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SANTRUMPU SARASAS

A — kultura atspari antibiotikui

AAC — acetiltransferaze

ANT — adenililtransferaze

APH - fosfotransferazé

Bp — baziy poros

C — citozinas

C.L.E.D. — Cystine Lactose Electrolyte Deficient — Double Indicator agar (liet. agaras su
sumazintu cistino, laktozés ir elektrolity kiekiu bei su dviem indikatoriais)

DNR - deoksiribonukleornigstis

EARSS — European Antimicrobial Resistance Surveillance System (liet. Europos atsparumo
antimikrobiniams vaistams priezitros sistema)

EDTA - etileno diamino tetraacetiné ragstis

G — guaninas

g/l — gramai litre

J — kulttira jautri antibiotikui

MD — manito druskos agaras

MH — Mueller-Hinton agaras

MJ — kultiira mazai jautri antibiotikui

MRSA — methicilin-resistant Staphylococcus aureus (liet. meticilinui atsparus S. aureus)
MSCRAMM - microbial surface components recognizing adhesive matrix molekules (liet.
mikrobinio pavirSiaus komponentai, atpaZistantys adhezyvias matricos molekules)

NaCl — natrio chloridas

PBP — Penicilin-binding protein (liet. peniciling suriSantis baltymas)

p — reikSmingumo lygmuo

Pen - penicilinas

PNS — plazmos nekoaguliuojantys stafilokai (angl. CNS — coagulase negative stafilococci)
S. aureus — Staphylococcus aureus

SCCmec — staphylococcal cassette chromosome mec (liet. stafilokokiné mec kasete)

VRSA — Vankomycin-resistant MRSA (liet. vankomicinui atsparus MRSA)



[VADAS

Staphylococcus aureus (liet. auksinis stafilokokas) yra vienas i§ dazniausiy {vairiy
zmoniy infekciju sukéléju. Auksinis stafilokokas sukelia daugybe problemu ne tik dél savo
didelio virulentiSkumo, bet ir todé¢l, kad sugeba greitai jgyti atsparuma antimikrobiniams
vaistams. KliniSkai svarbiausias yra stafilokoko atsparumas antistafilokokiniams penicilinazei
atspariems penicilinams. Sis atsparumas istoriskai buvo pavadintas ,atsparumu meticilinui®
(MRSA). Nepaisant antimikrobinés terapijos, sergamumas ir mirStamumas, susij¢s su
S. aureus infekcijomis, iSlieka didelis, 1§ dalies dél mikroorganizmo sugeb¢jimo igyti
atsparuma visiems antibiotikams, iskaitant vankomicina. D¢l efektyvios vakcinos nebuvimo ir
daugybés antibiotikams atspariy padermiy atsiradimo S. aureus yra rimta visuomenés
sveikatos problema. Tod¢l labai svarbu zinoti regioninius antimikrobinio jautrumo duomenis,
kad bty galima skirti veiklius vaistus prie§ Staphylococcus aureus, dar nenustacius
konkregios kultiiros jautrumo antibiotikams. Sie duomenys gaunami analizuojant
Staphylococcus aureus jautruma antibiotikams ir jo poky¢ius laike. Si problema yra ypac
aktuali Lietuvoje, nes Lietuvoje néra bendry susisteminty duomeny apie S. aureus jautruma
antibiotikams.

Sis darbas atliktas Klaipédos vaiky ligoninés mikrobiologijos laboratorijoje.

DARBO TIKSLAS
Staphylococcus aureus jautrumo antibiotikams analize Klaipédos vaiky ligoninéje 2008-2009
metais.
Tikslui jgyvendinti iskelti Sie uzdaviniai:
1. ISanalizuoti 2008-2009 m. Klaipédos vaiky ligoninéje i§ paséliy iSskirtas
Staphylococcus aureus kulturas.
2. Istirti S. aureus kultiiry jautruma antibiotikams ir atlikti jautrumo antibiotikams 2008-

2009 metais analizeg.



LITERATUROS APZVALGA
1. BENDRA STAPHYLOCOCCUS AUREUS APZVALGA
1.1. Stafilokoky genties apibuidinimas

Stafilokokai yra gramteigiami, katalaz¢ gaminantys kokai, dazytame tepinélyje
suformuojantys netaisyklingas i vynuoges panaSias kekes. Lastelés sieneléje yra
peptidoglikano ir teicho riig§¢iy. Dauguma rusiy yra fakultatyviis anaerobai, galintys augti

esant 10% NacCl bei 18-40°C temperatiiroje (1).

Domenas: Bacteria
Karalysté: Eubacteria

Tipas: Firmicutes

Klasé: Bacilli

Biirys: Bacillales

Seima: Staphylococcaceae
Gentis: Staphylococcus
Rusis: S. aureus

1 pav. S. aureus taksonomija. Informacija paimta i$
http://www.uniprot.org/taxonomy/1280 (2).

“Bakteriju nomenklatiiros internacionalinio kodo” 30b rekomendacija pateikia
minimalius standartus Staphylococcus genties ir naujai atpazinty Sios genties riiSiy apraSymui.
Kad raisis buty priskirta Staphylococcus genciai, tai turi biiti gramteigiamas kokas, ant kietos
terpés formuojantis kekés pavidalo kriiveles, gaminantis katalaze, turintis biidinga lastelés
sienelés struktiirg bei 30-40 mol % G+C DNR sudétyje (3).

Staphylococcus gentis apima 42 pagristai apibtidintas gramteigiamy, katalaz¢ turin¢iy
koky riiSis ir poriiSius. Stafilokokai, tarp ju ir Staphylococcus aureus, paprastai yra
oportunistiniai patogenai ar komensalai, gyvenantys ant Seimininko odos. Taciau jie gali tapti
patogenais, jeigu patenka | Seimininko audinius dél odos barjero traumos, implantuojant
medicininius jtaisus, taip pat sutrikdzius mikrobing bendruomeng ar individams su nusilpusia
imunine sistema. Todél norint labiau apibrezti stafilokoky Seimininko-patogeno santykius,
siekiama kuo tiksliau identifikuoti Staphylococcus gentis mikrobinése bendruomenése (4, 5).

Stafilokokai yra placiai paplit¢ gamtoje ir gali biiti aptinkami Zmonése, gyviinuose bei
{vairiuose maisto produktuose. Kai kurios stafilokoky padermés yra siejamos su Zmoniy ar

gyviny ligomis, kitos naudojamos technologiniais tikslais. Staphylococcus aureus yra gerai
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zinomas patogenas, o plazmos nekoaguliuojantys stafilokokai (PNS), apimantys rusiy
dauguma, laikomi saprofitais arba retai patogeniskais (6, 7).

Maiste, ypa¢ fermentuotuose mésos produktuose, aptinkamos tokios riiSys kaip
S. xylosus, S. carnosus, S. simulans, S. warneri, S. epidermidis ir S. saprophyticus . Tatiau
Staphylococcus aureus aptikimas maiste — tai potenciali visuomenés sveikatos rizika, nes
daugelis S. aureus padermiy gamina enterotoksinus (7).

Staphylococcus aureus daznai nustatomas esant visuomengje igytoms ir hospitalinéms
infekcijoms, tarp ju — septicemijai, apatiniy kvépavimo taky, Slapimo takuy ir odos
infekcijoms, o PNS daZniausiai aptinkami kraujo kulttrose ir sukelia 1/3 hospitaliniy
infekciju (7). Siuo metu keletas PNS riisiy laikomos potencialiais patogenais. Jie daZniausiai
sukelia hospitalines infekcijas, taip pat siejami su implantavimu tokiy medicinos itaisy kaip
intraveniniai kateteriai, prostetiniai Sirdziy voztuvai ir ortopediniai implantai. Po auksinio
stafilokoko labiausiai su Zmoniy ligomis siejami stafilokokai yra  S. epidermidis,
S. haemolyticus ir S. saprophyticus. Kiti svarblis oportunistiniai patogenai yra S. hominis,
S. warneri, S. capitis, S.simulans, S. cohnii, S. xylosus, S. saccharolyticus ir S. lugdunensis (6,
7).

Ir S. aureus, ir plazmos nekoaguliuojantys stafilokokai pasizymi neitikétinu
sugebéjimu igyti atsparuma antibiotikams, taip ribodami terapijos galimybes ir didindami

pacienty sergamuma ir mirStamuma (8).

1.2. Staphylococcus aureus charakteristikos

Staphylococcus aureus yra svarbus patogenas, sukeliantis ir hospitalines, ir
visuomenéje igytas infekcijas. S. aureus daznai kolonizuoja Seimininka, nesukeldamas jokiy
simptomy, ir gyvena kaip komensalas zmogaus nosyje. 20% sveikos populiacijos yra nuolatos
kolonizuojami S. aureus, o 60% - nepastoviis nesiotojai (9, 10).

S. aureus kolonizuoja oda per 24-48 valandas po gimimo po kontakto su suaugusiyju
oda ar aplinka. Naujagimiy kolonizacija S. aureus varijuoja nuo 20% iki 90% per pirmaja
savait¢ po gimimo, daugiausiai nosyje, bamboje ir ant odos. Stafilokokinés kolonizacijos

tikimybeé didéja ilgéjant hospitalizacijos trukmei (11).



Ziarint { S. awureus per
mikroskopa, matomi kekémis iSsidéste
gramteigiami kokai (2 pav.). S. aureus
skiriasi nuo kity stafilokoky raiSiy
auksine kolonijy pigmentacija bei
teigiama  koagulazés, manitolio
fermentacijos ir deoksiribonukleazés
testy reakcija (13).

Stafilokoky genoma sudaro
ziediné chromosoma (mazdaug 2800

bp) ir plazmidés. Palyginamoji analizé

parodé, kad dauguma stafilokoky

2 pav. S. aureus nuotrauka elektroniniu
genomo regiony yra konservatyvis, mikroskopu. Nuotrauka paimta 1§
http://swampie.files.wordpress.com/2008/02/st

kel ideli iabil ;
bet yra keletas didelio variabilumo aphylococeus-aureus.jpg (12).

seky bloky. Tikétina, kad S. aureus
Sias genomines sritis igijo horizontalaus perdavimo budu ir, bent i$§ pradziy, ju integracijai i
genoma, ko gero, reik¢jo DNR rekombinacijos (integrazés) geny. Genai, susij¢ su
uzkreCiamumu ir atsparumu antibiotikams, yra randami ir chromosomoje, ir
nechromosominiuose elementuose. Variabilios genomo sekos sritys daznai pernesa
uzkreCiamumo ir atsparumo antibiotikams determinantes. Variabilis regionai gali buti
klasifikuojami kaip profagai, patogeniskumo salelés ar stafilokokinés kasetés chromosomos.
Genai, susij¢ su uzkreCiamumu ir atsparumu antibiotikams, tarp stafilokoky padermiy, rasiy ir
kity gramteigiamy bakterijy riisiy yra perduodami per nechromosominius elementus (13-15).
ISorine stafilokoko lastelés sienelé sudaryta i§ peptidoglikano, lipoteicho riig§¢iy ir
tvairiy kity sekretuojamy toksiniy produkty, kurie sukelia stafilokokini sepsini Soka. 50%
sienelés sudaro  peptidoglikanas. Peptidoglikano grandinés yra kryzmai sujungtos
tetrapeptidinémis grandinémis ir pentaglicino tilteliu, specifiSku S. aureus. Ribitolio teicho
rugsStys kovalentiS8kai prijungtos prie peptidoglikano. Dauguma stafilokoky formuoja
mikrokapsules. Kapsulé¢ padidina stafilokoko uzkreciamuma, trukdydama fagocitozei. Nuo
kapsulés priklauso S. aureus sukibimas su endoteliniais pavirSiais, taCiau manoma, kad ji taip
pat skatina bakteriju kolonizacija ir nuolatini buvima ant gleiviniy pavirSiy. IS 11
mikrokapsulinio polisacharido serotipy, kurie buvo identifikuoti, 5 ir 8 tipai atsakingi uz 75%
S. aureus sukeliamy zmoniy infekcijy. Atspariausios meticilinui S. aureus padermés yra 5

tipo (10, 13, 15).


