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SANTRUMPOS

PBP — peniciling prijungiantys baltymai

AAC - N-acetiltransferazés

ANT - O-nukleotidiltransferazés

APH - O-fosfotransferazés

MRSA - meticilinui atsparus auksinis stafilokokas
MLSB - makrolidas-likozamidas-streptograminas B
FMO - nuo flavino priklausomos monooksigenazés
RPP - ribosomy apsaugos baltymai

EDTA — etilendiamintetraacto rigstis

Tris- 2-amino-2-hidroksimetil-1,3-propandiolis

bp — baziy pora



IVADAS

Nuolatos didéjantis antibiotikams atspariy bakterijy plitimas tampa vis aktualesne
Siuolaikinio pasaulio problema. Atsparumo antibiotikams krizé siejama su per dideliu ir netinkamu
antimikrobiniy preparaty vartojimu ir per mazu investavimu j naujy alternatyviy vaisty kiirima.
Ypac truksta antimikrobiniy preparaty, kurie veikty prie§ naujas ir dideliu atsparumu pasizymincias
gramneigiamas bakterijas, tokias kaip Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa ir
Acinetobacter baumannii (Ventola, 2015). Dél atsparumo vaistams infekcijas tampa sunkiau arba
nejmanoma gydyti, todél didéja sunkiy infekciniy ligy plitimo ir mirties rizika. Siuo metu pasaulyje
dél atsparumo antimikrobinéms medziagoms kasmet mir§ta maziausiai 700 000 zmoniy. Pasaulio
sveikatos organizacija prognozuoja, kad iki 2050 m. $is skaicius gali iSaugti iki 10 mln. Zmoniy, o
tai rodo, kad §i sveikatos problema yra pirmaeilés svarbos klausimas (Mancuso ir kt., 2021).

Bakterijy atsparumas antibiotikams yra siejamas tiek Su geny mutacijomis, tiek ir
horizontalia geny pernasa tarp ty paciy ar skirtingy bakterijy rasiy kamieny. Be to, prie atsparumo
antibiotikams didéjimo prisideda ir kitos genetinés determinantés, pavyzdziui: atsparumo
sunkiesiems metalams genai bei integronai (Jian ir kt., 2021). Kovojant su atsparumo antibiotikams
problema biatina skatinti inovatyvius mokslinius tyrimus bei gerinti antimikrobiniy vaisty
suvartojimo stebéseng (Veepanattu ir kt., 2020).

Sio darbo tyrimo objektas - Lietuvos savartynai. Tokia aplinka pasirinkta, atsizvelgiant, kad

Sgvartynai yra svarbiis antibiotiky ir atsparumo antibiotikams geny rezervuarai. Juose yra jvairiy
terSaly, pavyzdziui, sunkiyjy metaly, sunkiai degraduojamy organiniy cheminiy medziagy,
sudétingy mikroby konsorciumy ir anaerobiniy skaidymo procesy, kurie palengvina antibiotikams
atspariy bakterijy atsiradimg ir vystymasi (R. Zhang ir kt., 2022).

Darbo tikslas: nustatyti atsparumo antibiotikams ir sunkiesiems metalams geny paplitima
Lietuvos sgvartyny mikrobiotoje.

Darbo uzdaviniai:

1. Nustatyti atsparumo antibiotikams geny kompozicijg veikianéio sgvartyno dirvozemio
meéginiuose.

2. lvertinti atsparumo antibiotikams geny kompozicijg nebeeksploatuojamo sgvartyno
dirvoZemio méginiuose.

3. Identifikuoti atsparumo antibiotikams genus savartyny filtratuose.

4. Ivertinti atsparumo geny paplitimg kontrolin¢je nuo tarSos Saltiniy nutolusios zonos
dirvozemio méginiuose.

5. [vertinti atsparumo sunkiesiems metalams geny ir integrony paplitimg sgvartyny dirvoZemio

meginiuose.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Antibiotiky klasifikacija ir atsparumo jiems mechanizmai

Antibiotiky sgvoka apima daugybe cheminiy medziagy, kurios gaminamos natiiraliai, pusiau
sintetiniu ar sintetiniu biidu ir naudojamos bakterijy augimui slopinti (bakteriostatiskai) arba
bakterijoms nuzudyti (baktericidiskai) (Manyi-Loh ir kt., 2018). Antibiotikai naudojami jvairiose
srityse, jskaitant sveikatos sektoriy, gyvulininkyste, zuvininkyste, sodininkyste, maisto produkty
konservavimg ir kitas zmogaus iikinés veiklos sritis (Meek ir kt., 2015). Siai dienai i§skiriama
daugiau kaip 20 skirtingy antibiotiky klasiy (Mahtab Uddin ir kt., 2021), i§ kuriy daZniausiai
naudojami fB-laktamai, aminoglikozidai, tetraciklinai, makrolidai, fluorochinolonai ir glikopeptidai
(M. lbrahim ir kt., 2020). Gausus ir neatsakingas antibiotiky vartojimas pagreitina antibiotikams

atspariy bakterijy vystymasi ir plitimg (Salam ir kt., 2023).

Antibiotikai turi daug patekimo keliy j aplinka, todél jie aptinkami paciose jvairiose
ekosistemose ar net su zmogaus veikla neturindioje nieko bendro aplinkoje. Zemés iikio veikla
(ypa€ treSimas gyvuliy atliekomis), akvakultiira, nuotekos yra pagrindiniai keliai, kuriais
antibiotikai patenka j aplinkg (Quaik ir kt., 2019). Atsparumo antibiotikams genai gali iSlikti
aplinkoje, o sgvartynai yra §iy geny rezervuarai. Atsparumo antibiotikams genai gali iSplisti j
sgvartyny org, vandenj ir dirvozemj (Li ir kt., 2024). Toliau Siame darbe aptariamos daZniausiai

gamtoje paplitusios antibiotiky klasés ir pagrindinés jy savybés.

1.1.1 Beta-laktaminiai antibiotikai

Beta-laktamai yra placiausiai pasaulyje naudojama antibiotiky klasé. Siai klasei priklauso:
penicilinai, cefalosporinai, monobaktamai ir karbapenemai (Pandey ir Cascella, 2023). Visy beta-
laktaminiy antibiotiky struktiiros pagrinda sudaro reaktyvus beta-laktaminis ziedas, pavaizduotas

1.1 pav.
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1.1 pav. Beta-laktaminiy antibiotiky strukttra. Beta-laktaminis Ziedas paryskintas raudonai
(pagal Venkataravanappa ir kt., 2023)



Beta-laktaminiai antibiotikai yra labai efektyvils, mazai toksiSki ir veikia baktericidiskai
(slopina peptidoglikano sintezg stabdant peptidy sujungimg), ta¢iau masinis jy naudojimas lémé

stipriai paplitusj atsparuma Siai antibiotiky klasei (Thakuria ir Lahon, 2013).

Bakterijy atsparumas beta-laktamams dazniausiai atsiranda bakterijoms gaminant fermentus
beta-laktamazes, kurios hidrolizuoja beta-laktaminj Zieda. Beta-laktamazés gali biiti serino arba
metalo beta-laktamazés. Beta-laktaminiai antibiotikai veikia ties lgstelés peptidoglikanu, todél beta-
laktamazés yra sekretuojamos j terpe arba j periplazma (Tooke ir kt., 2019). Dél struktiiros skirtumy
cefalosporinai yra atsparesni stafilokoky gaminamoms beta-laktamazéms, lyginant su penicilinais
(Craig ir Andes, 2015). Nors bakterijy atsparumas beta-laktamams dazniausiai pasireiskia gaminant
beta-laktamazes, yra ir kity atsparumo antibiotikams mechanizmy. Bakterijos sickdamos slopinti
antibiotiky poveikj gali sumazinti prasiskverbimg j taikinio vietg (pvz. Pseudomonas aeruginosa
atsparumas), pakeisti peniciling prijungianc¢iy baltymy (PBP) taikinio vieta (pvz. pneumokoky
atsparumas penicilinui) ar iSstumti i§ periplazminés erdvés naudojant specifinius siurblio

mechanizmus (M. E. Ibrahim ir kt., 2019).

1.1.2 Aminoglikozidai

Aminoglikozidai yra stipriis plataus veikimo spektro antibiotikai, kurie veikia slopindami
baltymy sinteze. Sie antibiotikai skiriami kovoti prie§ gram-neigiamas ir kai kurias gram-teigiamas
bakterijas (Krause ir kt., 2016). Aminoglikozidiniai antibiotikai yra iSskirtiniai tarp kity baltymy
jskaitant chloramfenikolj, tetraciklinus, makrolidus ir Kitus, yra bakteriostatiniai (Waters ir Tadi,
2023). Aminoglikozidy Seimai priklauso tokie vaistai kaip gentamicinas, neomicinas, amikacinas,
kanamicinas ir streptomicinas (Young ir kt.,, 2009). Streptomicinas yra pirmasis atrastas
aminoglikozidinis antibiotikas, kuris pirmiausia vartojamas plauciy tuberkuliozés gydymui ir
papildomai veikia kelias aerobines gram-neigiamas bakterijas. Kaip ir visi aminoglikozidali,
streptomicinas yra baktericidinis antibiotikas. Streptomicinas prisijungia prie 16S RNR, esancios
ant maz0sios 30S ribosomos subvieneto, ir slopina jos veikima bei stabdo tolesng baltymy sinteze,
slopindamas peptidiniy jungéiy susidaryma. Siai dienai streptomicino aktyvumas yra stipriai
sumazejes dél besivystanCio atsparumo antibiotikams (Waters ir Tadi, 2023). Kitas Sios klasés
antibiotikas gentamicinas naudojamas prie§ gram-neigiamas bakterijas: Pseudomonas, Klebsiella,
Serratia, taip pat Staphylococcus (Sojo-Dorado ir Rodriguez-Bafio, 2023). Sis antibiotikas pasizymi
dideliu atsparumu kar$¢iui, tad iSlieka stabilus net autoklavuojant (Mullins ir kt., 2016). Neomicinas
yra efektyvus ir naudojamas prie§ gram-neigiamas bakterijas. Jis ribotai absorbuojasi j kraujotaka,

todél yra ypa¢ naudingas gydant virSskinamojo trakto ligas (Veirup ir Kyriakopoulos, 2023). Tuo



tarpu kanamicinas gydymui beveik nenaudojamas, ji daznai naudoja geny inzinerijoje kaip atrankos

zymenj (Lipscomb ir kt., 2016).
Aminoglikozidai turi keleta pagrindiniy atsparumo antibiotikams mechanizmy:

e Antibiotiko modifikavimas
e 16S rRNR metilinimas
e Antibiotiko iSmetimas (Garneau-Tsodikova ir Labby, 2016).

