atlicka SOS
atsakas (Guerin ir kt., 2009). ISanalizavus CI/SI ir MI/RI integrony DNR sritis,
esancias prie§ geng intl, buvo nustatyti konservatyviis motyvai, persiklojantys
su intl promotoriy seky —10 elementu ir atitinkantys E. coli LexA baltymo
suriSimo vietas. LexA yra kaip SOS atsako geny transkripcijos slopiklis
(Guerin ir kt., 2009; Cambray ir kt., 2010). Indukavus SOS atsaka, I klasés
integronuose ir V. cholerae CI/SI integrone reik§mingai padidéjo integrazés
geno raiSka, o tuo paciu — ir integrazés baltymo katalizuojamos rekombinacijos
reakcijos veiksmingumas. Be to, indukavus SOS atsaka, geny kasec¢iy Salinimo
daznis i§ integrono kintamosios dalies iSaugo 141 — 340 karty (Guerin ir kt.,
2009). Neseniai paaiskéjo, kad SOS atsaka sukelti gali ne tik DNR pazaidos,
taciau ir tokie placiai klinikoje vartojami antibiotikai kaip fluorochinolonai,
trimetoprimas ar B-laktamai (Cambray ir kt., 2010). Tod¢l tampa akivaizdu,
kad geny kaseCiy, lemianCiy atsparumg jvairiems antibiotikams,
rekombinacijai j/i§ integrono reikSminga ijtaka daro atrankus antibiotiky
spaudimas, o nesant tokio spaudimo (SOS atsako néra) — integrono geny

kaseCiy sudétis ir i§sidéstymas mazai kinta (Cambray ir kt., 2010).

1.3.3.6 Integrony geny kaseciy epidemiologija
Daugumoje klinikinés kilmés Gram neigiamy bakterijy, atspariy
antibiotikams, nustatomi I klasés integronai (Gillings ir kt., 2008). Iki Siol jau
yra nustatyta daugiau nei 130 skirtingy kaseCiy, koduojanciy atsparumag
antibiotikams, ir vir§ 60 kaseCiy, kuriose esantys genai koduoja neaiskios
funkcijos baltymus (Partridge ir kt., 2009). Si jvairové lemia atsparumg bene
visy klasiy antibiotikams, tarp jy visiems Zzinomiems [-laktamams,

aminoglikozidams, = makrolidams,  cefalosporinams, chloramfenikoliui,
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trimetoprimui, streptotricinui, rifampinui, eritromicinui (Mazel, 2006). Geny
kaseCiy skaicius integrone gali biti labai jvairus, daZniausiai vyrauja 2 — 3
kaseCiy rinkiniai (Partridge ir kt., 2009). Deriniy jvairové labai didelé, jy
suskai¢iuojama daugiau nei 300, taciau didesnioji dalis nustatyta tik pavieniais
atvejais, o epidemiologiSkai svarbiy ir pasauliniu mastu paplitusiy integrony
kaseciy kombinacijy yra palyginti nedaug (Partridge ir kt., 2009). Lieka atviras
klausimas, kodél vieni kaseCiy rinkiniai yra ,,sékmingi ir labai paplite, tuo
tarpu kiti — sutinkami tik pavieniais atvejais. Manoma, kad tai lemia keliy
palankiai susiklosCiusiy veiksniy derinys — stiprus integrono promotorius, dél
ko vyksta pakankama integrono geny raiska, kaseCiy attC sritys, sudarancios
funkcionalias antrines struktiiras, papildomi elementai (pvz., RBS sekos) geny
kasetéje, antibiotiky spaudimas, kuriam pasiprieSinti bakterijy iSgyvenimui
tampa reikSmingas integrono geny suteikiamas fenotipas, s¢kminga pernasa
uztikrinantys kiti mobiliis elementai, kuriuose jsiterpg integronai (Partridge ir
kt., 2009).

Daugiau nei puse ( apie 60 %) iki Siol nustatyty I klasés integrony yra
E. coli, P. aeruginosa, S. enterica ir A. baumannii bakterijose (Partridge ir kt.,
2009) (Lentele 1.3). Integronuose vienti 1§ labiausiai paplitusiy yra aadA Seimos
genai, koduojantys adeniltransferazes ir lemiantys atsparumag aminoglikozidy
klasés atstovams streptomicinui ir spektinomicinui (Fluit ir Schmitz, 2004) ir
dfr genai, koduojantys dihidrofolato reduktazes, lemiantys atsparumg
trimetoprimui. Tai néra netikéta, nes trimetoprimo-sulfametoksazolo
kombinacija antimikrobingje terapijoje naudojama ~50 mety (van Hoek ir kt.,
2011; Fluit ir Schmitz, 2004). Streptomicinas, kaip antibakterinis preparatas,
taip pat Zinomas jau beveik 70 mety (Vakulenko ir Mobashery, 2003).

Pastebima, kad greiciausiai dél gausaus antibiotiky vartojimo
integronuose nustatoma vis daugiau naujy atsparumag antibiotikams lemianciy
geny (Partridge ir kt., 2009; Fluit ir Schmitz, 2004; Rowe-Magnus ir Mazel,
2002; Fluit ir Schmitz, 1999). Idomu tai, kad dauguma I klasés integrony vis
dar iSlaitko determinantes, lemiancias atsparumg streptomicinui ir

spektinomicinui, nors Sie antibiotikai klinikoje gana seniai nevartojami.
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Aptinkamos netgi naujos geny kasetés, lemiancios atsparumg Siems
aminoglikozidams, pvz. aadAS8, kurios atsiradimg nulémé dviejy — aadA2 ir
aadA3 — geny kaseCiy rekombinacija (Peters ir kt., 2001). Tiesa, aad4 Seimos
kasetés beveik visuose I klasés integronuose yra paskutinéje pozicijoje, o tai
reiskia, kad jy raiSka zZymiai silpnesné, arba tiesiog nevyksta (Partridge ir kt.,
2009). Tuo tarpu tokios kasetés kaip dfr, aadB, aacA4, blayn,.,, lemianCios
atsparuma kliniSkai svarbiems antibiotikams (trimetoprimui, gentamicinui,
amikacinui, PB-laktamams), nustatomos integrony VS pirmoje arba antroje
pozicijoje, kas uztikrina pakankamg jy raiska (Partridge ir kt., 2009).

Tarp labiausiai paplitusiy enterobakterijy I klasés integrony geny
kaseCiy kombinacijy, dazniausiai sutinkami vieng geny kasete turintys
integronai: 600 bp dfrA7, 1000 bp aadA 1, 1000 bp aadA2, 1200 bp blapsg.; dvi
kasetes - 1500 bp dfrA1-aadAl, 1600 bp dfrA17-aadA5; tris kasetes — 1800 bp
dfrd12-orfF-aadA2 (INTEGRALL duomeny bazé¢, http://integrall.bio.ua.pt/).
Didesni nei 2000 bp dydzio integronai daznai nustatomi klinikinése
A. baumannii padermése (Lentele¢ 1.3). P. aeruginosa 1 klasés integronai
pasizymi tuo, kad juose dazniau yra genai, lemiantys atsparumg naujesniems
aminoglikozidams — gentamicinui, amikacinui, tobramicinui (pvz., aacA4,
aadB), taip pat atsparumg P-laktamams, tarp jy ir karbapenemams, lemiantys
genai (pvz., blayy.,) (Partridge ir kt., 2009; INTEGRALL duomeny bazé,
http://integrall.bio.ua.pt/).

Salia dazniausiy — atsparumg trimetoprimui, streptomicinui, B-
laktamams lemianc¢iy geny, integronuose taip pat aptinkama chloramfenikolio,
eritromicino, linkomicino, fosfomicino, chinolony atsparumo determinanciy,
taip pat nezinomos funkcijos geny (Fluit ir Schmitz, 2004; Partridge ir kt.,
2009).
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Lentelé 1.3 Europos Salyse dazniausiai nustatomi [ klasés integrony geny kaseciy
deriniai E. coli, S. enterica, P. aeruginosa ir A. baumannii padermése, iSskirtose i$

Zmoniy ir gyviny.

Bakterija I;;;;g;olg? Geg?llg?l;zcm Atsparumas Salys Literatiiros Saltiniai
1,5 dfrAl-aadAl TMP, STR Olandija  Voirkt., 2007
Sveicarija Cocchi ir kt., 2007
1,6 dfrAl7-aadA>5 Pranciizija Laroche irkt., 2009
- Sandalli ir kt., 2010
Tur'k la Kadlec ir Schwarz,
1,8 dfrA12-orfF- VOletl_]?. 2008
aadA?2 Portugalija 1y p0is ir kt., 2003
2,0 blaoxa1 — AMP, STR Rusija Moura ir kt., 2007
2 aadAl Ispanija  Fursova ir kt., 2010
S 2,1 aacA4-cmlA GEN, AM], Graikija ~ Ozgumus ir kt., 2007
S| TOB, CHL Norvegija Machad.o ir kt., 2008
1,9 aacA4-catB3-  GEN, AMI, Guerra ir kt., 2003
dfidl TOB, CHL, g Ir kt., 2008
asilakopoulou ir
T™P kt., 2009
1,0 aadAl STR Sunde, 2005
1,0 aadA2 van Essen-
0,7 dfrA7 TMP Zandbergen ir kt.,
2007
1,0 aadal STR Olandija  Voirkt., 2006
1,0 aadA2 Slovakija  Majtanova ir kt.,
20 blaoxa. = AMP,STR  Portugalija 00 kt., 2004
aadAl Airija Daly ir Fannin
E 1 ,2 blapSE_1 AMP Vokietija 200{) &
B 1,5 dfrAl-aadAl TMP, STR Ispanija . Eosen-
3 1,8 dfrA12-orfF- Norvegija Zandbergen ir kt.,
v aadA?2 2007
1,2 dfrA1-orfC TMP Miko ir kt.,
2003,2005
Cabrera ir kt., 2006
Lindstedt ir kt., 2003
0,7 aacA4 GEN, AMI, TOB Lenkija Patzer ir kt., 2009
1,6 aacA4-blaoxa GEN, AMI, Italija Fiett ir kt., 2006
TOB, AMP Pranctizija Pallecchi ir kt.,
S 1,5 aacA4-blayiy., GEN, AMI, Vengrija 2001
g TOB, CRB Turkija ~ Cholley ir kt., 2010
'go 1,3 aadA6-orfD STR Ispanija  Libisch ir kt., 2009
5 0,7 aadB KAN, GEN, Graikija ~ Ozgumus ir kt.,
S TOB 2007
- Ruiz-Martinez ir
kt., 2011
Pournaras ir kt.,
2003
2,5 aacCl-orfX"- GEN, STR Norvegija  Karah ir kt., 2011
orf"-aadAl Italija D'Arezzo ir kt.,
= 3,0 aacCl-orfX'- Graikija 2009
s orfX"-orfX""- D. Giordano ir kt.,
g aadAl Britanija 2007
g 2,2 aacA4-catBS-  GEN, AMI, Airija Kraniotaki ir kt.,
< aadAl TOB, CHL, STR Cekija 2006
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Kitaip nei I klasés integronuose, Il klasés integronuose rasta tik ~ 10
skirtingy geny kaseCiy, susijusiy su atsparumu antibiotikams (INTEGRALL
duomeny baze, http://integrall.bio.ua.pt/). Dazniausios yra dfrdl, satl/2 ir
aadAl kasetés, lemianCios atsparumg trimetoprimui, streptotricinui,
streptomicinui. Dazniausias geny kaseCiy derinys — trijy kaseciy 2200 bp
kombinacija dfr4 — sat2 — aadAl. Ji rasta daugumoje Gram neigiamy bakterijy,
turin¢iy II klasés integronus, tarp jy ir E. coli, S. enterica, P. aeruginosa bei A.
baumannii (Kadlec ir Schwarz, 2008; Fursova ir kt., 2010; Ozgumus ir kt.,
2009; Cocchi ir kt., 2007; Laroche ir kt., 2009; Ramirez ir kt., 2010, 2012; van
Essen-Zandbergen ir kt., 2007). Taip pat daznesni 2500 bp estX-sat2-aadAl ir
1500 bp sat2-aadAl 11 klasés integronai (Kadlec ir Schwarz, 2008; Ahmed ir
kt., 2005; Barlow ir Gobius, 2006; van Essen-Zandbergen ir kt., 2007).
Spéjama, kad tokig nedidele genetiniy determinanciy ir jy deriniy jvairove
galbiit lemia jau minétos neveiklios integrazés Intl2 (Stalder ir kt., 2012;
Hansson ir kt., 2002).

Iki Siol Zzinomi tik keturi IIT klasés integrony geny kaseciy deriniai,
kuriuose yra atsparumg antibiotikams suteikianc¢iy geny: 4800 bp blapp.; —
aacA4 — blatgy., ir 1600 bp blapnp., — aacA4 111 klasés integronai nustatyti
Serratia marcescens bakterijose, 1800 bp blaggs.; — blapxa/aacA4 — Klebsiella
pneumoniae ir Escherichia coli, o 1600 bp blagxa.io — aacA4 — Enterobacter
cloacae (Arakawa ir kt., 1995; Poirel ir kt., 2010a; INTEGRALL duomeny
bazé, http://integrall.bio.ua.pt/).

1.3.3.7 Integrony kilmé ir evoliucija
Remiantis integrony integrazes koduojanciy geny intl filogenetine
analize, integronus galima suskirstyti i tris dideles evoliucines grupes (Boucher
ir kt., 2007). Pirmgja grupe sudaro geélavandeniy/dirvozemio proteobakterijy
integronai. Jiems priskiriami ir kliniSkai svarbiis I klasés integronai. Antraja
grupe sudaro juriniy y-proteobakterijy integronai kartu su II klasés integronais
(Mazel, 2006). Trecioje grupéje yra jvairiy taksonominiy grupiy integronai,

pasizymintys viena savybe — jy 5-KS dalyje integraz¢ koduojantis genas
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nuraSomas ta pacia kryptimi, kaip ir variabilioje dalyje esancios geny kasetés.
Tode¢l §i1 grupé pavadinta ,,invertuotos integrazés* grupe (Boucher ir kt., 2007).
Tarp visy trijy grupiy pastebimas integrazés geny ,,maiSymasis®, kai vienai
grupei biidingy integrazés geny homologai nustatomi kitai grupei priskiriamose
bakterijose. Akivaizdu, kad evoliucijos eigoje integrazeés genai, o kartu ir patys
integronai, buvo mobilizuojami ir HGT biidu perneSami tarp skirtingy
ekologiniy nisy atstovy (Boucher ir kt., 2007).

Evoliuciniai tyrimai liudija, kad CI/SI integronai yra labai senos
struktiiros, atsiradusios bakterijy genomuose prie§ kelis Simtus milijony mety
(Mazel, 2006). MI/RI ir CI/SI integronai yra identiSkos struktirinés
organizacijos, o tai leidzia manyti, kad CI/SI integronai yra MI/RI integrony
pirmtakas — mobiliis atsparumo integronai evoliucionavo i§ super-integrony,
tam tikriems mobiliems genomo elementams (pvz., transpozonams) perémus
CI/SI integrazés intl gena kartu su atitinkama azfl sritimi (Mazel, 2006). Sia
versija sustiprina keletas pastaryjy mety atradimy. V. salmonicida bakterijose
buvo nustatyta ,tarpiné* integrono struktiira, kurios astuoniy kaseciy rinkinyje,
antroje pozicijoje aptiktas I ir II klasés integronuose itin paplites genas dfirA 1l
(Mazel, 2006). Sio integrono integraze koduojantis genas buvo artimas Vibrio
genties bakterijy CI/SI integraziy genams, o dalies kity geny kaseCiy a#C
sri¢iy struktiira buvo panasi j tik CI/SI integronuose randamas kasetes. Sis
integronas buvo aptiktas plazmidéje, greta jsiterpusiy inserciniy seky. Sie
faktai leidzia kelti hipoteze, kad tai galéty biti tarpinis variantas tarp CI/SI ir
MI/RI integrony, kuris evoliucijos eigoje jgijo papildomy atsparumo kaseciy ir
mobiliy genomo elementy suformuotoje platformoje tapo ,tikruoju® MI/RI
(Mazel, 2006).

Apie tai, kad MI/RI integrony koduojamos integrazés gali mobilizuoti
CI/SI integrony geny kasetes dar 2002 m. diskutavo Rowe-Magnus ir kolegos
(Rowe-Magnus ir kt.,, 2002). Be to, aplinkoje paplitusiy bakterijy CI/SI
integronuose pavyko nustatyti geny kasetes, kuriy koduojami baltymai suteikia
atsparumag tam tikriems antibiotikams (pvz., koduoja ] karbenicilinazes

panasius baltymus), o I klasés MI/RI integronuose sutinkami Siy kaseciy
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homologai (RSG karbenicilinazes koduojantys genai) (Mazel, 2006). Dar
pastebéta, kad dalis MI/RI integrony atsparumo kaseciy turi beveik identiskas
attC sekas kaip ir kasetés Xanthomonas ir Vibrio super-integronuose (Rowe-
Magnus ir kt., 2001). Tiesa, sudétingesniy, daugiau nei dvi kasetes talpinanciy
MI/RI integrony atsiradimas siejamas ne su CI/SI, o su dviejy skirtingy

paprastesnés struktiros MI/RI integrony rekombinacija (Mazel, 2006).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1 Medziagos

2.1.1 Reagentai ir bakterijy padermés

Darbe naudotos medziagos, reagentai ir antibiotikai buvo gauti i$
kompanijy: Sigma-Aldrich (JAV), Merck (Vokietija), Carl Roth (Vokietija),
Amersham (D. Britanija), RD Systems (JAV), BIO-RAD (JAV), Hartmann
Analytics (Vokietija). Darbui su DNR reikalingi reagentai ir kiti fermentai
buvo gauti i§ Thermo Scientific (Lietuva).

FenotipiSkai apibiidintos antibiotikams atsparios Salmonella
enterica, Escherichia coli ir Pseudomonas aeruginosa bakterijos gautos i$
Lietuvos sveikatos moksly universiteto Mikrobiologijos katedros (LSMU
MK) ir Veterinarijos instituto (LSMU VI). Padermés i$skirtos 2005 — 2009 m.
jvairiuose Salies regionuose esanciuose gyvulininkystés kompleksuose (18
tikiy) ir gydymo jstaigose (9 ligoninés) (2.1 ir 2.2 lentelés).

Klinikinés kilmés padermés iSskirtos skirtinguose ligoniniy skyriuose
atsitiktine tvarka i§ jvairiy Saltiniy meéginiy. S. enterica bakterijy padermés
i$skirtos 1§ pacienty su salmoneliozés simptomais iSmaty.

Gyvuninés kilmés E. coli i$skirtos i§ galvijy (Sesios fermos), kiauliy
(septynios fermos) ir naminiy pauksciy (penkios fermos) auginimo tkiy. Visy
sveiky gyviiny bakterijy padermés isskirtos i$ jy iSmaty, serganciy — i iSmaty
arba vidaus organy (visty). Serganciy gyviiny dazniausias susirgimas buvo
diaréja ir 1étiné kvépavimo taky liga (vistos). Gyviininés kilmeés S. enterica
padermés iSskirtos skerdyklose i§ vistienos ir kiaulienos méginiy.

Antibiotikams atsparios A. baumannii iSskirtos 2010 — 2011 m.
Lietuvos sveikatos moksly universiteto Kauno kliniky (LSMU KK),
Respublikinés Vilniaus universitetinés ligoninés (RVUL), Respublikinés
Siauliy ligoninés (RSL) intensyvios terapijos ir kituose skyriuose gydyty
pacienty klinikinés medziagos méginiy (apatiniy kvépavimo taky, kraujo,

Slapimo, zaizdy ir kt.) (2.3 lentelé).
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Padermiy atsparumas antibiotikams nustatytas ligoninése, jos buvo
istirtos kiekybiniy ploksteliy (Sensititre Trek, Didzioji Britanija) ir kokybiniy
disky difuzijos (Kirby-Bauer metodas) | agara metodais. Duomenys
interpretuoti pagal CLSI (angl. Clinical and Laboratory Standards Institute,
CLSI) rekomendacijas.

Lentelé 2.1 Darbe tirty E. coli ir S. enterica padermiy atsparumas antibiotikams.

Antibiotikams atspariy padermiy skaicius
(Atspariy padermiy dalis,%)

Antibiotikai
I$skyrimo $altinis
=% ) @) =%
S 2 & 3 5 2 5 S

< O O Z O K w»vn wn &

Klinikinés kilmés (85)*

75 16 68 10 26 49 73 74 62

A B ND
@) (19 @80) (12) (1) (58) (86) (87 (73)
) (59) (17) )
3
% Gyvininés kilmés (132)**
N. | Galvijai | Kiaule [ g 39 23 6 79 95 76 94 85
pauistia —— (67) (30 (A7) (5) (60 (72 (8 (1) (64
Sv. Sr. Sv. Sr. Sr.
CNH 1 @D | A7 | (26) (35)
26 8 14 1 6 17 21 27 11
s Klinikinés kilmés (37) 70) @) @8 (3) (16 @¢46) (7 (73) (30)
§
= — .. " N
o — .Gyvunm“kﬂn.lesl(.so) 29 15 7 5 23 38 35 31 13
V1(53“16)na K“E‘llglfna (58) (30) (14) (10) (46) (76) (70) (62) (26)

AMP — ampicilinas, CHL - chloramfenikolis, GEN — gentamicinas, NEQ —
neomicinas, SUL — sulfametoksazolas, STR — streptomicinas, TET — tetraciklinas, TMP —
trimetoprimas, Q — nalidikso r. ir/arba ciprofloksacinas.

* A — iSskirta i§ Slapimo taky ir Slapimo méginiy, B — iSskirta i§ kraujo, ptliy,
zaizdy sekreto, pilvo ertmés ir kt. méginiy sekreto, ND — néra duomeny apie méginiy kilme.

** Sv. — sveiki, Sr. — sergantys.
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Lentelé 2.2 Darbe tirty P. aeruginosa padermiy atsparumas antibiotikams.

Antibiotikams atspariy padermiy skaicius
(Atspariy padermiy dalis,%)

Antibiotikai
ISskyrimo Saltinis
= Z a, = & /M
= B o = o &
< ©O O E 8 E E =~

Klinikinés kilmeés (111)*

11 38 47 20 72 36 107 46 41
C | D] E |ND[A0D) (34 @42) (18 (65 (32) (96) @1 @37)
(50) [ (10) 1 (47) | (4)

P.aeruginosa

AMI - amikacinas, CIP — ciprofloksacinas, GEN — gentamicinas, FEP —
cefepimas, FOT - cefotaksimas, IMI — imipenemas, PIP - piperacilinas, TMP—
trimetoprimas, TOB — tobramicinas.

* C — i8skirta i§ apatiniy kvépavimo taky (bronchy, bronchy sekreto, bronchy
nuoplovy), D — iSskirtos i$ Slapimo, E — isskirta i§ kraujo, puliy, zaizdy sekreto, ND — néra

duomeny apie méginiy kilme.

Lentelé 2.3 Darbe tirty A. baumannii padermiy atsparumas antibiotikams.

Antibiotikams atspariy padermiy skaicius
(Atspariy padermiy dalis,%)

Antibiotikai
ISskyrimo vieta
= N zZ = = = = R
= = 25) =] N
= 3 0 B8 & 8 & g & B
RVUL 99 102 100 102 56 56 98 72 101 98
(103) 96) (99) (98) (99) (54 (549 (95) (70) (98) (95)

LSMU KK 211 283 287 210 115 118 287 166 101 251

(304) 69) (93) (94) (69) (38) (39) (94) (55) (33) (83)
RSL 32 35 33 33 23 23 0
(37 (86) (95) (89) (89) (62) (62) 0

SCF — cefoperazonas, MEM — meropenemas, TZP — piperacilinas/tazobaktamas,
SAM - ampicilinas + sulbaktamas, CAZ - ceftazidimas, GEN- gentamicinas, AMI-

amikacinas, CIP — ciprofloksacinas, IMI- imipenemas, PIP— piperacilinas.
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Konjugacijai naudota recipientiné E. coli HK225 padermé¢, gauta i§ K.
Kadlec ir S. Schwarz (Neustadt-Mariensee, Vokietija). Plazmide pAC92 (su
viena blaoxa440 kopija) turinti A. baumannii padermé gauta 1§ L. Peixe
(Porto, Portugalija).