http://swampie.files.wordpress.com/2008/02/staphylococcus-aureus.jpg
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Staphylococcus aureus turi daugybe uzkreCiamumo faktoriy, tarp ju daugiau nei 40
sekretuojamy baltymy ir fermenty, kurie naudojami infekcijoms susidaryti ir palaikyti.
Stafilokokai gamina daug toksiny, kurie yra grupuojami remiantis ju veikimo mechanizmu.
Kai kurie i$ jy siejami su konkreCiomis ligomis, pavyzdziui, toksinio Soko sindromo toksinas
— su toksinio Soko sindromu, Panton-Valentine’o leukocidinas — su nekrozuojancia
pneumonija ir odos ligomis, o stafilokokiniy enterotoksiny A ir B Seima — su apsinuodijimu
maistu. Taip pat stafilokokai gamina jvairius fermentus, tokius kaip proteazés ir lipazés, kurie
naikina audinius. Sie bakteriju produktai gali palengvinti infekcijos plitima i gretimus

audinius, nors jy vaidmuo ligy patogenezéje néra tiksliai apibréztas (13).

1.3. Staphylococcus aureus patogeniskumas

Staphylococcus aureus yra viena 1§ pagrindiniy ivairiy infekciju priezasCiy ir
ligoninése, ir uz juy riby. Jis gali sukelti pavirSutines odos infekcijas, gilesnes plauky folikuly
infekcijas, abscesus, giliyju audiniy infekcijas ir net sistemines Sirdies, plauciy, kauly ir
kraujo infekcijas. Jis gali biti endokardito, toksinio Soko sindromo, osteomielito,
septicemijos, su maistu susijusiy ligy priezastimi. S. aureus yra antras pagal daZnuma
patogenas, sukeliantis sepsi mazo svorio naujagimiams intensyvios prieziiiros skyriuose (10,
11, 16).

Pirminé¢ infekcijos vieta dazniausiai yra odos triikis, kuris gali sukelti nedideles odos ir
zaizdos infekcijas, taCiau S. aureus taip pat gali paveikti bet kurj kiino audini, sukeldamas
gyvybei pavojingas ligas — osteomielita, endokardita, pneumonija ar septicemija. Audinyje
S. aureus gamina patogeniSkumo veiksnius (su pavirSiumi susijusius baltymus, fermentus,
egzotoksinus, kapsulinius polisacharidus bei kitus geny produktus), kurie palengvina audinio
kolonizacija, audiniy sunaikinima ir padeda iSvengti imuninés sistemos atsako (10, 17).

S. aureus patogeniSkumas priklauso nuo jo gaminamuy toksiny, egzofermenty,
adheziny ir imuniteta moduliuojanciy baltymy. Vieno patogeniSkumo veiksnio nepakanka
sukelti stafilokoking infekcija (iSimtis — ligos, sukeliamos specifiniy toksiny, pvz.
enterotoksiny ar toksinio Soko sindromo toksiny). Infekcija sukelia koordinuota veikla jvairiy
patogeniSkumo veiksniy, kurie yra su lastelés sienele susij¢ ir sekretuojami bakteriniai
baltymai (10).

Sie veiksniai gali biti suskirstyti i tris grupes:

1. Su sienele susij¢ produktai, iskaitant MSCRAMM (angl. microbial surface

components recognizing adhesive matrix molecules) Seimos adhezinus ir



kapsulini polisacharida, palengvina prisiriSima prie Seimininko audiniy ir
padeda priesintis Seimininko imuniniam atsakui.

2. Sekretuojami egzoproteinai, tokie kaip citolizinai ir ekstralastelinés proteazes,
kovoja su Seimininko gynybinémis sistemomis ir palengvina invazija 1
audinius bei maistiniy medziagy pasisavinima.

3. Veiksniai, padedantys iSvengti Seimininko imuninés sistemos, sumazina
fagocitoze ir saveikauja su antistafilokokiniais antikiinais. Siy patogeniskumo
veiksniy ekspresija yra reguliuojama daugybés saveikaujanciu reguliaciniy
geny (agr, sarA, sarHI, saeR-saeS, rot, srrA-srrB ir arlS-ar[R), reaguojanciy i
aplinkos salygas (bakterinis populiacijos tankumas, osmotiskumas, katabolity
koncentracija ir pH) (10, 18).

Nepaisant antimikrobinés terapijos sergamumas ir mir§tamumas, susijgs su S. aureus
infekcijomis, i8lieka didelis, 1§ dalies dél mikroorganizmo sugebéjimo igyti atsparuma visiems
antibiotikams, iskaitant vankomicina. D¢l efektyvios vakcinos nebuvimo ir daugybés
antibiotikams atspariy padermiy atsiradimo S. aureus yra rimta visuomenés sveikatos

problema (17).

2. STAPHYLOCOCCUS AUREUS JAUTRUMAS ANTIBIOTIKAMS
2.1. Istorija

S. aureus igyja atsparuma antimikrobiniams vaistams naudodamas viena 1§ dvieju
skirtingy mechanizmy: jau turimo geno mutacija arba atsparumo geno horizontaly perneSima
1§ kity organizmy (konjugacija, transdukcija ar transformacija). Igyti atsparuma padeda ir
judrieji genomo elementai (19).

Nuo 1930 mety, antimikrobinés chemoterapijos pradzios, S. aureus tapo atsparus
daugeliui antimikrobiniy vaisty, taciau kliniSkai svarbiausias yra atsparumas meticilinui.
Genetinis atsparumo meticilinui mechanizmas uZtikrina atsparumg visiems p-laktaminiams
antibiotikams, o tai yra dazniausiai vartojamy antibiotiky klasé, kuriai priklauso penicilinai,
cefalosporinai ir karbapenemai (20).

Jau 1950-aisiais buvo aiSku, kokia potencialia reikSme visuomenés sveikatai gali turéti
S. aureus. QGreitai po klinikiniy bandymuy pastebétas létai, bet nepaliaujamai didéjantis
atsparumas penicilinui. 1940-yjy pabaigoje D.Britanijos ir JAV ligoninés prane$¢, kad 50%
S. aureus padermiy buvo atsparios penicilinui. Be to, buvo sukurta efektyvi tipavimo sistema,
paremta padermei specifine lize naudojant grup¢ bakteriofagy, o tai suteiké galimybe

identifikuoti galimus infekcijos Saltinius. Galiausiai atsirado ypatingai invaziskas,



uzkreCiamas ir penicilinui atsparus S. aureus klonas, kuris pirmiausia buvo nustatytas
Australijoje, bet po to sparéiai i$plito ir kituose kontinentuose. Sio klono sukeltos infekcijos
savo uzkreiamumu ir plitimo grei¢iu priminé gripo pandemija. Si padermé buvo pavadinta
80/81 paderme pagal jos bakteriofagini jautruma. Iki 1957-yju 80/81 (tapo zinoma kaip
,hospitalinis stafilokokas®) buvo atsakinga uz beveik visas epidemijas gimdymo skyriuose
JAV ir daugeli epidemijos protriikkiy D.Britanijos ligoninése. Ligoninése trec¢daliui S$ia
padermg neSiojusiy pacienty buvo diagnozuotas kraujo uzkrétimas, tuo tarpu pacientams,
kurie buvo kity padermiy neSiotojai, kraujo uzkrétimas buvo zymiai retesnis, nustatytas tik
2-5% tokiy ligoniy. Kilo susirlpinimas ne tik dél didelio mirtingumo rodiklio tarp Siy
pacienty, bet ir dél to, kad epidemijos protriikiai neapsiribojo pacientais ir daznai sukeldavo
invazines odos infekcijas slaugytojams. 80/81 padermés sukeliamos infekcijos pradéjo retéti
1960-aisiais, kai buvo pradétas naudoti meticilinas — pirmasis pusiau sintetinis penicilazei
atsparus penicilinas (3 pav.) (20).

Pragjus SeSiems ménesiams po to, kai 1960 m. spali buvo pradétas naudoti meticilinas,
iStyrus 5000 klinikiniy kultiry, buvo nustatytos trys meticilinui atsparios padermés. Visos trys
turéjo ta pati fenotipa ir buvo i§ tos pacios ligoninés Anglijos pietuose. Taciau kadangi
atsparumas meticilinui pasitaikydavo retai ir pasireik§davo tik esant tam tikroms aplinkos
salygomis (tokioms kaip zema temperatiira ir didelé druskos koncentracija), kurios labai
skyrési nuo vyraujanciy salygu infekciju vietose, mikrobiologai buvo isitiking ilgalaikiu
meticilino ir jam giminingy antibiotiky veiksmingumu. 1967 m. situacija pradéjo keistis;
daugeliui vaisty atsparus MRSA (meticillin-resistant S. aureus) buvo aptiktas Sveicarijoje,
Pranciizijoje, Danijoje, Anglijoje ir Indijoje. Nuo 1967 iki 1971 m. apie 15% visy Danijoje

i1§skirty S. aureus kultiiry buvo atsparios meticilinui, taip pat penicilinui, streptomicinui,

tetraciklinui, pasitaikydavo ir eritromicinui

OCHz atspariy ~ kultiry. Dauguma  padermiy

priklaus¢ tam paciam fagotipo 83A

ST [

s kompleksui. Po greito Sio klono iSplitimo,

H3CO L *|’\>< 1970-aisiais ir 1980-yju pradzioje MRSA

——N Europoje pradéjo retéti. Sio reiskinio

priezastis néra aiSki, bet manoma, kad

HO sinergistin] efekta galéjo turéti pasikeitimai

. _ skiriant streptomicing ir tetracikling bei
3 pav. Meticilino cheminé formulé; ‘ . - -
paimta i§ grieztos  infekciju  kontrolés  politikos
htftp://wpcontent.answers.com/vyilfipe idiegimas (20).
dia/commons/thumb/2/2a/Methicillin.

png/220px-Methicillin.png (21).
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Riipesciai atsinaujino 1980-yju pradzioje, kai vis dazniau buvo nustatomos
gentamicinui atsparios MRSA padermés D.Britanijoje, JAV, Airijoje ir kitose Salyse. 1982 m.
daugeliui vaisty atspari MRSA padermé buvo pastebéta Australijoje ir jvezta | Anglija. Iki
1995 m. Anglijoje ir Velse buvo identifikuota 16 epideminiy MRSA tipuy, taciau tik trys i$ ju
vis dar buvo aptinkami 1990-aisiais. Tuo paciu metu Sesios epidemiskos kultiiros vis dazniau
buvo nustatomos centrin¢je Europoje, keletas MRSA klony paplito tarp kontinenty (20).