Atsparumas aminoglikozidams daZniausiai atsiranda dél modifikavimo juos acetilinant,
fosforilinant arba adenilinant. Sias reakcijas vykdo N-acetiltransferazés (AAC), O-
nukleotidiltransferazés (ANT) ir O-fosfotransferazés (APH), pavaizduotos 1.2 paveikslélyje.
Modifikuoti aminoglikozidai nebegali jungtis prie ribosomy 30S subvienety, dél to tampa

nebeaktyvias (Busscher ir kt., 2005).
AAC

l\

HaN,, ! JNH;
.\‘O“L "-’O O L
o OH :El oH
“NH, H OH

OH T 1 NH;

ADC APH, ANT
APH and AAC

1.2 pav. Pagrindiniai aminoglikozidus modifikuojantys fermentai, veikiantys kanamicing

(pagal Busscher ir kt., 2005)

Atsparumas aminoglikozidams gali atsirasti ir dél 16S ir 23S rRNR metilinimo. Sj atsparuma
lemia fermentai rRNR metiltransferazés ArmA ir NpmA, kurios modifikuoja atitinkamai dvi
pagrindines vietas G1405 ir A1408 A ir suteikia auksto lygio atsparumg visiems kliniskai
naudingiems aminoglikozidams. Metiltransferazes koduojantys genai randami plazmidése (Lioy ir
kt., 2014). Kai kurios bakterijos turi siurblius, skirtus aminoglikozidy i$metimui i§ Igstelés (Jang,
2023). Pagrindinis aminoglikozidy siurblys —AcrAD-ToIC sistema. Aminoglikozidy patekimas
vyksta per hidrofilinius porino baltymy kanalus, 0 antibiotiko i§metimas per aktyvius transportinius
siurblius (Garneau-Tsodikova & Labby, 2016). Daugelyje gram-neigiamy bakterijy, jskaitant P.

aeruginosa ir A. baumannii pastebéta AcrAD-TolC sistema (Jang, 2023).



1.1.3 Tetraciklinai

Tetraciklinai yra plataus veikimo spektro antibiotikai, veikiantys bakteriostatiskai. Si
antibiotiky klasé jungiasi prie bakterijy ribosomy ir sgveikauja su labai konservatyvia 16S
ribosominés RNR sritimi 30S ribosominiame subvienete, stabdydama transliacija (Grossman,
2016). Tetraciklinai gali buti natoralts (tetraciklinas, chlortetraciklinas, oksitetraciklinas ir
demeklociklinas), pusiau sintetiniai (limeciklinas, meticiklinas, minociklinas, rolitetraciklinas ir
doksiciklinas) ir nauji visiskai sintetiniai (tigeciklinas, eravaciklinas) (Shutter ir Akhondi, 2023).
Tetracikliny klasés vaistai turi bendrg struktirg, kurig sudaro keturi angliavandeniliai Ziedal,
pavaizduoti 1.3 paveiksle, o skirtingos funkcinés grupés prijungtos prie angliavandeniliy ziedy,

nurodo, kaip kiekvienas vaistas prisideda prie antibakterinio aktyvumo (Bunick ir kt., 2021)

1.3 pav. Cheminé¢ tetraciklino strukttra (pagal Bunick ir kt., 2021)

Keturi pagrindiniai mechanizmai, kuriais bakterijos tampa atsparios tetraciklinams yra
tetraciklino iSmetimas, antibiotiko modifikavimas, taikinio modifikavimas (rRNR mutacijos), ir
ribosominé apsauga. Pirmuoju mechanizmu, bakterijose esantys siurbliai (TetA) iSpumpuoja
tetraciklinus i citoplazmos (Bunick ir kt., 2021). Taip pat pastebéta, kad FMO Seimos tetraciklino
destruktazés gali oksiduoti tetraciklinus, dél to kovalentiskai sunaikinama antibiotiko struktiira ir
antibiotikas tampa neaktyvus (Markley ir Wencewicz, 2018). Dar vienas atsparumo tetraciklinui
mechanizmas — taikinio modifikavimas, stebimas tik bakterijose, turin¢iose mazg 16S rRNR geno
kopijy skai¢iy. 16S rRNR geno mutacijos pastebétos Propionibacterium acnes (2-3 16S rRNR
kopijos), Helicobacter pylori (1-2 16S rRNr kopijos), Mycoplasma bovis (1-2 16S rRNR kopijos) ir
S. pneumoniae (4 16S rRNR kopijos) (Grossman, 2016). Galiausiai, ribosomy apsauga gali
pasireiksti per ribosomy apsaugos baltymus (RPP), kurie sutrikdo tetracikliny prisijungimg. TetO ir
TetM suteikia atsparumg iSstumdami tetracikling i§ 70S ribosomos. Apsauga yra specifiné
tetraciklinams (Bunick ir kt., 2021).



1.1.4 Makrolidai

Makrolidai yra nattiraliis junginiai, sudaryti i§ laktono ziedo su prijungtomis angliavandeniy
lickanomis. Siai antibiotiky klasei priklauso azitromicinas, klaritromicinas ir eritromicinas,
pavaizduoti 1.4 pav. Makrolidai yra bakteriostatiniai vaistai ir veikia prisijungdami prie bakterijy
50S ribosominio subvieneto ir sustabdydami baltymy sintezg. Prisijunges vaistas uzkerta kelia
IRNR transliacijai (Patel ir Hashmi, 2023).
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1.4 pav. Makrolidiniy antibiotiky struktiira. (pagal C. M. Wang ir kt., 2017)

Viena pagrindiniy atsparumo makrolidams priezaséiy yra taikinio modifikavimas, Kkai
metilinama bakterijy 23S rRNR. Makrolidai, linkozamidai ir streptogramino B antibiotikai turi
sutampancéias prisijungimo vietas 23S rRNR, todél erm geny raiska suteikia kryzminj atsparumg ir
prie$ kitas antibiotiky klases - linkozamidus ir streptograminus (Munita ir Arias, 2016). Kiti
atsparumo makrolidams mechanizmai yra iSmetimas i$ Igstelés (veikia Mef iSmetimo siurbliai) ir
antibiotiko modifikavimas. Uz antibiotiko modifikavimg yra atsakingos fosfotransferazés ir
esterazés, kurios fosforilina ir skaido makrolidus. Tuomet makrolidai nebegali prisijungti prie

taikiniy ribosomoje (Schroeder ir kt., 2019).

1.1.5 Chloramfenikolis ir florfenikolis

Chloramfenikolis yra plataus veikimo spektro antibiotikas, naudojamas prie§ gram-teigiamas,
gram-neigiamas ir anaerobines bakterijas. Sis antibiotikas yra i§skiriamas i§ Streptomyces genties
bakterijy, tafiau deél galimo Salutinio poveikio vartojamas retai, kai kiti maZiau pavojingi
antimikrobiniai vaistai yra neveiksmingi ar netoleruojami. Chloramfenikolis veikia bakteriostatiSkai
(slopina baltymy sinteze), taciau didelé jo koncentracija gali veikti baktericidiskai (Abdollahi ir
Mostafalou, 2023).

Florfenikolis yra tiamfenikolio darinys, kurio veikimo mechanizmas toks pat Kkaip

chloramfenikolio (Papich, 2016). Sis sintetinis tiamfenikolio ir chloramfenikolio analogas veikia



slopindamas ribosominj aktyvuma, taip sutrikdydamas bakterijy baltymy sintezg (Trif ir kt., 2023).
Florfenikolis pasizymi placiu antibakterinio aktyvumo spektru ir yra aktyvesnis uz chloramfenikolj
ar tiamfenikolj (Papich, 2016).

Dazniausiai pasitaikantis bakterijy atsparumo chloramfenikoliui ir florfenikoliui mechanizmas
yra antibiotiko modifikavimas per jvairiy tipy chloramfenikolio acetiltransferazes. Taciau yra ir kity
atsparumo mechanizmy, pavyzdziui, inaktyvacija fosfotransferazémis, taikinio vietos mutacijos,
chloramfenikolio fosforilinimas ir hidrolizé, taip pat specifiniai arba daugiavais¢io atsparumo

siurbliai gali iSmesti antibiotikg (Schwarz ir kt., 2004).

1.1.6 Chinolonai

stabdyti tiek gramneigiamy, tick gramteigiamy bakterijy, jskaitant anaerobus, veiklg. Jie veikia
prisijungdami prie bakterijy II tipo topoizomerazés fermenty ir sutrikdydami DNR sintezés kelig
(Pham ir kt., 2019).

Dazniausiai atsparumg chinolonams lemia taikinio modifikavimas. Specifinés taikinio
fermenty mutacijos susilpnina chinolono aktyviosios vietos ir fermento sgveika. Taip pat atsparuma
chinolonams lemia DNR giraze saugantys baltymai, kurie saugo nuo sgveikos su antibiotiku. Dar
vienas atsparumo chinolonams mechanizmas — iSmetimo siurbliai, kurie gali pasalinti chinolonus i$
Igstelés ar sumazinti jy koncentracijg lasteléje ir veiksminguma pries§ bakterijas (Sparkes ir Enoch,
2023).

1.1.7 Glikopeptidai

Glikopeptidai — baktericidiniai antibiotikai, placiai naudojami kovoje prie§ sunkias infekcijas,
kurias sukelia gram-teigiamos bakterijos, pavyzdziui, Staphylococcus aureus (Xu ir kt., 2022). Sie
antibiotikai blokuoja peptidoglikano sinteze, tiksliau lastelés sienelés biosintezés transglikozilinimo
ir (arba) transpeptidacijos etapus (D’ Achille ir Morroni, 2023). Glikopeptidinius antibiotikus galima
suskirstyti j dvi kartas: pirmosios kartos glikopeptidus (vankomicing ir teikoplaning), kuriuos
gamina dirvoZzemyje gyvenantys aktinomicetai, ir antrosios kartos glikopeptidus (dalbavancinas,

oritavancinas ir telavancinas), kurie yra pusiau sintetiniai dariniai (Marcone ir kt., 2018).

Labiausiai iSnagrinétas ir sudétingiausiai valdomas yra enterokoky atsparumas
glikopeptidams (Levitus ir kt., 2023). Sj atsparumg lemia operonai, koduojantys specifinius

fermentus. Iki Siol aprasSyti devyni atsparumo operonai, jskaitant vanA ir vanB, kurie dazniausiai



aptinkami tarp klinikiniy izoliaty (Lebreton ir Cattoir, 2019). Atsparios vankomicinui bakterijos
pentapeptido gale vietoj Ala-Ala aminortgsciy turi Ala-Lac, tokios sekos vankomicinas negali

atpazinti, todél bakterija iSvengia vankomicino ir toliau dalijasi (Selim, 2022).

1.2 Atsparumo antibiotikams molekuliniai mechanizmai

Bakterijy atsparumas antibiotikams gali biiti jgimtas arba jgytas. Jgimtas atsparumas biidingas
konkreciai rusiai ir priklauso nuo mikroorganizmo biologijos (pavyzdziui, Escherichia coli turi

jgimtg atsparumg vankomicinui), o jgytas atsparumas paprastai atsiranda dél:
e lagsteliy geny mutacijy (chromosominés mutacijos) ar
e horizontalaus geny perdavimo.

Chromosominés mutacijos (dar vadinamos spontaninés mutacijos) yra gana retos (viena 10°—
108 mikroorganizmy populiacijoje) ir daZniausiai lemia atsparumg struktiiriskai giminingiems
junginiams. Sios mutacijos pasireiskia kaip replikacijos klaidos arba kaip klaidinga paZeistos DNR
pataisa. Dauguma mutacijy atsiranda besidalijanciose Igstelése, tacCiau jos gali atsirasti ir
nesidalijanciose ar létai besidalijanciose lastelése. Kai kurie biocheminio atsparumo mechanizmai
yra mutacijy rezultatas. Tuo tarpu, horizontalus geny perdavimas vyksta, kai genetinai elementai,
kurie nulemia atsparumg antibiotikui, yra perduodami kitai netoliese esanciai bakterijai. Atsparumo
genai gali buati perduodami plazmidémis (konjugacija arba transformacija), transpozonais

(konjugacija), integronais ir bakteriofagais (transdukcija) (Giedraitiene ir kt., 2011).