Bakterijos augintos skystoje ir agarizuotoje LB (Luria-Bertani) terpéje
su atitinkamu antibiotiku. Skystos terpés (pH 7,4) sudétis: 10 g triptono, 5 g
mieliy ekstrakto, 10 g NaCIl. Vandeniu praskiedziama iki 1 1. RuoSiant
agarizuotg LB terpe, i 1 1 terpés idedama 15 g agaro. Autoklavuojama.

2.1.2 Oligonukleotidiniai pradmenys
Darbe naudoti oligonukleotidiniai pradmenys (sekos pateiktos 2.4
lenteléje) buvo sukonstruoti naudojant interneting programag ,,Primer3*“ (Rozen
ir Skaletsky, 2000), arba susintetinti remiantis literatiiros Saltiniais. Visi

pradmenys buvo sintezuoti Metabion International AG (Martinsried, Vokietija).

Lentelé 2.4 Darbe naudoti oligonukleotidiniai pradmenys.

Nustatomas PGR . _
genetinis Pradmuo Pradmens seka (5'-3") produkto Llfem.tlfms
o e Saltinis
elementas ilgis, bp
intl] Intl1-F CTGCGTTCGGTCAAGGTTCT 882 Lanz ir kt.,
Intl1-R GGAATGGCCGAGCAGATCCT 2003
intl2 IntI2-F CACGGATATGCGACAAAAAGGT 746 Magzel ir kt.,
IntI2-R GTAGCAAACGAGTGACGAAATG 2000
1 kl. integrony 5'CS GGCATCCAAGCAGCAAG . Lévesque ir
VS 3'CS AAGCAGACTTGACCT GA Ivairus =4 995
II k1. integronq Hep74 CGGGATCCCGGACGGCATGCACGATTTGTA . White ir kt.,
VS Hep51 GATGCCATCGCAAGTACGAG Ivairus 5501
sull Sull-F TCACCGAGGACTCCTTCTTC 331 Chen ir kt.,
Sull-R CAGTCCGCCTCAGCAATATC 2004
mdh Mdh-F TGCCAACGGAAGTTGAAGTG 216 Lin ir Tsen,
Mdh-R CGCATTCCACCACGCCCTTC 1999
16S-238 DT104-F GTCAGCAGTGTATGGAGCGA 162 Pritchett ir
DT104-R AGTAGCGCCAGGACTCGTTA kt., 2000
thdF-S001 UJ-L12 ACACCTTGAGCAGGGCAAAG 500 Boyd ir kt.,
LI-R1 AGTTCTAAAGGTTCGTAGTCG 2001
S044-int2 104-RJ TGACGAGCTGAAGCGAATTG 515
C9-L2 AGCAAGTGTGCGTAATTTGG
S044-yidY 104-RJ TGACGAGCTGAAGCGAATTG 500
104-D ACCAGGGCAAAACTACACAG
AB-PBRT grlFW CATAGAAATACAGCCTATAAAG 330 Bertini ir
GRI1 gr. grlRV TTCTTCTAGCTCTACCAAAAT kt., 2010
AB-PBRT gr2FW AGTAGAACAACGTTTAATTTTATTGGC 851
GR2 gr. gr2RV CCACTTTTTTTAGGTATGGGTATAG
AB-PBRT gr3FW TAATTAATGCCAGTTATAACCTTG 505
GR3 gr. gr3RV GTATCGAGTACACCTATTTTTTGT
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Lentelés 2.4 tesinys

Nustatomas Pradmuo Pradmens seka (5'-3") PGR Literatur
genetinis p.ro.dukto os Saltinis
elementas ilgis, bp
AB-PBRT er5SFW AGAATGGGGAACTTTAAAGA
GRS gr. arSRV GACGCTGGGCATCTGTTAAC 220
AB-PBRT grl8FW TCGGGTTATCACAATAACAA 676
GRI8 gr. grl8RV TAGAACATTGGCAATCCATA
AB-PBRT gr7FW GAACAGTTTAGTTGTGAAAG 885
GR7 gr. gr7RV TCTCTAAATTTTTCAGGCTC
AB-PBRT gr9FW GCAAGTTATACATTAAGCCT Bertini ir
GRO gr. 2RV AAAAATAAACGCTCTGATGC 01 i 2010
AB-PBRT grdFW GTCCATGCTGAGAGCTATGT 508
GR4 gr. gr4RV TACGTCCCTTTTTATGTTGC
AB-PBRT grl IFW GGCTATTCAAAACAAAGTTAC 252
GRI1 gr. grl IRV GTTTCCTCTCTTACACTTTT
AB-PBRT grl2FW TCATTGGTATTCGTTTTTCAAAACC
GRI12 gr. grl2RV ATTTCACGCTTACCTATTTGTC 165
AB-PBRT grlOFW TTTCACTAGCTACCAACTAA 371
GRI0 gr. grlORV ACACGTTGGTTTGGAGTC
AB-PBRT gr13FW CAAGATCGTGAAATTACAGA 720
GRI3 gr. grl3RV CTGTTTATAATTTGGGTCGT
AB-PBRT gr8FW AATTAATCGTAAAGGATAATGC
GRS gr. gr8RV GACATAGCGATCAAATAAGC 233
AB-PBRT grl4FW TTAAATGGGTGCGGTAATTT 622
GR14 gr. grl4RV GCTTACCTTTCAAAACTTTG
AB-PBRT grl5FW GGAAATAAAAATGATGAGTCC R76
GRIS5 gr. grl5RV ATAAGTTGTTTTTGTTGTATTCG
AB-PBRT grl6FW CTCGAGTTCAGGCTATTTTT
GR16 gr. grl6RV GCCATTTCGAAGATCTAAAC 233
AB-PBRT grl7FW AATAACACTTATAATCCTTGTA 120
GR17 gr. grl7RV GCAAATGTGACCTCTAATATA
AB-PBRT gr6FW AGCAAGTACGTGGGACTAAT 662
GR6 gr. gr6RV AAGCAATGAAACAGGCTAAT
AB-PBRT grl9FW ACGAGATACAAACATGCTCA ’15
GR19 gr. grl9RV AGCTAGACATTTCAGGCATT
PBRT IncHI1 HIl FW GGAGCGATGGATTACTTCAGTAC 471 Carattoli ir
HI1 RV TGCCGTTTCACCTCGTGAGTA kt., 2005
PBRT IncHI HI2 Ew TTTCTCCTGAGTCACCTGTTAACAC 644
GGCTCACTACCGTTGTCATCCT
PBRT Incll LW CGAAAGCCGGACGGCAGAA 139
TCGTCGTTCCGCCAAGTTCGT
PBRT IncX X FW AACCTTAGAGGCTATTTAAGTTGCTGAT 376
X RV TGAGAGTCAATTTTTATCTCATGTTTTAGC
PBRTIncLM M EW GGATGAAAACTATCAGCATCTGAAG 785
CTGCAGGGGCGATTCTTTAGG
PBRT IncN N GTCTAACGAGCTTACCGAAG 550
GTTTCAACTCTGCCAAGTTC
PBRT IncFIA FIA BW CCATGCTGGTTCTAGAGAAGGTG 462
GTATATCCTTACTGGCTTCCGCAG
PBRT IncFIB 1;111133 l;\c’ GGAGTTCTGACACACGATTTTCTG 702
CTCCCGTCGCTTCAGGGCATT
PBRT IncW Wrw CCTAAGAACAACAAAGCCCCCG 240
GGTGCGCGGCATAGAACCGT
PBRT IncY v AATTCAAACAACACTGTGCAGCCTG 765
GCGAGAATGGACGATTACAAAACTTT
PBRT IncP P FW CTATGGCCCTGCAAACGCGCCAGAAA 534
P RV TCACGCGCCAGGGCGCAGCC
PBRT IncFIC FIC FW GTGAACTGGCAGATGAGGAAGG 262
FIC RV TTCTCCTCGTCGCCAAACTAGAT
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Lentelés 2.4 tesinys

Nustatomas Pradmuo Pradmens seka (5'-3') PGR Literatar
genetinis produkto | os Saltinis
elementas ilgis, bp
A/C FW GAGAACCAAAGACAAAGACCTGGA Carattoli ir
PBRT IncA/C A/C RV ACGACAAACCTGAATTGCCTCCTT 465 ki, 2005
PBRTINT TRy COTTOATTACACTTAGCTITOOAC 750
FIIS FW CTGTCGTAAGCTGATGGC
PBRT IncFIIS FIIS RV CTCTGCCACAAACTTCAGC 270
PBRT FrepB FW TGATCGTTTAAGGAATTTTG
oF FrepB RV GAAGATCAGTCACACCATCC 270
nctrepB
PBRT IncK/B IOKBRF\yV GCGGTCCGGAAAGCCAGAAAAC 160
TCTTTCACGAGCCCGCCAAA
PBRT IncB/O B/O RV TCTGCGTTCCGCCAAGTTCGA 159
A. baumannii Turton ir
BCLIT Klom, c(;}r%;mg{ GATGGCGTAAATCGTGGTA 355 Kt 2007
nustatymas CAACTTTAGCGATTTCTGG
GrlcsuEF CTTTAGCAAACATGACCTACC 202
GrlesuER TACACCCGGGTTAATCGT
GplOXA66 GCGCTTCAAAATCTGATGTA 559
GplOXAG66R GCGTATATTTTGTTTCCATTC
Gr2omp GACCTTTCTTATCACAACGA 343
Grl/2ompAR CAACTTTAGCGATTTCTGG
Gr2csuEF GGCGAACATGACCTATTT 520
Gr2csuER CTTCATGGCTCGTTGGTT
Gp20XA69 CATCAAGGTCAAACTCAA 162
Gp20XA69 TAGCCTTTTTTCCCCATC
pAB120 60 R1 CATAAGCGCTACTAAGACTACTAACTTGC Jvairus  Sis darbas
plazmidés 60 F1 GTAAAACCCCAACCATAGAACTACAAG
sekoskaita 60 R2 CGTGGACATATAAGAGCTAAAACC
60 F2 CTATTCACAAGGAACAGAAAGCTACC
Ins3 R ATTGGTTAATACCCTCAATCGGTGT
Ins3 F GAAATGTAGTTGAGCTGATGCTTG
60 F3 ATTGAGCTAATCAAAAGTGTGGAAC
60 R3 CATGGATTATACAAGAATGTACAAAG
60 R3 (2) AGGTTTTTGGTTGTTTTTATAGGTTC
OXA24 F ATGAAAAAATTTATACTTCCTATATTCAGC
OXA-24 R TTAAATGATTCCAAGATTTTCTAGC
OXA-40 F GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA
OXA-40 R AGTTGAGCGAAAAGGGGATT
60 F4 ACAAAATCGGTGGCTATTCAGTGC
60 R4 CAACCCAAATGCCTCAAGACG
60 R5 CCGCATAGAGTTATCACATCAGC
60 R6 TTAGCAGAAGCTCTCTTACTTCG
60 F5 ATGGACACATAGAGAGCAGGATGC
F AbTRtox ATGTTTTTTATGGAACAGTATTTT
R AbTRtox CTTTAGCAAGCAAGCTTTGAATT
F AbTRant ATGGTTAGATACTCACACAAAGA
R AbTRant GCATAAAACAACCAAGCTTAATGTT
~ X2F GCTTTTTCATGTTGCTGAGAAG
X2R GCACAATAGCTTGTCGTAAAGG
sepF AAATGGCTGATGAATTACTGTTGG
sepR ACTGGGCGAGTACAAGATCCC
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Lentelés 2.4 tesinys

Nustatomas Pradmuo Pradmens seka (5'-3') PGR Literatar
genetinis produkto | os Saltinis
elementas ilgis, bp
Integrono F2mphA CATGGCCCACGTAGAGAT vairus Sis darbas
dfiA17- R_mphA AGTTCGTGGTGAACGACAAG
aadASA-1S26— FmphR AGAAGTCGTTGCGAGTGTTC
Aintl1-aadB— RmphR CCTGAATGCGATACCGATAG
aadAl-cmid ir  RmphR is610 GCAGTCAGAGGTAGGCTGTC
sekoskaita FmerA AGAAACGACAAGACGGGTAG
RmerA CTTGGTGTCGTCAAAAGTGA
FmerP GAGTTCAGACAGCACGGTTT
RmerR CCTACACGGTATCGCAACT
RmerD ACAGTGAGCTGCCCAAAC
Rmrx AGAAATGCTCCACGTACTC
F thpM TTACCGTGGCAGGAAGAA
R _tnpR CCCAGTGGACATAAGCCTGT
F9580 AGTTCGCGCTTAGCTGGATA
R9580 CTGATGCCGTATTTGCAGTA
R _IS26 GTTTACGGCTCGTTTTATGG
FaadB_cml ACTCGGGAAACACAAGACAG
Reml
Fdfr17tnpA CGGAACAACGTGATTGAATG
RintcmlA ATTGTGCTCGCTGTCGTACC
F-dfreml CGTTGAAGTCGAAGGTGATA
R-dfreml CAGAAGTAGACTGCCGTGAC
Forf6_is6100 TTTTCAGAAGACGACTGCAC
Forf5 CTCGTCAGGATCAAACTGC
cpn60 cpn60F ACTGTACTTGCTCAAGC 480 wWww.paste
cpn60R TTCAGCGATGATAAGAAGTGG ur.fr/mlst
2 fusA fusAF ATCGGTATTTCTGCKCACATYGAT 802
g fusAR CCAACATACKYTGWACACCTTTGTT
é glt4 gltAF AATTTACAGTGGCACATTAGGTCCC 723
= gltAR GCAGAGATACCAGCAGAGATACACG
& pwrG pyrGF GGTGTTGTTTCATCACTAGGWAAAGG 434
E pyrGR ATAAATGGTAAAGAYTCGATRTCACCMA
.~ recA recAF CCTGAATCTTCYGGTAAAAC 425
§ recAR GTTTCTGGGCTGCCAAACATTAC
; plB rplBF GTAGAGCGTATTGAATACGATCCTAACC 475
S rplBR CACCACCACCRTGYGGGTGATC
= rpoB rpoBF GTTGCTGCTGCAATCAAAGA 1234
= rpoBR TCTCACCAAAAATTGCACGA

2.2 Tyrimuy metodai

2.2.1 Méginiy paruoSimas PGR

Bakterijy kolonijos suspenduojamos 200 pl sterilaus dejonizuoto
vandens. Méginiai inkubuojami 5 min verdan¢io vandens vonioje ir
centrifuguojami 10000 g 10 min kambario temperatiiroje. Supernatantas
perpilamas | Svary sterily 1,5 ml mégintuvélj ir saugomas -20 °C

temperattroje. Transportuojant galima perkelti j +4° C.
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2.2.2 PGR reakcijy salygos

I ir II klasiy integrony variabiliosios srities DNR, intl] ir intl2 genai,
sull genetiné determinanté, A. baumannii ECI-III klonams budingi genai
padauginti jprastos polimerazinés grandininés reakcijos (PGR) metodu,
naudojant 2.4 lentel¢je pateiktus oligonukleotidinius pradmenis.

Iprasta PGR buvo vykdoma automatiniame termocikleryje ,,DNA
Engine Dyad* (BIO-RAD, JAV) arba ,, TPersonal*“ (Biometra, Vokietija) pagal
DNR polimeraziy gamintojo rekomendacijas. Reakcijos misinj (25 pl) sudaro:
10x Taq DNR polimerazés reakcijos buferis, dNTP miSinio (0,2 mM
kiekvieno), 2,5 mM MgCl,, 2 ul bakterijy lizato kaip DNR matricos (paruosto
kaip aprasyta 2.2.1 skyriuje), tiesioginis ir galinis oligonukleotidiniai
pradmenys (0,4 uM kiekvieno), 0,5 a.v. Tag DNR polimerazés. Reakcijos
miSinys supurtomas ir trumpai centrifuguojamas mikrocentrifugoje. PGR
reakcijy detalios salygos pateiktos 2.5 lentel¢je.

PGR produktai analizuojami frakcionuojant juos 0,7 — 2,0 % agarozés
gelyje, kaip aprasyta Zemiau (zr. 2.2.3 sk.).

Dideliy (>3 kb) DNR fragmenty padauginimui naudojamas
automatinis termocikleris ,,DNA Engine Dyad* (BIO-RAD, JAV), o reakcijos
miSinys ruo$iamas naudojant komercinio rinkinio ,,Long PCR Enzyme Mix*
(Thermo Scientific, Lietuva) reagentus. Reakcijos miSinj (50 pl) sudaro: 10X
Long PCR polimeraziy misinio buferis su 15 mM MgCl,, dNTP miSinys (0,2
mM kiekvieno), tiesioginio ir galinio oligonukleotidio pradmens (0,5 puM
kiekvieno), 0,1 pg iSgrynintos DNR matricos, 1,5 a.v. ,,Long PCR Enzyme
Mix” polimeraziy miSinio. Pageidautinas reakcijoje naudojamy pradmeny ilgis
25 — 32 nt. Reakcijos miSinys supurtomas ir trumpai centrifuguojamas
mikrocentrifugoje. PGR reakcijy detalios salygos pateiktos 2.5 lenteléje.

PGR produktai taip pat analizuojami frakcionuojant juos 0,7 %

agarozés gelyje.
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Lentelé 2.5 PGR reakcijy salygos.

Standartiné PGR Ilgu DNR fragmenty PGR
Etapas ) . Cikly _ i Cikly
Temperatira = Laikas Temperatiira Laikas
skaicius skaicius
Pradiné o . ° .
_ 94 °C 5 min 1 94 °C 3 min 1
denatiiracija
Denatiiracija 94 °C 30s 95 °C 20 s
Pradmeny o * o *
prilipinimas Tn-3°C 30s 25-30 Tn-3°C 30 10
. . e} 1 [e]
Sintezé 72 °C min/kb 68 °C 50 s/kb
Denatiiracija - - — 95 °C 20s
Pradmeny - - — | T.-3°C” 30's
prilipinimas 25
45—
Sintezé — — - 68 °C 60 s/kb+2
s/cikla
Galutiné o . o .
L 72 °C 7 min 1 68 °C 10 min 1
sinteze

* Tm— pradmeny lydymosi temperatiira.

2.2.3 DNR fragmenty frakcionavimas agarozés gelyje

DNR fragmentai frakcionuojami elektroforezés budu 0,7 — 2 %
agarozés gelyje (Sambrook ir kt., 1989). Gelio sudétis: 1 — 2 g agarozés 100 ml
TAE buferio (40 mM TRIS-acetatas, 2 mM EDTA, 0,5 pg/ml etidzio bromido,
pH 8,0). Elektrodinis buferis: 40 mM TRIS-acetatas, 2 mM EDTA, pH 8,0, 0,5
pg/ml etidzio bromido. Elektroforezé vykdoma naudojant 5 V/cm srove
elektroforezés aparate ,,Sub-Cell GT*“ (BIO-RAD, JAV). DNR stebima
apSvieCiant geli 302 nm Dbangos ilgio ultravioletiniais spinduliais

transiliuminatoriuje ,,Gel Doc XR+* (BIO-RAD, JAV).

2.2.4 PGR produkty deproteinizacija, iSsodinimas, valymas ir sekoskaita
Po PGR reakcijos miS$iniai deproteinizuojami: pripilama 0,5 tirio
fenolio (skirtas DNR skyrimui) ir 0,5 tiirio chloroformo (abu laikomi +4 °C),
geral supurtoma ir centrifuguojama mikrocentrifugoje 10 min 12000 g.
Tirpalas nusistovi | dvi fazes: virSuting vandening ir apating organine.
Virsutinis vandeninis sluoksnis kruopsciai surenkamas neuzgriebiant organinés
fazés | Svary mégintuvélj. | surinkta vandeninj sluoksnj pripilama 1/10 turio

CH;3;COONa ir du tiiriai atSaldyto (—20°C) 96 % etanolio. Tirpalas sumaiSomas
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ir paliekamas 2 val. (arba per naktj) —20 °C temperaturoje. Centrifuguojama
10—15 min 12000 g. Nuosédos iSdziovinamos palikus atvirg meégintuvelj
kambario temperatiiroje po staline lempa (~1 val.) ir iStirpinamos minimaliame
(~20 pl) TE buferio (10 mM TRIS-HCI, 1 mM EDTA, pH 7,6) arba sterilaus
dejonizuoto H,O tiiryje (Sambrook ir kt., 1989).

DNR fragmentai gryninami i$ agarozinio gelio naudojant komercinius
rinkinius ,,Perfectprep Gel Cleanup Kit*“ (Eppendorf, Vokietija) ir ,,GeneJET
Gel Extraction Kit* (Thermo Scientific, Lietuva).

ISgryninty DNR fragmenty koncentracija nustatoma elektroforezés
agarozés gelyje budu arba spektrofotometru ,,NanoDrop 2000“ (Thermo
Scientific, JAV). Fragmenty DNR sekos nuskaitytos VU Biotechnologijos
instituto Sekvenavimo centre. Méginiai sekoskaitai pateikti pagal sekvenavimo

centro reikalavimus.

2.2.5 Chromosominés DNR iSskyrimas

Lastelés auginamos 2 ml LB terpés iki stacionarios augimo fazés. 0,5
ml bakterijy kultiros centrifuguojama mikrocentrifugoje 5 min 5000 g.
Lastelés suspenduojamos 200 pl GTEL buferio (50 mM TRIS-HCIL, 50 mM
gliukozées, 50 mM EDTA, 10 pg/ml lizocimo, pH 8,0), inkubuojamos 5 min
kambario temperatiiroje. Pripilama 500 pl TESK buferio (50 mM TRIS-HCI,
50 mM EDTA, 1% NDS, 50 pg/ml proteinazés K, pH 8,0). Tirpalas
inkubuojamas 2 val. 55 °C temperattroje. Pridedama ribonukleazés A (galutiné
koncentracija 20 pg/ml) ir dar 30 min inkubuojama 55 °C. Ekstrahuojama
vienodu tiriu fenolio:chloroformo:izoamilo alkoholio (25:24:1) miSiniu tris
kartus (stipriai nepurtyti). | vandening faze, atskirta po ekstrakcijos, pripilama
1/10 turio 3M CH3COONa. I§ tirpalo DNR iSsodinama 2 turiais etanolio,
atSaldyto —20 °C. Susidariusios nuosédos plaunamos 70 % etanolio tirpalu ir
iStirpinamos ~ steriliame  dejonizuotame  H,O. Chromosominé¢ DNR

analizuojama 0,7 % agaroziniame gelyje kaip apraSyta auksciau (zr. 2.2.3 sk.).
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Chromosomin¢é DNR taip pat buvo iSskiriama naudojant
automatizuotg sistemg Arrow™ (NorDiag, Norvegija), vadovaujantis

gamintojo rekomendacijomis.