Dauguma dokumentuoty MRSA infekcijy buvo igytos ligoninése. Taciau 1993m.
Australijos vakaruose naujos MRSA padermés buvo aptiktos tarp vietiniy gyventoju, pries tai
nesusidiirusiy su sveikatos priezitiros istaigomis. ISaiSkinta stulbinanti visuomenéje igytu
MRSA padermiy evoliucija. Jos nuo ligoniniy padermiy skyrési keliomis savybémis: buvo
jautresnés antibiotikams, i$skyrus P-laktamy klasg, ju genotipas skyrési nuo ligoniniy
padermiy genotipo, dauguma tur¢jo kitokias atsparumo meticilinui kasetes ir dauguma turéjo
uzkoduota virulentiSkumo veiksni, vadinama Panton-Valentine’o leukocidinu (20).

1997 m. pirma karta aprasytos hospitalinés MRSA padermés su sumazéjusiu jautrumu
trecios kartos glikopeptidams. Sumazéjes jautrumas daznai buvo heterogeninis ir siejamas su
bakterijy lasteliy sieneliy sustoréjimu. Pagaliau 2002 m. dviems nesusijusiems ligoniams
buvo nustatytas vankomicinui atsparus MRSA (VRSA). Sie ligoniai taip pat buvo uzsikréte
vankomicinui atspariais enterokokais. 2004 m. tre¢ias atsparumo vankomicinui atvejis
nustatytas Niujorke, JAV. Visos trys padermés jgijo atsparuma vankomicinui i§ vankomicinui
atspariy enterokoky. Buvo irodyta, kad heterogeninis atsparumas vankomicinui nuléme
gydymo nesékmes - persistuojancia bakteriemija (bakterijy buvimas kraujyje) ir karS¢iavima,
trunkant] ilgiau negu 7 dienas. Vis délto aprasytas sékmingas gydymas alternatyviais
antimikrobiniais vaistais (pvz. linezolidu), kai gydymas vankomicinu nes¢kmingas (20).

Linezolidas — pirmasis kliniskai naudojamas oksazolidinonas, efektyvus gydant
[vairias gramteigiamy patogeny sukeltas infekcijas. 2001 m. pirma karta praneSta apie
linezolidui atspary MRSA, i8skirta 1§ paciento, kuriam linezolidu buvo gydomas peritonitas.
Nuo to laiko linezolidui atsparus S. aureus buvo aptiktas ir klinikéje medziagoje, ir atrinktas
in vitro, taCiau tai vis dar yra retas fenomenas (22, 23).

2003 m. JAV buvo pritarta gramteigiamy bakterijy sukelty infekciju gydymui
daptomicinu. Daptomicinas yra pirmasis i§ naujos klasés antibiotiky, vadinamy cikliniais
lipopeptidais. Buvo patvirtintas klinikinis gydymo daptomicinu veiksmingumas. Jau 2005 m.
Mangilli ir kt. prane$é apie daptomicinui atspary MRSA. Manoma, kad atsparumas
susiformavo dél ilgo vaisto vartojimo gydant bakteriemija. 2006 m. atliktoje pasaulingje
apklausoje nustatyta, kad tik 0.1% iSskirty S. aureus kultiry buvo atsparios daptomicinui

(24-26).
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2.2. Atsparumo penicilinams mechanizmas

1941 metais penicilinas buvo pasiiilytas klinikinei medicinai kaip galimybé sékmingai
gydyti rimtas stafilokokines infekcijas. Taciau jau tais paciais metais buvo apraSytas
fermentas penicilinazé. Penicilinai inhibuoja bakterinius PBP (penicilina suriSancius
baltymus), biitinus lastelés sienelés sintezei. Daugumos peniciliny bazin¢ struktiira susideda i$
B-laktaminio Ziedo ir Soninés grandinés. Penicilinazé — tai fermentas, kuris hidrolizuoja
B-laktaminj zZieda, esanti B-laktaminiuose antibiotikuose, ir dél to jie tampa neveikliais (pvz.
penicilinas). Tai viena i§ fermenty B-laktamaziy formuy (27-29).

S. aureus penicilinazés struktiirinis genas paprastai yra plazmidéje, nors keliose
padermése rasta jrodymy apie chromosoming padétj. Sis fermentas yra indukuojamas, o jo
formavimosi dazni kontroliuoja reguliacinis genas, kurio produktas yra difunduojantis
citoplazminis represorius. Penicilinazés plazmidéje taip pat yra genai, nulemiantys atsparuma
keletui sunkiyjy metaly jony, eritromicinui ir kitiems antibiotikams (30, 31).

D¢l atsparumo penicilinui  penktojo deSimtmecio pradzioje buvo sukurti semi-

sintetiniai penicilinai, atspariis B-laktamazéms. Vienas i§ tokiy junginiy buvo meticilinas (24).

2.3. Atsparumo makrolidams mechanizmas

Eritromicinas, pirmasis makrolidas, buvo pristatytas 1950-aisiais, ir po daugybés mety
klinikinés patirties vis dar iSlieka placiai naudojamu antibiotiku. Jis pasiZymi
prieSuzdegiminémis savybémis ir yra prokinetinis veiksnys. Taciau dél plataus makrolidy
naudojimo vis labiau didéja atsparumas Sios grupés antibiotikams (32).

Eritromicinas (tai pat ir linkozamidas klindamicinas) inhibuoja baltymuy sinteze,
prisiriSdamas prie bakteriniy lasteliy 50S ribosominiy subvienety. Atsparuma gali sukelti
ribosominiy saity metilinimas, priklausomas nuo erm geny. Erm geno produktas yra
ribosomos metilazeé, kurios ekspresija paprastai yra minimali. Atspariose kultiirose
eritromicinas indukuoja Sios metilazés gamyba, o mutacijos erm promotoriaus regione sukelia
metilazés gamyba be induktoriaus (33, 34).

Manoma, kad kitas veiksnys, sukeliantis Stapylococcus spp. atsparuma eritromicinui,
yra istekéjimo mechanizmas (efflux mechanism), kurj koduoja plazmidés genas msr(A). Sis
ABC S$eimos baltymas turi du prototipinius ATP suriSan¢ius domenus, bet neturi akivaizdziy
membrang pereinanciy domeny, todel kyla klausimas, kaip jis eksportuoja vaistus. Tikétina,
kad baltymas Msr(A) saveikauja su kitu baltymu, kuris turi transmembraninius domenus,

reikalingus vaisty eksportui (35).
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Enterococcus faecium turi 1 msrA labai panasy msrC gena, , kuris buvo klonuotas
Staphylococcus aureus mnorint patikrinti, ar jis galéty sukelti stafilokoky atsparuma
eritromicinui. Nustatyta, kad MsrC sukelia didelio lygio atsparuma auksiniuose

stafilokokuose (33).
2.4. Atsparumo amnoglikozidams mechanizmas

Aminoglikozidai yra svarbis antibiotikai gydant rimtas stafilokokines infekcijas. Jie
yra stipriis baktericidiniai veiksniai, inhibuojantys baltymy sintez¢ prisiriSdami prie 30S
ribosomos subvieneto. Stafilokokus aktyviausiai veikia gentamicinas ir tobramicinas. Jie
daznai kombinuojami su B-laktamu ir glikopeptidu, nes Sie vaistai veikia sinergistiskai (36).

Pagrindinis stafilokoky atsparumo aminoglikozidams mechanizmas yra vaisty
inaktyvacija lasteliniais aminoglikozidus modifikuojanciais fermentais. Stafilokokuose buvo
i§skirti keli atskiri geny lokusai, koduojantys tokius modifikuojancius fermentus. Kliniskai
svarbiausi genai koduoja acetiltransferazés (AAC), adenililtransferazés (ANT) ir
fosfotransferazés (APH) fermenty aktyvuma. ACC fermentai modifikuoja aminoglikozidy
amino grupes, o ANT ar APH fermentai — hidroksilo grupes, todél Sie antibiotikai praranda
sugebéjima suristi ribosoma ir dél to nebegali stabdyti baltymy sintezes (36).

Kiti atsparumo aminoglikozidams mechanizmai yra ribosominés mutacijos ir aktyvus

vaisty efluksas (iStekéjimas) i$ bakterijuy lasteliy (35, 37).

2.5. Meticilinui atsparus Staphylococcus aureus - MRSA

Meticilinui atsparus S. aureus yra pavojingas bakterinis patogenas, pasiZymintis
uzkreciamumu ir atsparumu antibiotikams. Tam tikromis aplinkybémis MRSA galima netgi
sieti su padidéjusiu mirtingumu. Todél MRSA infekciju gydymui biitina sisteminé antibiotiky
terapija (38).

Nuosekliis molekuliniai epidemiologiniai steb¢jimai rodo, kad MRSA ir S. aureus
kaip raSis evoliucionuoja daugiausia vegetaciniu bidu (t.y. klonavimas). Taciau ir
horizontalus DNR perneSimas i§ kity padermiy ar rasiy vaidina svarby vaidmeni S. aureus
igyjant atsparuma. Dazniausiai tai ivyksta dél inserciniy sekuy (IS), transpozony, profagy
isiterpimo 1 S. aureus genoma. Vis délto kai kuriy genetiniy pokyc¢iy prieZastys néra Zinomos
(20).

MRSA atsirado, kai didelis mobilus genomo elementas, vadinamas stafilokokine mec
kasete (angl. SCCmec — staphylococcal cassette chromosome mec), isiterpé i meticilinui

jautria S. aureus padermg. Atsparuma meticilinui lemiantis genas mecA, esantis SCCmec
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elemente, koduoja papildoma peniciling suriSanti baltyma (PBP2A), kurio afiniSkumas
B-laktaminiams antibiotikams sumaZzéjgs. PBP2A yra transpeptidaze, kuri gali uztikrinti
lastelés sienelés biosintezg, paprastai blokuojama B-laktaminiy antibiotiky. SCCmec kaseté
iterpiama | chromosoma specifingje netoli replikacijos pradzios tasko esancioje sekoje
(attBscc), todél yra replikuojama anksCiau, o tai uztikrina greita jgyty atsparumo
antibiotikams geny transkripcija (20).

SCCmec kilmé ir perkélimo mechanizmas vis dar lieka neaiskis, iki Siol nerasta kity
bakteriju genciy, turinciu §i elementa. Manoma, kad evoliucinis mecA pirmtakas gali biiti
S. sciuri turimas mecA homologas (88% panasumo). Taip pat yra keletas fakty, kurie paremia
hipotezg, jog SCCmec per¢jo 1§ plazmos nekoaguliuojanciy stafilokoky (PNS) i S. aureus
(20).

2.6. Atsparumo vankomicinui mechanizmas

D¢l augancio daugeliui antibiotiky atspariy MRSA infekcijy skaiiaus gydymui
pasirinktas glikopeptidas vankomicinas. Taciau jau 1997 metais Japonijoje iSskirta MRSA
paderm¢ su sumazéjusiu jautrumu vankomicinui. 2002 metais apraSytas pirmasis
vankomicinui atsparus MRSA (VRSA). Nustatyta, kad atsparumo vankomicinui genas buvo
perimtas 1§ vankomicinui atspariy enterokoky (39).

VRSA atsparuma nulemia geny klasteris vand. Genetinis mechanizmas néra tiksliai
nustatytas, taciau aptikta keletas lastelés sienelés struktiiros ir biosintezés pokyc¢iy. Manoma,
kad d¢l Siy poky€iu vankomicinas ,,afiniSkai istringa® (affinity trapping) ir molekulés

nebegali pasiekti savo taikinio ant citoplazminés membranos (39).
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TYRIMO METODAI IR APIMTIS
1. MEDZIAGOS

1.1. Biologin¢ medziaga

Siame darbe tiriamos S. aureus padermés, iSaugintos i§ klinikinés medziagos 2008-

2009 metais Klaipédos vaiky ligoninés mikrobiologijos laboratorijoje.