Atsparumas vienai antibiotiky klasei gali biti pasickiamas keliais biocheminiais keliais.
Skirtingos bakterijos, siekdamos islikti atsparios antibiotiko poveikiui, gali teikti pirmenybe
vieniems atsparumo mechanizmams negu kitiems. Pavyzdziui, gramneigiamos bakterijos,
sickdamos apsisaugoti nuo betalaktaminiy antibiotiky, gamina p-laktamazes, o gramteigiami
organizmai dazniausiai modifikuoja betalaktamo taikinio vieta - peniciling jungian¢ius baltymus
(PBP) (Munita ir Arias, 2016). Bakterijy atsparumo antibiotikams strategijos yra: antibiotiko
inaktyvacija, aktyvus antibiotiko paSalinimas (efliukso pompos), antibiotiko transportavimo
stabdymas, taikinio modifikacija, alternatyvaus metabolinio kelio jjungimas ir atsparumas dél

bendros lastelés adaptacijos. (pav. 1.5) (Jian ir kt., 2021)
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1.5 pav. Bakterijy atsparumo antibiotikams strategijos (pagal EI-Liethy ir kt., 2023)

Cheminé antibiotiko modifikacija

Viena i$ sékmingiausiy bakterijy kovos su antibiotikais strategijy - gaminti fermentus, kurie
inaktyvuoja vaista ] junginj jtraukdami tam tikras chemines dalis, arba kurie sunaikina pacia
molekule, todél antibiotikas negali sgveikauti su savo taikiniu. Toks atsparumo antibiotikams
mechanizmas vadinamas chemine antibiotiko modifikacija ir yra budingas tiek gram-neigiamoms,
tiek gram-teigiamoms bakterijoms (Jian ir kt., 2021). Pagrindiniai fermentai, kurie inaktyvuoja
antibiotikus yra: B-laktamazés, aminoglikozidus modifikuojantys fermentai ir chloramfenikolio

acetiltransferazés (Giedraitiene ir kt., 2011).

Siuo metu yra apra$yta daugiau kaip 300 skirtingy B -laktamazés fermenty. Plataus veikimo
spektro beta-laktamazes koduoja bla genai, kurie gali bati aptinkami tick chromosomoje, tiek
mobiliuose genomo elementuose. B-laktamazés sukelia peniciliny ir cefalosporiny beta-laktamo
ziedo hidrolizg, kurios metu susidaro neaktyvus produktas (Bello-Lopez ir Rojo-Medina, 2017).
Dauguma plataus veikimo spektro betalaktamaziy iSsivysté genetinés mutacijos biidu i§ pirminiy f3-
laktamaziy, ypa¢ TEM-1, TEM-2 ir SHV-1, aptinkamy gramneigiamose bakterijose (pvz.,
Enterobacteriaceae) (Fang ir kt., 2008). Taip pat bakterijos (pvz., Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae) gali gaminti CTX-M tipo B-laktamazes, kurios néra nei TEM, nei SHV atmaina, bei

OXA tipo fermentus, budingus Pseudomonas aeruginosa bakterijoms (Eckert ir kt., 2006).

Bakterijos taip pat geba gaminti aminoglikozidus modifikuojanc¢ius fermentus, kurie keicia ir
inaktyvuoja  aminoglikozidinius  preparatus ir suteikia atsparumg aminoglikozidams.
Aminoglikozidus modifikuojantys fermentai gali bati skirstomi j tris poklasius: aminoglikozidy N-

acetiltransferazés (AAC), aminoglikozidy O-nukleotidiltransferazés (ANT) ir aminoglikozidy O-



fosfotransferazés (APH). Kiekvienas fermenty poklasis modifikuoja aminoglikozida skirtingoje
padétyje, susilpnina modifikuoty aminoglikozidiniy antibiotiky ir bakterijy ribosomy gimininguma,

todél atsiranda atsparumas vaistams (Y. Zhang ir kt., 2023).

Kai kurioms bakterijoms budingas genas catl, koduojantis fermenta chloramfenikolio
acetiltransferaze. Chloramfenikolio acetiltransferazeé I detoksikuoja antibiotika chloramfenikolj ir

suteikia bakterijoms atsparumg chloramfenikoliui (Mosa ir kt., 2015).

AKktyvus antibiotiko pasalinimas iS Iastelés (efliukso pompos)

Efliukso pompos — tai membranos baltymai, kurie eksportuoja antibiotikus i§ lgstelés ir
palaiko zema jy vidulgsteling koncentracijg. Visy klasiy antibiotikai, iS$skyrus polimiksinus, yra
jautras efliukso sistemy aktyvumui. Dauguma efliukso pompy gali perpumpuoti daugybe
nesusijusiy antibiotiky - makrolidus, tetraciklinus, fluorochinolonus (Giedraitiene ir kt., 2011). Kai
efliukso siurblio ekspresija yra pernelyg didelé, jis taip pat gali sukelti atsparumg anksciau
jautriems antibiotikams. Efliukso siurbliai ypatingi tuo, kad gali suteikti atsparumg ne tik
antibiotikams, bet ir sunkiesiems metalams, i$nesdami metalo jonus, tokius kaip Ag?* Cu?*, Co?*,
Zn?*, Cd** ir Ni** . Pseudomonas aeruginosa siurblio sistema MexXY pripazinta vienu i$

pagrindiniy atsparumg aminoglikozidams lemianc¢iy veiksniy (Jian ir kt., 2021).

Pagal energijos Saltinj, naudojamg substratams iSpumpuoti, efliukso pompos gali biti
skirstomos j pirmines ir antrines. ISstimimo siurbliai, kurie energija substratams per membrang
perkelti gauna ATP hidrolizés metu, vadinami pirminiais i§stimimo siurbliais, o tie, kurie energija
gauna i§ elektrocheminiy gradienty, kuriuos sudaro protonai arba jonai, vadinami antriniais
iSstimimo siurbliais. Iki Siol bakterijose buvo nustatytos SeSios pagrindinés iSstimimo siurbliy
Seimos: ABC (ang. ATP-binding cassette superfamily), MFS (ang. major facilitator superfamily),
MATE (ang. multidrug and toxic compound extrusion), RND (ang. resistance nodulation cell
division family), SMR (ang. small multidrug resistance family) ir PACE (ang. proteobacterial
antimicrobial compound efflux family). Nors yra jvairiy tipy iSstimimo siurbliy, taciau tarp visy
siurbliy klasiy egzistuoja substraty perteklius, todél vieng antibiotikg gali eksportuoti keli skirtingi
efliukso siurbliai, o vienas efliukso siurblys gali eksportuoti struktariskai ir chemiskai skirtingus
substratus (Gaurav ir kt. 2023).

MEFS Seima yra didZiausia zinoma antriniy transporteriy Seima, aptinkama bakterijose,
archéjose ir eukariotuose. Literatiroje pateikiama vir§ 20 Tet geny, koduojan¢iy membraninius
baltymus, kurie priklauso MFS Seimai. Tarp $iy geny priklauso ir Tet(A), Tet(B), Tet(C) ir Tet(D)

genai, kurie daugiausia identifikuojami gram-neigiamose bakterijose (Pazra ir kt., 2023). Taip pat



bakterijose daznai aptinkami Tet(L) ir Tet(K) genai, dominuojantys gram-teigiamose bakterijose
(Soares ir kt., 2012). Atsparumo makrolidams genams priklauso mef (pvz. mefA, mefE) ir msr (pvz.
msrA) (Suzuki ir kt., 2022). O atsparuma chinolonams gali suteikti qepAl genas, kuris koduoja
efliukso siurblj, priklausantj MFS $eimai. (Brandis ir kt., 2021).

Antibiotiko patekimo stabdymas

Antibiotiky patekimas per bakterijy membranas yra esminis zingsnis, lemiantis jy poveikj
specifiniams  vidulgsteliniams taikiniams. Dazniausiai antibiotiko jsisavinimo  ribojimo
mechanizmas biidingas gram-neigiamoms bakterijoms. Yra aprasomi du keliai, kuriais antibiotikai
gali prasiskverbti pro iSoring membrang: hidrofobiniams antibiotikams (pvz. makrolidai) - per
lipidus, o hidrofiliniams antibiotikams (pvz. B-laktamai) - per porinus (Delcour, 2009). OmpC ir
OmpF yra du pagrindiniai iSorinés membranos baltymai, kurie tarnauja kaip barjeras antibiotikams
ir kitoms toksinéms medziagoms, patenkan¢ioms | lgstelés vidy. OmpC ir OmpF genus
transkripcijos biidu reguliuoja dviejy komponenty reguliavimo sistema OmpR-EnvZ. Si atsparumo
antibiotikams strategija yra jvardijama Salmonella Enteritidis bakterijoje, manoma, kad dél
EnvZ/OmpR dviejy komponenty sistemos bakterija yra labai atspari jvairiems antibiotikams, ypaé
B-laktamams. (Masi ir Pages, 2013).

Taikinio modifikacija

Dar viena bakterijy atsparumo antimikrobinéms medZiagoms strategija - iSvengti antibiotiko
veikimo, pakeiciant jo taikinio vietg. Kad tai pasiekty, bakterijos iSvysté jvairias taktikas, jskaitant
taikinio apsauga, neleidziancig antibiotikui pasiekti jo prisijungimo vietos, ir taikinio vietos
modifikacijas, dél kuriy sumazéja giminingumas antibiotiko molekulei (Munita ir Arias, 2016).
Taikinio modifikacija veikia prie$ keliy klasiy antibiotikus, jskaitant B-laktamus, glikopeptidus,
makrolidus, linkosamidus, streptograminus ir aminoglikozidus (Peterson ir Kaur, 2018). Tikslinés
vietos poky¢ius daznai lemia savaiminé bakterijos chromosomoje esancio geno mutacija ir atranka
veikiant antibiotikui. Kaip pavyzdj galima paminéti RNR polimerazés ir DNR girazés mutacijas,

dél kuriy atsiranda atsparumas atitinkamai rifamicinams ir chinolonams (Lambert, 2005).

Daugelis antibiotiky veikia blokuodami baltymy sintez¢ bakterijy ribosomoje. Visy pirma,
antibiotikai pisijungia prie ribosomy ir gali sutrikdyti iRNR transliacijg arba blokuoti peptidiniy
jungciy formavimasi peptidiltransferazés aktyviame centre (Lambert, 2012). Taciau kai kurios
modifikacijos gali padéti apsaugoti ribosomas. Bakterijose placiai paplite¢ ribosomy apsaugos

baltymai (ypa¢ Tet(O) ir Tet(M)), kurie suteikia atsparumg tetraciklinui, prisijungdami prie



ribosomos ir neleisdami prisijungti tetraciklinui (Donhofer ir kt., 2012). Erm Seimos baltymai
koduoja metiltransferazes, metilinancias 23S rRNR V domeno A2058 nukleotido N-6 padétj. Dél
A2058 pozicijos dimetilinimo, kuris sudaro MLSB antibiotiky saveikos vieta, atsiranda atsparumas
makrolidams, linkozamidams ir streptograminams. Erm dimetiltransferaziy gamyba daugelyje
patogeniniy bakterijy yra labiausiai paplit¢s atsparumo makrolidams mechanizmas (Takaya ir Kt.,
2013).

