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SANTRUMPOS

pg/ml — mikrogramai mililitre

AMC — amoksicilinas su klavulanine ragstimi
ATM - aztreonamas

BD — Becton Dickenson

CAZ — ceftazidimas

CAZ/CLA - ceftazidimas su klavulanine rigStimi
CPD - cefpodoksimas

CRO - cefriaksonas

CTX — cefotaksimas

FEP — cefepimas

HI — hospitalinés infekcijos

HP — hospitaliné pneumonija

ID — identifikavimas

IMP — imipenemas

ITS — intensyvios terapijos skyrius

JAT — jautrumo antibiotikams tyrimas

K. pneumoniae — Klebsiella pneumoniae

KLSI - Klinikiniy ir Laboratoriniy Standarty institutas
LPS — lipopolisacharidai

MBLs — metalo-B-laktamazés

MSK — minimali slopinanti koncentracija

NNIS - (angl. National Nosocomial Infections Surveillance System) - nacionaliné hospitaliniy
infekcijy prieziliros sistema

PPB — peniciling prijungiantis baltymas

PVBL — (angl. Extended-spectrum beta-lactamases) - plataus veikimo B-laktamazés



[VADAS

Antibakteriniy vaisty era prasidéjo prag¢jusio SimtmecCio 3-iajame deSimtmetyje,
Flemingui i$skyrus penicilina. Per kelis deSimtmecius buvo isskirta ir susintetinta daugiau kaip
Simtas skirtingu antibakteriniy vaisty, kurie iSgelbéjo milijonus Zmoniy gyvybiu. Bet pasirodé,
kad mikroorganizmai geba prisitaikyti prie esamu salygu. Jy atsparumas antibakteriniams
vaistams nuolat didéja ir tiesiogiai priklauso nuo vartojamy antibakteriniy vaisty ir ju kiekio.
Mikroorganizmai yra gyvi organizmai, kurie greitai prisitaiko prie naujy salygu, taigi maZzai
tikétina, kad ju atsparumas nedidés. TaCiau Sis procesas bus daug létesnis ir kontroliuojamas,
jeigu antibakteriniai vaistai bus skiriami racionaliai — tik tada kai biitina, parenkant tinkamus
antibakterinius vaistus, reikiama juy doz¢ ir optimalig vartojimo trukme [1].

Europos epidemiologijos prieziiros (EARS-Net) ir kity pasaulio Saliy duomenimis
daugéja Enterobacteriaceae S$eimos bakterijy, tokiu kaip Escherichia coli ir Klebsiella
pneumoniae, kurios yra atsparios antibiotikams. Sios bakterijos, kurios yra ir normali zmogaus
zarnyno flora, daznai sukelia Slapimo taky, kraujo ar kitas infekcijas. Tarp Enterobacteriaceae
Seimos bakteriju stebimas padaznéjes atsparumas cefalosporinams, kurj sukelia plataus veikimo
beta-laktamazés (PVBL). D¢l Sios priezasties tenka dazniau vartoti plataus spektro antibiotikus,
tokius kaip karbapenemai. Taciau bakterijoms igijus nauju geny ir tapus atsparioms
karbapenemams, Sie antibiotikai irgi nebegali biiti vartojami [24].

Taigi, labai svarbu parinkti tinkama antibakterini preparata gydymui. Todél svarbiis yra
PVBLaziy nustatymo metodai ir ju parinkimas. Pagrindinis bakterijy jautrumo antibakteriniams
preparatams tyrimo tikslas — numatyti gydymo rezultatus.

Sis darbas yra skirtas palyginti laboratorinés diagnostikos metodus, nustatanéius PVBL-
azes gaminanciy bakterijy fenotipa: kombinuota disky difuzijos ir dvigubos difuzijos metodus su
automatizuota Phoenix sistema. ISanalizuoti PVBLaziy paplitima Vilniaus universiteto ligoninés
Santariskiy klinikose 2008 - 2010 metais.

Darbas atliktas Vilniaus universiteto ligoninés Santariskiy kliniky Mikrobiologijos

laboratorijoje.



DARBO TIKSLAS IR UZDAVINIAI

Darbo tikslas - Palyginti antibiotiky disky difuzijos ir automatizuota metodus, nustatancius
plataus veikimo P-laktamazes (PVBLazes) gaminanciy bakteriju fenotipa ir jvertinti PVBL
paplitima Vilniaus universiteto ligoninés Santariskiy klinikose 2008-2010 metais.
Darbo uZdaviniai:
1. Nustatyti Enterobacteriaceae Seimos bakteriju PVBL gamybos fenotipa kombinuotu
disky difuzijos ir dvigubos difuzijos metodais.
2. Palyginti disky difuzijos metodus, nustatanc¢ius PVBL fenotipa, su automatizuota
Phoenix sistema.
3. [Ivertinti ir iSanalizuoti bakterijy gaminanciy PVBLazes paplitimo svyravimus Vilniaus

universiteto ligoninés Santariskiy klinikose (VUL SK) 2008-2010 metais.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Enterobacteriaceae Seima

Enterobacteriaceae — heterogeniska gramneigiamy bakterijy grupé, kuriy dauguma yra
normalioji zmoniy ir gyviny zarnyno mikroflora. Tam tikros ju r@i§ys yra antriniai nuosaikieji
(opurtunistiniai) patogenai [44]. Enterobacteriaceae rusiy skaiCius yra skaiiuojamas Simtais,
galblit net tiikstanCiais. Ju nustatoma vis daugiau déka DNR hibridizcacijos ir 16S RNR
sekvenavimo. Sie metodai yra naudojami i§skiriant padermes i§ Zmogaus, gyviny ir augaly [40].