Klinikiné medziaga:
e [Smatos;
e Skrepliai;
e Tepin¢liai i§ gerklés;
e Kraujas;

e Smegeny skystis;

e Punktatai;
e Slapimas;
e Piliai (i$ ptulinio, absceso, ausies,

akies, bambos ir kt.).

1.2. Reagentai

1 lentelé. Darbe naudojami reagentai

Gamintojas, Salis

Reagentai

Becton, Dickinson and Company, JAV

Liofilizuota triusio plazma su 0,15 % EDTA

bioMerieux SA, Pranciizija

Sokoladinis agaras su 5% arklio krauju

Deltalab, Ispanija

Liugolis, kristalvioletas, safraninas,
blankinimo skystis (Kit containing Gram

diferential staining)

Oxoid, Anglija

Staphytect Plus Test Reagent, Staphytect Plus
Control Reagent (Staphytect Plus);
Extraction Reagent 1, Extraction Reagent 2,
Test Latex, Control Latex (Penicilin-binding
protein (PBP’) late agglutination test);
Kraujo kulttry sistemos (Signal Blood
Culture System)

Remel, JAV

Nitrocefino diskai

UAB Rygos farmacijos fabrikas, Latvija

3-6 %vandenilio peroksido tirpalas
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1.3. Terpés

2 lentelé. Darbe naudojamos terpés

Terpe

Sudétis ir ruoSimas

C.L.E.D. agaras
(agaras su sumazintu cistino,
laktozés ir elektrolity kiekiu bei su

dviem indikatoriais)

Zaliai mélynas skaidrus gelis

4.0 g/l subalansuoto peptono nr.1

0.002 g/l bromtimolio mélio indikatoriaus

0.08 g/l andrade indikatoriaus

15.0 g/l agaro nr.1

0.128 g/l L-cistino

3.0 g/l jautienos ekstrakto

4.0 g/1 triptono

10.0 g/ laktozés

36 g milteliy supilti i 1 litra dejonizuoto vandens ir
iSmaisyti. Palaukti 10 min., vél gerai iSmaiSyti ir
sterilizuoti autoklavuojant 121°C temperatiiroje 15
min. Atvésinti iki 47°C temp., gerai iSmaiSyti ir

iSpilstyti 1 sterilias Petri 1¢kSteles.

5% Kolumbijos kraujo agaras

Raudonas matinis gelis; spalva
priklauso nuo pridedamo kraujo

kiekio ir koybés

15.0 g/l triptozés

2.5 g/l sojos peptono

12.0 g/l agaro nr.2

5.0 g/l mieliy ekstrakto

5.0 g/l natrio chlorido

5% sterilaus kraujo

39.5 g milteliy supilti i viena litra dejonizuoto vandens
ir iSmaiSyti. Palaukti 10 min., kol milteliai iStirps,
tirpala iSmaisyti ir sterilizuoti autoklavuojant 121°C
temperatiiroje 15 min. Atveésinti iki 47°C temp. ir
pridéti 5% sterilaus kraujo. Pavirti 10 min. ir pridéti
vitamino K. Gerai iSmaiSyti ir iSpilstyti i sterilias Petri

leksteles.
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Manito druskos agaras (MD)

Raudonas skaidrus gelis

1.0 g/l jautienos ekstrakto

10.0 g/l subalansuoto peptono nr.1

12.0 g/l agaro nr.2

75.0 g/l natrio chlorido

10.0 g/l D-manito

0.025 g/l fenolio raudonio

5% kiauSinio trynio emulsijos su teluritu

108 g milteliy supilti i 1 litra dejonizuoto vandens ir
1Smaisyti. Palaukti 10 min., vél gerai iSmaiSyti ir
sterilizuoti autoklavuojant 121°C temperatiiroje 15
min. Terpg atvésinti iki 47°C temp., imaiSyti kiausinio

trynio emulsija ir iSpilstyti i sterilias Petri lekSteles.

Mueller Hinton agaras

Siaudy spalvos skaidrus gelis

2.0 g/ jautienos ekstrakto

17.0 g/l agaro nr.1

17.5 g/l riig§timi hidrolizuoto kazeino

1.5 g/l krakmolo

50-100 mg/1 kalcio jony

20-35 mg/l magnio jony

38 g milteliy supilti | viena litra dejonizuoto vandens ir
1SmaiSyti. Palaukti 10 min., vél gerai iSmaiSyti ir
sterilizuoti autoklavuojant 121°C temperatiroje 15
min. Atvésinti iki 47°C temp ir i8pilstyti { sterilias Petri

léksteles.

Skysta tioglikoliné terpe

Blyskios Siaudy spalvos skaidrus

skystis

15.0 g/l triptono

0.5 g/l L-cistino

2.5 g/l natrio chlorido

0.75 g/l agaro

5.5 g/l gliukozés

5.0 g/l mieliy ekstrakto

0.5 g/l natrio tioglikolato

0.001 g/l rezazurino

29.75 g milteliy supilti i viena litra dejonizuoto

vandens ir iSmaiSyti. Palaukti 10 min. ir vel gerai
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1Smaisyti. Uzvirinti, kad iStirpty agaras, ir supilstyti |
meégintuvélius. Sterilizuoti autoklavuojant 121°C

temperattiroje 15 min.

Smegeny-sirdies infuzijos buljonas

Blyskios Siaudy spalvos skaidrus

skystis

17.5 g/l smegeny ir Sirdies infuzijos kietyju medziagy
2.0 g/l gliukozés

2.5 g/l dinatrio fosfato

10.0 g/l triptozes

5.0 g/l natrio chlorido

37 g milteliy supilti { viena litra dejonizuoto vandens ir
iSmaisyti. Palaukti 10 minuciy, maisant pasildyti, kad
milteliai visiSkai iStirpty ir i$pilstyti { mégintuvélius.
Sterilizuoti autoklavuojant 121°C temperattiroje 15

min.
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2. METODALI

2.1. S.aureus kulttros i§skyrimas

2.1.1. Augimas ant kietos terpés

S. aureus iSauginimui naudojami
manito druskos, 5% kolumbijos kraujo,
C.LE.D. agarai.
lekstele inkubuojama 16-48 h 35-37°C

Sokoladinis, Uzséta

temperattroje. Po inkubavimo vertinama

koloniju i$vaizda. Staphylococcus aureus

augimo

3 lentel¢je.

charakteristikos

pateiktos

4 pav. MD terpé: lekStelés virSuje auga
S. aureus, apacioje — PNS.

3 lentelé. Staphylococcus aureus augimo charakteristikos ant kiety terpiy

Terpe Kolonijos Kolonijy forma | Spalva Kitos savybés
dydis

Manito druskos | 1.5-2.0 mm | ISkilios, matinés, | Ryskiai geltona, su | Suformuoja

agaras (4 pav.) blizgancios juodu viduriuku geltona  aureolg
(turi fermenta
lecitinazg)

C.L.EE.D. agaras | 1.0-1.5 mm | ISkilios, matinés, | Geltona/oranziné Me¢lyna  spalva,

(Slapime) blizgancios jei nefermentuoja
laktozeés

5% kolumbijos | 1.5-2.0 mm | I8kilios, matinés, | Balta/gelsva Gali buti stebima

kraujo agaras blizgancios hemolizé

Sokoladinis 1.5-2.0 mm | Iskilios, matinés, | Balta/gelsva Gali buti stebima

agaras blizgancios hemolizé
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2.1.2. Augimas skystoje terpéje

S. aureus gali neiSaugti iSséjus ant pirminiy léksteliy, jei tyrimui paimta mazai

patologinés medziagos. Tod¢l tam tikra medziaga (punktatai, piliai, smegeny skystis) dar

papildomai s¢jama i skysta gausinimo terpg, iS kurios, esant augimui, iSs€¢jama ant kiety

terpiy. Kraujas paimamas i buteliukus su specialia skysta terpe (Signal Blood Culture System)

— bakterijos auginamos juos nuolat plakant purtytuvu, véliau iSséjamos ant kiety terpiu

(4 lent.).

4 lentelé. Staphylococcus aureus augimo charakteristikos skystose terpése

Terpe

Séjama medziaga

Kolonijy forma

Smegeny-sirdies

buljonas

infuzijos | Smegeny skystis

Terpé susidrumscia

Skysta tioglikoliné terpé

Puliai, punktatai

Varveklio formos

Kraujo terpé

Kraujas

Kraujas pakyla, uzputoja

2.2. DaZzymas Gramo biidu

Gramo metodas skirtas diferencijuoti

bakterijas | gramteigiamas ir gramneigiamas

pagal juy lasteliy sieneliy savybes.

Procediira:
1. Ant objektinio  stiklelio  plonu
sluoksniu uzdedama tirlamoji

medZziaga — tiesiogiai nuo iSaugintos
kultiiros (bakterinés suspensijos, 1-2
kolonijy, homogenizuoty  druskos
tirpale) ar tiesiogiai i§ paciento.

i8dziati  ir

Tepinelis  paliekamas

uzfiksuojamas kar§c¢iu virs§ liepsnos.

! ASM Microbelibrary.on

5 pav. Gramteigiami kokai
kekémis. Nuotrauka paimta i§
http://cbmg.umd.edu/ (40).

3. Ant stiklelio uzpilamas kristalvioletas. Po 1 minutés nuplaunama vandeniu.

4. Ant stiklelio uzpilamas jodo tirpalas. Po 1 minutés nuplaunama vandeniu.
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5. Praplaunama su acetono alkoholiu, kol tepin¢lis pasidaro skaidrus. Nuplaunama
vandeniu.

6. Ant stiklelio uzpilama safranino. Po 1 minutés nuplaunama vandeniu.

7. Stiklelis dar karta nuplaunamas vandeniu ir palieckamas nudziati kambario
temperatiiroje.

8. Ant tepiné¢lio uzlasinamas laSas sintetinio aliejaus.

9. Tepinélis apzitrimas per mikroskopa imersinés mikroskopijos budu.

Vertinimas:

Gramteigiami mikroorganizmai nusidazo violetine-mélyna spalva.

Gramneigiami mikroorganizmai nusidazo rozine-raudona spalva.

Staphylococcus aureus tepinélyje per mikroskopa matomi kaip gramteigiami kekémis

iSsidéste kokai (5 pav.) (41).

2.3. Fermentiniai testai

2.3.1. Katalazés testas

Katalazés testas skirtas aptikti mikroorganizmuose fermenta katalazg, vandenilio

peroksidui suyrant | deguoni ir vandeni.

Procediira:

1.
2.
3.

Ant stikliuko uzlasinamas 1 lasas vandenilio peroksido tirpalo.
Sterilia kilpa paimama atskira kolonija ir sumaiSoma su vandenilio peroksidu.

10 sekundziy stebima, ar vyksta putojimas.

Vertinimas:

Teigiamas rezultatas — laSo putojimas (S. aureus - katalazg turintis mikroorganizmas).

Neigiamas rezultatas — putojimas nevyksta ) (6 pav.) (42).

6 pav. Katalazes testas: lasas kair¢je — neigiamas rezultatas,

desin¢je — teigiamas rezultatas.
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2.4. 8. aureus diferenciacijos metodai

2.4.1 Plazmos koaguliazés testas

S. aureus identifikuojamas atliekant plazmos koaguliacijos mégintuvélyje testa.

Koagulazé — ekstralastelinis baltymas, kuris fibrinogena ver€ia i fibring. Tai klasikinis

pozymis S. aureus nustatymui klinikinése mikrobiologijos laboratorijose.