2.2.6 Plazmidinés DNR iSskyrimas

Lastelés auginamos 37 °C temperattiroje 100 ml LB terp¢je 14—16 val.
iki stacionarios augimo fazés. Kolba su bakterijomis 20 min laikoma ledy
voneléje ir centrifuguojama 10 min 7000 g 4 °C temperatiiroje. Lastelés
suspenduojamos 50 ml STE buferio (10 mM TRIS-HCI, 100 mM NaCl, 1 mM
EDTA, pH 8,0). Centrifuguojama 10 min 7000 g 4 °C temperatiiroje. Toliau
lastelés suspenduojamos 5 ml TEL buferio (25 mM TRIS-HCI, 10 mM EDTA,
2 mg/ml lizocimo, pH 8,0) ir inkubuojama 10 min kambario temperatiiroje.
Maisant staigiai jpilama 10 ml lizés tirpalo (0,2 M NaOH, 1 % NDS) ir
inkubuojama leduose 10 min. Greitai jpilama ir iSmaiSoma 7,5 ml Salto 5 M
kalio acetato (pH 5,5). Inkubuojama 10 min leduose ir po to 20 min
centrifuguojama 10000 g 4 °C temperatiiroje. | supernatantg jpilama 0,6 tiirio
izopropanolio ir inkubuojama kambario temperatiroje 2 val. Po to
centrifuguojama 20 min 10000 g kambario temperatiiroje, susidariusios
nuosédos iSdziovinamos ir suspenduojamos 0,5-1 ml dejonizuoto vandens.
Pripilamas lygus turis 9 M LiCl tirpalo. Inkubuojama 30 min 20 °C
temperatiiroje. Centrifuguojama 5 min 10000 g kambario temperatiiroje. DNR
i$ supernatanto iSsodinama dviem tiriais Salto etanolio. Laikoma per naktj —20
°C temperatiiroje. Centrifuguojama 10 min 10000 g, susidariusios nuosédos
i8dziovinamos ir iStirpinamos minimaliame sterilaus dejonizuoto vandens
kiekyje. Plazmidés DNR analizuojama 0,7-1,0 % agarozés gelyje kaip apraSyta
auksciau (zr. 2.2.3 sk.).

Plazmidés DNR skyrimui taip pat naudoti komerciniai rinkiniai
,GeneJET Plasmid Miniprep Kit*“ (Thermo Scientific, Lietuva), ,,NucleoSpin
Plasmid® ir ,,NucleoBond BAC100“ (abu Macherey-Nagel, Vokietija).
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2.2.7 Pulsuojancio elektrinio lauko gelio elektroforezé (PFGE)

2.2.7.1 Méginiy paruoSimas

Lastelés auginamos skystoje LB terpéje 14 — 16 val. iki stacionarios
augimo fazés. Centrifuguojama 10 min 4 °C temperatiiroje 5000 g. Lastelés
suspenduojamos 2 ml TE buferio (100 mM TRIS-HCI, 100 mM EDTA, pH
8,0). Pasiekiama lasteliy suspensijos koncentracija, lygi 1,35 optinio tankio
vienety (610 nm bangos ilgis). 0,4 ml lgsteliy suspensijos perneSama j 1,5 ml
mikrocentrifuginj mégintuvelj, jpilama 20 pl proteinazes K tirpalo (20 mg/ml)
ir Svelniai iSmaiSoma. | Igsteliy suspensijg jpilama 400 pl iSlydytos 55-60 °C
temperatiros 1 % ,,Certified Megabase* (BIO-RAD, JAV) agarozés (1 %
NDS), Svelniai iSmaiSoma ir reikiamas miSinio kiekis nedelsiant perkeliamas j
sterilig lydymo formele. Formelé 10 — 15 min laikoma kambario temperaturoje,
véliau 5 min 4 °C temperatiroje, leidziant sustingti agarozés/bakterijy
kubeliams. Sustingg kubeliai steriliu jrankiu iSstumiami j 5 ml lizés buferio (50
mM TRIS-HCI, 50 mM EDTA, 1 % sarkozilio, 0,1 mg/ml proteinazés K, pH
8,0). Kubeliai lizés buferyje inkubuojami 54 °C temperattiroje nuolat purtant
(150-175 rpm) iki 16 val. purtykléje (Eppendorf, Vokietija). Po lizés kubeliai
plaunami 2 kartus steriliame 50 °C temperatiiros vandenyje purtant po 10 — 15
min, tada plaunami 4 kartus steriliame 50 °C temperattiros TE (10 mM TRIS-
HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0) buferiniame tirpale purtant po 10 — 15 min.

Genotipavimo tyrimams méginiai ruoSiami Siuo biidu: steriliu jrankiu
atpjovus 2-2,5 mm plocio agarozés kubelio juostelg, ji toliau naudojama DNR
restrikcijai endonukleaze Apal (A. baumannii bakterijoms). Agarozes juostelé
inkubuojama 5-10 min 37°C 200 ul 1x restrikcijos buferyje (Thermo
Scientific, Lietuva), véliau perneSama j 200 ul restrikcijos miSinj (30 a.v. Apal
restrikcijos endonukleazés) ir inkubuojama 6 val. 37 °C temperatiiroje.
Hidrolizuoti ir nehidrolizuoti méginiai saugomi 4 °C temperatiiroje TE
buferiniame tirpale.

Plazmidziy dydziy analizei méginiai paruoSiami Siuo biidu: 2-2,5 mm

plo¢io agarozés kubelio juostel¢ veikiama nukleaze S1 200 ul restrikcijos
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miSinyje (5 a.v. nukleazés S1) 4 val. 37 °C temperatiiroje. Véliau méginiai

saugomi 4 °C temperatiiroje TE buferiniame tirpale.

2.2.7.2 Elektroforezé

Pulsuojancio elektrinio lauko gelio elektroforezé (PFGE) vykdoma
1,0 % ,,Certified Megabase* (BIO-RAD, JAV) agarozés gelyje. Gelio sudétis:
1 g agarozés 100 ml 0,5x TBE buferio (45 mM TRIS-HCI, 45 mM boro
rugsties, | mM EDTA, pH 8,0). Elektrodinis buferis: 45 mM TRIS-HCI, 45
mM boro riigsties, | mM EDTA, pH 8,0. Agarozés kubeliai su Apal ar S1
fermentais veikta ir neveikta DNR (Zr. sk. 2.2.7.1) steriliais jrankiais
patalpinami j gelio tusCius Sulinélius, ant virSaus uZzliejama ir sustingdoma
skysta agarozé. Apal veikty méginiy elektroforezé¢ vykdoma naudojant 6 V/cm
srove elektroforezés aparate ,,CHEF Mapper ® XA*“ (BIO-RAD, JAV),
naudojant parametrus: pradinis pulso laikas 5 s, galutinis pulso laikas 30 s,
trukmé 20 val., buferio temperatira 14 °C. S1 nukleaze veikty méginiy
elektroforezés parametrai: pradinis pulso laikas 0,06 s, galutinis pulso laikas
21,8 s, trukmé 13 wval., buferio temperatiira 14 °C. Po elektroforezés gelis
inkubuojamas etidzio bromido tirpale (1 pg/ml) 30 min., plaunamas steriliu
dejonizuotu vandeniu 3 kartus. DNR stebima apsvieciant geli 302 nm bangos
ilgio ultravioletiniais spinduliais transiliuminatoriuje ,,Gel Doc XR+* (BIO-

RAD, JAV).

2.2.8 DNR hibridizaciné analizé

2.2.8.1 DNR Zyméjimas radioaktyviuoju [0 2PJ-dATP arba biotin-11-dUTP

Integrony genetinés lokalizacijos tyrimuose, 331 bp su/l geno ir 559
bp aadAl geno fragmentai Zyméti radioaktyviuoju [o->"P]-dATP (Hartmann
Analytics, Vokietija). Zyméjimui naudotas komercinis rinkinys ,,DecaLabel
DNA Labeling Kit“ (Thermo Scientific, Lietuva), remiantis gamintojo
rekomendacijomis. Zyméta DNR laikoma —20 °C temperatiiroje.

pAB120 plazmidés genetiniam kartiravimui (angl. mapping), 825 bp

dydzio blapxa-24/40 fragmentas zymétas biotin-11-dUTP, naudojant komercinj
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rinkinj ,,Biotin Decal.abel DNA Labeling Kit*“ (Thermo Scientific, Lietuva)

pagal gamintojo rekomendacijas. Zyméta DNR saugoma —20 °C temperatiiroje.

2.2.8.2 Gelio ir membranos paruoSimas

Isfrakcionavus ~ DNR  fragmentus  agarozés  gelyje,  jis
nufotografuojamas ir paruoSiamas fragmenty perneSimui ant nailoninés
membranos ,,Hybond N (Amersham Pharmacia Biotech, D. Britanija). Gelis
uzpilamas keliais turiais 1,5 M NaCl, 0,5 M HCI tirpalo ir 45 min
inkubuojamas kambario temperatiiroje Svelniai purtant. Po inkubacijos gelis
praplaunamas steriliu dejonizuotu vandeniu ir neutralizuojamas uzpylus kelis
tarius 1 M TRIS-HCI, 1,5 M NaCl (pH 7,4) tirpalo. Svelniai purtoma 30 min.
Neutralizacijos tirpalas pakei¢iamas nauju ir dar plaunama 15 min. Membrana
iSkerpama taip, kad ji buty 1 mm platesné, nei gelis. Ji pamerkiama i
dejonizuotg vandenj, po to | perneSimo bufer; 10x SSC ( 1 120x SSC: 1753 g
NacCl, 88,2 g natrio citrato, pH 7,0 ).

2.2.8.3 DNR perneSimas

Ant vonelés, kurioje yra 10x SSC perneSimo buferinis tirpalas, krasty
uzdedamas stiklas. Ant jo — filtrinio popieriaus Whatman 3 MM juosta, kurios
krastai panardinami ] perneSimo buferj. Kai juosta sudréksta, ant jos
uzdedamas gelis, membrana, po to du gelio dydzio 3 MM Whatman lapai ir 5—
8 cm filtrinio popieriaus sluoksnis. Ant jo uzdedamas 0,5 kg svoris. Paliekama
24 val. Filtrinis popierius nuimamas, o membrana plaunama 5 min 6x SSC
tirpale kambario temperatiroje ir iSdziovinama. DNR ant membranos

fiksuojama kaitinimo krosnyje 2 val. 70 °C arba 5 min UV.

2.2.8.4 Hibridizacija

Fiksuota membrana sudrékinama 6x SSC ir jdedama ] hibridizacijos
mégintuvelj. Supilama 10 ml prehibridizacijos tirpalo: 6 ml 20x SSC, 1 ml
Denhardto reagento, 1 ml 10 % NDS, 10 ml formamido, 400 pl laSiSos
spermos DNR (prie§ ruoSiant prehibridizacijos tirpala, Si DNR 5 min
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pakaitinama 100 °C temperatiiroje ir staigiai atSaldoma leduose) ir 1,6 ml H,O.
Prehibridizuojama 43 °C temperatiiroje hibridizacijos krosnyje (Amersham, D.
Britanija) sukant bent 4 val. Pasibaigus prehibridizacijai jdedama apie 50 pl
radioaktyvaus arba biotinu Zyméto zondo (jis denattiruojamas 5 min 95 °C,
staigiai atSaldomas leduose, susidar¢ kondensato lasSeliai nucentrifuguojami
mikrocentrifugoje). Hibridizuojama hibridizacijos krosnyje per naktj. Po
hibridizacijos membrana plaunama: du kartus 2x SSC/0,1 % NDS po 100 ml
10 min kambario temperatiroje sukant krosnel¢je, du kartus 0.2x SSC/0,1 %
NDS po 100 ml 10 min kambario temperatiiroje sukant krosneléje. Po plovimo
membrana iStraukiama, nusausinama, padedama ant kieto Svaraus pavirSiaus.
Jei buvo hibridizuota su radioaktyvigja Zyme Zymeétu zondu, membrana
uzvyniojama Svaria plévele. Dedama | Svarig kaset¢ ir atlickama
autoradiografija. Inkubuojama apie 6 val. Gautas signalas detektuojamas
fosfovaizdziu ,,FLA-5100" (FujiFilm, JAV).

Jei buvo hibridizuojama su biotinu Zymétu zondu, po hibridizacijos ir
plovimo, membrana inkubuojama 55 °C temperatiiroje sukant krosneléje su 5
ml PBS ( 137 mM NaCl, 2,7 mM KCIl, 100 mM Na,HPO,, 2 mM KH,PO,, pH
7,4): 0,1 % Tween: 1 % pieno tirpalu. Tada membrana inkubuojama 30 min
kambario temperatiiroje sukant krosnel¢je su 5 ml PBS:0,1 % Tween:1 %
pieno tirpalo, pridéjus 2 ul streptavidino-HRP (angl. Streptavidin-Horseradish
peroxidase) (RD Systems, JAV). Membrana plaunama 3 kartus po 15 ml
PBS:0,1 % Tween tirpalo po 15 min kambario temperatiiroje, taip pat 2 kartus
po 15 ml dejonizuotu vandeniu kambario temperatiiroje. Po plovimo
membrana nusausinama, veikiama chemiliuminescenciniais reagentais ECL
(Amersham Pharmacia Biotech, D. Britanija) ir eksponuojama S§varioje
kasetéje nuo keliy valandy iki keliy pary.

Po hibridizacijos biotinu Zymétu zondu, detekcija taip pat buvo
atlieckama ir naudojant komercinj rinkinj ,,Biotin Chromogenic Detection Kit*
(Thermo Scientific, Lietuva), vadovaujantis gamintojo pateikiamomis

rekomendacijomis.
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2.2.9 Imliyjy Igsteliy paruoSimas ir temperatiiriné transformacija

I 50 ml terpés (LB terpé, 10 mM MgSO,, 0,2 % gliukozés, pH 7,4)
inokulivojama 0,5 ml naktinés Iasteliy kultiiros, uzaugintos Sioje terpéje.
Auginama 37 °C temperatiiroje iki optinio tankio Asqy=0,3. Bakterijy kultiira
10 min laikoma leduose. Centrifuguojama 3000 g 10 min 4 °C temperatiroje.
Lastelés suspenduojamos 0,5 ml atSaldytos auginimui naudotos terpés ir 2,5 ml
LB terpés (su 36 % glicerolio, 12 % PEG, 12 mM MgSO,). Lasteliy tirpalas
iSpilstomas | mikrocentrifuginius megintuvelius po 0,2 ml ir uzSaldomas —
80 °C temperatiiroje.

Atliekant terming¢ transformacijg, i 0,2 ml imliyjy E. coli lasteliy
kultiirg pripilama 5-10 pl transformuojan¢ios DNR ir inkubuojama 30 min
leduose. Méginys 1 min perneSamas | 42 °C vandens vonig, o po to 2 min
grazinamas ] ledo vonig. Tirpalas praskiedziamas pasildyta (37 °C) LB terpe
iki 1,5 ml ir inkubuojamas 37 °C temperatiiroje 1-2 val. Lastelés
centrifuguojamos 5 min 5000 g, resuspenduojamos 100 pl terpés ir iSs¢jamos
ant agarizuotos LB terpés su reikiamu antibiotiku. Inkubuojama 37 °C

temperatiiroje 14—16 val.

2.2.10 Elektro-imliyjy lasteliy paruoSimas ir elektroporacija

Bakterijy kolonija inokuliuojama j 5 ml LB terpés ir auginama 14—16
val 37 °C temperatiiroje. 2,5 ml naktinés kultiiros perkeliama j 500 ml Sviezios
LB terpés. Auginama 37 °C temperatiiroje iki optinio tankio Asg=0,5-0,7.
Lasteliy kultiira 10—15 min laikoma leduose. Tolesnés procediiros atlickamos
laikant Igsteles 2 °C temperatiiroje. Lastelés centrifuguojamos 5500 g 20 min.
Terpé nupilama, o bakterijos suspenduojamos 5 ml atSaldyto sterilaus
distiliuoto vandens. Pripilama dar 500 ml sterilaus Salto vandens ir
centrifuguojama 5500 g 20 min. Supernatantas nupilamas, o lastelés
suspenduojamos minimaliame vandens tiiryje. Galutiné lgsteliy suspensija
iSpilstoma po 100 ul | atSaldytus mikrocentrifuginius mégintuvélius ir

uzSaldoma —80 °C temperatiiroje.
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Elektrotransformacija (elektroporacija) atliekama elektroporatoriumi
,Electroporator 2510“ (Eppendorf, Vokietija). Elektroporacijos parametrai —
lauko jtampa 2500 V, pulso trukmé 5 ms. ] 100 ul kompetentiniy lasteliy
suspensijos jpilama 6—10 pl transformuojan¢ios DNR ir iSmaiSoma. MiSinys
supilamas ] atSaldyta elektroporacijos kiuvete, kuri nedelsiant jstatoma i
prietaiso kiuveciy laikiklj ir veikiama elektros impulsu. IS karto po
elektrotransformacijos kiuveté¢ iStraukiama ir transformacijos miSinys
pernesamas j 1 ml LB terpés. Inkubuojama 37 °C temperatiroje 2—3 val. Po
inkubacijos po 100 ul lasteliy kultiiros iSsé¢jama ant agarizuotos LB terpés su

atitinkamu antibiotiku. Inkubuojama 37 °C temperatiiroje 14—16 val.

2.2.11 Bakteriju konjugacija

Bakterijy konjugacijos eksperimentai atliekami poruojant E. coli arba
S. enterica padermes (donorai), turinCias atitinkamg integrony tipg, su
rifampicinui atsparia recipientine E. coli HK225 paderme santykiu 1:5 kaip
aprasSyta Kadlec ir Schwarz (2008). Transkonjugantai atrenkami ant
agarizuotos LB terpés su rifampicinu ir atitinkamu kitu antibiotiku
(spektinomicinu arba trimetoprimu). Integrony pernasa patvirtinama PGR
budu, padauginant int/1, intl2, sull geny fragmentus ir kintamgsias integrony

Sritis.

2.2.12 Restrikciné analizé

I ir IT klasés integrony kintamyjy sri¢iy restrikciné analizé vykdyta
naudojant restrikcijos endonukleazes Alul, Bspl1431 ir Hinfl. A. baumannii
plazmidziy genetinés struktiiros analizei naudotos restrikcijos endonukleazés
EcoRl, EcoRV, Eco471, Eco571, Eco88l, BstX1, BsrDI, Dralll, Hindlll, Pael,
Pstl, Xbal, Sall, Xhol.

I bendrg restrikcijos miSinj (20 pl) pripilta: 15 pul PGR reakcijos
produkty misinio, 2 pl 10x restrikcijos buferio, 5 a.v. atitinkamos restrikcijos
endonukleazés, sterilaus  dejonizuoto  vandens. Reakcijos  miSinys

inkubuojamas ~ 2 wval. 37 °C temperatiiroje. Restrikcijos produktai
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analizuojami frakcionuojant 1-2 % agarozés gelyje kaip aprasyta auksc¢iau (zr.

2.2.3 sk.).

2.2.13 A. baumannii ST tipy nustatymas

A. baumannii bakterijy padermiy ST (angl. Sequence Type) tipy

nustatymui pasirinkta Pasteur instituto siiloma MLST (angl. multi-locus
sequence typing) schema (www.pasteur.fr/mlst). Standartinés PGR bitdu

padauginti 4. baumannii geny cpn60, fusA, gitA, pyrG, recA, rplB, rpoB
fragmentai, nustatytos jy nukleotidy sekos ir pagal Siy geny aleliy derinius
identifikuoti ST tipai. Naudoti oligonukleotidiniai pradmenys pateikti lenteléje

2.4, 0 PGR salygos nurodytos www.pasteur.fr/mlst.

2.2.14 Minimalios slopinancios koncentracijos nustatymas

A. baumannii bakterijy — pAB120 plazmide turin¢ios donorinés
padermés, recipientinés padermeés ir transformanty — minimalios slopinancios
koncentracijos (MSK) imipenemui ir meropenemui nustatymas atlickamas
agaro skiedimo metodu Mueller-Hinton agarizuotoje terpéje (Oxoid,

D. Britanija), vadovaujantis CLSI rekomendacijomis (CLSI, 2009).

2.2.15 Duomeny vaizdinimas ir bioinformatiné tyrimy rezultaty analizé

Duomeny  vaizdinimui, apdorojimui ir analizei naudotos
kompiuterinés programos: elektroforezés geliy analizés programa ,,Image Lab“
(BIO-RAD, JAV), seky palyginio sudarymo programa ,,ClustalW* (Thompson
ir kt., 1994), sekoskaitos rezultaty perziiiros programa ,,ChromasPro Version
1.22* (Technelysium Pty Ltd, Australija), pradmeny parinkimo programa
,Primer3“ (Rozen ir Skaletsky, 2000), hibridizacijos fosfovaizdzio programa
,2Multi Gauge V3.1” (FuyjiFilm, JAV), homologiniy DNR seky paieskos
programa ,,n-BLAST”, DNR seky analizés programa ,,Workbench* (CLC Bio,
Danija), PFGE geliy ir genotipavimo profiliy analizés programa ,,Gel Compar

I (Applied Maths, JAV).
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Lyginant integrony tipy, atsparumo geny, plazmidziy replikony tipy,
vyraujanéiy klony paplitima skirtingose padermiy grupése, taikytas x° arba
Fisher testas. P reikSmei esant <0,05, buvo laikoma, kad skirtumas yra
statistiSkai reikSmingas. Statistiné analizé atlikta kompiuterine programa

GraphPad Prism (GraphPad, JAV).
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3. REZULTATAI

3.1 Integrony paplitimas ir genetiné struktiira antibiotikams
atspariose Gram neigiamose bakterijose

Nesudétinga integrony struktira yra veiksminga genetiné platforma
kaseCiy, esanciy bakterijy aplinkoje ir daznai turiniy atsparuma antibiotikams
lemianciy geny, mobilizavimui. Integronai uztikrina jy raiska, taip pasireiskia
atsparumas jvairiems antibiotikams (,,Literatiiros apzvalga“, skyrius 1.3.3).
Pasaulyje atlieckama nemazai tyrimy, leidzianciy jvertinti integrony paplitima,
juose esanciy geny kaseCiy kombinacijy daznj ir jvairove tarp patogenisky
Gram neigiamy bakterijy (,Literatiros apzvalga®“, skyrius 1.3.3.6). Sie
duomenys svarbiis siekiant suprasti atsparumo geny paplitimo mastg ir jy
pernaSos kelius, nes tam tikri integrony geny kaseCiy deriniai yra
epidemiologisSkai iSplit¢ visame pasaulyje, kiti — tik atskirose Salyse ar
regionuose. Iki §iol nebuvo Zinoma apie su DAA fenotipu susijusiy integrony
paplitimg Lietuvos klinikinéje ir veterinarinéje aplinkoje. Siame darbe
pateikiami rezultatai leidzia ne tik daryti apibendrinancias iSvadas apie
integrony epidemiologija miisy Salyje, bet taip pat jvertinti bakterijy dauginio

atsparumo antibiotikams mastg Lietuvoje.

3.1.1 Lir II Kklasés integronai Escherichia coli, Salmonella enterica, Pseudomonas
aeruginosa ir Acinetobacter baumannii

E. coli ir S. enterica. 1 ir 1l klasés integronus, taip pat genus int/l ir

intl2 turiniy E. coli ir S. enterica padermiy, iSskirty i§ klinikinés ir gyvininés
kilmes Saltiniy, paplitimo dazniai parodyti 3.1 A ir B paveiksluose.

Integronus tur¢jo 37 % (113/304) klinikinés ir gyviininés kilmés E.
coli ir §. enterica padermiy, atspariy bent dviems skirtingiems antibiotikams. I
ir II klasés integrony paplitimo daznis atitinkamai sieké 32 % (98/304) ir 6 %
(19/304). Dvi S. enterica padermés turéjo po du skirtingus I klasés integronus,

o keturios E. coli padermés — abiejy klasiy integronus.
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[ ir II klasés integrazes koduojantys genai in¢// ir intl2, bidingi 5'-KS
sritims, nustatyti 38 % (114/304) ir 10 % (30/304) enterobakterijy padermiy.
14 % (16/114) 1 klasés integrazes ir 37 % (11/30) II klasés integrazes
koduojan¢iy padermiy kintamosios dalies su atsparumg antibiotikams
suteikianciomis geny kasetémis neturéjo. Be to, 8 % (9/114) I klasés integrazes
turiniy padermiy neturéjo integrony 3'-KS sritims budingo atsparumag
sulfonamidams suteikiancio geno sul/l, koduojancio dihidropteorato sintaze.