Alternatyvaus metabolinio kelio jjungimas (ang. metabolic bypass )

Taikant §} metodg bakterijos gali sukurti naujus taikinius, kurie atlieka panaSias metabolines
funkcijas kaip ir pirminis taikinys, tadiau jy neslopina antibiotiko molekulé. Du svarbiausi
klinikiniai pavyzdziai - enterokoky atsparumas vankomicinui, atsirades dél peptidoglikano
struktiiros poky¢iy, kuriuos sukelia van geny grupés, ir S. aureus atsparumas meticilinui, atsirades
dél egzogeniniy PBP (Joshi ir Patil, 2023). Dar vienas budas i§vengti antimikrobinio poveikio -
Lapeiti“ metabolinj kelia, kurj slopina antibiotikas, perprodukuojant antibiotiko taikinj. Sio
mechanizmo pavyzdys yra atsparumas trimetoprimui-sulfametoksazolui (TMP-SMX). Sio
mechanizmo metu dalyvauja du pagrindiniai fermentai - dihidroptero ragsties sintetazé (DHPS),
kuri slopina SMX, ir dihidrofolato reduktazé (DHFR), kuri slopina TMP. Nors atsparumg TMP-
SMX galima sukurti taikant kelias strategijas, ,,apéjimo* strategija yra DHFR arba DHPS
perprodukcija dél mutacijy $iuos fermentus koduojan¢ios DNR promotoriaus srityje. Sios mutacijos
lemia padidéjusig minéty fermenty gamyba, ,uzgoziancig“ TMP-SMX gebéjimag slopinti folaty
gamybag ir leidZianc¢ig bakterijoms iSgyventi (Munita ir Arias, 2016).

1.3 Atsparumo sunkiesiems metalams genai

Antibiotikai yra svarbus, bet ne vienintelis veiksnys, darantis jtakg atsparumo antibiotikams
geny plitimui. Aplinkoje esantys sunkieji metalai veikia kaip selektyvus veiksnys plintant
atsparumo antibiotikams genams (Fu ir kt., 2023). Dazniausiai aplinkoje aptinkami tokie sunkieji
metalai kaip Svinas (Pb), chromas (Cr), arsenas (As), cinkas (Zn), kadmis (Cd), varis (Cu),
gyvsidabris (Hg) ir nikelis (Ni). Dirvozemis yra pagrindinis $iy metaly rezervuaras, skirtingai nei
organiniai terSalai, metalai nepasiduoda nei mikrobiniam, nei cheminiam skilimui, todél jy bendra

koncentracija dirvoZzemyje islieka ilgg laikg po patekimo j aplinkg (Wuana ir Okieimen, 2011).

Metalai gali nulemti atsparumg antibiotikams lemian¢iy geny selektyvig atrankg (1.6 pav.).
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1.6 pav. Koatsparumo, kryzminio atsparumo ir bendro atsparumo metalams ir antibiotikams
reguliavimo mechanizmai. A paveikslélyje pavaizduotas atsparumo metalams genas arsB ir
atsparumo antibiotikams genas blaTEM-1, abu yra plazmidéje ir gali biiti paveldimi kartu
(koatsparumas). B paveikslélyje pavaizduotas AcrAB-TolC efliukso siurblio genas, kuris gali
1§ lgstelés iSpumpuoti kelis antibiotikus ir biocidus (kryzminis atsparumas). C paveikslélyje
mex operono ir czc operono transkripcijos keliai yra susije, todél bet kurio i§ jy ekspresija
lemia ir czc, ir oprD efflux siurbliy ekspresijg (koreguliacija) (pagal Murray ir kt., 2024)

Atsparumo metalams genai ir atsparumo antibiotikams genai gali biiti genetiSkai susije DNR
fragmente, todél paveldimi kartu (Murray ir kt., 2024). Pastebéta, kad atsparumo metalams ir
antibiotikams genai, nors ir reCiau, gali kartu egzistuoti ir mobiliuose genetiniuose elementuose,
pvz., plazmidése. Atsparumo sunkiesiems metalams operonai paprastai yra stabiliai integruoti j kai
kuriy bakterijy chromosomas, tafiau jie taip pat gali biti endogeninése plazmidése arba
transpozonuose. Lokalizacija tame paciame klasteryje (koatsparumas) lemia bendrg $iy atsparumo
geny atrankg (Chenia ir Jacobs, 2017). Bakterijos, turinios jgimtus atsparumo sunkiesiems
metalams genus yra geriau prisitaik¢ iSgyventi aplinkoje, jos dauginasi, gali jgyti ir atsparumo
antibiotikams genus (Murray ir kt., 2024). Dar vienas bakterijoms bitidingas mechanizmas —
kryZminis atsparumas. KryZminis atsparumas atsiranda tada, kai vienas mechanizmas (pvz.,
i8stimimo siurblys) vienu metu suteikia atsparumg skirtingiems junginiams. PavyzdZiui,
Salmonella typhimurium atveju BaeSR reguliuojamas AcrD ir MdtABC vaisty iSstimimo sistemos
lemia atsparumg variui, cinkui ir B-laktaminiams antibiotikams. Listeria monocytogenes atveju,
vaisty iSstimimo siurblys, kurj koduoja MdrL baltymas, iSstumia sunkiuosius metalus - cinka,
kobaltg ir kadmj, taip pat antibiotikus - eritromicing, klindamicing, ir biocidus, tokius kaip

benzalkonio chloridas (Pal ir kt., 2017). Be bendro ir kryzminio atsparumo, bendro reguliavimo



mechanizmai taip pat gali paskatinti bendros atrankos procesa. Taip atsitinka, kai kelis atsparumo
genus, suteikianCius atsparumg skirtingiems toksiskiems junginiams, valdo vienas reguliacinis
genas. Pavyzdziui, reguliacinis baltymas CzcR reguliuoja CzcCBA eflukso siurblio, kuris suteikia
atsparuma cinkui, kadmiui ir kobaltui, raiSka. CzcR taip pat reguliuoja atsparumg karbapenemams,
slopindamas OprD porino, per kurj Sie antibiotikai patenka j bakterijos lastele, ekspresija (Pal ir kt.,
2017).

1.4 Integronai

Integronai - tai genetiniai elementai, vaidinantys svarby vaidmenj genetinéje rekombinacijoje ir
svetimos DNR integravime j organizmo $eimininko genoma (Bhat ir kt., 2023). Integrono struktiira

susideda i$ trijy pagrindiniy elementy (pav. 1.7):

e Integrazés geno (intl), kuris koduoja specifing rekombinacijos vieta ir priklauso tirozino

rekombinaziy Seimai;
e Integrazés atpazjstamos receptoriaus vietos (attl);

e Promotoriaus, reikalingo integrone esan¢iy geny kaseCiy veiksmingai transkripcijai ir

ekspresijai (Domingues ir kt., 2012).
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1.7 pav. 1 klasés integrono schema. Pagrinding integrono platforma sudaro: intl -
integrono integrazés genas; pC - integrono neSamas promotorius; attl - su integronu susijusi
rekombinacijos vieta; ir geny kasetés, nuosekliai jterptos | masyva rekombinuojant tarp attl
ir su kasete susijusios rekombinacijos vietos attC. (Bhat ir kt., 2023)

Siuo metu integronus galima suskirstyti j 5 skirtingas klases: 1 klasés integronas, turintis intl1
integrazés gena, 2 klasés integronas, turintis intl2 integrazés gena, 3 klasés integronas, turintis intl3

integrazés gena, 4 klasés integronas, turintis intl4 integrazés gena ir 5 klasés integronas, turintis



intl5 integrazés geng (Shetty ir kt., 2023). Geny kasetése identifikuota daugiau kaip 60 skirtingy
atsparumo antibiotikams geny. Integronai labai svarbiis horizontaliam geny pernesimui, kadangi jie
gali perkelti genus i§ bakterijy chromosomy j plazmides ir integrazés pagalba integruoti juos i
tikslinj patogeninj Seimininkg ar komensalias bakterijy rtsis. Be to Sie genetiniai elementai gali
paimti atsparumo antibiotikams genus i$ juos supancios aplinkos ir véliau jtraukti juos j savo geny

kasetes per konkreciai vietai biidingg rekombinacija (Bhat ir kt., 2023).



2 MEDZIAGOS IR METODAI

2.1 Tyrimo objektas

Tyrimams buvo surinkti 26 dirvozemio méginiai i$ skirtingy Lietuvos vietoviy:
o Kazokiskiy — veikian¢io sgvartyno;
e Kariotiskiy — nebeeksploatuojamo sgvartyno;

e Moléty rajono — kontrolinés zonos.

Meéginiai buvo renkami bendradarbiaujant su Vilniaus universiteto Ekologijos ir aplinkotyros
centru. Méginiy surinkimo vietos su koordinatémis nurodytos 2.1 — 2.2 paveiksle. Véliau
dirvozemio méginiai buvo nugabenti j Vilniaus universiteto Gyvybés moksly centro Eukarioty

molekulinés mikrobiologijos laboratorijg ir laikomi -70°C temperatiroje iki tolimesniy darby.

552786.00
552766.82
552626.68
552494.74
552504.66
552684.62
552926.91
552932.26

2.1 pav. Kazokiskiy méginiy i$sidéstymo zemélapis



561718.91

2.2 pav. Kariotiskiy méginiy i$sidéstymo zemélapis

2.2 Genominés DNR skyrimas

Remiantis gamintojo rekomendacijomis, i§ dirvoZzemio méginiy buvo i8skirta genominé DNR
naudojant ZymoBIOMICS™ DNR rinkinj (Zymo Research, JAV). Genominés DNR koncentracija
pamatuota spektrofotometru NanoDrop™ 2000/2000c (Thermo Fisher Scientific, JAV). Isskirti

meginiai buvo saugomi -20°C temperatiiroje.
Genominé DNR isskirta i§ 26 dirvozemio méginiy, kurie suskirstyti pagal jy surinkimo vieta:

o Kazokiskiy sgvartyno dirvozemio méginiai: KZ1 (T), KZ2 (T), KZ3 (T), KZ4 (T), KzZ4
(B), KZ5 (T), KZ5 (B)

o Kazokiskiy filtraty meéginiai: KZ1 (F), KZ2 (F), KZ2 (F(2))

o KariotiSkiy sgvartyno méginiai: KR1 (T), KR1 (B), KR2 (T), KR2 (B), KR3 (T), KR3
(B), KR4 (T), KR4 (B), KR5 (T)

e Moléty rajono dirvoZzemio méginiai: C1 (T), C1 (B), C2 (T), C2 (B), C3 (T), C3 (B), C4
(B)



Dirvozemio méginiai buvo surinkti pavir§iniame dirvozemio sluoksnyje (tokiu atveju méginys

zymimas T- top) ir 10 cm gylyje (tokiu atveju méginys zymimas B — bottom).

2.2 Polimerazeés grandininé reakcija

Siekiant nustatyti atsparumo antibiotikams ir sunkiesiems metalams genus buvo atlikta

polimerazés grandininé reakcija (PGR).

PGR reakcija buvo atliekama naudojant Bio-Rad T100 Thermal Cycler (Bio-Rad
Laboratories, JAV) pagal 2.2 lenteléje nurodytas salygas.

2.2 lentelé. PGR reakcijos salygos.

Etapai Temperatira (°C) Trukmé Ciklai
1. | Pradiné denaturacija 95 2 min 1
Denatiiracija 95 30s
2. | Pradmeny prisijungimas (prilipimas) 48 —72* 30s 35
Grandinés ilginimas 72 45-60 s 2
3. | Baigiamasis ilginimas (inkubacija) 72 5 min 1

Pradmeny poros parinktos iSsamiai iSanalizavus literatiirg ir atsizvelgiant j anksc¢iau atliktus
tyrimus. Naudoti pradmenys taikomi dazniausiai gamtoje paplitusiems atsparumo antibiotikams ir
sunkiesiems metalams genams nustatyti. Pradmenys pateikti 2.3 — 2.11 lentelése.