Procediira:

1.

Komerciné liofilizuota triusio plazma su EDTA praskiedziama steriliu distiliuotu

vandeniu santykiu 1:1 ir i§pilstoma i siaurus mégintuvelius po 0.5 ml.

2. Sterilia bakteriologine kilpele emulsifikuojamos 2-4 kolonijos (1 kilpa) i rehidratuota
plazma (i mégintuvelj su plazma).
3. Gerai iSmaiSoma ir inkubuojama 37°C temperatiiroje 4 valandas.
4. Jei plazma néra koaguliavusi po keturiy valandy, tai ji dar inkubuojama iki 24
valandy.
Vertinimas:

Teigiamas rezultatas — plazma koaguliavo (identifikuotas S. aureus).

Neigiamas rezultatas — plazma nekoaguliavo (7 pav.) (43).

7 pav. Plazmos koaguliazés testas: mégintuvélis virsuje —
teigiamas rezultatas, apacioje — neigiamas rezultatas. Nuotrauka paimta i§

http://www.microbelibrary.org/asmonly/details.asp?id=2987&Lang= (44).

2.4.2. Latekso agliutinacijos testas

Staphytect Plus (Oxoid, Anglija) yra latekso plokstelés agliutinacijos testas S. aureus

diferenciacijai aptinkant clumping factor, protein A ir tam tikrus polisacharidus.
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Staphytect Plus Test Reagent — mélynos latekso dalelés, padengtos porcinu, fibrinogenu ir
triusio IgG kartu su specifiniais polikloniniais antikiinais prie§ S. aureus kapsulini
polisacharida.
Staphytect Plus Control Reagent — mélynos nesensitizuotos latekso dalelés.
Procediira:
1. Vienas testo kortelés apskritimas naudojamas tyrimui (7est Reagent), kitas — kontrolei
(Control Reagent). | apskritimus uzdedama po lasa Test Reagent ir Control Reagent.
2. Su kilpele paimama atskira kolonija ir sumaiSoma su Control Reagent Kortelés
apskritime. Kita kilpele veiksmas pakartojamas su 7est Reagent.
3. Kortel¢ paimama ir siibuojama iki 20 sek. ir stebima, ar yra agliutinacija normaliame
apsvietime.
Vertinimas:
Teigiamas rezultatas — melyny Test Reagent daleliy agliutinacija per 20 sek. (identifikuotas
S.aureus) (8 pav.).
Neigiamas rezultatas - nevyksta agliutinacija ir po 20 sekundziy islicka tolygi mélyna
suspensija.
Neinterpretuojamas rezultatas — Control Reagent agliutinacija. Tai rodo, kad kultiirai budinga

autoagliutinacija (43).

2

8 pav. Latekso agliutinacijos testas: 1 — teigiamas rezultatas,

2 — neigiamas rezultatas.

2.5. Jautrumo antibiotikams nustatymas

2.5.1. Disky difuzijos metodas

Tai vienas 1§ budy nustatyti mikroorganizmo jautruma antibiotikams. Agaras
inokuliuojamas pasirinktu mikroorganizmu ir uzdedami popieriniai diskai, turintys reikiama
kieki antibiotiko. Antibiotikai difunduoja i terpg ir suformuoja koncentracijos gradienta su

didele koncentracija Salia disko, kuri tolstant nuo jo mazéja.
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Procedura:

1.

Sterilia kilpa paimama atskira Staphylococcus aureus kolonija ir inokuliuojama

fiziologiniame tirpale. Suspensijos tankumas turi biti lygus 0.5 McFarland’o.

2. Sterilus tamponas keleta sekundziy pamirkomas suspensijoje. Tamponu
inokuliuojamas MH agaras.

Ant lekStelés znyplémis sudedami atitinkami antibiotiky diskai.

4. Lékstelé inkubuojama 354+2°C temperatiiroje 18-24 valandas.

5. Liniuote iSmatuojamos augimo inhibicijos zonos. Zonos vertinamos pagal standartus,
nurodytus 2007 mety leidinyje Perfomance Standards for Antimicrobial Susceptibility
Testing; Seventeenth Informational Supplement.

Vertinimas:

Augimo inhibicijos zony diametrai interpretuojami kaip jautrumo kategorijos. Zony diametrai

pateikti 5 lentel¢je.

Dedami antibiotiky diskai: penicilinas, oksacilinas, eritromicinas, gentamicinas,

cefazolinas (9 pav.). ISauginus S. aureus Slapime, dedami diskai: ampicilinas, oksacilinas,

gentamicinas, nitrofurantoinas, trimetoprim/sulfametoksazolis, cefazolinas, cefuroksimas.

9 pav. Staphylococcus aureus jautrumo
antibiotikams nustatymas.

Jei oksacilino zona yra vertinama kaip atsparu/mazai jautru, tai signalas, kad
mikroorganizmas gali buti MRSA. Tyrimas
pakartojamas papildomai uzdedant cefoksitino ir
vankomicino diskus.

Cefoksitino disko testas yra tinkamiausias
metodas S. aureus atsparumo tyrimui. Jis yra
prilyginamas oksacilino disko testui, nustatant
atsparuma oksacilinui. Taciau cefoksitino disko
tyrima lengviau jvertinti, todél jis tinkamesnis.
Siuo atveju cefoksitinas naudojamas  kaip

surogatas apibiidinti atsparuma oksacilinui.

MRSA nustatymui taip pat atlieckamas
peniciling suriSanc¢io baltymo (PBP2’) latekso
agliutinacijos testas (45, 46).
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5 lentelé. S. aureus jautrumo antibiotikams zonos ir juy vertinimai

Mazai jautru/
Antibiotikas Disko talpa Atsparu . Jautru

Vidut. atsparu
Pencilinas 10 vienety <28 - >29
Oksacilinas 1 g <10 11-12 >13
Cefoksitinas 30 nug <21 - >22
Ampicilinas 10 pg <28 - >29
Cefazolinas 30 ug <14 15-17 >18
Cefuroksimas 30 pg <14 15-17 >18
Eritromicinas 15 pg <13 14-22 >23
Gentamicinas 10 pg <12 13-14 >15
Nitrofurantoinas | 300 pg <14 15-16 >17
Trimetoprim/

[ 1.25/23.75ng | <10 11-15 >16

sulfametoksazolis - -
Vankomicinas 30 nug - - >15

2.5.2. B-laktamazes aptikimas nitrocefino testu

Nitrocefino diskas yra reagentu impregnuotas diskas, naudojamas aptikti $-laktamazés
gamyba bakterijose. B-laktamazé — fermentas, kurj gamina {vairiis organizmai. Tai atsparuma
penicilinams ir cefalosporinams lemiantis fermentas. Sis testas atlickamas, kai disky difuzijos
metodas rodo jautruma penicilinui ar ampicilinui.

Reaktyvus ingredientas — nitrocefinas.

Procediira:
1. Znyplémis paimamas diskas ir padedamas ant §varaus stikliuko.
2. Diskas sudrékinamas demineralizuotu vandeniu.

3. Sterilia kilpa paimamos 5-6 kolonijos ir iStrinamos ant disko.
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4. Diskas inkubuojamas 1 valanda kambario temperatiiroje.
5. Stebimas spalvos pasikeitimas.
Vertinimas:
Teigiamas testas — spalvos pasikeitimas { rozing ar raudong (10 pav.).

Neigiamas testas — spalva nepakinta (45).

10 pav. Nitrocefino testas: diskas kairé¢je — neigiamas rezultatas,

desingje — teigiamas rezultatas.

2.5.3. Peniciling suriSancio baltymo (PBP2’) latekso agliutinacijos testas

Sis testas yra greitos latekso agliutinacijos testas, aptinkantis PBP2’ (taip pat
vadinama PBP2’a) Staphylococcus padermése. Tai pagalbinis testas MRSA ir meticilinui
atspariy PNS identifikavimui. Jie gamina PBP2’ baltyma, koduojama mecA geno. MRSA yra
atsparus P-laktaminiams antibiotikams, t.y. visiems penicilinams, p-laktam/B-laktamazés
inhibitoriy kombinacijoms, cefalosporinams ir karbapenemams.

Test Latex — lateksas, sensitizuotas su monokloniniu antikiinu prie§ PBP2’.
Control Latex — lateksas, sensitizuotas su monokloniniu to pacio IgG poklasio antikiinu,
nereaguojanciu su S. aureus baltymais.
Procediira:
I. PBP2’ ekstrakcija:
1. [ mikrocentrifugini mégintuvelj ilasinami 4 lasai ekstrakcijos reagento 1 (Extraction

Reagent 1).

2. 5 ul kilpele paimama keletas kolonijuy, kad buty pripildyta vidiné kilpelés kilpa (3-5 pl

- apie 1.5x 10’ lasteliy). Kultiira suspenduojama mikrocentrifuginiame mégintuvélyje.

Vorteksuojama, jei yra gumuliuky. Turéty biiti matoma labai drumsta suspensija.

3. Mégintuvélis dedamas i verdanti vandeni ir kaitinamas 3 minutes.

4. Meégintuvelis iSimamas ir atvésinamas kambario temperatiiroje.
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5. I mégintuvelj ilasinamas 1 lasas ekstrakcijos reagento 2 (Extraction reagent 2) ir gerai
sumaisoma.

6. Centrifuguojama 5 minutes 1500x g. Testui naudojamas supernatantas.

II. Latekso agliutinacija:

1. Vienas testo kortelés apskritimas naudojamas tyrimui (7est Latex), kitas — kontrolei
(Control Latex). 1 viena apskritima ilaSinamas 1 lasas Test Latex reagento, 1 kita —
lasas Control Latex reagento.

2. Po 50ul supernatanto uzdedama ant apskritimy. LaSuose supernatantas sumaiSomas su
Test ir Control Latex.

3. Kortelé¢ paimama ir siiibuojama iki 3 minuciy ir stebima, ar vyksta agliutinacija
normaliame apSvietime.

Vertinimas:

Teigiamas rezultatas — per 3 minutes ivyksta agliutinacija su Test, bet ne Control Latex
reagentu (11 pav.).

Neigiamas rezultatas — per 3 minutes nejvyksta agliutinacija nei su 7est, nei su Control Latex
reagentu..

Neinterpretuojamas rezultatas — per 3 minutes ivyksta agliutinacija su Control Latex reagentu

(45).

11 pav. PBP2’ latekso agliutinacijos testas: kair¢je — kontrole, deSinéje — teigiamas testas.

2.6. Statistiné analizé

Duomeny apie Staphylococcus aureus kultiiras statistiné analizé buvo atlikta
naudojant programa SPSS Statistics 17.0. Dumenys (vertinti Chi-kvadrato testu. Duomenys
laikyti statistiSkai reikSmingais, kai p<0.05.
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REZULTATAI IR JU APTARIMAS
1. S. AUREUS DUOMENU ANALIZE PAGAL VAIKU LYTI, AMZIU, PASELIU KILME
IR LIGOS DIAGNOZE

2008-2009 m. Klaipédos vaiky ligoninéje i§ paséliy iSskirta 1691 S. aureus kultiry. IS
ju 803 (47.5%) paséliai paimti i§ mergaiciy, o 888 (52.5%) — i$ berniuky.