Integronus turéjo 47 % (103/217) E. coli padermiy. I klasés integronai
nustatyti 41 % (88/217), 11 klasés integronai — 9 % (19/217) padermiy.
Atsizvelgiant | didziausias E. coli padermiy grupes pagal jy iSskyrimo Saltinj, I
ir II klasés integronus tur¢jo atitinkamai 53 % (31/59) ir 14 % (8/59) padermiy,
i$skirty 1§ Slapimo taky infekcijomis serganciy pacienty klinikinés medziagos,
58 % (25/43) ir 7 % (3/43) padermiy, iSskirty 1§ galvijy, 26 % (9/35) ir 14 %
(5/35) padermiy, iSskirty 1§ kiauliy, 22 % (12/54) ir 4 % (2/54) padermiy,
i$skirty 1§ naminiy pauks¢iy méginiy. Taigi, i§ klinikiniy Saltiniy iSskirtose E.
coli 1 ir II klasés integrony daznis atitinkamai sieké 49 % (42/85) ir 11 %
(9/85) (3.1 pav., A), tuo tarpu i§ gyviiny iSskirtose padermése jis buvo kiek
mazesnis — 33 % (43/132) ir 8 % (10/132) (atitinkamai, p=0,01313 ir
p=0,4435) (3.1 pav., B).

S. enterica bakterijos turé¢jo tik I klasés integronus. Jie rasti 11 %
(10/87) tirty padermiy. IS visy 37 klinikinés kilmés S. enterica padermiy, I
klasés integronas nustatytas tik vienoje (3 %, 1/37, 3.1 pav., A), tuo tarpu
integrony paplitimo daznis tarp S. enterica padermiy, iSskirty 1§ kiaulienos ir
paukstienos méginiy, sieke 18 % (9/50, 3.1 pav., B)

P. aeruginosa, iSskirtose 1§ Lietuvos ligoninése gydyty pacienty

klinikinés medziagos, 1 klasés integrazés genas nustatytas 41 % (46/111)
padermiy. Kintamajg integrono dalj tur¢jo 29 % (32/111) padermiy (3.1 pav.,
A). Dauguma integrony su kintamgja dalimi (56 %, 18/32) rasti padermése,
iSskirtose 1§ kvépavimo taky (bronchy ir trachéjos sekreto bei nuoplovy), kita
dalj (14/32, 44 %) sudaré integronai, rasti padermése i$ kity Saltiniy (Slapimo,
kraujo ir kity méginiy).
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A. baumannii. Net 91 % (406/444) tirty klinikinés kilmés A.

baumannii padermiy tur¢jo I klasés integraze koduojant] geng int/1 (3.1 pav.,
A). Geno paplitimo daznis buvo panasus (96 %) tarp karbapenemams jautriy
Klasterio 1 (ECI klonas) ir karbapenemams atspariy Klasterio 2 ( ECII klonas)
padermiy (detaliau apie A. baumannii genotipavima ir Klasteriams [-2
priskiriamas bakterijy padermes — zr. skyriy 3.2.1). Kintamajg I klasés
integrono dalj turéjo 54 % (238/444) A. baumannii padermiy (3.1 pav., A).
168/406 padermés su genu intll (41 %) geny kaseCiy netur¢jo. II klasés

integrony integrazés intl2 genai P aeruginosa ir A. baumannii bakterijose

nenustatyti.
A
100 1
N | kl. integronai
90 A int1
BN || kl. integronai
. 801 B int2
X
o 701
c
>g 60 4
-g 50
£ 41%
é‘ 40
o 30 29%
20 A
10 4 -
%3%
° S. enterica E. coli A. baumannii P. aeruginosa
(n=37) (n=85) (n=444) (n=111)
B
il = Ikt|1 integronai
J 7,
a0 % :’I7k|, integronai
35 330/ BB int2
=\° /
.1; 30 N %
c
¥ 25 - %
°
é 20 1 18%18% %
E';- 15 - . %
10 - /
.
0 2
S. enterica E.coli
(n=50) (n=132)

3.1 pav. I ir II klasés integrony, integraziy geny intll ir intl2 paplitimas E. coli,
S. enterica, P. aeruginosa ir A. baumannii padermése, iSskirtose i§ klinikinés (A) ir
gyvuninés (B) kilmés méginiy.
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3.1.2 Lir II Kklasés integronu geny kasetés, lemiancios atsparuma antibiotikams

Integrony geny kasetes ir jy derinius nustatéme daugindami integrony
VS dalies DNR PGR metodu su oligonukleotidiniais pradmenimis,
komplementariais konservatyviems 5-KS ir 3'-KS galy DNR fragmentams.
Susintetinti amplikonai analizuoti restrikcijos endonuklazémis ir sekoskaita (Zr.
,Medziagos ir metodai‘).

I ir IT klasés integronuose 1§ viso nustatyta 31 skirtinga geny kaseté, 1S
ju 25 kodavo atsparumg antibiotikams lemiancius baltymus (Lentelé 3.1).

Klinikinés ir gyvininés kilmés E. coli ir S. enterica integronuose
vyravo genai, koduojantys aminoglikozidy adeniltransferazes (aad Seima) ir
dihidrofolato reduktazes (dfr Seima), lemiantys atsparuma
streptomicinui/spektinomicinui bei trimetoprimui (3.2 pav., A ir B). Klinikinés
kilmés enterobakterijy integronuose radome po keturis variantus geny,
koduojanciy aminoglikozidy adeniltransferazes (aadAl, aadA2, aadAS, aadB)
ir dihidrofolato reduktazes (dfrdl, dfrAS5, dfrA12, dfrA17). Pirmojoje grupéje
vyravo aadA5 (27/55) ir aadAl (23/55) genai, antrojoje — dfrA17 (27/49) ir
dfrAl (19/49) genai (3.2 pav., A).

satl kasetes, lemianCias atsparumg streptotricinui, nustatéme tik II
klasés integronuose. Gana reti buvo genai c¢ml/A (koduoja chloramfenikolio
nesiklj), ereA2 (koduoja eritromicino esterazg), blaoxa.130 (koduoja J3-
laktamazg); taip pat genai, koduojantys nezinomos funkcijos atviruosius
skaitymo rémelius orfF (3.2 pav., A).

Vienoje klinikinés kilmés S. enterica paderméje nustatéme du I klasés
integronus, turin¢ius po aadA2 ar blapsg., (koduoja B-laktamazg) kasete (3.2
pav., A).

Gyviininés kilmeés E. coli ir S. enterica bakterijy integronuose aad ir
dfr geny Seimose vyravo aadAl (79 %, 50/63) ir dfrAl (77,5 %, 31/40) geny
variantai (3.2 pav., B). Trijy E. coli padermiy integronai tur¢jo dfrA14 ir aadA6
genus, o trijy S. enterica padermiy — aadA7 gena. Papildomi tyrimai parode,
kad dfrA14 genai klinikines kilmés E. coli gali biiti jterpti defektyviuose I ir 11

klasés integronuose, kurie neturéjo 3'-KS dalies (Seputiené ir kt., 2010c;
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duomenys neparodyti). Tarp klinikinés kilmés bakterijy integrony itin paplite
dfrA17 ir aadAS5 genai buvo aptikti tik dviejose gyviininés kilmés padermése.
Tuo tarpu tik gyviininés kilmés E. coli (astuoniose padermése) ir S. enterica
(vienoje paderméje) I ir II klasés integronai turé¢jo geng estX, koduojantj
nezinomos funkcijos esterazg. AnalogisSkai klinikinés kilmés S. enterica
atvejui, vienoje S. enterica paderméje (iSskirtoje i$ viStienos méginio), buvo
nustatyti du I klasés integronai, turintys tas pacias kasetes aadA2 ir blapsg.; (3.2
pav., B).

Kitaip integronai buvo pasiskirste klinikinés kilmés P. aeruginosa ir
A. baumannii . Juose taip pat vyravo atsparumg aminoglikozidams lemiantys
genai, taCiau visiSkai nebuvo atsparumo trimetoprimui geny (Lentelé 3.1 ir 3.2
pav., C ir D). Klinikinés kilmés P. aeruginosa integronuose nustatéme 47
kasetes, i§ jy — 17 aacA Seimos (16 aacA4 ir 1 aacA7) geny, koduojanciy
acetiltransferazes, ir lemiancias atsparumg amikacinui ir tobramicinui, taip pat
po aStuonias kasetes aadB (suteikia atsparumg gentamicinui, kanamicinui,
tobramicinui) ir aadA6, kurios, beje, buvo aptiktos ir enterobakterijy
integronuose (3.2 pav., B). Dalies P. aeruginosa padermiy I klasés integronai
turéjo nezinomos funkcijos gcuD gena.

Trys integronai tur€jo blapxa.130 gena, koduojantj siauro spektro -
laktamaze, vienas — blagxa.205 gena, koduojantj OXA-2 poseimés -laktamazg.
Sios poseimés B-laktamazés hidrolizuoja aminopenicilinus (pvz., ampicilina,
amoksiciling) ir ureidopenicilinus (pvz., piperaciling, mezlociling).

Viena P. aeruginosa paderme, iSskirta i§ kvépavimo taky, turéjo
integrong su smr2 genu, koduojanc¢iu SMR Seimos baltyma (angl. small
multidrug resistance protein). Zinoma, kad §ios Seimos baltymai i§ bakterijy
Salina  ketvirtinius amonio junginius, etidzio bromida, tetracikling,
tetrafenilfosfonio jonus bei kitas bakterijoms toksiSkas katijonines medziagas
(Schuldiner ir kt., 2001).

27 % (238/893) A. baumannii integronuose nustatyty geny kaseciy
priklaus¢ aminoglikozidy acetiltransferazes koduojanciy geny Seimoms (aacCl

ir aacA4), 24 % (213/893) — aad Seimai (visos — aadAl). Beveik pusé A.
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baumannii integrony kaseciy (49 %, 441/893) — orfX', orfX", orfX'") kodavo

nezinomos funkcijos baltymus. Tik vienos padermés integronas turéjo geny

kasete catB$, lemiancig atsparumg chloramfenikoliui (3.2 pav., D).

Lentelé 3.1 Atsparumg antibiotikams lemianciy geny kasetés E. coli, S. enterica,
P. aeruginosa ir A. baumannii integronuose.

Genas Koduojamas Atsparumas
baltymas *
Atsparumas aminoglikozidams
aadA Aminoglikozidy STR
3% SPC
adeniltransferazé
aadB Aminoglikozidy GEN
2" KAN
adeniltransferazé TOB
aacC Aminoglikozidy GEN KAN
3"-N- NEO TOB
acetiltransferazé
sat Streptotricino STC
acetiltransferazé
Atsparumas trimetoprimui
dfr Dihidrofolato TMP
reduktazé
Atsparumas [} —laktamams
blagxa B-laktamazé AMP, MEZ,
PIP
blapgy, B-laktamazé AMP CAR

Atsparumas chloramfenikoliams

cat Chloramfenikolio CHL
acetiltransferazé
cml Chloramfenikolio CHL
nesiklis
Atsparumas kitiems antibiotikams
ere Eritromicino ERY
esteraze
smr Membraninis TET
nesiklis
est Esterazé Nezinoma
ORF Nezinoma Nezinoma

aadAl
E.c.(k)
E.c.(g)
S.e.(g.)
A.b.(k.)

aadB
E.c(k.,)
P.a.(k)

aacCl
A.b.(k.)

satl
E.c(k.)

E.c(g)

dfrAl
E.c.(k)
E.c.(g)
S.e.(g.)

blaox A-

1/30
E.c.(k.)

P.a.(k.)
blapgg
S.e.(k)
S.e.(g.)

catB3
E.c.(g)

cmlA
E.c.(k)

ereA2
E.c.(k)
smr2
P.a.(k.)
estX
E.c.(g)

Se.(g)
gcuD

P.a.(k)

Geny variantai

o
aadA2 aadA5  aadA6 aadA7
Ec(k) Eck) Ec(g) Se(g)
Se(k) Ec(@) Pa(k)
E.c.(g)
Se(g)
dfrA5 dfrd12  dfrAl14  dfrAl7
Ec(k) Eck) Ec(g) Ec(k)
E.C.(gA) Ec. (g)
S.e.(g.)
blapxa-20s
P.a.(k.)
catB8
A.b.(k.)
orfF orfX orfX' orfX" orfX"
E.c.(k) E.c. A.b. A.b. A.b.

E.c(g) (g) (k) (k) (k)
S.e.(g.)

* AMP — ampicilinas, AMI — amikacinas, CAR — karbenicilinas, CHL — chloramfenikolis, ERY —
eritromicinas, GEN — gentamicinas, KAN — kanamicinas, MEZ — mezlocilinas, NEQO — neomicinas, PIP —
piperacilinas, STR — streptomicinas, SPC — spektinomicinas, STC — streptotricinas, TOB — tobramicinas, TET —

tetraciklinas, TMP — trimetoprimas.

**F.c.(k.) — klinikinés kilmés E. coli; S.e.(k.) — klinikinés kilmés S. enterica; E.c.(g.) — gyvininés
kilmés E. coli; S.e.(g.)- gyvininés kilmés S. enterica; P.a.(k.) — klinikinés kilmés P. aeruginosa; A.b.(k.) —

klinikinés kilmés A. baumannii .
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3.1.3 Lir II klasés integronu genu kaseciu deriniai ir ju paplitimas

Klinikinés kilmés E. coli padermése vyravo 1600 bp dydzio I klasés
dfrAl7 — aadA5 integronas (Lentele 3.2). Jj tur¢jo 60 % (25/42) E. coli,
turin¢iy I klasés integronus. Antras pagal daznj Sioje grupéje buvo 1500 bp
dfrdl-aadAl integronas. Siy integrony geny kasetés lémé atsparuma
trimetoprimui ir streptomicinui/spektinomicinui. DidZioji dalis tokiy E. coli
buvo i$skirtos i§ §lapimo taky infekcijy.

Kitus penkis klinikinés kilmés E. coli 1 klasés integrony tipus turéjo
tik pavienés padermés (Lentele 3.2). Cia verta isskirti dviejose padermése is
Slapimo taky infekcijy nustatyta nejprasta 4800 bp dydzio I klasés integrona.
Jis turéjo unikaly geny kaseCiy bei kity genetiniy elementy iSsidéstymag —
dfrd17-aadA5SA-1826-Aintl1-aadB-aadAl-cmlA (GenBank nr. GQ402463).
Integrono struktiira ir jo genetiné aplinka detaliau iSanalizuota ir apraSyta
skyriuje 3.1.3.1. Vienintel¢je klinikinés kilmes S. enterica paderméje, kurioje
nustatytas integraz¢ koduojantis genas int/1, buvo aptikti du skirtingi I klasés
integronai — 1000 bp aadA2 ir 1200 bp blapsg.;.

Visose klinikings kilmés E. coli padermése nustatyti II klasés
integronai buvo vieno tipo: integrono dydis — 2200 bp, o VS dalyje jsiterpusi
trijy kaseCiy kombinacija  dfrd-satl-aadAl, suteikianti  atsparumg
trimetoprimui, streptotricinui ir streptomicinui/spektinomicinui. Sis integrono
tipas taip pat vyravo ir gyviininiy padermiy grupéje.

Sesi i§ desimties I klasés integrony tipy, nustatyty gyvininés kilmés
E. coli ir S. enterica, buvo rasti ir E. coli bei S. enterica, i$skirtose i§ Zzmoniy
infekcijy (Lentelé 3.2). Dazniausias veterinaringje aplinkoje sutinkamas
integronas buvo I klasés 1500 bp integronas dfrdl-aadA. 24 % (13/55)
gyviininés kilmeés padermiy turéjo I klasés integronus, kurie nebuvo nustatyti
bakterijose 1§ klinikiniy méginiy. Tarp jy galima iSskirti tris S. enterica
padermes, kurios tur¢jo unikaly 1800 bp aadA7-aadA7 integrong (GenBank nr.
FJ980455) (Lentelé 3.2).

80



8¢7 (43 L 4 ! SI 01 L S L or OSIA

I [V pop-84I102-f | oDD
L1 NWQQGQJ:MQ\.\QSN\\QJMQ\.NblNDDBQ
Y4 ¢(~1D2vD
S6l [V PvD=, Xf10-X}10- [ DODD
qno3-9ypoo + gpvo
qno3-g4uis-/ oo
§0C-¥Xoriq-gpop
0¢/1-VXOD1q-yovD
qno3-9ypon
gpovo
pFoDD
I Xf0- [ y4fp-£ givo-gyovp
1 1 14 [Vpvo-X)s2
€ LYPPO-LYpOD
4 I IVPOD-F[ V4P
1 I [-HSdP]q + (ypvp
1 [VpPov - 0&/[-VXOPIq
I Tya40-Sp4fp
N Ssu-NS%u-%ac-E?.ﬁ.wm@%wvﬁg&:\%
N

O 0~ N — — —

o
—

4 4 TYpD-Jf10-Z [ 4fp
I I 44 SYpoD-£ [V 4fp
[ 0o 9 I € 4 6 [VPvo-[Y4fp
I 4 I 4 I ¢ I [ypvD

TeU0I33)ul SIsepy| |

JW#W#W gJﬂLE

BRSNS mm—

"TRUNAAS SAJue3Ios — IS ‘TeUNAKS II0AS — "A§ "hunAaA3 11 hiuowz §1 9s0MIYSSI “asol11o1eq
nuupwnNDq I DSOUISNIY " ‘DoLIIUd S ‘1702 " Teruldp higosey huo3 huoi3ojur sgsepy [ A1 [ T°€ IPIUI]

81



Fé 4 OSIA
4 [VPPD-ZIDS-X159 + [YpDD
I [VPOD-[I0S-[ 4P + CYppo-£ [ V4P
I [VPPo-[IDS-[ 4P + [VPvD-[ 4P
18U0.139)Ul SISeP] 1 + I
€ € 1 1 L OSIA
ﬁ NW%BE-NNGWQQMN
I nos-[y4p
¢ T I L [VPoD-[1DS-[F4fp
m«:ohwoaﬁm sasey 11
0 || o || @)
IS | CAS IS IS | CAS
((%422) Irn (61) I1¢e) (L) (€p) (s©) #9) (<9
m@EOEN m@ﬁoEN sIneryp moum_ A mmnoEN mw._.mZﬁU sI[neryy moumW A wwnoEN wmﬂma—&m OE_M%&WMM
F¥) (Irn) L9 (L12) (snRreys hruadped)
nuupwnyq *y | VSOUISNAID g DoLIIUD °§ 1700 7 solLdp g

SAUISI) 7°€ SAIUT

82



P. aeruginosa ir A. baumannii 1 klasés integronams buvo budingi kitokie geny
kaseCiy deriniai, nei enterobakterijy integronams (Lentelé 3.2). P. aeruginosa
i§ viso nustatyti Sesi skirtingi integrony tipai. Labiausiai paplit¢ turéjo vieng
arba dvi geny kasetes, suteikiancias atsparumg aminoglikozidams — 800 bp
aacA4 (41 %, 13/32), 750 bp aadB (22 %, 7/32), 1300 bp aadA6-gcuD (25 %,
8/32).

Keturiy P. aeruginosa padermiy I klasés integronuose (3 — 1600 bp
aacA4-blaoxa.130 it 1-1500 bp aadB-blagxa.nos) nustatytos kasetés,
koduojancios [B-laktamazes. blaoxa.nos geno nukleotidy seka buvo unikali
(GenBank nr. JF800667), todél naujam integronui suteiktas identifikacinis
numeris In671 (INTEGRALL duomeny bazé, http://integrall.bio.ua.pt). Geno
blapxa.20s nukleotidy sekos analizé apraSyta skyriuje 3.1.3.2. Vienoje P.
aeruginosa paderméje nustatytas retas 1400 bp dydzio I klasés integronas
aacA7-smr2-gcuD (GenBank nr. JF412712). Jame esanti kaseté smr2 koduoja
membraninj neSiklj, suteikiant] atsparumg jvairioms toksinéms medziagoms
(Schuldiner ir kt., 2001).

Klinikinés kilmés 4. baumannii padermése nustatyti keturiy skirtingy
tipy I klasés integronai. N¢ vieno jy nerasta kitose tirtose Gram neigiamose
bakterijose (Lentelé 3.2). A. baumannii  integronai turéjo atsparumo
aminoglikozidams (aacCl, aadAl, aacA4), fenikolams (catB8) genus, taip pat
kodavo nezinomos funkcijos baltymus (orfX', orfX", orfX"'). 1§ 238 A.
baumannii padermiy, kuriose nustatytos I klasés integrony VS, dazniausiai
sutinkamas geny kaseciy derinys buvo 2500 bp aacCl-orfX"-orfX"-aadAl (82
%, 195/238). 7 % (17/238) padermiy aptiktas panaSus, 3000 bp dydzio

"’

integronas aacCl-orfX'-orfX"-orfX""-aadAl, kurio VS dalyje jterptas dar

e

vienas neaiSkios funkcijos genas orfX'". Viena padermé tur¢jo I klasés

integrong 2200 bp aacA4-catB8-aadAl, o 25 (10 %) padermés turéjo tik VS 5'-
dalies pirmgja geno kasete aacCl.
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3.1.3.1 I klasés integronas dfrA17—aadA5A—1S26—Aintl I-aadB—aadAl-cmlA ir jo
genetiné aplinka

Dvi E. coli padermes, iSskirtos 1§ Slapimo taky infekcijy toje pacioje
ligoninéje, turéjo naujg 4800 bp dydzio I klasés integrong. Nustaius jo VS
dalies nukleotidy seka (GenBank nr. GQ402463), paaisk¢&jo, kad ji yra unikali.
Integrono VS dalyje nustatytos penkios, atsparumg trimetoprimui,
streptomicinui/spektinomicinui, gentamicinui, kanamicinui, tobramicinui ir
chloramfenikoliui suteikiancios kasetés dfrdAl17, aadAS, aadAl, aadB, cmlA
(3.3 pav.). Geno aadA5 sekoje buvo jsiterpusi [S26 Seimos inserciné seka. Uz
jos nustatytas nepilnas I klasés integraze koduojantis genas intll ir trys
atsparumg aminoglikozidams ir chloramfenikoliui suteikianCios kasetés. Uz
geny gacEAI, sull ir orf5, biudingy I klasés integrony 3'-KS dalims, yra
jiterptas neaiskios funkcijos atviras skaitymo rémelis orf6. Uz Sios integrono
dalies taip pat nustatyta trijy geny sankaupa mphR-mrx-mphA, koduojanti
makrolidy klasei priklausanciy antibiotiky i§veiklinimo fermentus. Sig sritj i§
3’ pusés riboja IS6700 Seimai priklausanti inserciné seka, o i$ 5’ pusés — antra
IS26 insercinés sekos kopija. Salia integrono 5-KS dalies nustatyti Tn2]

Seimos transpozonams biidingi transpozicijos fermentus koduojantys genai tnpM ir

tnpR, o pastarojo 3’ dalis pertraukta dar viena IS26 Seimos insercine seka.
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3.1.3.2 I klasés integrono kasetés blapx-20s, koduojancios naujq f-laktamaze,
nukleotidy sekos analizé

P. aeruginosa, isskirtoje LSMU KK i§ akies infekcijos méginio,
nustatyta 1500 bp dydzio I klasés integrono VS dalis, kuri turé¢jo aadB geng ir
798 bp dydzio atvirg skaitymo rémelj (GenBank nr. JF800667). Nukleotidy
sekos analizé ir numanomos aminoriigsciy sekos homology paieSka duomeny
bazése parodé, kad Sis genas galimai koduoja OXA Seimos [-laktamaze
(priskiriama B-laktamaziy D klasei pagal Ambler klasifikacija arba 2d
funkcinei klasei pagal Bush klasifikacijg; Ambler ir kt., 1991; Bush ir Jacoby,
2010). Taciau, atlike¢ lyginamaja aminortig§ciy sekos analiz¢ su zinomy [-
laktamaziy aminoriig§ciy sekomis, analogy nenustatéme (B-laktamaziy
duomeny bazé¢, www.lahey.org/studies). Atvirajam skaitymo rémeliui buvo
suteiktas blapxa0s pavadinimas, o naujam geng turiniam integronui —
numeris In671 (INTEGRALL duomeny bazeé, http://integrall.bio.ua.pt).
Integrong turinti P. aeruginosa padermé buvo atspari gentamicinui, imipenemui,
amoksicilinui/klavulano r., ampicilinui, tikarcilinui/klavulano r., piperacilinui,
piperacilinui/tazobaktamui, tobramicinui, cefuroksimui,
trimetoprimui/sulfametoksazolui, ampicilinui/sulbaktamui ir cefalotinui.