2.3 lentelé. Tyrime naudoti oligonukleotidiniai pradmenys, skirti identifikuoti atsparumo beta-
laktamams genus

Pradmens Prisilydimo
Genas - Pradmens seka 5¢-3¢ temperatiira Saltinis
pavadinimas C)
FCTXU ATG TGC AGY ACC AGT AAR GTK ATG GC
ctx-M 60 (Eckert et al., 2006)
RCTXU TGG GTR AAR TAR GTS ACC AGAAYC
AGC GG
F10XA1 GATATC TCT ACT GTT GCATCTC (Fang et al., 2008)
oxal 54
R10XA1 AAT AAACCCTTC AAACCATCCG

! Pradmeny prisilydymo temperatiira buvo apskaiciuota pagal naudota pradmeny pora, temperatiiras galima matyti
2.3 - 2.5 lentelése.
2 Grandinés ilginimo trukmé apskaiciuota pagal oligonukleotido baziy poros dydj.



FOXA2

GCC AAAGGCACGATAGTTGT

oxa2 57
ROXA2 TCATCCATCCTGTTT GGC GT
FOXA23 TTAGCACCTATG GTAATGCTCT

oxa23 57
ROXA23 TCCACC CAACCAGTCAACCA
F1SHV AGGATTGACTGCCTTTTT GCG

Shv 57

R1SHV ATTTGC TGATTT CGC TCG GC

2.4 lentelé. Tyrime naudoti oligonukleotidiniai pradmenys, skirti identifikuoti atsparumo

aminoglikozidams genus

Pradmens Prisilydimo
Genas . Pradmens seka 5¢-3¢ temperatiira Saltinis
pavadinimas C)
FANT-6 AGCCGGAGGATATGGAATTAT (Ramirez and
aadE 57
RANT-6 TTCATAGGAATCCATCCGGTA Tolmasky, 2010)
FANT-3 CGC CGAAGTATC GACTCAAC
aadAl 58 (Chen et al., 2004)
RANT-3 GCG GGACAACGTAAGCACTA
FAAD2 GCTCAATGACCTTATGAAGGC (Se utiene et al
aadA2 58 p v
RAAD?2 GCGGGACAACGTAAGCACTA )
FANTIa GAGCGAAATCTGCCGCTCTG (Vakulenko et al
aadB 58 "
RANTIa CTGTTACAACGGACTGGCC 2003)
FAPH -6 ATC GTC AAG GGATTGAAACCTA
strB 57 (Madsen et al., 2000)
RAPH -6 GGATCG TAG AAC ATATTG GCG
FAPHI ATGGGCTCGCGATAATGTC
aphAl 57 Sheryl et al., 2008
RAPHI CTCACCGAGGCAGTTCCAT
FAPHII GAACAAGATGGATTGCACGC
aphA2 55 (Maynard et al., 2003)
RAPHII GCTCTTCAGCAATATCACGG
F1APH-3 CTT GGT GAT AAC GGC AATTCC
aph(3”)-1 59 (Madsen et al., 2000)
R1APH-3 CCAATC GCAGAT AGAAGG CAA
FAAC3I AGCAGCAACGATGTTAACGCA (Ramirez and
aacCl 61
RAAC3I CTGCGGGATCGTCACCGTA Tolmasky, 2010)
FAAC6b AGT ACAGCATCG TGACCAACA
aadA4 59 (Machado et al., 2006)
RAAC6b ATG TAC ACG GCT GGACCATC
FAAC3lia GGTT CGG CCT GCT GAATCA (Ramirez and
aacC3 60
RAAC3lia AA GCC CAC GAC ACC TTC TC Tolmasky, 2010)
FAAC3IV GATGGGCCACTTGGACTGAT
aac(3)IV 59 (Chen et al., 2005)
RAAC3IV GCGCTCACAGCAGTGGTCAT




2.5 lentelé. Tyrime naudoti oligonukleotidiniai pradmenys, skirti identifikuoti atsparumo
tetraciklinams genus

Pradmens Prisilydimo
Genas I Pradmens seka 5¢-3¢ temperatiira Saltinis
pavadinimas C)
FTETA GCTACATCCTGCTTGCCTTC
tetA 57
RTETA CAT AGATCG CCG TGAAGA GG
FTETB TTGGTTAGG GGCAAGTTTTG
tetB 56
RTETB GTAATG GGC CAATAACAC CG
FTETC CTT GAG AGC CTT CAACCC AG (Ngetal., 2001)
tetC 58
RTETC ATG GTC GTC ATC TAC CTG CC
FTETD AAACCATTACGG CATTCT GC
tetD 55
RTETD GAC CGG ATACAC CAT CCATC
FTETM GTG GAC AAAGGT ACAACG AG
tetM 56
RTETM CGG TAAAGT TCG TCACACAC

2.6 lentelé. Tyrime naudoti oligonukleotidiniai pradmenys, skirti identifikuoti atsparumo
makrolidams genus

Pradmens Prisilydimo
Genas g Pradmens seka 5¢-3¢ temperatira Saltinis
pavadinimas C)
FermA GAAGCGGTAAACCCCTCTG
ermA 58
RermA ACCCAAAGCTCGTTGCAGAT
ormB FermB ATTGGAACAGGTAAAGGGCAT 56 (Seputiene et al.,
RermB ATCTGGAACATCTGTGGTATG 2012)
FmefAB AGTATCATTAATCACTAGTGCC
mefAB 54
RmefAB GTTCTTCTGGTACTAAAAGTGG

2.7 lentelé. Tyrime naudoti oligonukleotidiniai pradmenys, skirti identifikuoti atsparumo
chloramfenikoliui ir florfenikoliui genus

Pradmens Prisilydimo
Genas g Pradmens seka 5¢-3¢ temperatiira Saltinis

pavadinimas C)
FCATI CTATAACCAGACCGTTCAGCT

catl 58
RCATI TAAGCATTC TGC CGA CAT GGA (Lastauskiené et al
FFLO GTT TCAGGT GGC ACG AAA CC 2021)

floR 57

RFLO

CGG ACACCG TGAAGACAATA




2.8 lentelé. Tyrime naudoti oligonukleotidiniai pradmenys, skirti identifikuoti atsparumo
chinolonams genus

Pradmens Prisilydimo
Genas I Pradmens seka 5¢-3¢ temperatiira Saltinis
pavadinimas C)
FgnrA ATTTCTCACGCCAGGATTTG
gnrA 55
RgnrA GATCGGCAAAGGTTAGGTCA
FgnrB GATCGTGAAAGCCAGAAAGG
gnrB 56 (Gay et al., 2006)
RgnrB ACGATGCCTGGTAGTTGTCC
FgnrS ACGACATTCGTCAACTGCAA
qnrS 57
RgnrS TAAATTGGCACCCTGTAGGC
FgnrD CGAGATCAATTTACGGGGAAT
gnrD 58 (Xiaetal., 2010)
RgnrD AACAAGCTGAAGCGCCTG
FgepAl GCAGGTCCAGCAGCGGGTAG
gepAl 60 (Yamane et al., 2008)
RgepAl CTTCCTGCCCGAGTATCGTG

2.9 lentelé. Tyrime naudoti oligonukleotidiniai pradmenys, skirti identifikuoti atsparumo
glikopeptidams genus

Pradmens Prisilydimo

Genas g Pradmens seka 5¢-3¢ temperatira Saltinis
pavadinimas C)
FvanA TCAGCTTTGCATGGCAAGTC

vanA 59
RvanA GCTCCTCTGCTGAAAGGTCT
FvanB CGGCAGGACAATATGATGGA

vanB 57
RvanB GCTGTCAATCAGTGCAGGAA (Dutka-Malen et al.,
FvanCl GGTATCAAGGAAACCTC 1995)

vanCl 50
RvanC1 CTTCCGCCATCATAGCT
FvanC23 CTCCTACGATTCTCTTG

vanC2/3 49

RvanC23 CGAGCAAGACCTTTAAG
FvanD CATCAGGAAGCACAGCC

vanD 56
RvanD GCTGCTGTCATCATGCG
FvanE TGTAGGTTGTGGTATCGGA

vanE 53 (Domingo et al., 2005)
RvanE ATTCTCGCTAATCCTTTGCA
FvanG GATGAAATCGAACTGTCAAG

vanG 52
RvanG AATGCCTTTCATCATATTTGG




2.10 lentelé. Tyrime naudoti oligonukleotidiniai pradmenys, skirti identifikuoti atsparumo
sunkiesiems metalams genus

Pradmens Prisilydimo
Genas - Pradmens seka 5¢-3¢ temperatiira Saltinis
pavadinimas C)
arsB_F GTSAARCCSTTYTCGATGGC
arsB 50 (Roosa et al., 2014)
arsB_R GCRAASGCSAHSAYCATGAT
arsC_F GTAATACGCTGGAGATGATCCG
arsC 59 (Sultan et al., 2020)
arsC_R TTTTCCTGCTTCATCAACGAC
arrA_F AAGGTGTATGGAATAAAGCGT TTG
TBGGHGAYTT (Escudero et al.,
arrA arrA R 63 2013)
CCTGTGATTTCAGGTGCCCAYTYV GGNGT
CopA_F ATGTGGAACSARATGCGKATGA
COpA 56
copA R AGYTTCAGGCCSGGAATACG
nccA _F TTYAGCCAGGTVACSGTSATYTT
nccA 54 (Roosa et al., 2014)
nccA R GCYGCRTCSGCRCGCACCAGRTA
pbrT_F AGCGCGCCCAGGAGCGCAGCG TCTT
pbrT 61
pbrT_R GGC TCG AAG CCG TCG AGTA
chrB_F GTCGTTAGCTTGCCAACATC (Adekanmbi et al
chrB 56 N
chrB R CGGAAAGCAAGATGTCGATCG 2019)

2.11 lentelé. Tyrime naudoti oligonukleotidiniai pradmenys, skirti identifikuoti integraziy genus

Pradmens Prisilydimo
Genas L Pradmens seka 5¢-3¢ temperatiira Saltinis

pavadinimas C)
Fintl1 GGGTCAAGGATCTGGATTTCG

Intl1 58 (Marathe et al., 2013)
Rintl1 ACATGCGTGTAAATCATCGTC
FintI2 TTACCTGCACTGGATTAAGC

Intl2 54 (Abbasi et al., 2020)
RIntl12 TTGCGAGTATCCATAACCTG

PGR rezultatai buvo vertinami atliekant elektroforez¢ agaroziniame gelyje. Geliui pagaminti

2.4 DNR elektroforezeé

buvo naudojama agarozé ir 1 x TAE buferinis tirpalas. Produktams, kuriy dydis 250 — 1000 bp,

naudojant 1 XTAE buferj, buvo paruoSiamas 1 % agarozés gelis, o mazesniems nei 250 bp — 3 %
gelis. Tuomet 100ml 1 x TAE buferyje (40 mM Tris-HCI, 20 mM acto raigsties, | mM EDTA, pH
8,0) istirpinama atitinkamai 1 g arba 3 g agarozés. Agarozé su buferiniu tirpalu buvo virinama 2-3

min. mikrobangy krosneléje iki visisko iSsilydymo agarozé ir atvésinama iki 50-60°C temperatiros.

Po to jpilama 5 pl etidzio bromido tirpalo.