Paséliai buvo imami vaikams nuo gimimo iki 18 mety amziaus. Vaikams iki 1 mety
amziaus buvo i8skirtos 842 kultiiros (49.8%), o 1-18 m. vaikams - 849 kultiiros (51.2%) (6, 7
lent.).

Daugiausia kulttiry buvo iSauginta iki 2 mety amziaus vaikams — 1035 kulttros

(61.2%). Vyresnio amziaus vaikams iSauginty S. aureus kulttry skaic¢ius mazéjo (12 pav.).

1,000

800

600

400

ISauginty kultiiry skaicius

2007

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Amzius, metais

12 pav. I8skirty S. aureus kultiiry skaicius pagal vaiky amziy
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6 lentelé. Vaikams iki 1m. amziaus iskirtos S. aureus kulturos

Amzius ménesiais | Kultiiry skaic¢ius | Kultiiry skaicius %
0 216 12.8
1 158 9.3
2 109 6.4
3 84 5.0
4 59 3.5
5 56 33
6 38 2.2
7 37 2.2
8 22 1.3
9 26 1.5
10 28 1.7
11 9 0.5
IS viso 842 49.8

7 lentelé. 1-18m. amziaus vaikams amziaus iSkirtos S. aureus kulturos

Amzius metais | Kulthiry skai¢ius | Kulttry skai¢ius %

1 193 11.4
2 75 4.4
3 49 2.9
4 73 4.3
5 40 24
6 26 1.5
7 27 1.6
8 34 2.0
9 31 1.8
10 43 2.5
11 36 2.1
12 42 2.5
13 38 2.2
14 32 1.9
15 37 2.2
16 32 1.9
17 41 24

IS viso 849 51.2




Iki 1 mety vaikams iSauginty S. aureus kultiiry skaiCius yra reikSmingai didesnis nei
vyresnio amziaus vaikams (p<0.05). Taip yra todel, kad Staphylococcus aureus gali
kolonizuoti naujagimius greitai po gimimo (per pirmasias 24 valandas). Jis perduodamas i
motiny arba aplinkos. Potencialus infekcijos Saltinis yra ligoniniy personalas, neSiojantis
S. aureus (48-51).

Taip pat iSaugintos S. aureus kultiros buvo suskirstytos pagal paséliy kilme.
Daugiausia kultiry buvo iSauginta 1§ iSmaty (52.4%), puliu (29.3%) ir tepinéliy 1§ gerkles
(14.0%) (8 lent., 13pav.). StatistiSkai reikSmingai daugiau kultiiry augo iSmatose (p<0.05) ir
puliuose (p<0.05). Tepinéliuose i§ gerklés augo statistiSkai nereikSmingai daugiau kultiiry
(p>0.05).

S. aureus daznai aptinkamas naujagimiy virSkinamajame trakte. Antibiotikams
atsparios kultiiros kolonizuoja virskinamaji trakta nepriklausomai nuo to, kokius antibiotikus
vartoja individualus kiidikis. S. aureus greitai isitvirtina naujagimiy virSkinamajame trakte,
greiCiausiai dél menkos konkurencijos su kitom zarnyno bakterijom. Vaikui augant, S. aureus
kiekis Zarnyne mazéja dél didesnio suaugusiyju mikrobiotos kompleksisSkumo ir taip
vadinamo “atsparumo kolonizacijai”, reiSkiancio, kad vietiné zarnyno mikroflora apsaugo nuo
zarnyno kolonizavimo egzogeniniais mikroorganizmais. Nustatyta, kad Zzarnyna kolonizaves
S. aureus gali paveikti naujagimio imuning sistema ir sukelti alergija, atoping egzema ir
dusima. Hospitalizuoty pacienty S. aureus kolonizacija virSkinamajame trakte yra siejama su
padidéjusia stafilokokinés infekcijos rizika (52-57).

Vis dar neaiSku, kaip S. aureus sukelia zarnyno infekcijas. Pagrindiniai mechanizmai
yra gana paslaptingi, o etiologiniai procesai tik pradedami identifikuoti. Zarnyno S. aureus
gali sukelti enterita ar su antibiotikais asocijuota diaréja (AAD) ir yra rizikos faktorius kitoms
zarnyno infekcijoms. Taip pat daznai apsinuodijama maistu, kuriame yra enterotoksigeninis S.
aureus, sukeliantis diaréja (55-57). 2008-2009 m. Klaipédos vaiky ligoningje S. aureus buvo
18skirtas 1§ iSmaty vaikams, kuriy ligos diagnoz¢ buvo virSkinamojo trakto bei Zarny funkcijos
sutrikimai, enterovirusinés infekcijos, enterokolitas, gastritas, vémimas, viduriavimas
(diar¢ja), dehidratacija, pilvo piitimas, karS¢iavimas, alerginés reakcijos ir kt.

Staphylococcus aureus gali daug mety kolonizuoti sveiky zmoniuy gerkle. 10% sveiky
vaiky, jaunesniy nei 7 mety, gerkléje aptinkamas S. aureus. S. aureus gali asimptomiskai
kolonizuoti gerkle, taciau taip pat sukelia kvépavimo taky infekcijas — pneumonija, bronchita,
sinusita ir kt. Jis yra asocijuojamas su pirmine naujagimiy ir jauny vaiky pneumonija bei

antrine pneumonija po virusinés infekcijos bei laikomas viena 1§ daZniausiy ligoningje igytos
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pneumonijos priezasCiy. S. aureus daznai prisideda prie cistine fibroze serganciy pacienty
kvépavimo taky ligy, infekuodamas 50% pacienty iki 10 mety amziaus (58-62).

2008-2009 m. Klaipédos vaiky ligoningje S. aureus buvo isskirtas i$ tonzily ir skrepliu
vaikams, kuriems pasireiSk¢é pneumonija, plauciu uzdegimas, tonzilitas, faringitas,
faringotonzilitas, laringitas, bronchitas, bronchiné¢ astma, karS¢iavimas, cistiné fibroze,
adenoidy hipertrofija ir kt.

S. aureus infekcijos yra siejamos su abscesy formavimusi ir bakteriniu persistavimu.
Stafilokokai auga grupémis abscesy pazeidimuy centre ir yra inkapsuliuoti pseudokapsulése,
kurios atskiria patogena nuo imuniniy lasteliu. S. aureus yra dazniausias etiologinis veiksnys,
sukeliantis odos abscesus. Stafilokokiniai odos ir minkStyjy audiniy abscesai stipriai
asocijuojami su zarnyno kolonizacija. S. aureus sukelia odos, zaizdy ir audiniy infekcijas,
septicemija, akiy infekcijas (konjuktivita, keratita, blefarita), ausy, nosies, sinusy infekcijas ir
kt. (63-67).

2008-2009 m. Klaipédos vaiky ligoningje S. aureus buvo iSskirtas i§ puliy vaikams,
kuriems nustatytos ligy diagnozés: odos puliniai ir palinukai, abscesai, liiziy, nudegimy ir kt.
zaizdos, flegmonos, furunkulai, limfadenitas, sepsis, piodermija, omfalitas, bérimai, akiy
junginés uzdegimas, konjuktyvitas, otitas, sinusitas ir kt.

IS kity paséliy (punktatai, kraujas, smegenu skystis, Slapimas) iSskirtos 42 S. aureus
kultiiros (2.4%). Vaikams buvo diagnozuotas sepsis, meningitas, smegeny edema,

osteomielitas, pneumonija, Slapimo taky infekcijos ir kt.

8 lentele. ISskirtos S. aureus kultturos pagal paseliy kilme

Paséliy kilmé Kultury skaic¢ius | Kultiiry skaicius %
1Smatos 886 52.4
piliai 496 293
tepinéliai 1§ gerklés 237 14.0
skrepliai 31 1.8
punktatai 15 0.9
kraujas 14 0.8
Slapimas 9 0.5
smegeny skystis 3 0.2
IS viso 1691 100.0
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13 pav. ISskirtos S. aureus kulttiros pagal paseliy kilme

Buvo palygintas isskirty S. aureus kultiiry skaicius pagal paseliy kilmeg 2008 ir 2009
metais. 2009 m. S. aureus kultliry 1§ iSmaty iSskirta statistiSkai reikSmingai maziau, o i$
skrepliy — statistiSkai reikSmingai daugiau nei 2008 m. (p<0.005). Palyginus kitus pasélius,
2009 m. statistiSkai nereikSmingai padaugéjo S. aureus i§ puliy, tepinéliy i§ gerklés ir
Slapimo, o sumaz¢jo — i$ kraujo ir smegeny skyscio (p>0.05) (9 lent.).

Galima svarstyti, kad Zarnyno infekciju gal¢jo sumazeéti del probiotiky vartojimo arba
maze¢jancio enterotoksinus produkuojanciy S. aureus skaiCiaus. Tokiu atveju mazéty
siun¢iamy istirti iSmaty, nes paprastai zarnyna kolonizuojantis S. aureus problemy nesukelia.
Kita vertus, galima manyti, kad kity stafilokokiniy infekciju daugéja, nes S. aureus yra labai
paplitgs ir darosi vis virulentiSkesnis, vis didesniam kiekiui Zmoniy ima kolonizuoti

kvépavimo takus ir oda ir sukelia daugiau susirgimy (68, 69).
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9 lentelé. S. aureus kultiry skaicius paséliuose 2008-2009 m.

2008 2009
Pasélio kilme p
Kultiry skaic¢ius | % Kultiiry skai¢ius %

ISmatos 515 54.9 371 49.3 | 0.002
Piliai 264 28.1 232 30.8 | 0.067
Tepin¢liai 1§ gerkles 124 13.2 113 15.0 | 0.143
Skrepliai 12 1.3 19 2.5 0.003
Kraujas 9 1.0 5 0.7 0.354
Punktatai 8 0.9 7 0.9 0.931
Slapimas 4 0.4 5 0.7 | 0.251
Smegeny skystis 2 0.2 1 0.1 0.680

I viso 938 100.0 753 100.0

2.S. AUREUS JAUTRUMO ANTIBIOTIKAMS DUOMENU ANALIZE

2.1. Jautrumas penicilinui

Klaipédos vaiky ligoningje rastas 89.5% S. aureus kultliry atsparumas penicilinui
(1513 kultary) (10 lent., 14pav.). Tai vidutiniskai atitinka kitus Lietuvos ligoninése nustatytus
S. aureus jautrumo penicilinui duomenis — 81.1-93.8% atsparuma penicilinui Kauno
medicinos universiteto Sirdies, kriitinés ir kraujagysliy chirurgijos klinikoje, 83.1% Kauno
ligoninése, 89.0% Kauno medicinos universiteto Plastinés chirurgijos ir nudegimy skyriuje,
89.6-96.1% Kauno medicinos universiteto kliniky Chirurgijos klinikoje (70-73).

Sie ir tolimesni jautrumo duomenys lyginami tik su Kauno ligoninémis, nes Lietuvoje
néra susisteminty duomenuy apie S. aureus jautruma antibiotikams, iSskyrus EARSS
(European Antimicrobial Resistance Surveillance System) programa, kuri renka duomenis
apie MRSA paplitima Europos Salyse. Taip pat rasta labai maZai straipsniy apie S. aureus
jautruma antibiotikams Lietuvos ligoninése (tik Kauno ligoniniy straipsniai). Biitent dél Sios
priezasties $is darbas yra ypac¢ aktualus — jame pateiktais duomenimis apie S. aureus jautruma
antibiotikams galima vadovautis skiriant preliminarius antibiotikus gydant stafilokokines

infekcijas Klaipédos vaiky ligoninéje.
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10 lentelé. S. aureus jautrumas penicilinui

Jautrumas penicilinui| Kulttiry skai¢ius | Kultiiry skaicius %
Jautru 170 10.1
Atsparu 1513 89.5
Nenustatyta 8 0.5
IS viso 1691 100.0

1,600

1,200

Kultary skaiéius

J Nenustatyta

Jautrumas penicilinui

14 pav. S. aureus jautrumas penicilinui

Penicilino zony dydis svyravo nuo 6 mm iki 50 mm.