Daugumai Enterobacteriaceae Seimos genCiy 1ir ruSiy budingi poZymiai: tai
gramneigiamos lazdelés, nesudaro spory, yra judrios, turin¢ios ziuZelius, arba nejudrios, auga
peptono terpéje arba mésos terpeje be priedy ir papildu arba be natrio chlorido. Nepalankiomis
salygomis sudaro kapsules. Klebsiella genties bakterijyu kapsulés didelés. Jos sudaromos
organizme ir mitybinése terpése. Kity genciy bakterijy kapsulés dazniausiai gaminamos tik
organizme. Gerai auga Mac Conkey agare, auga aerobinémis ir anaerobinémis salygomis, daznai
yra biochemiSkai aktyvios, fermentuoja D gliukozg ir kitus cukrus, daznai produkuodamos
dujas, yra katalazei teigiamos ir oksidazei neigiamos, redukuoja nitratus i nitritus, savo sudétyje
turi enterobakterijoms dazna antigena ir DNR sudétyje turi 39-59% guanino ir citozino. Tai yra
prie Seimininko prisitaikancios rasys, kurias yra sunku kultivuoti (dauginti), kai kurioms riisims
apskritai biidingas létas augimas. Evoliuciniu pozitiriu riiSys ir gentys Seimoje yra labai
susijusios su E.coli [40].

Enterobacteriaceae bakterijos gali keistis genetine informacija konjugacijos biidu —
perduodant tam tikra plazmide ir vykstant transdukcijai, ir transformacijai. Genetinis bakteriju
panaSumas lengvina Siuos vyksmus. Toks greitas genetinés informacijos kitimas paaiskina geny,
koduojanciy atsparuma antimikrobinéms medziagoms, toksiny, kolonizavimo veiksniy, svarbiy
virulentiSkumo veiksniy sintez¢ ir iSplitima. VirulentiSkumo ir atsparumo antibiotikams genai
gali biiti perduoti normaliajai mikroflorai, kuri tokiu biidu tampa nepageidaujamos genetinés
medziagos Saltiniu [44].

Naujos ruiSys priskiriamos Enterobacteriaceae Seimai: Zmogui pavojingas patogenas -
Klebsiella granulomatis sukelia kirk$ning granuloma, kitos naujai atrastos riSys yra labiau
susijusios su augaly infekcijomis. Klebsiella granulomatis neauga daugumoje bakteriologiniu
terpiy. Naujai atrasti organizmai yra beveik identiSki senesniems pagal savo fenotipinius

pozymius: pvz: Klebsiella varricola yra labai sunkiai diferencijuojama nuo K/. pneumoniae ir



kity Klebsiella spp. rusiy. Dauguma naujai apraSytu organizmy labai retai aptinkami Zmoniy

klinikiniuose éminiuose [40].
1.1.1. Antigeniné struktiira ir virulentiSkumas

Enterobacteriaceae bakterijos turi kompleksa antigeny, kurie skirstomi | somatinius (O),
kapsulés (K) ir ziuzeliy (H) antigenus. ,JO°‘ antigenai yra lastelés sienelés iSorinés membranos
lipopolisacharidy (LPS) dalis, saviti tam tikrai ras$iai ir tam tikrai serogrupei. Juos sudaro
pasikartojancios polisacharidinés grandinés [44]. LPS esantis lipidas A — gramneigiamyjy
bakteriju endotoksinas. LPS toksiSkumas priklauso nuo A lipido stuktiiros, kuri visose
gramneigiamose bakterijose yra vienoda. LPS yra bakteriju sieneléje, ir tik jai suirus patenka i
aplinka. Mazi kiekiai néra labai nuodingi, o dideli gali sukelti Soka [32]. Endotoksinai sukelia
pirogening reakcija, hipotenzija, DIK sindroma, trombozg, kraujavima, leukopenja, leukocitozg.
Patofiziologinis endotoksino veikimas susij¢gs su makrofaguy ir kity lasteliy, komplemento
sistemos, Hagemano faktoriaus aktyvinimu, citokiny gamyba aktyvintose lastelése [44].

Enterobakterijos gamina ir egzotoksinus — enterotoksinus, hemolizinius toksinus, kuriy
sintez¢ kontroliuoja nuosaikieji fagai ar plazmidés. Kai kurios Enterobacteriaceae $eimos
bakterijos gali turéti keleta ,,O°‘ antigenu frakcijy, bendry skirtingoms gentims ir rasims. K
antigeny turi tik tos bakterijos, kurios sudaro kapsules — tai kapsulés antigenai, jie yra neatsparts
temperatiirai (termolabilts) [44].