Spé¢jamoje OXA-205 266 aminortigsciy sekoje nustatéme STFK,
SXV, YGX, W ir KTG motyvus, budingus D klasés B-laktamazéms (3.4 pav.).
blaoxa-205 koduojamo baltymo aminortigs¢iy seka artimiausia OXA-2 poseimés
B-laktamazéms (3.5 pav., A). Atlike palyginamaja aminortigs§ciy seky analize
nustatéme, kad OXA-205 baltymui artimiausiy B-laktamaziy genai buvo rasti
integrone, kurj turéjo nekultivuojamos bakterijos, iSskirtos i§ nuoteky dumblo
Vokietijoje (Tennstedt ir kt., 2003; OXA-119 ir OXA-205 tarpusavio
aminorigsciy seky panasSumas 97 %) ir 1§ klinikinés kilmés Burkholderia
cepacia paderme, iSskirta Airijoje (Crowley ir kt., 2002; OXA-118 ir OXA-
205 tarpusavio aminoriig§ciy seky panasumas 96 %) (3.5 pav., B). OXA-205
fermentui artimiausia biochemiskai apibiidinta [B-laktamazé¢ yra OXA-46
fermentas, skaldantis penicilinus ir siauro spektro cefalosporinus (Giuliani ir
kt., 2005; OXA-46 ir OXA-205 tarpusavio aminoriigsciy seky panaSumas — 92
%).
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OXa-3 MAIRIFAILFSTFVFGTFAHAQEGMRERSDWRKFFSEFQARKGTIVVADERQTDREVILVED &0

OXA-21 MAIRIFAILFSTFVFGTFAHAQEGMRERSDWREKFEFSEFQAKGTIVVADERQTDREVILVED 60
OXA-2 MAIRIFAILFSIFSLATFAHAQEGTLERSDWRKFFSEFQAKGTIVVADERQADRAMLVED &0
OXA-15 MAIRIFAILFSIFSLATFAHAQEGTLERSDWRKFFSEFQAKGTIVVADERQADRAMLVED 60
OXA-32 MAIRIFAILFSIFSLATFAHAQEGTLERSDWRKFFSEFQAKGTIVVADERQADRAMLVED &0
OXA-53 MAIQIFAILFSTEVLATFAHAQDGTLERSDWGKFFSDFQAKGTIVVADERQADHAILVFD &0
OXA-118 MAIRFLTILLSTFFLTSFVHAQEHVLERSDWEFFSDLRAEGAIVISDERQAEHALLVEG &0
OXA-119 MAIRFLTILLSTFFLTSFVHAQEHVLERSDWEKKFESDLRAEGAIVISDERQAEHALLIVEG 60
OXA-205 MAIRFLTILLSTFFLTSFVHAQEHVVVRSDWKKFFSDLOAEGAIVIADERQAEHALLVFG 60
OXA-46 MAIRFFTILLSTFFLTSFVYAQEHVVIRSDWKKFFSDLOAEGAIVIADERQAKHTLEVEFDED
dkk s sz akk ok k2 ek 2k W - dhdk kkhk s s sk ok ahh . sk EE KL 2= kk
OXA-3 QWVRSEERYSP IPHTLFALDAGAARRDEFOVFRWDGIEREFAAHNQDODLRSAME 120
OXA=-21 OVRESEKRYSPE IFHTLFALDAGAARDEFOVFRWDGIKRSFAAHNODODLRSAME 120
OXA-2 FVRSKKRYSP IFHTLFALDAGAVREDEFQIFRWDGVNRGFAGHNQDODLRSAMR 120
OXA-15 FVRSKKRYSP IPHTLFALDAGAVRDEFQIFRWDGVNRGFAGHNQDODLRSAMR 120
OXA-32 FWVRSEEKRYSPE IPHTLFALDAGAVRDEFQIFRWDGVNRGEFAGHNQDODLRSAME 120
OXA-53 QARSMERYSE IFHTLFALDAGAVRDEFQIFRWDGVERSFAGHNKDODLRSAME] 120
OXA-118 QERARKRYSPE FHTLFALDADAVRDEFQVFRWDGVERSFAGHNQDODLRSAME 120
OXh-11%9 QERAAKRYSE PHTLFALDADAVRDEFOVFEWDGVKREFAGHNQDQDLESAMRE 120
oXa-205 QERAAKRYSP PHTLFALDAGAVRDEFQVFEWDGVERSFAGHNQDQDLRES. 120
OXA-46 OERAAKRYSPE IPHTLFALDADAVRDEFQVFEWDGVNRSFAGHNQDQDLRSAME 120
dow ko ok ok ok sk d ok kkok ok kok ok . w ok Ak xoa ke kk koo ok ok ok ok ok ok ok
OXA-3 IYELFAKEIGEDKARRYLEQT DPSTSNGDYRIDGNLATARAQEQIAFLEKLYH 180
OXA-21 IYELFAKEIGEDKARRYLEKQI DPSTSNGDYMIDGNLAIAARQEQIAFLRKLYH 180
OXA-2 VYELFAKEIGDDKARRY LKKI ADPSTSNGDYMIEGSLAISAQEQIAFLRKLYR 180
OXAa-15 YELFAKEIGDDEARRYLEKI GPSTSNGDYMIEGSLAISAQEQIAFLRELYR 180
OXA-32 YELFAKEIGDDKARRYLKKI DPSTSNGDYMIEGSIAISAQEQIAFLRKLYR 180
OXA-53 VYELFAKEIGDGKARRYLEQT DPSTSHGDYNIEGSLAISAQEQIAFLRKLYQ 180
OXA-118 YELFAEKEIGKDEKARHYLEQI DEPSTIKGDYQRIDGNLEISAHEQISFLEEKLYR 180
OXA-119 YELFAKEIGEDKARRY LKQTI DPSTIKGDYMIDGNLEISAHEQISFLRKLYR 180
OXAa-205 LFAKEIGEDNARRYLKQTI PSTIKGNYNIDGNLEISAHEQISFLRKLYR 180
OXA-46 YELFAEKDIGEDKARRYLEKQI DPSTIKGDYMIDGNLKISAHEQILFLRKLYR 180
hahhhkkk okEk  ackkakhkk ok LuwEE ok ko k . ok ak.kkk hhhk ko
OXA-3 NELPFRVEHQRLVEDLMIVEAGENWIL EGRIGWWVGWVEWPTGEPVFFALNIDTP 240
OXA-21 NELPFEVEHOQRLVEDLMIVEAGRNWIL EGRMGWWVGWVEWPTGPVFFALNIDTPE 240
OXA-2 NELFFRVEHQRLVEDLMIVEAGRNWILE. EGRMGWWVGWVEWPTGSVFFALNIDTP 240
OXA-15 NELPFRVEHQRLVEKDLMIVEAGRNWIL EGREMGWWYVEWVEWPTGSVFFALNIDTE 240
OXAa-32 NELPFRVEHQRLVEDLMIVEAGENWIL EGRMGWWVGWVEWPTGSVFFALNIDTP 240
OXA-53 NDLPFRVEHQRLVEDLMIVEAGRNWILR EGSMGWWVGWVEWPTGPVFFALNIDTFE 240
OXA-118 NOQLPFQVEHQRLVEKDLMITEAGRMNWILE EGREGWWVGWVEWPTGFVFFALNIDTE 240
OXA-119 NOLPFOVEHQRINKDLMITEAGENWIL EGRFGWWVGWVEWPTGEVFFALNIDTP 240
OXA-205 NQLPFQVEHOQRLVKYLMITEAGRNWIL GRFGWWIGWVEWPTGPVFFALNIDTP 240
OXA-46 NOLPFEVEHQRLVEDLMI TEAGRSWIL EGRFGWWVGWIEWPTGPVFFALNIDTE 240
*:*x*:x*wiﬁ-*** kEkk hEkEE EEEE % :**w:**:*x*x*_*i-********
OXA-3 NEMDDLFEKREAIVRAILRSIEALFPNPAVNSDAAR 275
OXAa-21 NEMDDLFEREAIVREAILRSIEALPPNPAVNSDARR 275
OXA-2 NRMDDLFKREAIVRAILRSIEALFPNPAVNSDAAR 275
OXA-15 NEMDDLFEREAIVRAILRSIEALPPNPAVNSDAAR 275
OXA-32 NEMDDLFKREAIVRAILRSIEALPPNPAVNSDAAR 275
OXA-53 NRMDDLFKREAIARAILLSIEALPPNPAVHSDAAR 275
OXA-118 NETDDLFEREATARATILRSIDALFPN--——————— 266
OXA-119 NRTDDLEFEREAIARAILRSIDALPPN-======= 266
OXA-205 NRTDDLFEREAIARAILRSIDALPPN---—--—==-= 266
OXA-46 NRTDDLFKREAIARAILRSIDALPPN-—-——————— 266

Ew Ekkkhkhkhkhkk  kokokok

3.4 pav. OXA-205 ir D klasés OXA-2 posSeimei priklausanéiy f-laktamaziy
aminortugsciy seky palyginys. Tamsesne spalva pazyméti D klasés B-laktamazéms budingi
konservatyvis elementai.

Palyginge OXA-205 aminoriigi¢iy seka su  karbapenemus
hidrolizuojan¢iy D klasés P-laktamaziy aminoriigi¢iy sekomis, nustatéme
mazesnj nei 40 % panasuma. P. aeruginosa paderme, turinti aadB-blaoxa-2s
integrong, buvo atspari imipenemui (MSK > 16 mg/l), taciau tolesni blapxa.o5

klonavimo ir raiSkos E. coli eksperimentai parodé (R. Krasauskas, neskelbta),



kad OXA-205 karbapenemy neskaido. OXA-205 baltymo dydis buvo ~28 kDa,
pl 8,4. ISgryninta [-laktamazé pasizyméjo savitumu siauro spektro [3-
laktamams (hidrolizavo ampiciling, karbeniciling, peniciling G), taciau
neskaidé imipenemo ir meropenemo bei antros ir trecios kartos cefalosporiny
(R. Krasauskas, neskelbta).

A

OXA-198
OXA-58

OXA-23
OXA-51

OXA-24/40
OXA-143

OXA-1

OXA-42

OXA-9
% E OXA-18
OXA-45

XA-20
ﬂ OXA-205
OXA-2

OXA-48
OXA-5
OXA-10
OXA-46
OXA-205

OXA-118
4{0‘XA-1 19
OXA-3
—{;)XA-ZI
«OXA-53
il OXA-2

OXA-32

OXA-15

OXA-34

3.5 pav. OXA-205 ir D klasés B-laktamaziy filogenetinis medis.

Palyginys apskaic¢iuotas COBALT programa. A — OXA-205 ir reprezentatyviy D

klasés B-laktamaziy (CHDL — pabraukta) filogenetinis medis; B — OXA-205 ir OXA-
2 poseimes fermenty filogenetinis medis.
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3.1.4. Lir II klasés integrony lokalizacija ir pernasa

Toliau tyréme, ar nustatyti integronai gali biiti perneSami tarp
bakterijy. Atlikome konjugacijos eksperimentus su rifampicinui atsparia
recipientine E. coli HK225 paderme (Kadlec ir Schwarz, 2008). Tikrinome
integrony, nustatyty E. coli ir S. enterica bakterijose, pernasa. P. aeruginosa ir
A. baumannii integrony pernasos netyréme, nes tam neturéjome tinkamy
recipienty.

Konjugacijos buidu | recipienting E. coli HK225 paderme¢ buvo
pernesti 8 1§ 13 I klasés integrony tipy ir 2 1§ 3 II klasés integrony tipy (Lentelé
3.3). Kaip ir donorinés bakterijos, transkonjugantai jgijo intll arba intl2 genus,
identiski buvo ir integrony kintamyjy sri¢iy amplikonai bei jy RFLP profiliai.
Atlike Southern DNR hibridizacija nustatéme, kad visi konjugacijos budu
pernesti I klasés integronai yra >50 kb dydzio plazmidése (Povilonis ir kt.,
2010, duomenys neparodyti). Konjugacijos biidu buvo nepernesami gyviininés
kilmés E. coli padermése rastas | klasés integronas dfird14-aadA6 ir 11 klasés
integronas estX-sat2-aadAl, klinikinés kilmés I klasés integronas blagxa.i/30-
aadA. Southern tyrimu nustatéme, kad jie buvo chromosomoje (duomenys
neparodyti). S. enterica serotipo Typhimurium 1 klasés integrony 1000 bp
aadA2 ir 1200 bp blapsg.; 18 klinikinés ir gyviininés kilmés méginiy
konjugaciné pernasa nevyko, o Southern hibridizacija nustatéme, kad jie taip
pat yra chromosomoje. Tai patvirtina ir minétose S. enterica padermése
nustatyta serotipo Typhimurium DT104 fagotipui biidinga genominé sala
(SGI1), kurios sudétyje yra integronai 1000 bp aadA2 ir 1200 bp blapsg.;.
S. enterica serotipo Typhimurium fagotipas DT104 nustatytas pagal 16S-23S
tarpgening sritj (Boyd ir kt., 2001).
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Lentelé 3.3 I ir I klasés integrony konjugaciné pernasa ir genetiné lokalizacija.

Kintamosios dalies Geny kasetés Padermiuy Konjugaciné Integrono

dydis, bp kilmeé * pernasa** lokalizacija
I klasés integronai

1000 aadAl K,V + Plazmidé

1500 dfrAl — aadAl K,V + Plazmidé

1600 dfirA17 — aadAS K,V + Plazmidé
1600 dfrA14 — aadA6 v - Chromosoma

1800 aadA7 — aadA7 v + Plazmidé

2000 estX —aadAl v + Plazmidé

2000 dfrA12 — orfF — K,V + Plazmidé

aadA2

2100 dfrA5 — ereA?2 K + Plazmidé
2000 blagxa.130— aadAl K - Chromosoma

4800 dfrAl7-aadA5 A K + Plazmidé

1S26—Aintl 1-aadB—
aadAl-cmliA
2600 aacA4 — catB3 — A% ND ND
dfrAl — orfX
1000 + 1200 aadA2 + blapsg K,V - Chromosoma
II klasés integronai

1300 dfirdl — satl A% + Plazmidé

2200 dfAl — satl —aadAl K,V + Plazmidé
2500 estX — sat2 — aadAl \% - Chromosoma

I + II klasés integronai

1000 aadAl v + Plazmidé
2500 estX-sat2-aadAl - Chromosoma

1500 dfrAl-aadAl K + Plazmidé

2200 dfrAl-satl-aadAl + Plazmidé

1600 dfrA17 —aadAS5 + K + Plazmidé

2200 dfrAl — satl — + Plazmidé

aadAl

* K — integronas nustatytas klinikinés kilmés bakterijose, V — integronas nustatytas
gyvininés kilmés bakterijose; ** ND — integrono pernasa ir genetinés lokalizacija netirta.

3.1.5 Plazmidziy Inc replikony grupés klinikinés ir gyviininés kilmés
enterobakterijose

PBRT (Carattoli ir kt., 2005) metodu tyréme, kokios enterobakterijy
plazmidziy Inc grupés paplitusios klinikinés ir gyvininés kilmés bakterijose,
turinciose I arba II klasés integronus. IS viso nustatéme 15 skirtingy Inc grupiy
(3.6 pav.). Daugiausia plazmidziy priklausé¢ heterogeninés nesuderinamumo
grupes F (IncF) skirtingiems replikony variantams: IncF _repB 76 % (71/94),
IncFIB 67 % (63/94) ir IncFIA 34 % (32/94). Sias plazmidziy Inc grupes turéjo
tik E. coli. Trys S. enterica turéjo kita IncF replikono variantg — IncFIIS. Kai
kurios plazmidziy Inc grupés buvo reikSmingai (p<0,01) daznesnés

veterinarinés kilmés padermése — IncHI1, IncHI2, IncW, IncN, IncFIC (3.6
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pav.). Jokia vyraujanti plazmidziy Inc grupé nebuvo reikSmingai susijusi su
konkreCiu integronu. P. aeruginosa (n=30) su I klasés integronais netur¢jo

plazmidziy, priklausanciy tirtoms enterobakterijy nesuderinamumo grupéms.

IncFI (FIC)

IncF1 (FIB) —m—'33
IncFI (FIA) {o——7 20

IncF : :3536
IncB/O 3 f

IncAlc 2

IncW
8 IncP B Klinikinés kilmés padermés
g_’ IncN ] Gyviininés kilmés padermés|
o Inci
g IncK
nc
&
®© IncY
£
o IncHI (HI2)
g IncHI (HM)
Q IncFll (FlIS)
=
N
S
e
N
o
o

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Padermiy skaicius, vnt.
3.6 pav. Enterobakterijy plazmidziy Inc replikony grupés klinikings ir gyviininés
kilmeés enterobakterijose.

3.2. Antibiotikams atspariu Acinetobacter baumannii plazmidziy
molekulinés epidemiologijos tyrimas
Antroje $io darbo dalyje didziausig démesj skyréme klinikinés kilmés
A. baumannii plazmidziy tyrimui. Tiriamaja imt} sudaré¢ 444 A. baumannii
padermées, iSskirtos i§ pacienty klinikinés medziagos 2010-2011 m. trijose III
lygio Lietuvos ligoninése: LSMU KK, RVUL ir RSL.

3.2.1 Lietuvos ligoninése paplitusiu Acinetobacter baumannii genetinis tipavimas
ir vyraujanc¢iy klony nustatymas

Pirmiausiai nustatétme A. baumannii padermiy geneting jvairove ir
ligoninése cirkuliuojancius klonus. Genetiniam tipavimui naudojome PFGE-
Apal metoda, paremtg bakterijy chromosomos didelio dydzio restrikcijos (Apal

restrikcijos endonukleaze) fragmenty, iSskirstyty pulsuojanciame elektriniame
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lauke, profiliy (pulsotipy) klasteriy analize (,,Medziagos ir metodai‘, skyrius
2.2.7). Vyraujantiems klonams nustatyti naudojome metoda, kuriuo PGR budu
nustatomi ECI-III klonams budingi ompA, csuE ir blaoxa.si-seima g€NY aleliai
(Turton ir kt., 2007). Misy ziniomis, tai pirmas tokio pobiidzio HI sukéléjy

genotipy tyrimas Lietuvoje.

3.2.1.1 A. baumannii PFGE-Apal pulsotipai ir EC klonai

Tarp 444 A. baumannii padermiy i§ viso nustatéme 74 skirtingus
genetinius profilius — pulsotipus, tarpusavyje besiskiriancius bent vienu PFGE-
Apal DNR makrorestrikcijos fragmentu. Taikydami genetiniy profiliy 80 %
tarpusavio panasumo slenkstj (pagal Dice koeficienty), didzigja dalj pulsotipy
(42 pulsotipai; 393/444, 89 %) pagal jy genotipin] panaSuma sugrupavome |
keturias pagrindines grupes — Klasterius 1-2 ir Pulsotipus III-1V (3.7 pav.,
priedas 1). Pulsotipams priskiriamy bakterijy padermiy makrorestrikcijos
profiliai buvo 100 % identiski, tuo tarpu klasteriai buvo sudaryti i§ pulsotipy,
kuriy tarpusavio genotipinis panasumas sieké >80 %. 32 pulsotipy (35/444; 8
%) genetiniai profiliai reikSmingai skyrési (<80 % tarpusavio panaSumas),
todél juos ivardijome kaip Unikalius (UI-Ul15, Ul8-U34) (3.7 pav., priedas 1).
Beveik visos tirtos A. baumannii padermés (97 %, 432/444) priklause
pandeminiams klonams ECI ir ECII — atitinkamai 230 ECI (52 %) ir 202 ECII
(45 %). Didziausioms grupéms — Klasteriams 1 ir 2 priklausancios A.
baumannii buvo iSskirtos visose trijose ligoninése ir priklaus¢ pandeminiams
klonams ECI ir ECII, atitinkamai (3.7 pav., priedas 1). Pulsotipui Il priskirtos
septynios padermés (ECII klonas) buvo nustatytos tik LSMU KK, o 13
Pulsotipo IV padermiy (ECI klonas) — tik RVUL (3.7 pav., priedas 1). A.
baumannii ST tipy nustatymo tyrimas (zr. ,,Medziagos ir metodai‘, sk. 2.2.13)
parode¢, kad reprezentatyvios Klasterio I ir Pulsotipo IV padermés priklauso

STI tipui, o Klasterio 2 ir Pulsotipo IIl padermes — ST2 tipui.
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A. baumannii nustatéme ir atsparumg karbapenemams lemiancius
genus. Juos turéjo 42 % (188/444) padermiy — 174 padermés tur€jo blaoxa-24/40-
seima 26N, 14 — blaogxans-seima geNa. Beveik visos (172/174) blaoxa-24/40-seima
genus turin¢ios padermés priklausé ECII klonui, o 13/14 blaoxa-3-seima €ENUS

turin¢iy padermiy — ECI klonui.

3.2.1.2 Vyraujantiems genotipams priklausanciy A. baumannii padermiy
atsparumas antibiotikams

Skirtingoms pulsotipy grupéms (klasteriams) priklausancios A.
baumannii skyrési atsparumo antibiotikams profiliais (3.8 pav.). Visose trijose
ligoninése vyravo Klasterio 1 ir 2 genotipai (pulsotipai) (3.7 pav., priedas 1).
Klasterio 2 padermiy (i$ visy ligoniniy) ir Pulsotipo IV padermiy (i§ RVUL)
statistiSkai reikSmingai didesné dalis buvo atspari abiems karbapenemams —
meropenemui ir imipenemui, palyginus su Klasterio I padermémis (p<0,01).
StatistiSkai reikSmingai didesné Klasterio [ padermiy dalis pasizyméjo
atsparumu ampicilinui/sulbaktamui, cefoperazonui/sulbaktamui, gentamicinui
ir amikacinui, lyginant su Klasterio 2 padermémis (p<0,01). Taciau Si
tendencija nustatyta tik paderméms, iSskirtoms LSMU KK. Klasterio 2
padermés i§ RVUL ir RSL buvo atsparios minétiems antibiotikams (i§skyrus
RSL Klasterio 2 padermes, kurios buvo jautrios cefoperazonui) (3.8 pav.).
Didzioji dalis Klasteriy 1 ir 2 bei Pulsotipo IV padermiy i$ visy ligoniniy buvo
atsparios  piperacilinui/tazobaktamui, ceftazidimui, ciprofloksacinui ir
piperacilinui (atitinkamai 81 % — 100 %, 92 % — 100 %, 75 % — 100 %, 90 % —
100 %). Beveik visos RVUL Pulsotipo IV padermés buvo atsparios visiems
desSimciai tirty antibiotiky (3.8 pav.).
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3.2.2 A. baumannii plazmidZiy homologiniy replikony grupés

Apie A. baumannii plazmidziy savybes ir paplitima iki Siol Zinoma
labai mazai. Pagal Bertini ir kt. (2010) metodika atlikome A. baumannii
plazmidziy tipavima, remiantis jy replikazes koduojanciy rep geny — replikony,
skirtumais. Iki S$iol Zinomi A. baumannii plazmidziy replikonai sudaro
homologines grupes, 19 tokiy grupiy sudaro 27 skirtingas replikazes
koduojantys genai. Nustatéme, kad 1§ 444 tirty padermiy 413 (93 %) tur¢jo
vieng arba du replikonus, priklausancius Sioms grupéms. Nustatyti replikonai
priklause GR2 (acil/2) ir GR6 (aci6) replikony grupéms (atitinkamai 87 %
(385/444) ir 66 % (293/444) tirty padermiy). 60 % (265/444) padermiy tur¢jo
abi replikony grupes. GR2 GR6 replikony derinys nustatytas 91 % (188/206)
Klasterio 1 padermiy (ECI klonas). Klasterio 2 padermés (ECII klonas),
atsparios imipenemui ir meropenemui (OXA-24/40 Seimos karbapenemaziy
producentai), prieSingai, dazniau turéjo tik GR2 replikong (63 %, 106/167), nei
GR2 GR6 derini (27 %, 45/167), ar vieng GR6 replikong (4 %, 7/167)
(p<0,01). OXA-23 gaminancioms A. baumannii (ECI klonas, Pulsotipas IV)
beveik isskirtinai buvo budingas GR2 GR6 plazmidziy derinys (12/13). Si
kombinacija taip pat vyravo ir Pulsotipo III (ECII klonas) padermése (5/7).
Plazmidziy homologiniy replikony grupiy paplitimas 4. baumannii atskirose
ligoninése buvo panaSus. Visose trijose ligoninése iSskirtose Klasterio 1
padermése vyravo GR2 GR6 derinys (80-100 %), tuo tarpu Klasterio 2
padermése — pavienis GR2 replikonas (50-71 %). Tiesa, iSrySkéjo nedidelis
skirtumas tarp RVUL ir RSL ligoninése i$skirty Klasterio 2 padermiy lyginant
su to paties klasterio padermémis i§ LSMU KK. Pastaryjy atveju, GR2 GR6
derinj turéjo 19 % (20/103) padermiy, o vyraujanti homologiniy replikony
grupé buvo GR2 (71 %, 73/103). RVUL ir RSL ligoninése i$skirtose Klasterio
2 padermése GR2 GR6 ir GR2 replikony pasiskirstymo daznis buvo panasus:
37 % ir 50 % (RVUL), 42 % ir 54 % (RSL). Unikaliose padermése
nepastebéjome zZymesnés kokiy nors plazmidziy homologiniy replikony grupiy

vyravimo tendencijos (Lentel¢ 3.4.)
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Lentelé 3.4 A. baumannii plazmidziy homologiniy replikony grupés ir ECI-II klonai.