ParuosStas agarozes tirpalas buvo supilamas j elektroforezés aparato gelio uzpylimo rémelj su
Sukutémis ir laukiama, kol gelis sustings. Sustingus geliui jis perkeliamas j elektroforezés vonele,
uzpilamas 1 x TAE buferiniu tirpalu, kad biity apsemti gelio Sulinéliai. | Sulinélj automatine pipete
buvo supilama DNR ilgio standarty miSinys, 3 % agarozés gelyje naudotas DNR ilgio standartas -
GeneRuler Low Range DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific), 1 % agarozés gelyje GeneRuler 1
kb DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific). I kitus Sulinélius buvo supilami analizuojami méginiai
po PGR reakcijos sumaisyti su 6 X uznesimo dazu (Loading Dye; Sorpo). Elektroforezé vykdoma
CONSORT E 865 (CONSORT nv, Belgija), naudojant elektrinio lauko stipri 7 V/cm ir 120V

jtampa, kol dazas numigruoja apie % gelio.

Po elektroforezés gelis vizualizuojamas transiliuminatoriumi MiniBIS Pro® (DNR Bio Imaging
System, lzraelis), fotografuojant UV Sviesoje. Galiausiai nustatomas DNR fragmenty dydis (bp)
pagal naudojamg DNR ilgio standartg.



3 REZULTATAI

3.1 Atsparumo antibiotikams geny paplitimas sagvartyny mikrobiotoje

Atsparumo antibiotikams geny paplitimo vertinimo metu buvo sickiama identifikuoti
atsparumo pagrindinéms antibiotiky klaséms determinantes, esancias savartyny ir nuo tar$os viety
nutolusivose  dirvozemio  méginiuose. Buvo  vertinamas atsparumo  betalaktamams,
aminoglikozidams, tetraciklinams, makrolidams, chloramfenikoliui ir florfenikoliui, chinolonams ir
glikopeptidams geny paplitimas. Vieno i§ atsparumo aminoglikozidams geno (strB) paplitimo

rezultatai pateikti 3.1 paveiksle.
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3.1 pav. strB geno paplitimas sgvartyny méginiuose. StrB geno dydis — 500 bp. I§ krasty
pazymétas DNR ilgio standartas - GeneRuler 1 kb DNA Ladder, neigiama kontrolé¢ —
vanduo. PGR produktai matomi: Kazokiskiy sgvartyno nuo 1 iki 10 (a pav.), Kariotiskiy
sgvartyno nuo 11 iki 19 (a ir b pav.), Moléty rajono nuo 20 iki 26 (b pav.) méginiuose.
Suvestiniai PGR rezultatai pateikiami lentelése toliau sekanc¢iuose skyreliuose.



3.1.4 Atsparumo antibiotikams genai veikianc¢io savartyno méginiuose

Atsparumo anibiotikams geny paplitimo Kazokiskiy savartyne rezultatai pateikiami 3.1.1
lenteléje.

3.1.1 lentelé. Atsparumo antibiotikams genai Kazokiskiy sgvartyno méginiuose
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Kazokiskiy savartyno genominés DNR méginiuose atsparumo antibiotikams genai aptikti 5
méginiuose i§ 7. Daugiausiai geny nustatyta méginyje — KZ1 (T). Siame méginyje buvo rasta 16
atsparumo antibiotikams geny. Kazokiskiy sgvartyno méginiuose KZ2 (T) ir KZ4 (B) atsparumo
antibiotikams geny neaptikta. Kituose méginiuose buvo nustatyti: KZ5 (B) — 8 genai, KZ4 (T) — 6
genai KZ3 (T) ir KZ5 (T) — po 2 genus. PavirSiniame dirvozemio sluoksnyje (top) vyrauja didesnis
atsparumo antibiotikams geny paplitimas nei 10 cm gylio méginiuose (bottom).

Lyginant atsparumg skirtingoms antibiotiky klaséms daugiausiai nustatyta atsparumo
aminoglikozidams ir florfenikoliui geny. Atsparumo betalaktaminiams antibiotikams geny ir
atsparumo chinolonams geny veikianéio sgvartyno dirvozemio méginiuose neaptikta. Tarp
atsparumo aminoglikozidams geny daugiausiai rasta aadB ir strB geny, kurie buvo 3 méginiuose, 0
aadE ir aphAl genai nebuvo aptikti nei viename méginyje. Tarp atsparumo tetraciklinams geny
daugiausiai aptikta tetC geno, o tetB ir tetD genai méginiuose nenustatyti. Atsparumo makrolidams
geny buvo labai nedaug, rastas 1 ermA genas ir 2 mefAB genai, 0 ermB geno nenustatyta nei
viename méginyje. Taip pat buvo identifikuoti tik pavieniai atsparumo glikopeptidams genai —
vanCl ir vanE. Kazokiskiy sgvartyno méginiuose dazniausias atsparumo florfenikoliui geno Catl

paplitimas (Catl aptiktas 5 i§ 7 méginiy). Kitas atsparumg florfenikoliui suteikiantis genas floR
nustatytas 2 méginiuose.




3.1.2 Atsparumo antibiotikams genai savartyny filtratuose

Kazokiskiy sgvartyne taip pat buvo tiriami 3 filtraty méginiai. Savartyny filtraty atsparumo

antibiotikams geny analizés duomenys pateikti 3.1.2 lenteléje.

3.1.2 lentelé. Atsparumo antibiotikams genai Kazokiskiy sgvartyno filtraty méginiuose

makro-  florfe-

betalaktamai Aminoglikozidai tetraciklinai NP gl
lidai  nikoliai

chinolonai glikopeptidai

aac(3)IV

1%}
<
£
=
S
IS
>
]
a
o
-2
=1
.8
&b
2

Visuose tirtuose Kazokiskiy sgvartyno filtraty méginiuose buvo aptikti atparumo
antibiotikams genai. Daugiausiai jy nustatyta KZ1 (F) méginyje. Siame méginyje identifikuoti 8 i§
39 atsparumo antibiotikams geny. Kituose méginiuose atsparumo antibiotikams geny paplitimas
mazesnis, KZ2 (F) méginyje identifikuoti 7 genai, (KZ2 (F(2)) méginyje — 6 genai.

Sgvartyno filtraty méginiuose pastebétas didelis strB geno (atsparumas aminoglikozidams),
tetC geno (atsparumas tetraciklinams) ir catl geno (atsparumas florfenikoliui) paplitimas. StrB, tetC
ir catl atsparumo antibiotikams genai nustatyti visuose tirtuose sgvartyny filtraty méginiuose. Buvo
rastas tik vienas i§ atsparumo makrolidams geny - ermA. Atsparumo betalaktamams, chinolonams ir

glikopeptidams geny neidentifikuota.

3.1.3 Atsparumo antibiotikams genai nebeeksploatuojamo savartyno méginiuose

Atsparumo antibiotikams geny kompozicija nebeeksploatuojamamo Kariotiskiy sgvartyno

méginiuose pateikta 3.1.3 lentel¢je.



3.1.3 lentelé. Atsparumo antibiotikams genai Kariotiskiy sgvartyno méginiuose
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IS viso buvo tirti 9 Kariotiskiy sgvartyno dirvozemio méginiai. Nebeeksploatuojamo
sgvartyno méginiuose stebimas didziausias atsparumo antibiotikams geny paplitimas lyginant su
kitomis Siame darbe tirtomis vietovémis. Daugiausiai atsparumo antibiotikams geny buvo rasta KR3
(B) ir KR2 (B) méginiuose (KR3 (B) - 14 geny ir KR2 (B) — 10 geny). Taip pat nemaza dalis
atsparumo antibiotikams geny identifikuota KR4 (T) méginyje, i§ viso 8 i§ 39 geny. Maziausiai
atsparumo antibiotikams geny aptikta KR2 (T) méginyje — 1 genas. Kituose KariotiSkiy sgvartyno
dirvozemio méginiuose geny buvo aptiktas panasus skaicius: KR3 (T) ir KR4 (B) — po 3 genus,
KR1 (T) ir KR1 (B) - po 4 genus ir KR5 (T) — 5 genai. Méginiuose, kurie buvo rinkti 10 cm gylyje,
stebimas didesnis atsparumo antibiotikams geny paplitimas negu tuose, kurie rinkti pavir§iniame
dirvozemio sluoksnyje. ,,Bottom* méginiuose buvo aptiktas 31 atsparumo antibiotikams genas,
,,t0p” méginiuose — 21 genas.

Tarp skirtingy antibiotiky klasiy daugiausiai pastebéta atsparumo tetraciklinams ir atsparumo
florfenikoliui geny. Tik atsparumo betalaktaminiams antibiotikams geny nebuvo aptikta nei
viename Kariotiskiy sgavartyno méginyje. Tarp atsparumo aminoglikozidams geny daugiausiai
nustatyta geno strB ir aph(3)-1. Atsparumo aminoglikozidams genai aadk, aadA2 ir aac(3)IV
méginiuose nebuvo nustatyti. Daugiausiai i§ atsparumo tetraciklinams geny buvo rasta tetM (6
méginiuose) bei tetC (4 méginiuose). Atsparumo makrolidams geny buvo nustatyta nedaug, po 2
genus — ermA ir mefAB. Atsparumo florfenikoliui geno catl rasta didziojoje dalyje Kariotiskiy
sgvartyno méginiy (7 méginiuose), Kito $iai antibiotiky klasei priklausancio geno - floR rasta maziau
(3 méginiuose). Atsparumo chinolonams genai qnrA ir gnrB rasti pavieniuose méginiuose. O tarp

atsparumo glikopeptidams geny daugiausiai nustatyta geno vanCl, vanD, vanE ir vanG.



3.1.4 Atsparumo antibiotikams genai kontrolinés (nuo tarSos $altiniy nutolusios) zonos
méginiuose

Atsparumo antibiotikams geny paplitimo rezultatai kontrolinéje Moléty rajono zonoje
pateikiami 3.1.4 lentel¢je.

3.1.4 lentelé. Atsparumo antibiotikams genai Moléty rajono méginiuose
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Kontrolinéje zonoje buvo tiriami 7 méginiai, kuriuose buvo tikrinamas 39 atsparumo
antibiotikams geny paplitimas. Daugiausiai atsparumo antibiotikams geny buvo aptikta Moléty
rajono méginyje C4 (B) — 5 genai. Daugiausiai jy buvo atsparumo tetraciklinams genai. Méginyje
C2 (B) nustatyti 2 atsparumo antibiotikams genai, C3 (T) ir C3 (B) méginiuose — po 1 geng. Nei
vieno atsparumo antibiotikams geno nebuvo identifikuota méginiuose: C1 (T), C1 (B) ir C2 (T).
Didzioji dalis visy rasty geny buvo nustatyti ,,bottom” méginiuose, o i$ ,,top” méginiy tik vienas

turé¢jo atsparumo antibiotikams gena.

Nuo tarSos S$altiniy nutolusioje zonoje atsparumo antibiotikams geny buvo nustatyta tik
pavieniuose dirvozemio méginiuose. Didziausig dalj rasty geny sudaré atsparumo tetraciklinams ir
florfenikoliui genai. I§ atsparumo tetraciklinams geny buvo aptikti tetB, tetC ir tetM genai, o i$
atsparumo florfenikoliui geny - catl. Atsparumo betalaktamams ir makrolidams geny nebuvo

identifikuota nuo tar$os $altiniy nutolusios zonos méginiuose.