K. pneumoniae padermiy patogeniSkuma lemia polisacharidiné kapsulé [43]. Kapsulé
atlieka adhezijos ir antifagocitines funkcijas ir jungiasi prie savityju lasteliy taikiniy receptoriy
[44]. Storas kapsulés fibrininis pluostas dengia bakterijos pavirSiu ir apsaugo K.pneumoniae nuo
polimorfonukleary fagocitozés ir serumo baktericidinio poveikio. /n vitro irodyta, kad kapsulés
polisacharidai slopina makrofaguy gebéjima atpazinti sukéléja. Taciau nustatyta, kad kapsulg
sintezuojancios K.pneumoniae padermés silpniau geba prisitvirtinti prie epitelio lasteliy [49]. K.
pneumoniae virulentiSkumas skiriasi déka kapsulés tipy. Eksperimentiniame modelyje su
pelémis irodyta, K pneumoniae padermes, savo struktiiroje turinCios kapsulées K1 ir K2
antigenus, yra virulentiSkesnés nei kity serotipy K.pneumoniae padermes [36]. H. Sahly studiju
duomenimis patogeniskas K.pneumoniae K2 serotipas dazniau nustatytas tarp PVBL gaminanc¢iy
padermiy palyginti su PVBL negaminaniomis K. pneumoniae padermémis [47]. Zmogaus
kvépavimo taky infekcijas dazniau sukelia K1 ir K2, o Slapimo taky — K8, K9, K10 ir K24

antigenus turincios Klebsiella spp. [44].



Adhezijos ir kolonizavimo veiksniai svarbiis bakerijoms prisitvirtinant prie lasteliy ir
audiniy, taip pat konjugacijai. Pilés yra adhezijos veiksniai, kurie saviti Zarnyno arba $lapimo
taky lasteliy receptoriams. Be ju, adhezijai svarbiis ir O antigenai — iSorinés membranos baltymai
[44].

Daugelis gramneigiamy bakterijy sintetina bakteriocinus, Zalingai veikiancius tos pacios
ar giminingy rasiy bakterijas. Juy sintez¢ kontroliuoja plazmidés. Kolicinus gamina E.coli,
marcescinus — seracijos. Bakteriocinus sintetinancios bakterijos atsparios savo paciy
bakteriociny poveikiui, o rii§ies gaminami bakteriocinai turi daug tipuy (cinotipy) [44].

Enterobakteriju sekrecinés sistemos baltymai prisijungg prie eukariotiniy lasteliy padeda
bakterijoms iterpti virulentiSkumo veiksnius 1 lastelés vidy, tokiu biidu sustiprina saveika su jos
membrana. Genai, koduojantys tokius baltymus, susitelke ,,patogeniSkumo saly* regione,

dazniau plazmidéje. Plazmidés gali biiti perduotos kitoms bakterijoms [44].
1.1.2. Sukeliamos infekcijos

Enterobacteriaceae Seimos atstovai yra placiai paplit¢ augaluose ir dirvozemyje,
vandenyje, gyviny ir zmoniy virSkinimo trakte. Kai kurios riiSys paplitusios labai siaurose
ekologinése niSose. Salmonella serotipas Typhi sukelia tifoiding karSting ir randamas tik
zmonéms, tuo tarpu Klebsiella pneumoniae yra placiai paplitusi ir dalyvauja tiek biocheminiuose
tieck geocheminiuose procesuose ir taip pat sukelia Zzmogaus infekcijas, nuo besimptomés
kolonizacijos virskinimo trakte, kvépavimo ir Slapimo takuose iki mirtinos pneumonijos,
septicemijos ir meningito. Dauguma Enterobacteriaceae atstovy yra iSskiriami i piliniy, sukelia
pneumonija, meningita, septicemija, zaizdy infekcijas, Slapimo taky ir Zarnyno infekcijas. Tai
taip yra viena pagrindiniy normalios Zzmogaus zarnyno floros sudétiniy daliy, taciau §i Seima yra
reta tarp kity kiino viety normalios floros atstovy. Kelios Enterobacteriaceae Seimos risys yra
svarbios sukeliant ligoninése plintancias hospitalines infekcijas (HI). Enterobacteriaceae sudaro
80% kliniskai iSskiriamy gramneigiamy bakterijy ir 50% kliniSkai svarbiy patogeniniy bakterijy,
sukelian¢iy septiceming infekcija, Sios bakterijos taip pat sukelia daugiau nei 70% Slapimo taky
infekcijy ir didelis procentas sukelia zarnyno infekcijas [40].

ISskyrus Shigella rusj, kuri retai sukelia Zmogaus infekcijas ne virSkinimo trakte,
dauguma Enterobacteriaceae Seimos rusiy daZnai sukelia ne Zarnyno infekcijas, taciau nedidelis
Sty rusig: E.coli, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Proteus mirabilis, Enterobacter
aerogenes, Enterobacter cloacae kompleksas ir Serratia mercescens skai€ius, sukelia dauguma

ne zarnyno infekcijy: Slapimo taky infekcijas, daZniausiai cistita, kvépavimo taky, zaizdy, kraujo



ir nervy sistemos infekcijas. Dauguma Siy infekciju ypa¢ sepsis ir meningitas yra gyvybei
pavojingos ir daznai pasitaiko ligoninése. Dél Siy infekcijy sunkumo yra bitina visisSka izoliacija,
identifikacija ir privalomas jtariamyju sergant iStyrimas dél Enterobacteriaceae [40].