Klasteris pagal Klonas Plazmidziy homologiniy Plazmidziy dydziai
PFGE-Apal (padermiu replikony grupé pagal PFGE-S1, kb
(padermiy skaicius) skaicius) (padermiy skaicius) (padermiy skaicius)
RVUL (n=103)
1(39) ECI (39) GR2+GR6 (31) 9+70 (29)
GR2 (1) 9+11+70 (2)
GR6 (4) 70 (1)
ND (3) ND (7)
2 (38) ECII (38) GR2+GR6 (14) 11+70+100 (4)
GR2 (19) 11+100 (8)
GR6 (1) 100 (2)
ND (4) 11+70 (6)
11 (14)
9+11 (2)
ND (2)
Pulsotipas IV (13) ECI (13) GR2+GR6 (12) 9+70 (12)
GR6 (1) 9(1)
Unikalis (10) ECI/ECII (4/6) GR2+GR6 (3) 6+9+70+100 (2)
GR2 (1) 9+70+100 (1)
GR6 (2) 9+70 (3)
ND (4) 11+100 (1)
11 (1)
ND (2)
Netipuojami (3) ECII/ND (1/2) GR2+GR6 (2) 9(1)
ND (1) 11 (1)
ND (1)
LSMU KK (n=304)
ECI/ECII (157/2) GR2+GR6 (149) 9+70 (88)
1(159) GR2 (3) 6+9+70 (35)
GR6 (5) 6+70 (14)
ND (2) 9(4)
70 (5)
6(3)
ND (10)
2 (103) ECII (103) GR2+GR6 (20) 11 (80)
GR2 (73) 11+100 (10)
GR6 (6) 11+70+100 (5)
ND (4) 70+100 (2)
ND (6)
Pulsotipas III (7) ECII (7) GR2+GR6 (5) 9+70 (3)
GR6 (2) ND (4)
Unikaliis (23) ECI/ECII/ND GR2+GR6 (5) 9+70 (1)
(6/10/7) GR2 (6) 9(1)
GR6 (6) 11 (1)
ND (6) 70 (1)
100 (1)
ND (18)
Netipuojami (12) ECI/ECII/ND GR2+GR6 (4) 11(7)
(3/7/2) GR2 (3) ND (5)
ND (5)

ECI-II — Europinis klonas I-II, ND — néra duomeny/nenustatyta
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Lentelés 3.4 tesinys

Klasteris pagal Klonas PlazmidZiy homologiniy Plazmidziy dydziai
PFGE-Apal (padermiu replikony grupé pagal PFGE-S1, kb
(padermiy skaicius) skaicius) (padermiy skaicius) (padermiy skaicius)

RVUL (n=103)

1(8) ECI (8) GR2+GR6 (8) 9+70 (7)
9 (1)
2(26) ECII (26) GR2+GR6 (11) 6+11+70+100 (13)
GR2 (14) 6+11+100 (2)
ND (1) 11+70+100 (1)
6+11 (7)
112)
100 (1)
Unikalis (1) ND (1) ND (1) ND (1)
Netipuojami (2) ECII (2) GR2+GR6 (1) 9+70 (1)
GR6 (1) 70+100 (1)

ECI-II — Europinis klonas I-II, ND — néra duomeny/nenustatyta

PFGE-S1 metodu A. baumannii i§ viso nustatéme penkiy skirtingy
dydziy plazmides ~6 kb, ~9 kb; ~11 kb; ~70 kb; ~100 kb (3.9 pav.). Labiausiai
paplitusios Klasterio 1 ir Klasterio 2 padermés turéjo ~ 70 kb dydzio plazmide,
ji nustatyta atitinkamai 88 % (181/206) ir 19 % (31/167) padermiy.

~11 kb dydzio plazmidés buvo budingos beveik i$skirtinai Klasterio 2
paderméms, priklausancioms ECII klonui ir atsparioms karbapenemams. IS 167
padermiy, kurios tur¢jo Sig plazmide, 92 % (154/167) buvo Klasterio 2
padermeés. Tik Sio klasterio paderméms (neskaiCiuojant Unikaliy ir
netipuojamy padermiy) buvo budinga didziausia ~ 100 kb plazmidé (29 %,
48/167).

~ 9 kb dydzio plazmide tur¢jo karbapenemams jautrios Klasterio 1
(ECI klonas; 166/206, 81 %), Pulsotipo III (ECII klonas; 3/7, 43 %) ir
karbapenemams atsparios Pulsotipo IV padermes (ECI klonas; 13/13, 100 %).
Vertéty paminéti RSL i$skirtas Klasterio 2 padermes, kuriose buvo paplitusi
maziausia ~ 6 kb dydzio plazmide (85 %, 22/26). PanaSaus dydZio plazmide
turéjo ir LSMU KK, Klasterio 1 A. baumannii (52/159, 33 %) (Lentelé 3.4).

Individualios 4. baumannii padermés turéjo nuo vienos iki keturiy
minéty dydziy plazmidziy (3.9 pav.). Karbapenemams jautrioms Klasterio 1

paderméms (ECI klonas) buvo biidingas dviejy plazmidziy (9 kb+70 kb)
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derinys (60% (124/206). Tokia kombinacija vyravo ir OXA-23 gaminanciose
Pulsotipo 1V padermése (ECI klonas) i§ RVUL (12/13). Didesn¢ plazmidziy
jvairove nustattme OXA-24/40 Seimos karbapenemazes gaminanciose
Klasterio 2 padermeése (ECII klonas), kurios turéjo nuo vienos iki keturiy
skirtingy plazmidziy. Vis délto, Cia taip pat vyravo tam tikri budingi
plazmidziy deriniai.

RVUL ir LSMU KK isskirtos Klasterio 2 padermés dazniausiai turéjo
vieng 11 kb dydzio plazmide (RVUL — 14/38, 37 %; LSMU KK — 80/103, 78
%) arba 11 kb+100 kb (RVUL — 8/38, 21 %; LSMU KK — 10/103 (10 %), 11
kb+70 kb (RVUL — 6/38, 16 %), 11 kb+70 kb+100 kb (RVUL — 4/38, 11 %;
LSMU KK - 5/103, 5 %) plazmidZziy derinius. Kiek kitoks vyraujantis derinys
nustatytas Klasterio 2 padermése i§ RSL, kur 50 % (13/26) A. baumannii turéjo
keturiy plazmidziy rinkinj 6 kb+11 kb+70 kb+100 kb (Lentel¢ 3.4).

1 2 345678 9101112131415161718 19 20

97 kb

14,4 kb
9,6 kb {1 kb
(Q kb
' o 6 kb
4,8 kb =

3.9 pav. A. baumannii plazmidziy PFGE-S1 tyrimas.

1,2,3,4,5,6,7,8,12,13, 15, 16, 18, 19, 20 — ECII padermés; 14, 17 — ECI padermés; 9, 10,
11 — DNR ilgio zymuo (BIORAD). PFGE-S1 analizé¢ atlikta kaip apraSyta skyriuje
“Medziagos ir metodai”.
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3.2.3 A. baumannii GR2 homologiniy replikonuy grupei priklausanciy plazmidziy
struktiiros tyrimas

Toliau tyréme, kokioms A. baumannii plazmidziy homologiniy
replikony grupéms priklauso nustatytos plazmidés. Pirmiausiai nustatéme GR2
ir GR6 homologiniy replikony grupéms biidingy geny, koduojanciy replikazes
repAcil ir repAci6, nukleotidy sekas. Tuomet sukiiréme oligonukleotidinius
pradmenis F1 gr2/R1 gr2 ir F1 _gr6/R1 _gr6, skirtus padauginti pilno ilgio
GR2 ir GR6 plazmidziy amplikonus (3.10 pav.).

GR2IW Rl gr2

R e
% repAcil F
¥itan Srv

GR6FW RI_gr6

—  7epAcil6 —— 3.10 pav. F1 gr2/R1 gr2 ir
i F1_gr6/R1_gr6 oligonukleotidiniy

pradmeny iSdéstymo schema.

« < —
F1_gr6 G6RV

Tyréme 16 reprezentatyviy A. baumannii padermiy, kurios priklause
Klasteriui 1 ir Klasteriui 2, taip pat Unikaliy padermiy grupei. PGR biidu
padauginome viso ilgio plazmidziy DNR (“Medziagos ir metodai”, skyrius
2.2.2). Su pradmeny poromis F1_gr2/R1 gr2 ir plazmidziy DNR i8 Klasterio 1
ir Klasterio 2 A. baumannii padermiy, susintetinome ~9 kb ir ~11 kb dydzio
amplikonus. Amplikony dydziai atitiko PFGE-S1 metodu nustatytus
plazmidziy dydzius. Su pradmeny pora F1 gr6/R1 _gr6 ilgy DNR fragmenty
nepavyko susintetinti. Gauti rezultatai leido manyti, kad PFGE-S1 metodu
nustatytos ~9 kb ir ~11 kb dydzio plazmidés priklauso GR2 homologiniy
replikony grupei. ~70 kb ir ~100 kb plazmidziy replikony tipy nepavyko
nustatyti, nes metodas leido padauginti DNR fragmentus, kuriy ilgis siekia iki
~50 kb, tuo tarpu minétos plazmidés buvo gerokai didesnés. Tai, kad nei su

viena pradmeny pora nepavyko padauginti maziausios, ~6 kb dydzio plazmidés
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viso ilgio amplikono, galéty reiksti, kad Sios plazmidés replikonas yra
netipuojamas pagal tyrimui naudotg AB-PBRT metodika.

IS 16 tirty reprezentatyviy A. baumannii padermiy (keturios — 1S
Klasterio 1, devynios — 18 Klasterio 2, trys — 1§ Unikaliy padermiy), penkiais
atvejais gavome ~9 kb dydzio amplikong (trys — Klasterio 1, du — i§ Unikaliy
padermiy), o septyniais — ~11 kb dydzio amplikong (visi — i§ Klasterio 2).
Toliau atlikome GR2 plazmidziy amplikony restrikcing analiz¢. Amplikony
DNR analizavome restrikcijos endonukleazémis Hindlll, Xhol, BstXI, EcoRlI,
Eco88l, Pael, Pstl, Xbal, Sall (3.11 pav., A ir B). Visy analizuoty ~9 kb
amplikony restrikcijos profiliai buvo vienodi. Visy 4. baumannii ~11 kb
amplikony restrikcijos profiliai taip pat buvo vienodi, iSskyrus vieno (pav. 3.11,
B). ~9 kb ir ~11 kb amplikony restrikcijos profilius (pav. 3.11, A ir B) in silico
palyginome su panasaus dydzio GR2 plazmidziy plABTCDCO0715, pAB2,
p2ABAYE, pOUR, pMMCU3, pABVAO1, pAB0057, pABNA1, pABNA2 (GenBank
nr.. CP002523.1, CP000523.1, CU459138.1, EF138630.1, GQ904227.1,
FM210331.1, CP001183.1, GQ338082.1, GQ338083.1) restrikcijos profiliais. ~9
kb amplikono restrikcijos profilis (3.11 pav., A) sutapo su zinomy plazmidziy
plABTCDCO0715 (8731 bp) ir pAB0057 (8729 bp) restrikcijos profiliais. ~11
kb amplikono restrikcijos profilis (3.11 pav., B) neturé¢jo atitikmeny su Zinomy
plazmidziy profiliais. Tai suteiké pagrindo manyti, kad karbapenemams
atspariose, OXA-24/40 Seimos karbapenemazes gaminanciose ECII klono A.
baumannii vyraujanti ~11 kb GR2 plazmidé (toliau — pAB120) gali biiti
unikalios genetinés struktiiros, todél nusprendéme nustatyti visg jos nukleotidy

seka.
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3.11 pav. A. baumannii GR2 plazmidziy amplikony restrikcijos profiliai.

A — ~9 kb amplikono (ECI padermé K56) restrikcijos fragmenty vaizdas 0,7% agarozés
gelyje: 1 — Hindlll; 2 — 1 kb DNR ilgio zymuo (Fermentas); 3 — pilno ilgio amplikonas
(nehidrolizuotas); 4 — Xhol; 5 — BstXI.

B — Dviejy ~11 kb amplikony (ECII padermés K4 ir K60) restrikcijos fragmenty vaizdas
0,7% agarozés gelyje: 1 (K60), 2 (K4) — EcoRI; 3 (K60), 4 (K4) — Eco88I1; 5,12 — 1 kb DNR
ilgio zymuo (Fermentas); 6 (K60), 7 (K4) — viso ilgio amplikonai; 8 (K60), 9 (K4) — Pael; 10
(K60), 11 (K4) — Pst1; 13 (K60), 14 (K4) — Xbal; 15 (K60), 16 (K4) — Sall.

3.2.4 A. baumannii GR2 plazmidés pAB120 struktiira

3.2.4.1 pAB120 plazmidés pernaSa ir jos suteikiamo atsparumo antibiotikams
tyrimas

Spéjamos naujos A. baumannii plazmidés nukleotidy sekai nustatyti
pasirinkome A. baumannii paderm¢ K60, iSskirta LSMU KK i§ paciento
kvépavimo taky méginio. Si 4. baumannii buvo atspari imipenemui ir
meropenemui ir priklause Klasteriui 2 (ECII klonas). ISgryninta plazmidés
DNR elektroporacijos budu buvo pernesta j recipienting, karbapenemams
jautrig A. baumannii paderm¢ K53, kurioje nebuvo nustatyta jokia plazmidziy
replikony grupé¢, o PFGE-S1 tyrimo rezultatai buvo neigiami. Gauti
transformantai auginti ant agarizuotos LB terpés su 10 pg/ml imipenemo. rep
it blaoxar4/405eima €€NY pernasa buvo patvirtinta PGR su pradmenimis,
komplementariais Siems genams.

Toliau tyréme transformanto (K53+pAB120), recipiento (K53) ir
donoro (K60+pAB120) atsparumg antibiotikams minimalios slopinancios
koncentracijos (MSK) metodu (zr. ,,Medziagos ir metodai®, skyrius 2.2.14).
Donoro (K60+pAB120) ir transformanto (K53+pAB120) padermiy MSK

reikSmé imipenemui ir meropenemui buvo atitinkamai 64 mg/L ir 32 mg/L
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(atsparumo slenkstis pagal EUCAST — >8 mg/L), tuo tarpu recipientiné
padermé K53 buvo jautri abiems karbapenemams (MSK <4 mg/L) (3.12 pav.).
Tokiu budu parodéme, kad Klasterio 2 padermiy atsparumg karbapenemams
lemianti determinanté blaoxao4/40-seima yra plazmidéje, kurig jterpus |
karbapenemams jautrig 4. baumannii, joje pasireiskia atsparumo imipenemui ir

meropenemui fenotipas.

10° 10' 10°

10° 10' 10° 10' 10’

K53
(pPAB120

K60
(pPAB120

K53
(pPAB120
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(pAB120
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IMI 32 mg/L
10° 10' 10°

IMI 64 mg/L
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Be antibiotiko
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(pAB120)
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MEM 16 mg/L MEM 32 mg/L

MEM 64 mg/L

3.12 pav. A. baumannii padermiy atsparumo karbapenemams tyrimas.

IMI — imipenemas, MEM — meropenemas. Paveiksléliy virSuje nurodytas tyrime naudotas
apytikslis lgsteliy skaicius. Minimalios slopinancios koncentracijos (MSK) tyrimas atliktas
kaip apraSyta sk. ,,MedZiagos ir metodai®.

3.2.4.2 pAB120 plazmidés genetiné struktiira
pAB120 plazmidés nukleotidy seka (GenBank nr. JX069966)

nustatéme pradmens poslinkio (angl. primer walking) budu. Naudojome ~11
kb amplikong, kurj susintetinome naudodami iSgrynintg plazmidés DNR 1S
A. baumannii K53  padermes, transformuotos plazmide pAB120
(K53+pAB120). Plazmidé pAB120 yra 10879 bp dydzio ir joje nustatéme 13
atviry skaitymo rémeliy, tarp kuriy — dvi kopijas geno, koduojancio OXA-
24/40 $eimos P-laktamaze OXA-72, dvi spéjamas toksino-antitoksino (TA)
sistemas, kuriy kiekviena sudaryta i§ dviejy atviry skaitymo rémeliy — gp49/cro
ir ORF4/ORF5 (3.13 pav.). Plazmidés replikono sritj sudaro du plazmidés
replikacijos iniciacijos baltymus koduojantys genai repAcil ir repAci2, pries
juos esanti replikacijos pradzios sritis oril ir iteronai — 22 bp sekos 5'-
ATATGTCCACGTTTACCTTGCA-3" keturi pasikartojimai, atsakingi uz
plazmidés replikacijos kontrole. pAB120 plazmidéje blagxa.7» genai apsupti 28
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bp dydzio XerC/XerD rekombinaziy  atpazinimo  sekomis  5'-
XXTTXXXATAAXXXXXXTTATXXXAAXX-3" (3.13 pav.). pABI20
plazmidé taip pat turi genus, kuriy vienas koduoja iSorinés membranos baltyma
— TonB receptoriy, susijusj su gelezies jony pernasa ] periplazmg, kitas —
baltyma septikolizing, kurio funkcija A. baumannii bakterijose néra aiski,
taCiau, tikétina, kad jis veikia kaip endotoksinas. Uz pastarojo geno yra dar
viena XerC/XerD atpazinimo sritis. pAB120 nukleotidy seka labiausiai panasi |
GR2 homologiniy replikony grupés plazmides plABTCDCO0715, p2ABAYE,
pABO0057, pABVAO1 ir pMMCU3 (GenBank nr. CP002523.1, CU459138.1,
CP001183.1, FM210331.1, GQ904227.1). Labiausiai pAB120 replikono srities
(oriV, iteronai, rep genai) DNR seka buvo panasi (97-99 %) 1 plazmidziy
plABTCDCO0715, p2ABAYE, pABO0057 replikony sritis. Plazmidés
pABVAOI ir pMMCU3 turi geneting struktiirg, apribota XerC/XerD seky,
kurioje yra genai, koduojantys septikolizing, TonB receptoriy, spéjama
toksino—antitoksino sistemg (ORF4/ORFY) ir blaoxa-2440 karbapenemazeg (3.13
pav.). Beveik identiskg fragmenta nustatéme ir plazmidéje pAB120 (sekos
tapatumas — 99 9%). PanaSi genetiné struktiira, tik neturinti blaoxap440 It
prieSingai orientuota replikono sritimi, yra bidinga ir plazmidéms
plABTCDCO0715, p2ABAYE, pABO0057. ReikSmingiausi skirtumai tarp
pAB120 ir kity panasiy A. baumannii plazmidziy yra srityse, ribojamose
XerC/XerD rekombinacijos seky (1)-(2) ir (2)-(3) (3.13 pav.). pAB120, uz
replikazes koduojanciy geny repAcil ir repAci2, yra XerC/XerD seky apsupta
antra blagxa.7» geno kopija. Si sritis pl ABTCDCO0715, p2ABAYE ir pAB0057
plazmidése pakeista kitokio dydzio ir genetinés struktiiros fragmentais, kuriuos
taip pat riboja XerC/XerD sekos. Be to, tarp XerC/XerD seky (2)-(3)
plazmidéje pAB120 yra jsiterpe gp49 ir cro genai, kurie sudaro spé¢jamg TA
sistemg. Panasy DNR fragmenta (90-96 % sekos tapatumas), apsupta
rekombinacijos seky, turi anksCiau nustatytos genetiSkai skirtingos
Acinetobacter genties bakterijy plazmidés pAB1, pMAC, p3ABAYE ir pAV2
(GenBank CP000522.1, AY541809.1, CU459140.1, DQ278486.1), kurios

priklauso skirtingoms homologiniy replikony grupéms. Detali plazmidés
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pAB120 struktiros schema, genai, rekombinacijos vietos ir kiti elementai, jy
nukleotidy pozicijos parodytos paveiksle 3.13 ir lentel¢je 3.5.

Dauginés PGR bidu atlikome plazmidés pAB120 paieska visoje
klinikinés kilmés A. baumannii kolekcijoje (444 padermés), naudodami
oligonukleotidinius  pradmenis, komplementarius plazmidei pAB120
budingoms sekoms (zZr. “Medziagos ir metodai” sk. 2.1.2). Paaiskejo, kad
pAB120 vyravo karbapenemams atspariose blaoxa-24/40-seima €€N3 turinciose
Klasterio 2 padermése, i$skirtose visose trijose ligoninése — Sig plazmide turéjo
95 % (165/174) karbapenemams atspariy ECII klonui priskiriamy padermiy (R.

Krasausko duomenys).
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Lentelé 3.5 A. baumannii plazmidés pAB120 genetiniai elementai ir jy spéjamos
funkcijos.

Pozicija’ Genetinis elementas Geno Spéjama funkcija
- produktas
(aminorugsciy
sk
1-180 oriV’ NT Plazmides replikacijos pradzios
vieta
181-268 Pasikartojanti sritis NT Iteronai (4 pasikartojimai);
plazmidés replikacijos kontrolé
322-1272 repAcil (+) 316 Plazmidés replikacijos baltymas
1265-1840 repAci2 (+) 191 Plazmidés replikacijos baltymas
21472174 XerC/XerD NT Baltymo jungimosi vieta;
rekombinacijos vieta
2185-3012 blaoxa-2 (-) 275 Karbapenemus hidrolizuojantis
fermentas (oksacilinaze)
3086-3113 XerD/XerC NT Baltymo jungimosi vieta;
rekombinacijos vieta
3621-3977 Gp49 (+) 118 Spéjama toksino-antitoksino
sistema; toksinas
39704272 Cro (+) 100 Spéjama toksino-antitoksino
sistema; antitoksinas
4265-4474 ORF1 (+) 69 Hipotetinis baltymas
4483-4510 XerC/XerD NT Baltymo jungimosi vieta;
rekombinacijos vieta
4800-5261 Septikolizinas (—) 153 Spéjamas endotoksinas
5567-7978 TonB receptorius (—) 803 ISorinés membranos baltymas;
gelezies transportas
8106-8489 ORF4 (-) 127 Spéjama toksino-antitoksino

sistema; antitoksinas,
citoplazmos baltymas
8407-8703 ORFS (-) 98 Spéjama toksino-antitoksino
sistema; toksinas, vidinés
membranos baltymas

89028929 XerC/XerD NT Baltymo jungimosi vieta;

rekombinacijos vieta
9003 - 9830 blaoxa.7, (+) 275 Karbapenemus hidrolizuojantis

fermentas (oksacilinaze)

9841 - 9868 XerD/XerC NT Baltymo jungimosi vieta;
rekombinacijos vieta
9874 - 10089 ORF6 (-) 71 Hipotetinis baltymas
10299 - 10517 ORF7 (-) 72 Hipotetinis baltymas

pAB120 plazmidés nukleotidy sekos numeravimas prasideda nuo oer pirmojo nukleotido;
geno orientacija, (+) — teigiama granding, (-) — neigiama grandiné; ~ NT — netaikoma.