3.2 Atsparumo sunkiesiems metalams geny paplitimas savartynuy mikrobiotoje

Tyrimo metu buvo siekiama identifikuoti dazniausiai gamtoje pasitaikancius atsparumo
sunkiesiems metalams genus. IS viso buvo tiriami 26 méginiai ir juose vertinamas atsparumo

arsenui, variui, nikeliui, $vinui ir chromui geny paplitimas. Atsparumo sunkiesiems metalams geny



paplitimo rezultatai Kazokiskiy, Kariotiskiy savartyny ir Moléty rajono méginiuose pateikiami 3.2

lenteléje.
3.2 lentelé. Atsparumo sunkiesiems metalams genai sgvartyny méginiuose

Méginio pavadinimas ‘ Arsenas Varis NG ‘Svinas Chromaﬁ

KZ1 (T) [ ]
KZ2 (T)
KZ3 (T)
KZ4 (T)
KZ4 (B)
KZ5 (T)
KZ5 (B)
KZ1 (F)
KZ2 (F)
KZ2 (F(2))
KRL1 (T)
KR1 (B)
KR2 (T)
KR2 (B)
KR3 (T)
KR3 (B)
KR4 (T)
KR4 (B)
KR5 (T)
C1(T)
C1(B)
C2(T)
C2 (B)
C3(T)
C3(B)
C4 (B)
IS viso: 14 2 9 14 5 11 4

IS viso

S
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Atsparumo arsenui genai sudaré¢ didziausig dalj visy atsparumo sunkiesiems metalams rasty
geny. Atsparumo arsenui geno arsB paplitimas Kazokiskése buvo nustatytas 5 méginiuose,
Kariotiskése taip pat 5 méginiuose ir kontrolinés zonos 4 méginiuose. Kito arrA geno, suteikiancio
atsparuma arsenui, paplitimas buvo mazesnis: arrA rastas 5 KazokiSkiy méginiuose, 3 Kariotiskiy
méginiuose ir 1 kontrolinés zonos méginyje. Tuo tarpu, genas arsC nustatytas tik viename

Kazokiskiy sgvartyno méginyje (KZ2 (F)) ir viename Moléty rajono méginyje (C2 (B)).

Atsparumo variui geno (copA) paplitimas taip pat labai didelis. Genas copA aptiktas 14
méginiy, i§ kuriy 6 méginiai buvo Kazokiskiy savartyno, 5 — Kariotiskiy sgvartyno ir 3 Moléty

rajono kontrolinés zonos méginiai.

Atsparumo Svinui genas phrT identifikuotas 11 méginiy. Daugiau negu pusé (n=6) méginiy,
kuriuose rastas genas phrT, buvo Kariotiskiy sgvartyno méginiai, 3 Kazokiskiy sgvartyno méginiai

ir 2 Moleéty rajono méginiai.



Kiti atsparumo sunkiesiems metalams genai paplit¢ maziau. Atsparumo nikeliui genas NccA
buvo aptiktas 4 Kariotiskiy ir viename Moléty rajono méginiuose. O atsparumo chromui genas chrB

nustatytas 3 Kariotiskiy ir viename Kazokiskiy méginiuose.

Bendrai, daugiausia atsparumo sunkiesiems metalams geny nustatyta Kariotiskiy sgvartyno
KR2 (B) ir KR4 (T) méginiuose ir KazokiSkiy sgvartyno méginyje KZ5 (B). Visuose minétuose
méginiuose buvo identifikuota po 5 atsparumo sunkiesiems metalams genus. Tuo tarpu, Moléty
rajono méginiuose atsparumo sunkiesiems metalams geny paplitimas buvo maziausias. Moléty
rajono méginiuose C1 (T), C1 (B), C2 (T) ir Kazokiskiy sagvartyno méginyje KZ4 (T) nenustatytas

nei vienas atsparumo sunkiesiems metalams genas.
3.4 Integrony paplitimas savartyny mikrobiotoje
Dviejy dazniausiai pasitaikanéiy integrony (1 ir 2 Klasés, turin¢iy atitinkamai intll ir intl2

integraziy geny) paplitimas Kazokiskiy, Kariotiskiy sgvartyny ir Moléty rajono méginiuose
parodytas 3.4 lentel¢je.

3.4 lentelé. Integraziy genai sgvartyny méginiuose

Integraziy genai

Meéginio pavadinimas IS viso

KZ1 (T)
KZ2 (T)
KZ3 (T)
Kz4 (T)
Kz4 (B)
KZ5 (T)
KZ5 (B)
KZ1 (F)
KZ2 (F)
KZ2 (F(2))
KR1 (T)
KR1 (B)
KR2 (T)
KR2 (B)
KR3 (T)
KR3 (B)
KR4 (T)
KR4 (B)
KR5 (T)
C1(T)
C1(B)
c2(T)

c2(B)
C3(T)
10

C3(B)
C4 (B)

I8 viso:
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Intergaziy intll ir intl2 paplitimas buvo vertinamas 26 méginiuose. Intll geno méginiuose
buvo rasta dvigubai daugiau nei intl2. Genas intll buvo nustatytas 5 Kazokiskiy sgvartyno
méginiuose, 3 Kariotiskiy sgvartyno méginiuose ir 2 Moléty rajono méginiuose. O intl2 geno

paplitimas buvo nustatytas 2 Kazokiskiy méginiuose ir 3 Kariotiskiy sgvartyno méginiuose.

I§ visy méginiy tik 4 (KZ1 (T), KZ2 (F(2)), KR1 (T) ir KR1 (B)) turéjo abu integraziy genus
intll ir intl2. Daugiau integraziy geny rasta méginiuose, kurie buvo surinkti pavir§iniame

dirvozemio sluoksnyje ,,top* nei 10 cm gylyje ,,bottom®.



4 REZULTATU APTARIMAS

Literatiiros Saltiniuose duomeny apie antibiotikams atsparias bakterijas yra daug, taciau
didziausias démesys skiriamas sveikatos sektoriui, jskaitant ligonines, slaugos namus ir pacientus,
kuriems reikalingi ventiliatoriai ir kraujo kateteriai. Tokioje aplinkoje labiausiai jsitvirting
antibiotikams atsparios bakterijos yra Acinetobacter, Pseudomonas ir jvairios Enterobacteriaceae
(Klebsiella, E. coli, Serratia ir Proteus) (R. Zhang ir kt., 2022). Atsparumo antibiotikams problema
egzistuoja ne tik sveikatos srityje, bet ir nataraliuose aplinkos rezervuaruose. Dirvozemis taip pat
pripazintas antibiotiky ir atsparumo antibiotikams geny rezervuaru (Manyi-Loh ir kt., 2018). Siai
dienai labai nedaug Zinoma apie atsparumo antibiotikams geny kiekj ir sudét] Lictuvos Zemés
tkiuose ar $alia jy esancioje aplinkoje. Kitose Salyse atlikty tyrimy rezultatai rodo, kad Zemés tikio
paskirties dirvoZzemiuose atspariy antibiotikams bakterijy populiacijos gali biiti laibai didelés ir
jvairios (Popowska ir kt., 2012). Taip yra todél, kad dél intensyvaus antibiotiky naudojimo
gyvulininkystéje ir kitose zemés ikio srityse antibiotikai nuolat patenka j aplinkg. D¢l to
atsparumas antibiotikams placiai paplites tiek paveiktose, tiek nattraliose buveinése (Naidoo ir kt.,

2020).

Siekiant jvertinti atsparumo antibiotikams problemos mastg buvo analizuojami kity autoriy
atlikti tyrimai bei stebima, kokie atsparumo antibiotikams genai labiausiai iSplite zemés tkio
vietovése ir Salia jo esanciose teritorijose. Pastebéta, kad kity Saliy sgvartynuose ir jy filtratuose gali
bati aptinkami labai jvairtis antibiotikai, jskaitant fluorochinolonus, makrolidus-linkomicing-
streptomicing (MLS), sulfonamidus, tetraciklinus, B-laktamus ir chloramfenikolj (Wu ir kt., 2022).
Organinémis ir neorganinémis trgSomis tr¢Sty lauky dirvozemio méginiuose, gyviny iSmatose,
gyviny laikymo vietose, aplink tikius esanCiose teritorijose buvo rasta nemazai atsparumo beta-
laktamams geny, i§ kuriy dazniausiai nustatyti blactx-m , blaoxa ir blasnv , blarem (Graham ir kt.,
2016; Aminov ir kt., 2021). Minéti genai yra nustatomi ir sgvartyny mikrobiotoje (Furlan ir
Stehling, 2017). Danijoje taip pat buvo pastebéta, kad bla geny bakterijy populiacijoje randama Siek
tieck maziau nei iki 2010 mety. Tam jtakos gali turéti grieZtas antibiotiky reglamentavimas ir
panaudojimas Zemés tkio sektoriuose. Jdomu tai, kad kartu aptinkamo geno intl1 procentaliai
dirvozemyje padaugéjo, tai gali biti susij¢ su gyvuliy méslo naudojimu zemés tkyje (Graham ir kt.,
2016). Pastaraisiais metais padaugéjo duomeny, kad dirvoZzemio méginiuose pladiai paplite
atsparumo aminoglikozidams genai (Yang ir Hu, 2022). Atsparuma koduojantys determinantai
aadA, aadB, aphAl, strA-strB, susij¢ su atsparumu aminoglikozidams, buvo gausiai iskirti i§ E.
coli izoliaty galvijy tkiuose (Karczmarczyk ir kt., 2011). Atsparumo antibiotikams genai aphAl,
aadA, strA ir strB yra placiai paplitg ir E. coli izoliatuose i§ sgvartyny (Allen ir kt., 2011).Taip pat

aadB ir aadA2 genai buvo isskirti i§ P. aeruginosa, kuri paplitusi upése, augaluose, dirvozemyje,