Keturios rusys Eshericia, Salmonella, Shigella ir Yersinia yra pagrindinés zarnyno
infekciju sukéléjos, lemiancios viduriavima. Kity autoriy duomenimis Citrobacter,
Edwardsiella, Hafnia, Morganella, Proteus, Klebsiella, Enterobacter ir Serratia taip pat yra

galimai susijusios su viduriavimu [40].
1.1.3. Diagnostika

Yra daug biidy identifikuoti Enterobactereaceae $Seima, tokie kaip jprastinis auginimas
mitybinése terpése, taip pat jvairiis komerciniai rinkiniai, molekuliniai metodai: pavyzdziui PGR
tyrimas dél phoE geno yra jautrus ir specifiSkas, nustatant padermes, priklausancias Esherichia -
Shigella grupei. Enterobacteriaceae $eimos bakteriju tapatumas nustatomas remiantis
biocheminémis savybémis, nukleoriigs§¢iy hibridizacija ir ju seky struktiira, o atsizvelgiant i
antigenus — jos skirstomos i serogrupes ir serovarus [40].

Kai kurios padermés blogai auga kraujo agare, taciau gerai auga Sokoladiniame agare,
esant specialioms inkubacijos salygoms. Tai patvirtina galima mitybiniy medziagy poreiki arba
mutacijas apimancias kvépavima. Pvz: E. coli, Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens auga
létai ir joms reikalinga prailginta inkubacija. Pacientams gydytiems antimikrobiniais vaistais,
pvz: gentamicinu, kartais iSskiriami pleotropiniai (pasizymintys daugybine fenotipine ekspresija)
Serratia marcescens ir Salmonella mutantai. Salmonella padermés produkuoja vandenilio
sulfida, gamina dujas 1§ gliukozés. Salmonella serotipas Typhi, po 24 valandy inkubacijos yra tik
0,2-0,3 mm skersmens [40].

1.1.4. Jautrumas antibiotikams

Enterobactereaceae Seimos jautruma antibiotikams galima nustatyti daugeliu metoduy,
taciau daZniausiai naudojami yra disky difuzijos ir praskiedimo metodai. Kuomet antibiotikai yra
vartojami pirma karta, Enterobactereaceae atsparumas yra labai neZymus. Bidingasis
atsparumas yra daugumos padermiy genetiné ypatybé, susijusi su ilgalaikiu antibiotiky
vartojimu. Pvz: beveik visos Serratia marcescens padermés yra atsparios penicilinui G,
colistinui ir cephatlotinui. Antibiotikograma taip pat gali biiti vienas i§ Enterobactereaceae

nustatymo metody [40].
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1.2. B-laktamaziy tipai

Enterobacteriaceae Seima daugiausia gamina plataus veikimo B-laktamazes (PVBL),
lyginant su kity Seimy bakterijomis. PVBL — tai fermentai, kuriy déka, iSsivysto atsparumas
daugeliui  B-laktaminiy  antibiotiky  (penicilinams, cefalosporinams, monobaktamams
(aztreonamui)). PasireiSkus PVBL gaminanciy bakterijuy sukeliamoms infekcijoms, gydymui
naudojami karbapenemai. Beta-laktamaziy veikimo principas paremtas slopinimu antibiotiky,
neutralizuojant B-laktaminj Zieda [53].

1960 m. Graikijoje, buvo nustatytas, plazmidziy koduojamas [-laktamaziy tipas
gramneigiamose bakterijose, kuris vadinamas TEM tipu [53]. Véliau nustaté ir TEM-2 |, kuris
identiSkas TEM-1 tipui pagal savo biochemines savybes, i§skyrus tai, kad skiriasi viena amino
rig§timi ties 37 pozicija. Sie du tipai turi panasius atsparumo fenotipus [41]. TEM-1 ir TEM-2
tipai daZniausiai aptinkami gramneigiamose bakterijose (Enterobacteriaceae, Pseudomonas
aeruginosa, Haemophilus influenzae ir Neisseria gonorrhoeae). TEM-1 ir TEM-2 hidrolizuoja
penicilinus ir siauro spektro cefalosporinus (cefaloting, cefazoling). TEM-1 ir TEM-2 pasiZymi
silpnesniu veikimu aukstesnés kartos cefalosporinams: cefotaksimui (CTX), ceftazidimui (CAZ),
cefriaksonui (CRO), cefepimui (FEP). Pradéjus vartoti Siuos antibiotikus, jy veikimas buvo
efektyvus prie§ atsparias padermes. Kitas tipas, kuris taip pat priklauso iSplésto spektro [-
laktamazéms yra SHV. Jis pasizymi mazesniu iSskiriamy fermenty kiekiu [53].

Laikui bégant, po ivairiy B-laktamaziy nustatymo jvedimo { kliniking praktika, sekeé
santykinai greitas TEM ir SHV tipo PB-laktamaziy mutanty atsiradimas. Sie mutantai gebéjo
hidrolizuoti daugelj cefalosporiny ir monobaktamy (taCiau paprastai ne cefamicinus ar
karbapenemus). Sios PVBL pirma karta buvo rastos K. pneumoniae, o véliau ir tarp visy kity
Enterobacteriaceae Seimos nariy. Taciau Siandien dauguma PVBL yra dazniausiai randami
Klebsiella spp. ir E. coli. Dabartiniu metu PVBL iSlieka jautriis f-laktamaziy inhibitoriams,
tokiems kaip klavulaniné riigStis, sulbaktamas, tazobaktamas, taciau tai greitai gali pasikeisti.
Idomu yra tai, jog mutacija, kuri i§plét¢ TEM ir SHV tipo B-laktamaziy spektra, paprastai
sustiprina juy atsparuma -laktamaziy slopinimui. Galiausiai, PVBL gaminancios padermés
drauge gali gaminti pernelyg daug TEM-1 ir SHV tipo fermenty, kurie gali lemti atsparuma -
penicilino-B-laktamazés deriniams [41].