Skyriuje 3.2.3 minéta, kad analizuojant GR2 plazmidziy ~11 kb
dydzio amplikony restrikcijos profilius, vienos A. baumannii padermés (K4)
restrikcijos profilis skyrési fragmenty skai¢iumi ir jy dydziais (3.11 pav., B).
Palygine ji su pAB120 plazmidés restrikcijos profiliu ir naudodami PGR
kartiravimo (angl. PCR mapping) biuda su pAB120 sekoskaitai naudotais
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oligonukleotidiniais pradmenimis, nustatéme, kad A. baumannii padermés K4
~11 kb dydzio plazmidés struktiira beveik identiSka pAB120. Pagrindinis
skirtumas buvo srityje, koduojancioje TonB receptoriaus baltyma, kurioje buvo
jsiterpes ~1 kb dydzio fragmentas. Nustacius jo nukleotidy seka, paaiskéjo, kad

TonB koduojaniame gene isiterpusi A. baumannii budinga inserciné seka

ISA4bal (3.14 pav.)
ISAbal
| tnpA )|
—<::|< TonB-receptorius )—<::<:'—
| | |

Septikolizinas ORF4 ORF5

3.14 pav. GR2 ~11 kb plazmidés (4. baumannii K4) TonB baltyma koduojancio
geno genetiné aplinka.

3.2.4.3 pAB120 plazmidés Southern tyrimas

Norédami patvirtinti A. baumannii GR2 plazmidés pAB120 (GenBank
nr. JX069966) geneting struktiirg, atlikome keleta papildomy eksperimenty.
ISgryning plazmidés DNR 1§ 4. baumanni donorinés padermes (K60+pAB120)
ir recipiento padermés (K53+pAB120), ja veikéme restrikcijos
endonukleazémis Pstl, EcoRV, Eco571, BsrDI, Dralll ir Eco471. Restrikcijos
fermentai buvo pasirinkti, atsizvelgiant i nustatyta plazmidés pAB120 seka
(Pstl ir Eco471 plazmide linearizuoja, o Eco571, BsrDI, Dralll — skelia
taikinius genuose, koduojanciuose OXA-72 ir abi TA sistemas). Plazmidziy,
iSskirty 1§ donoro (K60+pAB120) ir recipiento (K53+pAB120), restrikcijos
profiliai sutapo (duomenys neparodyti). Restrikcijos profiliai sutapo ir su
apskaiciuotais jy atitikmenimis in silico. 1S A. baumannii recipiento K53
iSskirtos plazmidés pAB120 restrikcijos fragmentai (3.15 pav., A) analizuoti
Southern metodu, naudojant biotinu zymétg blapxa.7» zonda (zr. ,,Medziagos ir
metodai, sk. 2.2.8). Rezultatai pateikti paveiksle 3.15 (B). Visi restrikcijos
fragmentai, turintys bent dali geno blapxa.7» (pazyméti rodyklémis),

hibridizavosi su blapxs.7» zondo DNR. Tokiu biidu, Southern tyrimo duomenys
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su natyvios plazmidés DNR patvirtino GR2 plazmidés ~11 kb amplikono

sekoskaitos rezultatus.

e

a2

N

3.15 pav. Plazmidés pAB120 Southern tyrimas.

(A) Restrikcijos fragmenty profiliy vaizdas 0,7 % agarozés gelyje; (B) Southern analizé
biotinu zymétu zondu blaoxa.7. 1, 6, 11 — 1 kb DNR ilgio Zymuo; 2 — Pstl; 3 — EcoRV; 4 —
Eco57L; 5 — BsrDI; 7 — Dralll; 8 — Ecod71; 9 — blagxa.72; 10 — natyvi plazmidé pAB120.
Southern analizé atlikta kaip aprasyta sk. ,,Medziagos ir metodai“. Rodyklémis pazyméti
restrikcijos fragmentai, kuriuose yra dalis arba visas blagxa 7, genas.
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4. REZULTATU APTARIMAS

Nustacius visy tirty klinikinés ir gyviininés kilmés enterobakterijy,
hospitaliniy infekcijy sukéléjy P. aeruginosa ir A. baumannii integrony geny
kasetes, paaiSkéjo, kad didzioji jy dalis koduoja atsparumg antibiotikams
lemiancius baltymus. Miisy tyrimai patvirtino, kad kasetés aadA, koduojancios
streptomicing/spektinomicing iSveiklinancias adeniltransferazes, yra vienos
dazniausiy I klasés integronuose (Povilonis ir kt., 2010; Gassama ir kt., 2004).
Manoma, Siy geny jterpimas j I klasés integronus, kurie, savo ruoztu, daznai
bina kituose judriuose genetiniuose elementuose (konjugacinése plazmidése,
transpozonuose), buvo viena i§ priezasCiy, lémusiy atsparumo streptomicinui
plitimg tarp mikroorganizmy (Vakulenko ir Mobashery, 2003). Nors
streptomicinas jau gana seniai nebenaudojamas klinikingje terapijoje, jis
vienas, ar kombinacijoje su Kkitais antibiotikais (B-laktamais, chinolonais,
tetraciklinais, trimetoprimu), vis dar lieka populiarus Lietuvoje gydant naminiy
pauksciy, kiauliy, galvijy, aviy bakterinés kilmés infekcijas. Lietuvoje
jregistruota daugiau nei 10 veterinariniy preparaty, savo sudétyje turinciy
streptomicino (Veterinariniy vaisty registro duomenys, http://vetltl.vet.lt/vt/),
taCiau tiksliis jo suvartojimo mastai lieka nezinomi, i§ dalies ir d¢l neoficialiai |
$alj jvezamy neapskaitomy antibiotiky. Siame darbe S. enterica nustatytas
naujas | klasés integronas aadA7 — aadA7 taip pat liudija galimg bakterijy
atsakg ] gausy streptomicino naudojimag gyvulininkystéje (Povilonis ir kt.,
2010). Per zoonotinius mikroorganizmus atsparumo  streptomicinui
determinantés, greifiausiai, yra perneSamos ] Zmoniy organizmus ir tokiu biidu
vis dar iSlieka vienos labiausiai paplitusiy I klasés integronuose. Kita vertus,
pastebéta, kad integrone aadA genui esant kartu su genais, lemianciais
atsparumg kitiems antibiotikams (trimetoprimui, B-laktamams), aadA4 paprastai
btina nutolgs nuo promotoriaus P1 per vieng ar dvi geny kasetes. Tai turéty
liudyti silpnesne jo raiska: kuo geno kaseté integrone yra ar¢iau promotoriaus,

tuo stipresné jo raiSka (Collis ir Hall, 1995).
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Enterobakterijy integronuose taip pat daznos buvo dfrA Seimos geny
kasetés, lemiancios atsparuma trimetoprimui (Povilonis ir kt., 2010; Seputiené
ir kt., 2010c). Idomu, kad Sie genai nebuvo nustatyti 4. baumannii ir P.
aeruginosa integronuose. Tai suteikia pagrindo manyti, kad atsparumg
trimetoprimui pastarosiose bakterijose lemia kiti molekuliniai mechanizmai
(membraniniy siurbliy veikla, ne integroninés kilmeés genai fol ir dfr). Didele
dfr4 geny jvairove E. coli integronuose greiciausiai lemia klinikingje terapijoje
Siy bakterijy sukeliamy infekcijy gydymui placiai vartojama trimetoprimo —
sulfametoksazolo kombinacija, o geny jterpimas ] perneSamus genetinius
elementus lemia sparciai plintant] atsparumg Siems antibiotikams (Blahna ir
kt., 2006). dfrr geny jsitvirtinimas integronuose, kuriuos turéjo veterinarinéje
aplinkoje paplitusios bakterijos, taip pat nenustebino, nes auginant gyviinus
maistui  trimetoprimas plafiai naudojamas antibakterinés terapijos ir
profilaktikos tikslais (Mathew ir kt., 2007; Prescott ir kt., 2008). Taciau, tai
néra vienintelis atsparumo Siam antibiotikui plitimo budas. Atskirais atvejais
perneSamose plazmidése nustatomi atsparumg trimetoprimui lemiantys genai
dfrA8 ir dfrA14, kurie yra ne integroninés kilmés (Seputiené ir kt., 2010c).

E. coli ir P. aeruginosa 1 klasés integronuose aptikome siauro spektro
B-laktamazes koduojancius genus blagxa.1/30, lemiancius atsparumg peniciliny
klasés antibiotikams. Be to, Sie fermentai pasizymi ir silpnu hidrolitiniu
aktyvumu prie§ siauro spektro cefalosporinus (Aubert ir kt., 2001).
Paskutiniyjy mety jvairiose Salyse vykdyty stebésenos tyrimy rezultatai liudija,
kad klinikinés kilmés E. coli blagxa.130 genai daznai nustatomi kartu su visame
pasaulyje iSplitusiu genu, koduojanciu iSplésto spektro B-laktamaze CTX-M-15
(Coque ir kt., 2008). Sias tendencijas patvirtino ir V. Seputienés bei kolegy
atlikti tyrimai, kuriais nustatyta, kad 94 % Lietuvoje iSskirty E. coli padermiy,
gaminan¢iy CTX-M-15, turéjo ir siauro spektro PB-laktamaze koduojantj geng
blaoxa.1z0 (Seputiené ir kt, 2010a). Verta pastebéti, kad §iy dviejy
determinanciy derinys taip pat suteikia bakterijoms atsparumg p-laktamy/B-

laktamaziy slopikliy kombinacijai (Poirel ir kt., 2010b).
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D klasés PB-laktamazéms (kitaip dar vadinamom OXA tipo f-
laktamazémis arba oksacilinazémis) budinga i$skirtiné jvairové. Siuo metu
zinoma daugiau nei 200 skirtingy jy varianty (www.lahey.org/studies).
spektro hidrolitinj aktyvuma, o dalis jy geba skaidyti ir karbapenemus. Siuos
fermentus koduojantys genai vis dazniau randami jsitvirting judriuose genomo
elementuose (integronuose, transpozonuose), kas, savo ruoztu, palengvina jy
plitimg Enterobacteriaceae $eimos, P. aeruginosa, A. baumannii ir kity rasiy
bakterijose (Giuliani ir kt., 2005; Poirel ir kt., 2010b). Siame darbe klinikinéje
P. aeruginosa paderméje nustatyta nauja D klasés P-laktamazé OXA-205
papildo oksacilinaziy jvairove, kuriy nemazai aptinkama klinikinés kilmeés P.
aeruginosa padermése (El Garch ir kt., 2011; Hocquet ir kt., 2011; Juan ir kt.,
2009; Liu ir kt., 2010).

OXA tipo B-laktamaziy gausos ir jy iSplitimo tarp jvairiy patogeniniy
bakterijy rusiy priezastys lieka diskutuotinos. Viena teorijy teigia, kad tai lémé
pries kelis milijonus mety vyke keli nepriklausomi genetiniai procesai, kai
OXA Seimos baltymus koduojantys genai buvo mobilizuoti i§ chromosomos |
plazmides (Barlow ir Hall, 2002). Si hipotezé priestarauja pladiai paplitusiai
nuomonei, kad atsparumo geny jsiterpimas j judriuosius genomo elementus yra
antibakteriniy preparaty naudojimo rezultatas. Kita vertus tai, kad atsparumo
determinantés nustatomos gamtoje sutinkamy bakterijy chromosomose (pvz.,
OXA-23 A. radioresistance chromosomoje), suteikia pagrindo manyti apie
natiraliai egzistuojancius gamtinius atsparumo geny rezervuarus, o plazmidése
esanCiy atsparumo geny jvairove tiesiog atspindi gamtiniame rezervuare
esanCiy jy pirmtaky jvairove (Poirel ir kt., 2008). Be to, viena i§ pagrindiniy
tam tikry OXA tipo fermentus koduojanciy geny plitimo varomyjy jégy galima
laikyti ir atranky antibiotiky spaudima, sukeliamg gausaus B-laktamy vartojimo
klinikoje. Taigi, vienu i$ ateities 18Siuikiy galima laikyti klinikingje aplinkoje
placiai naudojamy antibiotiky, sudaranciy atranky spaudimag bakterijoms,
jtakos jvertinimg atsparumo determinanciy pernasai 1§ natiiraliy gamtiniy

rezervuary j kliniskai ir epidemiologiSkai svarbias mikroorganizmy rasis.

111



Klinikinéje terapijoje vartojamy antibiotiky spektrg atspindi ir pavienése
klinikinés kilmés E. coli padermése nustatyti genai ered2 ir cmlA, atitinkamai
lemiantys atsparumg makrolidy (eritromicinui) ir fenikoliy (chloramfenikoliui)
klasiy antibiotikams (Povilonis ir kt., 2010). Jdomu tai, kad atsparuma
chloramfenikoliui lemiantys genai integronuose aptikti klinikinéje ir
veterinarinéje aplinkose. D¢l Salutinio Sio plataus spektro antibiotiko poveikio
jau kuris laikas vengiama jj naudoti klinikinéje terapijoje, o Valstybiné maisto
ir veterinarijos tarnyba Lietuvoje 2005 — 2007 m. vykdé sugrieztintg
chloramfenikolio kontrolés programa pieno pramongje
(http://vmvt.It/lt/naujienos/99/). Taciau, akivaizdu, kad nesant ar susilpnéjus
atrankiam antibiotiky spaudimui, atsparumo determinantés bakterijy
genomuose gali iSlikti ilga laika. Analogiska tendencijg liudija ir satl bei sat2
geny kasetés, kurias nustatéme klinikinés ir gyviininés kilmés E. coli 11 klasés
integronuose, nors dél didelio toksiSkumo streptotricinas seniai nenaudojamas
terapijoje (Hamano ir kt., 2006). Dirvozemio mikroorganizmy (streptomicety,
aktinomicety ir kt.) gaminamoms antibakterinéms medZiagoms atsparuma
suteikian¢iy determinanciy ilgalaikis iSsilaikymas patogeniSkose bakterijy
padermése taip pat leidZzia numanyti apie jy evoliucinj rySj su natiraliai
aplinkoje iSplitusiomis mikroorganizmy riisimis.

IStyrus integrony paplitimo daznj Lietuvoje iSskirtose enterobakterijose,
gauti duomenys 1§ esmes sutapo su analogisky tyrimy, vykdyty kitose Europos
Salyse, rezultatais, kai klinikinéje ir veterinarin¢je aplinkoje iSskirtose E. coli |
ir II klasés integrony daznis atitinkamai sieké 30 — 80 % ir 3 — 15 % (Povilonis
ir kt., 2010; Goldstein ir kt., 2001; Guerra ir kt., 2003; Heir ir kt., 2004; Sunde
ir Norstrom, 2006; Cocchi ir kt., 2007; van Essen Zandbergen ir kt., 2007;
Kadlec ir Schwarz, 2008; Machado ir kt., 2008). Taip pat reikia atkreipti
démesj, kad 18 sveiky ir serganc¢iy gyviiny grupiy (galvijy ir naminiy pauksciy)
iSskirtose padermése buvo nustatyti bendri integrony tipai, kurie gali biiti
pernesami konjugacijos keliu (Povilonis ir kt., 2010). Sie duomenys leidzia

manyti, kad horizontalios pernasos biidu integronuose esancios atsparumo
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antibiotikams genetinés determinantés gali plisti tarp patogeniniy ir jprastos
mikrofloros E. coli padermiy.

I klasés integrono geny kaseciy derinys dfrdl-aadAl buvo dazniausiai
sutinkamas ir nustatytas visose tirtose klinikinés ir gyviininés kilmés E. coli
grupése, taip pat tarp S. enterica i§ pauksStienos meginiy (Povilonis ir kt.,
2010). Sie rezultatai aiskiai liudija, kad minétas integrono tipas plinta jvairiose
aplinkos niSose iSskiriamose Enterobacteriaciae Seimos bakterijose, o tokia
tendencijag paremia Krauland ir bendraautoriy duomenys apie tai, kad
integronas dfrAl-aadAl yra pasauliniu mastu iSplitgs ir tarp S. enterica
(Krauland ir kt., 2009). I klasés integronai dfrAl7-aadAS5 ir aadAl pagal
paplitimo daznj taip pat yra vieni i§ daZniausiai nustatyty tirtoje bakterijy
populiacijoje (Povilonis ir kt., 2010). Sie integronai kartu su jau minétu
integronu dfrAl-aadAl yra tarp labiausiai paplitusiy E. coli padermése,
iSskirtose 1§ klinikinés ir gyviininés kilmés Saltiniy Europoje ir JAV (Dolejska
ir kt., 2008; Kadlec ir Schwarz, 2008; Machado ir kt., 2008; Ajiboye ir kt.,
2009). Nors I klasés integronas dfrA12-orfF-aadA2 buvo sutinkamas zymiai
reCiau, vis délto reikia atkreipti démesj, kad ji turé¢jo tiek klinikinés ir
gyvinings kilmés E. coli padermés, tiek S. enterica padermés (Povilonis ir kt.,
2010). Taigi, misy surinkti duomenys liudija, kad Sis integronas ir jame

esancios kasetés gali biiti perduodamos tarp skirtingy bakterijy rasiy.

Dvejose E. coli padermése, iSskirtose i§ Slapimo méginiy, buvo
nustatytas [ klasés integronas, kurio jterpty geny kaseciy iSdéstymas buvo
unikalus (Povilonis ir kt., 2010). Integrono struktira liudija, kad j placiai
paplitusj I klasés integrong dfrA17-aadAS5, 1S26 insercijos biidu buvo jterptas
kitas I klasés integronas aadB-aadAl-cmlA. 3" dalies analizé leidzia manyti,
kad jterptasis fragmentas yra dalis sudétinio transpozono. Miisy nustatytas
integrono geny kaseCiy iSsidéstymas ir aplink integrong esantys elementai
patvirtina bakterijy genomo plastiSkumo galimybes, kur svarby vaidmenj
vaidina IS elementai. D¢l jy atsparumo genai jterpimo/pasalinimo procesy

metu yra mobilizuojami formuojant sudétinius transpozonus, kurie, tikétina,
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lemia veiksmingg atsparumo antibiotikams genetiniy determinanciy plitima
tarp rasiy ar risies viduje bei patogeniniy bakterijy padermiy sékmingg

isitvirtinima klinikinéje aplinkoje.

Palyginti nedidelis 1 klasés integrony paplitimas (6 %) nustatytas S.
enterica, iSskirtose i$ paukstienos meéginiy, o pauksStienos gaminiai, manoma,
yra vienas i$ pagrindiniy vaistams atspariy zmoniy salmoneliozés infekcijy
Saltiniy (Povilonis ir kt., 2010; Miko ir kt., 2005). PrieSingai, nerimg keliantys
rezultatai gauti iStyrus I klasés integrony paplitimg S. enterica, iSskirtose i$
kiauliy skerdienos. Geny kaseCiy deriniy jvairové ir reikSmingai didesnis
integrony paplitimas lyginant su padermémis, iSskirtomis i§ paukstienos,
suteikia pagrindo manyti, kad kiauliena gali buti reikSmingas Saltinis
daugiavais¢iu atsparumu pasizyminciy salmoneliy, kurios per mitybos

granding gali biiti perneSamos | zmoniy organizmus.

Atliekant integrony genetinés struktiiros tyrimus paaiskéjo, kad
S. enterica padermés, kuriose buvo nustatyti integronai blapsg., ir aadA2,
priklausé serotipo Typhimurium DT104 fagotipui (Povilonis ir kt., 2010). Siam
fagotipui biidingas genomo elementas - genominé sala SG1 (jos sudétin¢ dalis
yra ir integronai blapsg.; bel aadA?2). Saloje esantys genai paderméms suteikia
charakteringg dauginio atsparumo antibiotikams fenotipg (atsparumas
ampicilinui, chloramfenikoliui, streptomicinui, sulfonamidams ir tetraciklinui).
Manoma, kad daugiaatspariy S. enterica padermiy sukeliamos infekcijos
pailgina hospitalizacijos laikg (Varma ir kt., 2005), Sios padermés gali buti
labiau virulentiSkos (Rasmussen ir kt., 2005), o chromosomoje jsiterpusiy
atsparumo determinanciy raiska islieka stabili ilgg laika net ir nesant atrankiam

antibiotiky spaudimui (Mulvey ir kt., 2006).

Enterobakterijy integrony pernasos ir genetinés lokalizacijos tyrimo
rezultatai liudija, kad integronai ir juose esancios kasetés gali biiti reikSmingas
Saltinis atsparumo geny, kurie horizontalios geny pernasos metu gali plisti tarp

skirtingy FEnterobacteriacieae S$eimos bakterijy rasiy. Tam tikri bendri
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integronai bakterijy padermése, iSskirtose i§ skirtingy Saltiniy, liudija apie

galimus atsparumo antibiotikams determinanciy pernasos kelius.

A. baumannii padermése vyravo I klasés integronas aacCI-orfX'-orfX"-
aadAl, dalis padermiy turéjo labai artimos genetinés struktiiros I klasés aacC1-
orfX"-orfX"-orfX"'-aadAl integrong su papildomu atviru skaitymo rémeliu
orfX'" (Povilonis ir kt., 2013). Anot kai kuriy tyréjy, pastarasis integronas
galéjo biiti prototipas, i§ kurio homologinés rekombinacijos arba integrazés
kontroliuojamu biidu buvo pasalinta viena neaiskios funkcijos geno kopija, taip
susiformuojant integronui aacCl-orfX'-orfX"-aadAl (D'Arezzo ir kt., 2009).
Per pastarajj deSimtmetj stebimas §iy abiejy integrony plitimas ir i$silaikymas
tarp A. baumannii, kurios priklauso pandeminiams ECI ir ECII klonams ir
sukelia hospitaliniy infekcijy protrukius jvairiose Europos Salyse. Tai leidzia
manyti, kad susiformavusios integrony kintamosios dalys pasizymi i$skirtiniu
genetiniu stabilumu, o geny kasetés bei galima jy pernasa lemia vienoda
atsparumo  antibiotikams  fenotipg  geografiskai ir epidemiologiskai
nepriklausomose 4. baumannii padermése (Nemec ir kt., 2004; Zarrilli ir kt.,
2004; Turton ir kt., 2005; Kraniotaki ir kt., 2006; D'Arezzo ir kt., 2009).
Manoma, kad infekcijy protrikius sukelianCiy A. baumannii genotipiné
diferenciacija gal¢jo vykti jau susiformavus minéty integrony kintamosioms

dalims (Gombac ir kt., 2002).

Sunku vienareikSmiskai vertinti 4. baumannii integronuose esanciy
atsparumo geny s3gsajg su atsparumo fenotipu. Nors kai kuriose ligoninése tam
tikrose klony grupése atspariy amikacinui ir gentamicinui padermiy dalis
virSijo 80 %, taiau jy integronai netur¢jo kintamyjy daliy su atsparumag
aminoglikozidams suteikianciais genais. Tai leidzia manyti, kad nepaisant
artimos bakterijy genetinés kilmés, skirtingose ligoninése atsparumas tam
tikriems antibiotikams gali formuotis ir plisti dél skirtingy molekuliniy
mechanizmy. Be to, norint geriau suprasti skirtingose ligoninése vyraujanciy

genetiSkai artimy padermiy nevienoda atsparumo antibiotikams fenotipa,
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reikéty detaliau paanalizuoti ir atsizvelgti | skirtingose ligoninése nevienodai

infekcijy gydymui pasirenkamus antibiotikus.