labai lengvai prie natiiralios aplinkos prisitaikanti bakterija (Colinon ir kt., 2010). Misko
dirvozemyje, komposte ir gyvuliy iSmatomis tr¢gSiamuose laukuose nustatyti tokie atsparumo genai
kaip tet(A), tet(B), tet(D), tet(M), tet(O), tet(T) ir tet(W) - atsparumas tetraciklinui, aac, aad(A),
str(A) ir str(B) - atsparumas streptomicinui, erm(C), erm(V), erm(X), msr(A )ir ole(B) - atsparumas
eritromicinui (Popowska ir kt., 2012). Literatliroje minima, kad tetO ir tetW yra gausiai paplitg
atsparumo antibiotikams genai viso pasaulio savartyny mikrobiotoje. Dazniausi tetO ir tetW geny
Seimininkai yra Bacteroidetes ir Firmicutes bakterijos (Wang ir kt., 2022). Kitos svarbios
antibiotiky rasys - chinolonai ir makrolidai - yra placiai naudojami vaistai gyviiny ligoms gydyti, o
Jju koncentracija meéSle ir dirvoZemyje daznai aptinkama jvairiose koncentracijos ribose.
DirvoZemyje aptinkami tokie genai kaip ermB, ermC, ermE, ermF (atsparumas makrolidams) ir
gepA, gnrA, gnrB and gnrS (atsparumas chinolonams). Visgi palyginti su chinolonams atspariomis
bakterijomis ir atsparumo genais, makrolidams biidingas didesnis bakterijy atsparumo lygis ir
atsparumo geny gausa (L. Wang ir kt., 2019). O ermB ir mefA genai yra vieni dazniausiai aptinkamy
atsparumo antibiotikams geny sgvartyny mikrobiotoje (Li ir kt., 2024). Dar vienas antibiotikas,
naudojamas gyviiny gydymui, yra florfenikolis. Pastaruoju metu atsparumo florfenikoliui geny
(ypac geno catl) vis dazniau randama akvakultiiroje. Tam jtakos gali turéti tai, kad florfenikolis yra
vienas 1§ zemés tkyje leidziamy naudoti plataus veikimo spektro antibiotiky, todél daznai biina
pritaikomas galvijy, kiauliy, pauks¢iy ir zuvy gydyme (Martos ir Shurmer, 2012). Na, o Teddie O.
Rahube ir kt. (2014) atlikto tyrimo rezultatai rodo, kad i§ dirvozemio arba darzoviy méginiy galime
iSskirti ir atsparumo vankomicinui genus van(A), van(B), van(C1), van(C2/C3), kurie buvo minimi
ir 8io darbo rezultatuose. Jdomu tai, kad daugelis kity autoriy atlikty tyrimy parodé glaudy rysj tarp
dauginio atsparumo vaistams ir atsparumo (tolerancijos) sunkiyjy metaly jonams. Bakterijy
kamienai isskirti i Zemés tkio paskirties dirvozemio, j kurj patenka nuotekos, gali pasizyméti
dideliu atsparumu ir metalams, ir antibiotikams. Shafiani ir Malik (2003) i§ nuotekomis laistomo
dirvozemio iSskyré Pseudomonas gentims priklausan¢ias bakterijas. Visi Pseudomonas izoliatai
buvo atspariis sunkiesiems metalams ir kloksacilinui, o daugiau nei pusé¢ jy buvo atspariis ir
meticilinui (Popowska ir Krawczyk-Balska, 2013). Sio tyrimo rezultatai buvo lyginami ir su
Lietuvoje ankséiau atliktais tyrimais, kuriuose buvo vertinamas atsparumo antibiotikams geny
paplitimas. Tik nedidelé dalis tyrimy, susijusiy su atsparumu antibiotikams, buvo atlikta Lietuvos
zemes ukio srityje. PrieSingai nei Siame darbe, kiti tyrimai rodé maZesnj atsparumo antibiotikams
geny paplitima. Pavyzdziui, J. Armalyté ir kt. (2019) Lietuvos lauky dirvozemio mikrobiotoje aptiko
tik pavienius atsparumo antibiotikams genus. Jie suteiké atsparumo mechanizmus [-laktamams,
aminoglikozidams, tetraciklinui ir eritromicinui. Buvo nustatytas shv genas, koduojantis plataus
veikimo spektro fB-laktamaze, kurio Siame darbe nebuvo aptikta. IS kliniSkai svarbiy atsparumo

aminoglikozidams geny rasti aadE (ant(6)l), aadAl (ant(37)-la), aadA2 (ant(3“)Ib) genai,



koduojantys streptomicing modifikuojanéias nukleotidiltransferazes ir suteikiantys atsparuma
streptomicinui ir dideléje dalyje dirvozemio méginiy nustatytas atsparumo tetraciklinui genas tetM,
koduojantis ribosomy apsaugos baltyma. Sagvartyny meéginiuose atsparumo aminoglikozidams ir
tetraciklinams geny buvo aptikta gausiau, Siame darbe nenustatytas tik aadE genas (Armalyté ir kt.,
2019). Kiti tyrimai, kuriuose tirti Zuvininkystés tvenkiniai, taip pat nustaté nedidelj atsparumo
antibiotikams geny paplitimg. G. Gobtaityté ir kt. (2018) zuvy tvenkiniy mikrobiotoje nustaté genus,
lemiancius atsparumg aminoglikozidams strB (aph (6)-1), aadA2 (ant (3") 1b), aacC3, B-laktamams,
jskaitant 3 Kkartos cefalosporinus (oxal, ctx-M) ir fluorochinolonams (gnrS). Nors strB ir aacC3
geny nustatyta ne viename sgvartyny méginyje, prieSingai atsparumo beta-laktamams ir
chinolonams Siame darbe tirty sgvartyny méginiuose nebuvo pastebéta (Goptaityté ir kt., 2018).
Kitame tyrime buvo tiriami Simno Zuvininkystés tvenkiniy nuosédy méginiai, juose atsparumo
antibiotikams geny taip pat buvo rasta negausiai. Dauguma rasty geny buvo atsparts tetraciklinams,
ypac tetM, kurio paplitimas didelis ir siame darbe tirty sgvartyno méginiuose. Taip pat nustatyti
atsparumo beta-laktamams (shv) ir aminoglikozidams (aphAl, aadA4, aacCl, aadAl ir aadE)
genai. Buvo tikrinamas ir integrony paplitimas. Intl1l genas buvo placiai paplites tiek tvenkiniy, tiek
sgvartyny méginiuose, tai rodo, kad nustatyti atsparumo antibiotikams genai gali biiti mobilizuojami

ir perduodami i§ vienos rasies j kitg (Lastauskiené ir kt., 2021).

Atsparumo antibiotikams geny plitimo tendencija dar néra aiSki. Lietuvoje triksta duomeny
apie tokias ekosistemas kaip sgvartynai, kurie gali biiti potencialiis atsparumo geny rezervuarai,
todél reikéty skatinti naujus tyrimus Sia tema ir stebéti ar atsparumo antimikrobinéms medziagoms
paplitimas nesikeic¢ia. Palyginus gautus rezultatus su ankstesniais kity autoriy tyrimais buvo
pastebéta, jog sgvartyny mikrobiotoje yra nemaza dalis kity autoriy darbuose neaptikty atsparumo
antibiotikams geny. Didelis démesys turéty bati skiriamas atsparumo florfenikoliui genams catl ir
floR, nes jy savartyny méginiuose buvo aptikta labai daug. Taciau, prieSingai nuo kity tyrimy,
tirtuose Kazokiskiy ir Kariotiskiy sgvartynuose nebuvo nustatytas atsparumas beta-laktamams. Taip
galejo nutikti del keliy priezasCiy. Tikétina, kad dél griezto beta-laktamy reglamentavimo zZemés
tkyje atsparumo beta-laktamams geny bakterijy populiacijoje galéjo sumazéti. Tikslinga biity
pakartoti tyrimg su kitais i§ sgvartyny paimtais méginiais, pakeisti pradmenis, gali biti, kad Sio

tyrimo metu atsparumo beta-laktamams geny nebuvo méginiuose.



ISVADOS

Kazokiskiy sgvartyno dirvozemio méginiuose identifikuoti atsparumo tetraciklinams genai
(labiausiai paplites tetC), atsparumo aminoglikozidams genai (labiausiai paplit¢ aadb ir strB),
atsparumo makrolidams genai (labiausiai paplitgs ermA), atsparumo florfenikoliui genai
(labiausiai paplitgs - catl) ir atsparumo glikopeptidams genai (labiausiai paplit¢ vanC1l ir

vank).

Daugiausiai atsparumo antibiotikams geny nustatyta KariotiSkiy nebeeksploatuojamo
sgvartyno méginiuose — rasti 23 i§ 39 tirty atsparumo antibiotikams genai, i§ kuriy labiausiai

paplitg atsparumo tetraciklinams genai tetC, strB ir atsparumo florfenikoliui genai catl ir floR.
Kazokiskiy savartyno filtraty méginiuose buvo nustatyti genai tetC, strB, ermA, floR ir catl.

Kontrolin¢je nuo tarSos Saltiniy nutolusios zonos dirvozemio meéginiuose rasti atsparumo

antibiotikams genai tetB, tetC, tetM, aadB, gnrA, vanD ir catl.

Kazokiskiy, Kariotiskiy ir Moléty rajono sgvartyny méginiuose nustatyti genai, suteikiantys
atsparumg arsenui, variui, nikeliui, $vinui ir chromui, i§ kuriy daugiausiai rasta atsparumo
sunkiesiems metalams geny — arsB ir COpA , 0 maziausiai — arsC. Taip pat nustatyti 1 ir 2

Klasés integrony genai intll ir intl2 .



VILNIAUS UNIVERSITETAS
GYVYBES MOKSLU CENTRAS

Emilija Zukauskaité

Magistro baigiamasis darbas
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SANTRAUKA

Bakterijy atsparumas antibiotikams tampa vis rimtesne visuomenés sveikatos problema. Si
problema egzistuoja ne tik sveikatos srityje, bet ir kitose ekosistemose. Tam jtakos gali turéti
bakterijy geny mutacijos ir horizontalus geny perdavimas. Taip pat didéjanciai atsparumo
antibiotikams problemai jtakos gali turéti ir kiti veiksniai, pavyzdZiui kryZzminj atsparumg
indukuojantys sunkieji metalai. Pastebéta, kad atsparumo sunkiesiems metalams genai ir atsparumo
antibiotikams genai lokalizuoti tuose paciose klasteriuose. Bakterijos, turinCios jgimtus atsparumo
sunkiesiems metalams genus yra geriau prisitaike iSgyventi aplinkoje, jos dauginasi ir gali jgyti

atsparumo antibiotikams genus.

Sio darbo tikslas buvo nustatyti atsparumo antibiotikams ir sunkiesiems metalams geny
paplitimg Lietuvos sgvartyny mikrobiotoje. IeSkant atsparumo daZniausiai gamtoje paplitusioms
antibiotiky  klaséms  (beta-laktamams, aminoglikozidams, tetraciklinams,  makrolidams,
florfenikoliui, chinolonams ir glikopeptidams) buvo surinkti 26 skirtingi dirvozemio méginiai.
Dirvozemio méginiuose buvo ieSkoma ir atsparumo sunkiesiems metalams (arsenui, variui, nikeliui,

Svinui, chromui) geny ir integrony.

Nustatyta, kad Lietuvos savartynuose labiausiai yra paplit¢ genai, suteikiantys atsparuma
aminoglikozidams, tetraciklinams ir florfenikoliui. KariotiSkiy nebeeksploatuojamo sgvartyno
méginiuose identifikuotas didziausias atsparumas antibiotikams. Integronai buvo nustatyti
daugelyje méginiy, tai rodo potencialy atsparumo antibiotikams geny mobiluma tarp rasiy.
Tiriamuosiuose méginiuose identifikuoti atsparumo sunkiesiems metalams genai, didziausias

atsparumas pastebétas arsenui ir variui.
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SUMMARY

Antibiotic resistance in bacteria is an increasingly serious public health problem. This
problem is detected not only in the healthcare sector but also in other ecosystems. Mutations in
bacterial genes and horizontal gene transfer can play a role in the acquisition and dissemination of
antibiotic resistance. Other factors, such as heavy metals, may also contribute to the growing
problem due to the induction of cross-resistance. Heavy metal resistance genes and antibiotic
resistance genes have been observed to be located in the same clusters. Bacteria with innate heavy
metal resistance genes are better adapted to survive in the environment, reproduce faster, and can

acquire antibiotic resistance genes.

This work aimed to determine the prevalence of antibiotic and heavy metal resistance genes in
the microbiota from Lithuanian landfills. The resistance genes of the most common antibiotic
classes (betalactams, aminoglycosides, tetracyclines, macrolides, florfenicol, quinolones, and
glycopeptides) were analyzed in 26 different soil samples. Soil samples were also tested for heavy

metal resistance genes (arsenic, copper, nickel, lead, chromium) and integrons.

Genes conferring resistance to aminoglycosides, tetracyclines and florfenicol were found to
be the most abundant in Lithuanian landfills. Samples from the Kariotiskés landfill, which is closed
now, showed the highest antibiotic resistance profile. Integrons were also detected in most samples,
indicating the potential mobility of antibiotic-resistance genes between species. Heavy metal
resistance genes were identified in the tested samples, with the highest resistance observed for

arsenic and copper.
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