PVBL pirmiausia buvo atrastos gramneigiamose bakterijose, tai K. pneumoniae, K.
oxytoca, E. coli padermése, taip pat iSaiSkintos ir Acinetobacter, Burkholderia, Citrobacter,

Enterobacter, Morganella, Proteus, Pseudomonas, Salmonella, Serratia ir Shigella gentyse [53].
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Antibiotiky efektyvus poveikis greitai iSnyko atsiradus atsparioms paderméms. KI.
preumoniae buvo istirta Vokietijoje su naujai igytu atsparumo mechanizmu, kuris priklausé
SHV tipui ir buvo pavadintas SHV-2. Sios padermés tapo atsparios cefalosporinams (CTX,
CAZ, CRO). Visi kiti TEM tipai gaminantys plataus veikimo B-laktamazes buvo iSaiSkinti 1984
m. Pranciizijoje ir 1988 m. JAV [53].

Nors ir atsiradus jvairiems pasikeitimams, PVBL nevienodai gali hidrolizuoti substratus.
Pavyzdziui TEM-7 hidrolizuoja CAZ ir CTX apytiksliai tokiu pat intervalu, o tuo tarpu SHV-2
hidrolizuoja CTX apie 10 karty greic¢iau nei CAZ. Kitais atvejais TEM ir SHV Seimy nariai,
koduojami genais su vairiomis mutacijomis, kurios buvo jgytos palaipsniui. Papildomas
pasikeitimy kompleksas, apimantis Glu-102 pasikeitima TEM-2 | Lys TEM-9 atveju arba Glu-
237 pasikeitima SHV-2 1 Lys SHV-4 ir SHV-5 atvejais, véliau padidino CAZ hidrolizés lygi.
Panasiis amino riigsciy pasikeitimai buvo aprasyti kituose TEM, SHV spektruose bei
susijusiuose fermentuose. Nors kai kurie fermentai gali hidrolizuoti CTX greiciau nei CAZ, labai
svarbu yra tai, jog jautrumo tyrimas in vitro daznai rodo, jog CAZ pasizymi aukstesne MSK. Sis
reiSkinys gali vykti dél sumazeéjusio CAZ isiskverbimo i periplazming erdve. IS esmés, naudojant
standarting inokuliavimo medziaga, tam tikros K. pneumoniae padermés yra atsparios visiems
cefalosporinams, iSskyrus cefamicinus. PVBL mutantai TEM ir SHV fermenty Seimose néra
apriboti. P. aeruginosa atveju buvo nustatyti jvairts D, OXA (oksaciling-hidrolizuojanciy
fermenty klasiy mutantai). Atmainos, koduojancios S$iuos variantus, yra atsparios
cefalosporinams [41]. Kita PVBL Seima CTX-M yra igijusi plazmides su pilnu spektru B-
laktamaziy, kurios pagal kilme¢ nulemtos chromosomu genuy [53].

PVBL gaminancios bakterijos pasizymi nevienodu atsparumu beta laktaminiams
substratams, bet ju siejamas bendrumas yra tas, kad jos negali neutralizuoti cefamiciny
(cefoksitino, cefotetano, cefmetazolio) ir karbapenemu (imipenemo, meropenemo, ertapenemo).
Beta-laktamaziy inhibitoriams priskiriama klavulaniné riigStis, sulbaktamas, tazobaktamas. Sie
inhibitoriai gali biti viename antibiotiko diske su kitais beta-laktaminiais antibiotikais.

Inhibitoriy veikimas yra efektyvus, nes PVBL jautrios ju poveikiui [53].
1.2.1. Bush'o klasifikacija

Kadangi B-laktamazés sudaro itin {vairia Seima, buvo pasitlyta jas suklasifikuoti. 1989
m. Bush'o sudaryta klasifikacija (1 lentele) paremta substrato bei inhibitoriaus profiliu ir
molekuline struktiira. Sioje klasifikacijoje iSskiriamos keturios B-laktamaziy grupés: 1grupé
apima cefalosporinazes, kurios néra slopinamos klavulaninés rugsties; 2 grupé yra slopinama -

laktamaziy inhibitoriy ir ji apima A ir D molekulines klases; 3 grupé priskiriama metalo [-
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laktamazéms, kurios atsparios klasikiniams f-laktamaziy inhibitoriams, iSskyrus EDTA ir p-
chloromercuribenzoatui (pCMB) ir 4 grupé¢ — penicilinazés (atsparios klavulaninei riigsciai).
Did¢jant TEM ir SHV iSskiriamy tipy skaiciui keitési klasifikacijos schema. Norédami i§saugoti
Bush'o pateikta klasifikacija, atliko keleta pakeitimuy. 2b grupéjé, prasiplétus fermenty skaiiui,
buvo jvardinta nauja 2be grupé, kuri atsakinga uz plataus veikimo B-laktamazes. Sis skirstymas
rodo, kad 2be grupé yra kilusi i§ 2b. Taip atsitiko ir su 2br B-laktamaziy grupe, kuri pasizyméjo
ribotu afinitetu inhibitoriams (ji kilo i§ 2b grupés). Ir antra grupé buvo papildyta 2f grupe, kuri
i§skiriama kaip karbapenemus skaldancios -laktamazés, iSskyrus tai, kad silpnai veikia
klavulaning riigsti [4].