Daugiausia atspariy kultiiry zony dydis buvo 12-18 mm, o jautriy — 38-40 mm (15 pav.).

3007 Mean =17.69
Std. Dev. =7.909
N=1,682
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15 pav. S. aureus jautrumo penicilinui zony dydis

Staphylococcus aureus atspariy pencilinui kultiiry skaicius 2008-2009 mety ménesiais
labai svyravo. Daugiausia atspariy kultiry nustatyta 2008m. liepos- lapkri¢io ménesiais.

34



Jautriy kultiry kiekio svyravimai buvo daug menkesni (16 pav.). Patikrinti, ar S. aureus

kulttiros tikrai jautrios penicilinui, buvo atliktas B-laktamazes testas.
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16 pav. Penicilinui jautriy ir atspariy kultiiry skai¢ius 2008-2009m.
2.2. Jautrumas eritromicinui

Pagal turimus duomenis apskaiciuota, kad eritromicinui atsparios 346 (20.5%), o
mazai jautrios — 11 (0.7%) kultiiry (11 lent., 17 pav.). Sis atsparumas yra maZesnis uz kity
Lietuvos ligoniniy palyginus su atsparumo eritromicinui duomenimis - 29.9% atsparumu
eritromicinui  Kauno ligoninése, 37.9-51.8% Kauno medicinos universiteto kliniky

Chirurgijos klinikoje (70, 71).

11 lentelé. S. aureus jautrumas eritromicinui

Jautrumas eritromicinui | Kulttiry skaicius | Kultury skaic¢ius %
J 1325 78.4
A 346 20.5
MJ 11 0.7
Nenustatyta 9 0.5
IS viso 1691 100.0
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Kultary skaigius

17 pav. S. aureus jautrumas eritromicinui

Eritromicino zony dydis svyravo nuo 6 mm iki 34 mm (iSimtis — 40 mm).

Daugiausia atspariy kulttiry zony dydis buvo 6 mm, o jautriy — 23-28 mm (18 pav).

350 Mean =22.13
Std. Dev. =7.778
N=1,682
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18 pav. S. aureus jautrumo eritromicinui zony dydis

Staphylococcus aureus jautriy ir atspariy eritromicinui kultiiry kiekis 2008-2009 mety
ménesiais labai svyravo. Daugiausia atspariy kultliry nustatyta 2008 m. geguzés, liepos ir
lapkri¢io ménesiais. Jautriy kultiiry daugiausia nustatyta 2008 m. liepos-lapkric¢io bei 2009 m.

rugpjucio-rugs¢jo menesiais (19 pav.).
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19 pav. Eritromicinui jautriy ir atspariy kulttiry skaicius 2008-2009m.

2.3. Jautrumas gentamicinui

Apskaiciuota, kad gentamicinui atsparios 250 (14.8%), mazai jautrios — 5 (0.3%)
kultiiros (12 lent., 20 pav.). Atsparumas gentamicinui daug mazesnis neigu kitose Lietuvos
ligoninése - 30.0% Kauno medicinos universiteto Plastinés chirurgijos ir nudegimy skyriuje,
37.7% Kauno medicinos universiteto Sirdies, kritinés ir kraujagysliy chirurgijos klinikoje,

47.4-50.2% Kauno medicinos universiteto kliniky Chirurgijos klinikoje (70, 72, 73).

12 lentelé. S. aureus jautrumas gentamicinui

Jautrumas gentamicinui | Kultiry skaicius | Kultiiry skaicius %
J 1436 84.9
A 250 14.8
MJ 5 0.3
IS viso 1691 100.0
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20 pav. S. aureus jautrumas gentamicinui

Gentamicino zony dydis svyravo nuo 6 mm iki 30 mm.

Daugiausia atspariy kultiiry zony dydis buvo 6 mm, o jautriy — 22-24 mm (21 pav.).

3507 Mean =20.05
Std. Dev. =6.13
N=1,691
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21 pav. S. aureus jautrumo gentamicinui zony dydis

Staphylococcus aureus jautriy ir atspariy gentamicinui kultiry 2008-2009 mety
ménesiais labai svyravo. Daugiausia atspariy kultliry nustatyta 2008 m. geguzés, liepos ir
lapkri¢io ménesiais. Jautriy kultiiry daugiausia nustatyta 2008 m. liepos-lapkricio bei 2009 m.

sausio, rugpjiicio ir rugs€jo menesiais (22 pav.).
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22 pav. Gentamicinui jautriy ir atspariy kultiiry skai¢ius 2008-2009m.

2.4. Eritromicino ir gentamicino koreliacija

13 lentelé. Jautrumo eritromicinui ir gentamicinui dazniy lentelé

Jautrumo eritromicinui ir Jautrumas gentamicinui ‘
o o IS viso
gentamicinui dazniai A J MJ
Kiekis 3 6 0 9
Nenustatyta
% iSviso | 0.2% 0.4% 0.0% 0.5%
'3
£ Kiekis 233 112 1 346
g A
= % 18 viso | 13.8% 6.6% 0.1% 20.5%
g
2 Kiekis 14 1307 4 1325
g J
= %18 viso | 0.8% 77.3% 0.2% 78.4%
=
<
— Kiekis 0 11 0 11
Ml
% iSviso | 0.0% 0.7% 0.0% 0.7%
Kiekis 250 1436 5 1691
IS viso
% iS viso | 14.8% | 84.9% 3% 100.0%




Pastebéta, kad jeigu S. aureus atsparus eritromicinui, jis taip pat beveik visada
atsparus gentamicinui ir atv. (13 lent.). Chi-kvadrato testas naudotas patikrinti hipotezg, ar
tarp S. aureus jautrumo eritromicinui ir gentamicinui yra koreliacija. Kadangi tiek pagal
Pirsono formule (Pearson Chi-Square), tiek pagal tikétinumo santykio formule (Likelihood
Ratio) p=0.000 yra mazesnis uz reikSmingumo lygmenj 0.05, tai poZymiai yra statistiSkai

priklausomi — S. aureus kultiiry jautrumas eritromicinui ir gentamicinui koreliuoja.

2.5. Jautrumas oksacilinui

IS turimy duomeny nustatyta, kad oksacilinui atsparios — 3 (0.2%), mazai jautrios — 3
(0.2%) kultiry (14 lent., 23 pav.). Atsparioms ir mazai jautrioms oksacilinui kultiroms
patikrintas jautrumas cefoksitinui ir vankomicinui. Nustatyta, kad oksacilinui maZzai jautrios
kultiiros buvo jautrios cefoksitinui. Tuo tarpu visos 3 oksacilinui (taip pat ir penicilinui bei
cefazolinui) atsparios kultiiros atsparios ir cefoksitinui, bet jautrios vankomicinui ir
eritromicinui. Viena i$ trijy kulttiry taip pat buvo atspari gentamicinui.

MRSA nustatymui buvo atliktas peniciling suriSanc¢io baltymo (PBP2’) latekso
agliutinacijos testas. Visais trimis atvejais testas buvo teigiamas.

Per 2008-2009 metus Klaipédos vaiky ligoninéje nustatytos 3 MRSA kultiros i§ 1691
Staphylococcus aureus kultiry (0.2%). Sis rodiklis yra daug maZesnis uZ bendrus Lietuvos
duomenis. Pagal EARSS (European Antimicrobial Resistance Surveillance System)
duomenis, apimancius 92% Lietuvos populiacijos, 2008 m. Lietuvoje nustatyta 11% MRSA
kultary (74).

2008 m. iSskirta 1 MRSA kultiira 1§ puliy, o 2009 m. iSskirtos 2 MRSA kultiiros —

atitinkamai 18 puliy ir fekalijy.

14 lentele. S. aureus jautrumas oksacilinui

Jautrumas oksacilinui | Kulttry skaic¢ius | Kultiiry skaicius %
J 1685 99.6
A 3 0.2
MJ 3 0.2
I$ viso 1691 100.0
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23 pav. S. aureus jautrumas oksacilinui

Oksacilino zony dydis svyravo nuo 11 mm iki 30 mm (iSimtis — 6mm).

Daugiausia jautriy kultiry zony dydis 18-22 mm (24 pav.).

4007 Mean =20.18
Std. Dev. =2.347
N=1,691
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24 pav. S. aureus jautrumo oksacilinui zony dydis

Staphylococcus aureus jautriy oksacilinui kultiry kiekis 2008-2009 mety ménesiais
svyravo. Daugiausia jautriy kultliry nustatyta 2008 m. geguzes, liepos-lapkri¢io bei 2009 m.
sausio, rugpjucio ir rugse¢jo ménesiais. Oksacilinui atsparios kultiros (MRSA) nustatytos

2008 m. spalio bei 2009 m. sausio ir geguzes menesiais (25 pav.).
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25 pav. Oksacilinui jautriy ir atspariy kultiiry skai¢ius 2008-2009m.
2.6. Jautrumas cefazolinui
Cefazolinui atsparios 3 kultiiros (0.2% ) (15 lent., 26 pav.). Sios kultiiros yra MRSA,
todél jos atsparios penicilinams ir cefaloporinams. Kitose Lietuvos ligoninése nustatytas

didesnis atsparumas cefazolinui — 14.6% Kauno medicinos universiteto Sirdies, kriitinés ir

kraujagysliy chirurgijos klinikoje (73).

15 lentele. S. aureus jautrumas cefazolinui

Jautrumas oksacilinui| Kultory skai¢ius | Kulttry skaicius %

J 1688 99.8
A 3 0.2
IS viso 1691 100.0
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26 pav. S. aureus jautrumas oksacilinui
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Cefazolino zony dydis svyravo nuo 17 mm iki 44 mm (iS§imtys — 12 ir 48 mm).

Daugiausia jautriy kultiry zony dydis svyravo intervale 25-30 mm (27 pav.).

3007 Mean =28.54
Std. Dev. =3.552
N=1,691
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27 pav. S. aureus jautrumo cefazolinui zony dydis

Staphylococcus aureus jautriy cefazolinui kultiiry skaic¢ius 2008-2009 mety ménesiais
labai svyravo. Daugiausia jautriy kultiiry nustatyta 2008 m. geguzés, liepos-lapkricio bei 2009
m. sausio, rugpjucio ir rugs¢jo meénesiais. Cefazolinui atsparios kultiros (MRSA) nustatytos

2008 m. spalio bei 2009 m. sausio ir geguzés menesiais (28 pav).
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28 pav. Cefazolinui jautriy ir atspariy kulttiry skaic¢ius 2008-2009m.
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2.7. Jautrumas kitiems antibiotikams

Staphylococcus aureus yra reta vaiky Slapimo taky infekcijos priezastis, nesant ikisty
kateteriy ar kity infekcijos Saltiniy (75).

2008-2009 metais 18 Slapimo buvo iSskirtos 9 S. aureus kultiiros (0.5%). 1§ Slapimo
iSskirtoms S. aureus kultiroms buvo tiriamas jautrumas ampicilinui, oksacilinui,
gentamicinui, trimetoprim/sulfametoksazolui, nitrofurantoinui, cefazolinui ir cefuroksimui.