P. aeruginosa nustatyti 6 skirtingy tipy I klasés integronai. Nerima
kelia tai, kad integronus turéjo beveik trecdalis tirty P. aeruginosa padermiy, ir
beveik visuose integronuose nustatyti aadB, aacA4, aacA7 genai, lemiantys
atsparumg aminoglikozidams. StatistiSkai patikimai daugiau padermiy, turinciy
integronus, buvo atsparios gentamicinui ir tobramicinui, lyginant su
padermémis, kurios integrony neturéjo (4.1 pav.). Zinant, kad P. aeruginosa
yra natiiraliai atspari daugeliui antibiotiky dél apvalkalélio laidumo barjero ir
ypa¢ aktyviy daugiavaisCio atsparumo siurbliy, o aminoglikozidai laikomi
vienais 1§ nedaugelio veiksmingy antibiotiky prie§ P. aeruginosa, integronais
plintancios atsparumo determinantés labai susiaurina P. aeruginosa infekcijy
gydymui pasirenkamy antibiotiky spektrg. Taip pat verta atkreipti démesj j [
klasés integrong aacA7-smr2-gcuD, nustatyta P. aeruginosa 1§ kvépavimo taky
méginio. Kiek zinoma, toks integronas buvo nustatytas tik pavieniais atvejais
Turkijoje (Ozgumus ir kt., 2007) ir Rusijoje (nepublikuoti duomenys,
INTEGRALL duomeny bazé, http://integrall.bio.ua.pt/). Geografiskai
skirtingose vietovése aptinkamas toks pats retas integronas liudija, kad nauji
integrony kaseCiy deriniai gali formuotis nepriklausomai nuo epidemiologinés
bakterijy prigimties ir geografinés aplinkos.

I ir II klasés integronai yra ne tik atsparumo geny pernaSos ir raiSkos
platformos, bet ir dauginio atsparumo fenotipu pasizyminéiy bakterijy
molekuliniai Zymenys. Padermés, kuriose buvo nustatyti integronai, buvo
atsparios net iki deSimties skirtingy antibiotiky. Integronus turincios padermés
pasizymejo didesniu atsparumo paplitimo dazniu beveik visiems tirtiems

antibiotikams, lyginant su padermémis, kurios integrony neturéjo (4.1 pav.).
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4.1 pav. Integronus turinciy/neturin¢iy E. coli, S. enterica, P. aeruginosa ir A.
baumannii atsparumas antibiotikams.

AMP — ampicilinas, AMI — amikacinas, CAZ — ceftazidimas, CHL — chloramfenikolis, CIP
— ciprofloksacinas, FEP — cefepimas, FOT — cefotaksimas, GEN — gentamicinas, IMI —
imipenemas, KAN — kanamicinas, MEM — meropenemas, NAL — nalidikso rugstis, PIP -
piperacilinas, P/T4 — piperacilinas/tazobaktamas, SAM — ampicilinas/sulbaktamas, SCF —
cefoperazonas/sulbaktamas, STR — streptomicinas, SUL — sulfonamidai, TET — tetraciklinas,
TMP — trimetoprimas, TIM2 — tikarcilinas/klavulano rtigstis, TOB — tobramicinas, TZP —
piperacilinas/tazobaktamas.

Lyginant skirtingas bakterijy grupes, buvo taikomas y” arba Fisher testas. p reikimei esant

<0,01, buvo laikoma, kad skirtumas yra statistiSkai reikSmingas (paveiksle paZyméta raudona
spalva).
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Idomu tai, kad lyginant integronus turin¢ias/neturinias enterobakterijy
grupes, stebima statistiSkai didesné padermiy dalis, atspari antibiotikams,
kuriems integronai atsparumo nekoduoja — chloramfenikoliui, ciprofloksacinui,
tetraciklinui, gentamicinui, kanamicinui (E. coli ir S. enterica; 4.1 pav.).
PanaSig reikSmingg s3sajg pastebéjome ir hospitaliniy infekcijy sukéléjy
grupéje: didesné dalis padermiy, turinCiy integrony, pasiZyméjo atsparumu
cefepimui, ceftazidimui, ciprofloksacinui (P. aeruginosa; 4.1 pav.),
cefoperazonui/sulbaktamui (4. baumannii; 4.1 pav.), lyginant su integrony
neturiniomis padermémis. Tai leidZzia manyti, kad integronus turincios
patogeniniy bakterijy padermés galbiit pasizymi geriau iSreik§tu genomo
plastiSkumu, pasireiskian¢iu didesniu imlumu svetimai DNR konjugacijos,
transformacijos biidais, palankesne genetine aplinka naujy molekuliniy
mechanizmy formavimuisi ir jsitvirtinimui. Todél, esant atrankiam vaisty
spaudimui, lygiagreciai vystosi atsparumas keliy skirtingy klasiy
antibiotikams.

Atsizvelgiant | nevienodg atitinkamais laikotarpiais iSskirty bakterijy
padermiy skaiCiy, sunku vertinti integrony plitimo dinamikg ir jos kitimo
tendencijas per visg tyrimo periodg (2005 — 2011 m.). Ilgalaikiai ir nuosekliis
visuomenéje jgyjamy ir hospitaliniy infekcijy, taip pat zoonoziy sukelejy
molekulinés epidemiologijos stebésenos tyrimai leisty ne tik uzfiksuoti
atsparumg antibiotikams lemianciy genetiniy determinanciy spektra, jy plitimo
dinamikg ir kryptis, bet ir anksti nustatyti naujai Salyje pasirodancius dauginiu
atsparumu pasizymincius bakterijy klonus, laiku lokalizuoti jy sukeliamy
infekcijy zidinius, plétoti prevencijos programas, prognozuoti klinikineés ir
veterinarings terapijos sekmg ir sitilyti naujus gydymo sprendimus.

Itin grésminga padétis pastaraisiais metais susidaré Lietuvos ligoninése,
jose iSplitus atsparioms antibiotikams 4. baumannii bakterijoms. Per 2008 —
2011 m. atspariy karbapenemams padermiy dalis iSaugo keleta karty (Povilonis
ir kt., 2013). Kaip parodé¢ Siame darbe atlikti tyrimai, ligoninése iSplito
pandeminiai A. baumannii klonai ECI ir ECII, cirkuliuojantys daugelyje kity
Saliy (Higgins ir kt., 2010). Didzioji dalis ECI padermiy sudaré genetiskai

118



artimy genotipy grupe Klasterj 1, o ECII padermés - Klasterj 2. Abiejy grupiy
A. baumannii skyrési fenotipiniu atsparumu antibiotikams ir atsparumag jiems
suteikianciy geny rinkiniais (Povilonis ir kt., 2013). Klasterio 2 ECII A.
baumannii buvo nustatytos visose tirtose ligoninése ir buvo atsparios
karbapenemams. Sig savybe nulémé sintetinamos OXA-24/40 Seimos pB-
laktamazés. PrieSingai, Klasterio [ ECI padermés buvo jautrios
karbapenemams, taciau reikSmingai didesné jy dalis lyginant su Klasterio 2
ECII padermémis, buvo atsparios aminoglikozidams. I[domu tai, kad tik vienoje
ligonin¢je nustatytas OXA-23 Seimos p-laktamazes gaminanciy ECI A.
baumannii padermiy protrikis. Tai liudija apie kliniSkai svarbiy sukéléjy klony
galbiit lokalig prigimtj. Ankstyvas tokiy protriikiy nustatymas leisty imtis
prevenciniy priemoniy, siekiant i§vengti $iy klony platesnio masto iSplitimo.
Tampa akivaizdu, kad dél atspariy antibiotikams A. baumannii ECI ir ECII
klony plitimo Lietuvos ligoninése biitina nedelsiant taikyti grieztesng
hospitaliniy infekcijy kontrole. Be to, atsizvelgiant | cirkuliuojancius atskirose
ligoninése atsparumu karbapenemams pasizymincius 4. baumannii genotipus,
reikéty svarstyti alternatyvig karbapenemams antibiotiky terapija.

Plazmidés yra svarbiis atsparumo antibiotikams i$silaikymo ir plitimo
genetiniai elementai bakterijose. Gauti duomenys apie tai, kad integrony
turinCiose enterobakterijose dazniausios plazmidziy replikony grupés buvo
IncF, koreliuoja su kitose Salyse nustatomomis epideminémis
Enterobacteriaceae plazmidémis, susijusiomis su atsparumu antibiotikais
(Carattoli, 2009). IncF grupés plazmidése itin daZznai nustatomi visame
pasaulyje pandeminiu mastu paplit¢ ESBL koduojantys genai blacrx.m.is
(Carattoli, 2009). E. coli padermése, gaminanciose dazniausiai Lietuvoje
nustatoma ESBL CTX-M-15 (Seputien¢ ir kt., 2010a), nustatyti vienas ar keli
IncF grupei priskiriami replikonai (duomenys neparodyti). Tiesa, neretai IncF
grupés plazmidés nustatomos ir sveiky Zzmoniy bei gyviny bakterijy
padermése, kurios néra atsparios antibiotikams (Johnson ir kt., 2007). Be to,
enterobakterijy IncF plazmidése daZznai randami ne tik atsparumo

antibiotikams genai, bet ir su bakterijy patogeneze susij¢ elementai — pvz.,
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toksinus koduojantys genai, kiti virulentiSkumo veiksniai (Carattoli, 2009).
Akivaizdu, kad IncF plazmidés vaidina svarby vaidmenj patogeninéms
bakterijy riiSims jgyjant naujy savybiy, suteikianc¢iy pranaSumg prisitaikant
aplinkoje.

Nors yra zinoma kai kuriy plazmidziy Inc grupiy sgsaja su tam tikry
atsparumo geny pernasa, nenustatéme jokios reikSmingos koreliacijos tarp Inc
grupés ir I/Il klasés integrony tipy. Tikétina, kad integrony lokalizacija
plazmidése pirmiausia priklauso nuo transpozony, kuriuose jprastai yra
integronai, tipo ir atitinkamy transpozaziy atpazinimo taikiniy egzistavimo
plazmideése.

Apie A. baumannii plazmidziy epidemiologija ir sgsajas su atsparumo
antibiotikams genais zinoma mazai. Tik 2011 m. atliktas bene pirmasis
reprezentatyvus tyrimas apie plazmidziy homologiniy replikony grupiy
paplitimg A. baumannii 1§ 17 Europos Saliy ligoniniy (Towner ir kt., 2011).
Misy darbe gauti duomenys apie tai, kad A. baumannii padermése paplite GR2
(repAcil ir repAci2) ir GR6 (repAci6) replikony tipai, patvirtina, kad miisy
Salyje cirkuliuoja ir visoje Europoje paplit¢ klonai (Povilonis ir kt., 2013).

Atskiro aptarimo verta nustatyta nauja GR2 plazmidé pAB120, kurig
turéjo karbapenemams atsparios 4. baumannii ECII padermés. Plazmidé turéjo
du XerC/XerD rekombinaziy atpazinimo sekomis apsuptus genus,
koduojan¢ius OXA-24/40 Seimos karbapenemaze OXA-72, taip pat genus,
koduojancius spéjamas toksino-antitoksino sistemas, kurios gali biiti svarbios
plazmidziy iSsilaikymui bakterijy populiacijoje (Povilonis ir kt., 2013).
XerC/XerD rekombinacijos sekomis apriboti jvairiy dydziy ir struktiiry
nukleotidy sekos fragmentai néra retas reiskinys 4. baumannii plazmidése
(D'Andrea ir kt., 2009; Merino ir kt., 2010; Tian ir kt., 2011; Grosso ir kt.,
2012). Pagrindiné XerC/XerD rekombinacijos sistemos fermenty funkcija,
manoma, yra atskirti plazmidziy ir chromosomy dimerus replikacijos ir Igstelés
dalijimosi metu (Summers ir Sherratt, 1988). XerC/XerD rekombinazés
atpazjsta ~ 28 bp dydzio dif sekas, kuriose du konservatyviis invertuoti
pasikartojimai (IR) atskirti 6 bp kintamos sekos jungtuku (Carnoy ir Roten,
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2009). Pastaraisiais metais iSkelta hipotezé, kad XerC/XerD fermentai veikia
kaip sri¢iai savitos rekombinacijos sistema, kuri gali biiti atsakinga uz
karbapenemazes koduojanc¢iy geny blaoxa-24/40-seima Mobilizacija Acinetobacter
rusiy bakterijose (Merino ir kt., 2010; D'Andrea ir kt., 2009). XerC/XerD
fermentus ir rekombinacijai reikalingus papildomus baltymus koduojantys
genai nustatyti kai kuriy A. baumannii padermiy, kuriy genomy sekos yra
zinomos, chromosomoje (Merino ir kt., 2010).

A. baumannii plazmidziy, turin€iy blaoxa.24/40-seima EENY, apsupty
XerC/XerD atpazinimo sekomis, nustatyta Ispanijoje, Italijoje, Portugalijoje,
JAV ir Kolumbijoje (D'Andrea ir kt., 2009; Merino ir kt., 2010; Tian ir kt.,
2011, Grosso ir kt., 2012; Montealegre ir kt., 2012). Taip pat parodyta, kad ta
pati A. baumannii gali turéti kelias skirtingas plazmides, kuriy kiekvienoje yra
PO blaoxa-24/40-seima geN3 (Grosso ir kt., 2012). pAB120 yra pirmoji zinoma 4.
baumannii plazmidé, turinti dvi kopijas geno, koduojancio OXA-24/40 Seimos
karbapenemaze (OXA-72) (Povilonis ir kt., 2013). Tiesa, papildomais tyrimais
nustatéme, kad pAB120 plazmidg¢ turinéiy 4. baumannii blagxa.7, geny raiSka
nebuvo didesné uz vieng blaoxar440-seima KOpija turinCios A. baumannii
(duomenys neparodyti).

OXA-72 karbapenemazes koduojantys genai néra dazni Acinetobacter
genties bakterijy plazmidése. Tik retais atvejais nustatytos jvairaus dydzio
plazmidés, turinios blapxa.7> gena, taciau detalesné Siy plazmidziy struktiira
néra zinoma (Fernandez-Cuenca ir kt., 2012; Montealegre ir kt., 2012; Lu ir
kt., 2009; Werneck ir kt., 2011). Kai kuriose Piety Europos Salyse uZzfiksuoti
OXA-72 gaminan¢iy 4. baumannii protrikiai, ta¢iau néra duomeny apie Siose
padermeése esanciy blapxa.7» geneting lokalizacijg (Barnaud ir kt., 2010; Di
Popolo ir kt., 2011; Goic-Barisic ir kt., 2011).

blapxa.7» genus turinCios plazmidés pABI120 replikono sritis (rep
genai, oriV, iteronai) beveik 100 % identiSka GR2 plazmidziy pAB0057,
p2ABAYE, plTCDCO0715, kurios neturi jokiy CHDL koduojanciy geny,
analogiskoms sritims (Povilonis ir kt., 2013). Siose plazmidése tarp atitinkamy

XerC/XerD seky yra jterpti su atsparumu antibiotikams nesusij¢ DNR
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fragmentai. Pazymétina, kad pAB120 plazmidéje uz replikono srities esanciy
XerC/XerD taikiniy pozicijos atitinka esanc¢ias plazmidése pABO0057 ir
plTCDCO0715. Be to, atkreipéme démesj, kad ligoninése, kuriose nustatytos
pAB120 plazmid¢ turin€ios A. baumannii padermés, taip pat vyravo kita
padermiy grupé, turinti plazmides, kuriy dydziai, replikono grupé ir restrikcijos
profiliai atitiko plazmides pAB0057 ir pl TCDCO0715. Sie pastebéjimai leidzia
manyti, kad galbiit egzistuoja repAcil/repAci2 tipo plazmidziy pirmtakas, o
jame esancios XerC/XerD atpazinimo sekos tarnauja kaip taikiniai XerC/XerD
rekombinaziy vykdomai genetinei rekombinacijai. Tikétina, kad dél
rekombinacijos yra pertvarkomos ir gali biiti formuojamos skirtingy genetiniy
struktiiry plazmidés. Antros pAB120 blapxa.7» geno kopijos genetiné aplinka
beveik identiska plazmidziy pABVAOI ir pMMCU3 sri¢iai, turinciai geng
blaoxaoase (Povilonis ir kt., 2013). Sis faktas sustiprina prielaidg, kad
Acinetobacter genties bakterijose plazmidziy genetiné pertvarka gali vykti
rekombinuojant sglyginai dideliais DNR fragmentais, apribotais XerC/XerD
atpazinimo sekomis. Jdomu ir tai, kad pAB120 plazmidé¢je esantys genai gp49
ir cro (koduoja funkcionalig TA sistema, Jurénaité ir kt., 2013) taip pat yra
apsupti XerC/XerD atpaZinimo sekomis. Siam plazmidés fragmentui
artimiausia sritis, apribota XerC/XerD seky (90 % nukleotidy sekos
tapatumas), yra budinga A. baumannii ir Acinetobacter venetianus plazmidéms
pAB1 ir pAV2 (Povilonis ir kt., 2013). Tai suteikia pagrindo manyti, kad dél
XerC/XerD rekombinacijos Acinetobacter spp. plazmidés gali keistis ne tik
CHDL koduojanciais genais, bet ir kitais, pvz., plazmidziy iSsilaikymui
svarbiais elementais. Atsizvelgus  palyginamaja pAB120 ir kity Acinetobacter
spp. plazmidziy nukleotidy seky analizg, taip pat ; XerC/XerD taikiniy gausa,
spéjame, kad dvi CHDL koduojanciy geny kopijas turinfios plazmidés
pAB120 genetiné struktiira, susiformavo dél keliy XerC/XerD rekombinacijos
vykiy.

XerC/XerD rekombinacijos sistema néra vienintelis sri¢iai savitos
rekombinacijos mechanizmas, kuriuo Acinetobacter spp. plazmidés galéty jgyti

CHDL koduojan¢iy geny. Kiek anksCiau kai kuriose repAcil/repAci2
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plazmidése nustatyti blapgxa.ss (koduoja karbapenemazes) genai, apsupti Re27
seky (Poirel ir Nordmann, 2006; Bertini ir kt., 2007; Zarrilli ir kt., 2008). Re27
ir XerC/XerD atpazinimo sekos pasizymi dideliu nukleotidy seky panaSumu.
Tai sustiprina hipotez¢ apie sriiai savitos rekombinacijos vaidmenj
bakterijoms jgyjant CHDL koduojan¢ius genus. Manoma, kad Re27 (arba
XerC/XerD) taikiniai repAcil/repAci2 tipo plazmidése gali padidinti tikimybe,
kad j jas bus jterpti CHDL koduojantys genai (Towner ir kt., 2011).

Plazmid¢ pABI120 neturéjo elementy, susijusiy su plazmidés
konjugacija ar mobilizacija. Manoma, kad dauguma zinomy Acinetobacter spp.
plazmidziy greiciausiai yra nepernesamos, nes jos dazniausiai neturi su pernasa
susijusiy geny (Bertini ir kt., 2010). ISimtis biity GR6 (repAci6) tipo 60—70 kb
plazmidés, kuriose nustatyti konjugacijai butini tra genai (Bertini ir kt., 2010).
Manoma, kad Sios plazmidés gali mobilizuoti kitas, CHDL genus turincias
plazmides (Bertini ir kt., 2010; Towner ir kt., 2011). GR6 (repAci6) tipo
replikonas buvo reikSmingai dazniau (p<0,01) paplites karbapenemams
jautriose Klasterio 1 (ECI klonas) padermése, nei karbapenemams atspariose
Klasterio 2 padermése, turin¢ioms plazmide pAB120. Tod¢l labiausiai tikétina,
kad plazmidése esanciy blapxa.;» geny iSplitima A. baumannii Lietuvos
ligoninése greiciausiai nulémé ne plazmidziy horizontalioji pernasa, bet A.
baumannii klony iSplitimas.

Sékmingas plazmidés pAB120 perdavimas ir ilgalaikis CHDL geny
iSsilaikymas bakterijy populiacijoje, tikétina, susijes su dviem spéjamomis
toksino-antitoksino sistemomis, kuriy toksing ir antitoksing koduojantys
elementai nustatyti pAB120. Atviry skaitymo rémeliy, koduojanc¢iy i Gp49 ir
Cro panasius baltymus, sekos homologiskos genams, koduojantiems baltymus,
priskiriamus atitinkamai RelE toksino ir Xre/Cro antitoksino Seimoms
(Makarova ir kt., 2009). ORF5 ir ORF4 atviri skaitymo rémeliai atitinkamai
koduoja hipotetinius plazminés membranos ir citozolio baltymus,
priklausancius DUF497 ir COG3514 baltymy Seimoms. Bioinformatine analize
parodyta, kad Sie baltymai struktiiriSkai gali biiti panaSiis | RelBE Seimai

priskiriamas TA sistemas (Makarova ir kt., 2009). Jurénaités ir kt. tyrimai
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parode¢, kad abi sistemos veikia kaip toksino-antitoksino moduliai (Jurénaité ir
kt., 2013). Jvertinti TA sistemy reikSme plazmidés pAB120 isSlaikymui A.
baumannii populiacijoje reikia tolesniy tyrimy.

Apibendrinant galima teigti, kad Salies ligoninése cirkuliuoja dvi
didelés A. baumannii klony grupes, priklausanCios pasaulyje placiai
paplitusiems ECI ir ECII klonams. Sios klony grupés tarpusavyje skiriasi tiek
fenotipiniu atsparumu antibiotikams, tiek su juo susijusiais geny ir plazmidziy
rinkiniais. Spartus atsparumo karbapenemams plitimas S$alies ligoninése,
manome, susijes su GR2 plazmidéje pAB120 esanciais karbapenemazes
koduojanciais blapxa.7>. genais (Povilonis ir kt., 2013). Tikétina, kad $iy geny
mobilizavimui ir paciy plazmidziy genetinei pertvarkai yra svarbi XerC/XerD

rekombinacijos sistema.
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ISVADOS

. Integrony paplitimo daznis ir geny, lemian¢iy atsparuma
antibiotikams, jvairové rodo DAA fenotipo iSplitimo mastg Lietuvoje
i$skirtose klinikinés ir gyviininés kilmés Gram neigiamose bakterijose
ir liudija apie atsaka gydymui vartojamiems aminoglikozidy,
sulfonamidy/trimetoprimo, B-laktamy, makrolidy klasiy

antibiotikams;

. Bendros geny kasetés  klinikinés ir  gyvininés  kilmés
Enterobacteriaceae Seimos bakterijy integronuose bei jy pernasa
liudija, kad atsparumg antibiotikams lemiancios genetinés
determinantés per zoonotinius mikroorganizmus gali biiti perneSamos

i$ gyviliny | Zmogaus organizma,

. Lietuvos ligoninése cirkuliuoja A. baumannii pandeminiy klony
linijos ECI ir ECII, kurioms budingi skirtingi plazmidziy replikony
tipai ir jy deriniai. DAA fenotipu pasizyminciose Enterobacteriaceae
Seimos bakterijose vyrauja placiai pasaulyje paplitusios su atsparumu

antibiotikais susijusios IncF tipo plazmidés;

Salies ligoninése cirkulivojanéiy 4. baumannii  atsparuma
karbapenemams daugiausia lémé nauja plazmidé pAB120, turinti

karbapenemazés OXA-72 genus;

. Plazmidés pABI120 genetin¢ struktira liudija, kad XerC/XerD
rekombinacijos sistema gali biiti svarbi A. baumannii igyjant blagxa.

24/40-seima Karbapenemaziy genus ir vykstant plazmidziy pertvarkai.
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