Daugelio B-laktamaziy amino riigsties seky Zinojimas leidZia jas priskirti vienai 1§ keturiy
evoliuciniy molekuliniy klasiy (A, B, C arba D) [41]. A, C ir D klasiy aktyvusis centras
nustatomas serino vietoje, o tuo tarpu B klasés fermenty aktyvumui reikalingas cinkas. Dél Sios
priezasties B klasés fermentai ir buvo pavadinti metalo-f-laktamazémis. A, B ir D klasés

i§skiriamos kaip reikSmingiausios tarp hospitaliniy patogenu klinikinéje praktikoje [27].

1 LENTELE. B-laktamaziy klasifikacijos schema [4].

Grupé Molekuliné Ardomas substratas Atstovaujantys fermentai

klasé
1 C Cefalosporinai AmpC fermentai i§ gramneigiamy bakterijy
2a A Penicilinai Penicilinazés 1§ gramteigiamuy bakteriju
2b A Penicilinai, cefalosporinai  TEM-1, TEM-2, SHV-1
2be A Penicilinai, TEM-3 iki TEM-26, SHV-2 iki SHV-6
monobaktamai, siauro ir
plataus spektro
cefalosporinai
2br A Penicilinai TEM-30 iki TEM-36
2¢ A Penicilinai, karbenicilinas  PSE-1, PSE-3, PSE-4
2d D Penicilinai, kloksacilinas ~ OXA-1 iki OXA-11, PSE-2 (OXA-2)
2e A Cefalosporinai Suzadintos cefalosporinazés i§ Proteus
vulgaris
2f A Penicilinai, cefalosporinai, NMC-A i$ E. cloacae, Sem-1 i§ S.
karbapenemai marcescens
3 B Dauguma beta-laktamy, L1 18 S. maltophilia, CcrA 1§ B. Fragilis
iskaitant karbapenemus
4 ND Penicilinai Penicilinaze i§ B. Cepacia
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1.2.2. p-laktamaziy klasés

A Kklasés p-laktamazés

Molekuliné klasé A apima penicilinazes, cefalosporinazes bei platy B-laktamaziy spektra,
kuris yra slopinamas aktyviy i vieta nukreipty p-laktamaziy inhibitoriy, tokiy kaip klavulaniné
riigstis, sulbaktamas bei tazobaktamas [41]. Sios klasés i§skiriami tipai TEM, SHV, CTX-M
negali suardyti karbapenemuy, kuriuos gali veikti iSskiriamos karbapenemazés. O tuo tarpu,
chromosomy koduojami SME (Serratia marcescens fermentai), NMC ir IMI tipai (tarp
Enterobacter padermiy) gali veikti karbapenemus. Plazmidziy koduojamos karbapenemazés
priskiriamos KPC (KI. pneumoniae) ir GES tipui (KI. pneumoniae ir P.aeruginosa

padermése) [27].

B klasés pB-laktamazeés

B klas¢ apima metalo-B-laktamazes (MBLs), kurioms kaip papildomo faktoriaus reikia
cinko jony [27]. Sie fermentai, kurie rasti B. Fragilis, Stenotrophomonas maltophilia,
Flavobacterium spp., it Legionella spp., hidrolizuoja visas penicilino klases, iskaitant
karbapenemus (pvz: imipenema, meropenema), bei néra slopinami penicilazés inhibitoriy [41].
MBLs neveikia [-laktamaziy inhibitoriai, tokie kaip klavulaniné riigStis, sulbaktamas,
tazobaktamas, $iy fermety jautrumas pasireiskia su EDTA . Pirmas metalo-B-laktamaziy IPM-1
tipas buvo nustatytas Japonijoje 1991 m.. Véliau nustaté ir kitus tipus: IPM, VIM, GIM, SPM ir
SIM [27].

C Kklasés p-laktamazés

Gramneigiamy bakterijuy atveju, molekulinés C klasés B-laktamazés apima chromosomines
cefalosporinazes (AmpC fermentus). Beveik visi Enterobacteriaceae Seimos nariai (iSskyrus
Salmonella spp. ir Klebsiella spp.) bei P. aeruginosa padermés paprastai gamina chromosomy
koduojama cefalosporinaze. Sie fermentai priskiriami C molekulinei klasei bei yra pakankamai
biochemiskai skirtingi, kad biity galima juos laikyti specifiniais tam tikroms raSims. Daugelyje
enterobakterijy, tokiy kaip FEnterobacter cloacae ir Citrobacter freundii, p-laktamai (ypac
cefoksitinai, imipenemai bei klavulaniné riigStis) gali sukelti chromosominés Amp C B-
laktamazés gamyba. Nors dabar manoma, jog B-laktamazés indukcija néra klinikiné problema,
B-laktamazés produkcijos reguliavimas yra svarbus dél jos mutacijos lygio, daZnai lemiancio tai,
jog padermés turi aukSto lygio pastovy atsparuma daugeliui naujesniy [B-laktamy

antibiotiky [41].
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D klasés B-laktamazés:

D klasé apima oksacilina-hidrolizuojancius fermentus (OXA). Fermentai, esantys Sioje grupéje
skirtingai veikia B-laktamaziy inhibitorius: klavulaning riigsti, sulbaktama, tazobaktama. OXA
karbapenemaziy tipas daugiausia randamas Acinetobacter baumannii padermése, kuris paplitgs
visame pasaulyje. Siam tipui priskiriama daugiau nei 100 fermenty, kurie jeina i suklasifikuotus
poseimius. ISskiriamos keturios poseimiuy grupés: OXA-23, OXA-24, OXA-58 ir OXA-51.
Pirmos trys grupés yra plazmidziy koduojamos, o OXA-51 chromosomy koduojama f-
laktamaziy grupé, kuri randama A. baumannii padermése. OXA-23, OXA-24, OXA-58 tipai,

esantys A. Baumannii , atsparis karbapenemams [27].
1.2.3. PVBLaziy tipai

TEM tipas

Amino rugsciy iSsidéstymas, aktyviuose fermenty centruose, atsakingas uz plataus
veikimo B-laktamaziy (PVBL) fenotipa. Ju déka, kinta fermenty kofigiiracija, leidZianti patekti
B-laktaminiams substratams. Amino riigSties pakeitimas 104, 164, 238 ir 240 pozicijoje,
formuoja PVBL fenotipa.. Bet, kaip taisykle, PVBL daZnai turi daugiau nei vienos amino
rugsties pakeitimus. Toks atvejis yra iSskiriamas TEM-160 tipui, kuris susiformaves dél keleto

genetiniy pakitimy. TEM-10, TEM-12 ir TEM-26 tipai dazniausiai aptinkami JAV [53].

SHYV tipas

Siam tipui priklausanéios PVBL taip pat turi amino rigs¢iy pakeitimus. Susiformavusios
mutacijos aptinkamos 238 arba 238 ir 240 pozicijose. Siuo metu Zinoma daugiau nei 100
fermenty, priklausan¢iy SHV tipui. Sis tipas randamas visame pasaulyje, o JAV buvo daZniausiai

nustatomas. SHV-5 ir SHV-12 yra priskiriami tarp dazniausiai nustatomuy SHV tipy [53].

CTX-M tipas

CTX-M tipo mutacija atsiradusi dé¢l plazmidése igijamy geny, kurie randami Kluyvera
genties chromosomose. Sis tipas pasizymi didesniu aktyvumu CTX nei kitiems B-laktamams
(CAZ, CRO, FEP). Nors dauguma atvejy nustatoma, kad CTX-M tipas aktyvesnis prie§ CTX,
yra pazymeéti atvejai, kuomet stipresnis aktyvumas iSreiSkiamas CAZ. Tai tipas, kuris aptinkamas
Enterobacteriaceae $eimoje ir paplites visame pasaulyje kaip gaminantis PVBL. Siuo metu yra

apraSyta daugiau nei 60 CTX-M tipy [53].

OXA tipas
OXA — tai plazmidziy koduojamos f-laktamazes, kurios gali hidrolizuoti oksaciling ir

prie§ Staphylococcus skiriamus penicilinus. Siy fermenty aminoriig§éiy pakitimai formuoja
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PVBL fenotipa. OXA tipo PVBL daugiausia buvo nustatyta Pseudomonas aeruginosa

padermése, kurias i§skyré Turkijoje ir Pranctizijoje [53].

Kiti PVBL tipai
Plazmidziy koduojami PVBL tipai: PER-1, VEB-1, GES-1/2 nedazni ir dazniausiai
aptinkami P. Aeruginosa padermése. Enterobacteriaceae $Seimoje i$skiriami $iy tipu variantai:

BES, SFO, TLA [53].

1.3. Enterobacteriaceae Seimos atsparumo beta-laktaminiams antibiotikams

mechanizmai

Mikroorganizmy jtakojami atsparumo kitimai remiasi antimikrobiniu atsparumu, kuris
yra dél genetiSkai uzkoduotyu mikroorganizmy savybiy. Atsparumas pasizymi dviem
papildomomis kategorijomis: vidinis arba budingas atsparumas ir jgytas atsparumas.
Atsparumas, kurj lemia normali geneting, struktiiriné ar fiziologiné mikroorganizmo biisena yra
vadinamas biidingu. Biidingas atsparumas yra prognozuojamas, nes Zinant organizmo tapatuma,
drauge zinomi tam tikri jo antimikrobinio atsparumo profilio aspektai (pvz., atsparumas
vankomicinui tarp daugelio gramneigiamy bakteriju ar gramteigiamuy kokuy atsparumas
aztreonamui) [41].

Antibiotinis atsparumas, kurj lemia pakitusi lastelés fiziologija bei struktiira dél paprasto
genetinio mikroorganizmy sudéties pasikeitimo, yra vadinamas jgytu atsparumu. Sio tipo
atsparumo buvimas bet kokioje klinikinéje paderméje laikomas neprognozuojamu. Atpazinimo
metodai yra tokie, kurie patvirtina geny pasikeitima arba mainus: genetines mutacijas, genuy
atpazinimas i§ kity mikroorganizmy per geny perneSimo mechanizmus, arba mutacijy bei geny
perneSimy derinius [53].