Visos 9 kultiros buvo atsparios ampicilinui, tafiau jautrios oksacilinui,
trimetoprim/sulfametoksazolui, nitrofurantoinui, cefazolinui ir cefuroksimui.

I$ 9 kultiiry 3 buvo atsparios gentamicinui (33.3%).

2.8. Jautrumo antibiotikams kitimas 2008-2009 metais

Chi kvadrato testu palygintas 2008 ir 2009 mety atsparumas antibiotikams.
Atsparumas oksacilinui ir cefazolinui statistiSkai nereikSmingai padidéjo (p>0.05).
Atsparumas penicilinui, eritromicinui ir gentamicinui statistiSkai reikSmingai sumazéjo
(p<0.05) (16 lent.).

Atsparumas antimikrobiniams vaistams galé¢jo sumazeéti dél racionalaus antibiotiky

vartojimo (70).

16 lentelé. S. aureus atsparumo antimikrobiniams vaistams kitimas 2008-2009m.

2008 2009
Antibiotikas p
Atspariy kultiry sk. | % | Atspariy kultury sk. | %

Penicilinas 861 91.8 651 86.5 0.000
Eritromicinas 219 23.3 127 16.9 0.000
Gentamicinas 168 17.9 82 10.9 0.000
Oksacilinas 1 0.1 2 0.3 0.151
Cefazolinas 1 0.1 2 0.3 0.151

Taip pat palyginti S. aureus kultiiry, iSskirty 1§ iSmaty, puliy ir tepinéliy i§ gerkles,
jautrumo penicilinui, eritromicinui ir gentamicinui pokyc¢iai 2008 ir 2009 metais.

Palyginus su 2008 m., 2009 m. statistiSkai reikSmingai sumazéjo S. aureus kultiry,
i§skirty 1§ puliy ir tepinéliy 1§ gerklés, atsparumas penicilinui (p<0.05). StatistiSkai

nereik§mingai sumazejo S. aureus 1§ iSmaty atsparumas penicilinui (p>0.05) (17 lent.).
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17 lentelé. S. aureus jautrumo penicilinui kitimas 2008-2009 m.

2008 2009
Pasélio kilme p
Atspariy kultiiry sk. | % | Atspariy kultiiry sk. | %
ISmatos 464 90.1 326 87.9 | 0.150
Piiliai 254 96.2 210 90.5 | 0.000
Tepinéliai 1§ gerklés 112 90.3 86 76.1 | 0.000

2009 m. statistiSkai reikSmingai sumazejo S. aureus kultury, isskirty i§ iSmaty ir piiliy,

atsparumas eritromicinui (p<0.05). StatistiSkai reikSmingai padidéjo S. aureus iS tepinéliy i§

gerklés atsparumas eritromicinui (p<0.05) (18 lent.).

18 lentelé. S. aureus jautrumo eritromicinui kitimas 2008-2009 m.

2008 2009
Pasélio kilmé : : p
Atspariy kultiiry sk. | % | Atspariy kultiiry sk. | %
ISmatos 151 29.3 91 24.5 | 0.037
Puliai 57 21.6 20 8.6 | 0.000
Tepin¢liai i§ gerklés 6 4.8 12 10.6 | 0.004

2009 m. statistiSkai reikSmingai sumaZzéjo S. aureus kultiry, iSskirty 1§ piliy,

atsparumas gentamicinui (p<0.05). S. aureus kultiry, iSskirty 1§ iSmaty, atsparumas

gentamicinui

sumazéjo statistiSkai nereikSmingai (p>0.05). StatistiSkai nereikSmingai

padidéjo S. aureus 18 tepinéliy i§ gerklés atsparumas gentamicinui (p>0.05) (19 lent.).

19 lentele. S. aureus jautrumo gentamicinui kitimas 2008-2009 m.

2008 2009
Pasélio kilmé p
Atspariy kultiiry sk. | % | Atspariy kultiiry sk. %
[Smatos 117 22.7 70 18.9 | 0.078
Piliai 43 16.3 8 3.4 |0.000
Tepineliai 1§ gerkles 3 24 4 3.5 |0.429

IS kity paséliy iSaugo per mazas skaicius S. aureus kultiiry statistiniam palyginimui. Juy

jautrumo antibiotikams kitimas palygintas ne statistiskai.
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2009 m. atsparumas penicilinui sumazéjo tik S. aureus kultiiry, i$skirty 1S skrepliy. IS

kity paséliy iSskirty kultiiry atsparumas penicilinui buvo lygus 100 % (20 lent.).

20 lentelé. S. aureus jautrumo penicilinui kitimas kituose paséliuose 2008-2009 m.

2008 2009
Paséliy kilmé : :
Atspariy kultiiry sk. % Atspariy kultiiry sk. %
Skrepliai 12 100.0 16 84.2
Kraujas 9 100.0 5 100.0
Punktatai 8 100.0 7 100.0
Smegeny skystis 2 100.0 1 100.0

S. aureus atsparumas eritromicinui 2009 m. sumazéjo taip pat tik kultiry, iSskirty i$

skrepliy, o padidé¢jo — i§ kraujo paséliu. Visos S. aureus kultiros, iSskirtos i§ punktaty ir

smegeny skyscio, buvo jautrios eritromicinui (21 lent.)

21 lentelé. S. aureus jautrumo eritromicinui kitimas kituose paséliuose 2008-2009 m.

2008 2009
Paséliy kilmé
Atspariy kultiiry sk. % Atspariy kultiry sk. %
Skrepliai 3 25.0 2 10.5
Kraujas 2 22.2 2 40.0
Punktatai 0 0.0 0 0.0
Smegeny skystis 0 0.0 0 0.0

2009 m. sumazejo S. aureus kultiiry, i8skirty i§ kraujo atsparumas gentamicinui. Visos

S. aureus kultiiros 18 kity paséliy buvo jautrios gentamicinui (22 lent.).

22 lentelé. S. aureus jautrumo gentamicinui kitimas kituose paséliuose 2008-2009 m.

2008 2009
Paséliy kilmé
Atspariy kultiiry sk. % Atspariy kultiiry sk. %
Skrepliai 0 0.0 0 0.0
Kraujas 2 22.2 0 0.0
Punktatai 0 0.0 0 0.0
Likvoras 0 0.0 0 0.0
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S. aureus atsparumas oksacilinui ir cefazolinui 2008-2009 metais buvo labai mazas
(0.2%). 2008 m. isskirta 1 MRSA kulttra i§ puliuy (0.1%) , o 2009 m. iSskirtos 2 MRSA
kultiiros — atitinkamai i§ piliy ir fekaliju (0.3%). Chi kvadrato metodu apskaiciuota, kad
MRSA kulttury skaic¢ius 2009 metais statistiSkai nereikSmingai padidéjo, lyginant su 2008
metais (p>0.05).

MRSA kultiiros i§ piiliy iSskirtos 2 paaugléms mergaitéms. MRSA kultiiros buvo
atsparios penicilinui, oksacilinui ir cefazolinui; jautrios — eritromicinui, gentamicinui ir
vankomicinui.

MRSA kultiira i§ i§maty buvo isskirta naujagimiui berniukui. Si kultiira buvo atspari

penicilinui, oksacilinui, gentamicinui ir cefazolinui; jautri — eritromicinui ir vankomicinui.
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ISVADOS

1. Atlikus 2008-2009 m. Klaipédos vaiku ligoningje iSskirty S. aureus kultiiry analize

nustatyta, kad:

a)

b)

Vaikams iki 1 mety amziaus iSskiriama statistiSkai reikSmingai daugiau
Staphylococcus aureus kultiiry negu vyresnio amziaus vaikams.
S. aureus vaikams dazniausiai sukelia zarnyno infekcijas, antroje vietoje —

pulingas infekcijas, trecioje vietoje — kvépavimo taky infekcijas.

2. Atlikus S. aureus kultiiry jautrumo antibiotikams analizg, nustatyta:

a)

b)

c)

d)

Atsparumas penicilinui yra didelis, tai atitinka kity Lietuvos ligoniniy
atsparuma penicilinui.

Atsparumas kitiems antibiotikams (eritromicinui, gentamicinui, oksacilinui,
cefazolinui) yra nedidelis — mazesnis nei kity Lietuvos ligoniniy.

S. aureus kultiry jautrumas eritromicinui ir gentamicinui koreliuoja —
pozymiai yra statistiSkai priklausomi.

Palyginus 2008 ir 2009 m., statistiS8kai reikSmingai sumazéjo S. aureus
atsparumas penicilinui, eritromicinui ir gentamicinui.

Preliminariam S. aureus infekcijos gydymui Klaipédos vaiky ligoningje galima
skirti oksaciling ar cefazolina; antro pasirinkimo antibiotikai — eritromicinas ir

gentamicinas.
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ABSTRACT
The Analysis of Staphylococcus aureus’ Susceptibility to Antibiotics
in Klaipeda's Children Hospital in 2008-2009

Staphylococcus aureus is one of the most common cause of infections. It’s relevant to
know regional data of antimicrobial susceptibility to be able to prescribe effective drugs
against S. aureus before knowing the suscpetibility of a specific culture.

Objective. The analysis of Staphylococcus aureus’ susceptibility to antibiotics in Klaipéda’s
children hospital in 2008-2009. In order to implement it, these tasks were established: 1) to
analyse Staphylococcus aureus’ cultures isolated from clinical material in Klaipéda’s children
hospital in 2008-2009; 2) to determine the antibiotic susceptibility of S. aureus’ cultures and
perform the analysis of antibiotic susceptibility in 2008-2009.

Methods. S. aureus was isolated by cultivating it on specific agars, catalase test, Gram
staining; plasma coagulase test. Antibiotic susceptibility was determined by disk diffussion
method; B-lactamase detection — by nitrocefin test; MRSA detection — by penicilin-binding
protein (PBP’) late agglutination test. Statistical analysis was performed with program SPSS
Statistics 17.0.'

Results. In Klaipéda’s children hospital 1691 cultures of S. aureus were isolated in 2008-
2009. Statistically relevant higher number of S. aureus’ cultures was isolated form children
aged less than one year old. Most cultures were isolated from faeces (52.4%), pus (29.3%)
and throat swabs (14.0%). 89.5% resistance to penicillin was determined. 20.5% and 0.7% of
cultures were resistant and intermediate to erythromycin; 14.8% and 0.3% of cultures were
resistant and intermediate to gentamycin; 0.2% of each of cultures were resistant (MRSA) and
intermediate to oxacillin; 0.2% of cultures were resistant to cefazolin. The decrease of
resistance to penicillin, erythromycin and gentamicin in 2009 was statistically significant. The
increase of resistance to oxacillin and cefazolin in 2009 was statistically insignificant.
Conclusions. In Klaipéda’s children hospital S. aureus mostly caused gastrointestinal,
purulent and respiratory infections. Mostly affected children were younger than one year old.
High resistance to penicillin was determined (it moderately matches data from other
Lithuania’s hospitals). Resistance to other antibiotics (erythromycin, gentamicin, oxacillin,
cefazolin) was lower than in other Lithuania’s hospitals. There is correlation between
resistance to erythromycin and gentamicin. S. aureus resistance to penicillin, erythromycin
and gentamicin decreased in 2009, to compare with 2008. While treating staphylococcal
infection in Klaipéda’s children hospital oxacillin or cefazolin should prescribed as

preliminary antibiotics; erythromycin and gentamicin should be antibiotics of second choice.
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