Atlikus jvairias studijas buvo atrasti genetiniai lokusai atsakingi uz antibiotiky atsparuma.
Genetinis atsparumas gali biti paveldimas (jgimtas) ar igytas dél mutacijy. [gytas atsparumas
vienam (rezistentiSkumas) ar keliems (polirezistentiSkumas) antibakteriniams vaistams yra
savybé, budinga tam tikrai padermei, pasikeitus jos genomui. Galimi geny pokyciy
variantai [16]:

J Vienas i§ ju susijgs su mikroorganizmy tam tikry geny bakterijos chromosomoje
mutacijomis, dél kuriy atakuojamojo geno produktas nustoja buves to antibiotiko ,taikiniu”. Taip
atsitinka arba dél ,taikinio” baltymo struktiiros pokyc¢io, arba dél to, kad ,taikinio” antibiotikas

nepasiekia.
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o Antras i§ ju susijgs su tuo, kad atsparuma vienam ar keliems antibiotikams
mikroorganizmas igyja, kai jame atsiranda papildomy geny, dazniausiai R (rezistentiSkumo)
plazmidziy.

. Taip pat gali buti kombinuotas mutacinis atsparumas, kuomet jvyksta mutacija
chromosomose ir plazmidése.

Genai, kloduojantys beta-laktamazes [16].:

e Chromosomos

e Plazmideés

e Transpozonai

Betalaktaminiai antibiotikai (1 pav.) dazniausiai skiriami vaistai, pasiZymintys bendra
biochemine stuktiira, tai — [ laktaminis ziedas (2 pav.). Beta-laktaminiams antibiotikams
priskiriamos Sios vaisty grupés [55]:

e Penicilinai;

e Cefalosporinai;

e (Cefamicinai;

e Karbapenemai;

e Monobaktamai;

e Beta-laktamaziy inhibitoriai.
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1 pav. Beta-laktaminiai antibiotikai 2 pav. Beta-laktaminis Ziedas

Betalaktaminiai antibiotikai yra skirstomi pagal ju atliekamas funkcijas. Kiekviena
antibiotiky grupé pagrista tam tikro spektro veikimu ir savo sudétyje turi tik jiems budinga
veikliaja medZziaga [55].
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1.3.1. Gramneigiamy bakterijy atsparumo mechanizmai

Atsparumo mechanizmai yra paremti dviem pagrindiniais aspektais, tai biocheminiai ir
genetiniai. Biocheminiai atsparumo, beta-laktaminiams antibiotikams, mechanizmai skirstomi
keturias grupes [16, 55, 20]:

1.  Atsparumas dél PPB,

2 Atsparumas B-laktamams dél sumazéjusio iSorinés membranos pralaidumo,

3. Atsparumas dél B-laktamaziy,
4

Aktyvaus trasnporto i$ lastelés sistema.
1.3.1.1. Atsparumas dél PPB

Peniciling prijungian¢iy baltymy — transpeptidaziy (PPB) struktiiros poky€iai formuoja
atsparuma [B-laktamams. Labiausiai tinkantys saveikai su $iais antibiotikais didelés molekulinés
mases peniciling jungiantys baltymai (PPB1, PPB2, PPB3). Atsparios Siems antibiotikams
bakterijos tampa Siais atvejais [31]:

° Pakinta normalus PPB;

. Bakterijos ima sintetinti papildomus PPB, kurie menkai tinka saveikai su -
laktamais;

. Bakterijos sintetina perteklinj kieki normaliy PPB (PPB4 ir PPBS), kurie menkiau
tinka saveikai su B-laktamais nei PPB1, PPB2 ar PPB3.

MNepakites poriniy kanalas . Antibiotikai .

IZoriné lastelés membrana

{Lipopolisacharidas)

s lossssssolilos 555555

Poriniy kanalas

. Periplazminé erdwvé

® e
membrana

N.zp. al::tl_' ¢ peniciling : Pakite peniciling prijungiantys
prijungiantys baltymai baltymai sumaZina antibiotik

3 pav. Atsparumo mechanizmo schema dél PPB
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Tikslios veikimo vietos (PPB) pakitimas (3 pav.) sutrikdo PB-laktaminiy antibiotiky
prisijungima citoplazminé¢je membranoje. Pakitus PPB pasikeiCia afinitetas p-laktaminiams
antibiotikams. D¢l Sio veikimo mechanizmo, atsparumu pasizymi tokios padermés kaip:

Gonococcus, H. Influenzae (pB-laktaminiams antibiotikams) [55].
1.3.1.2. Atsparumas B-laktamams dél sumazéjusio iSorinés membranos pralaidumo

Priesingai nei gramteigiamy mikroorganizmy atveju (juose B-laktamai turi laisva pri¢jima
prie ju PPB) gramneigiamy bakteriju iSoriné membrana yra klilitis neleidzianti pasiekti ty
junginiy [41].

Gramneigiamuose mikroorganizmuose S$iuos baltymus (PPB) dengia tarytum uztvara
iSoriné fosfolipidiné membrana. Difuzijos budu p-laktamai patenka i lastelés vidy per Sias akeles
— ,,poras“, todél jie vadinami baltymais porinais [31]. Beta-laktaminiai antibiotikai, praéj¢
hidrofilin; poriny baltymy kanala, pasiekia periplazming erdve ir citoplazming membrana,
kurioje yra iSsidést¢ PPB. Sumazéjus akeliy skersmeniui arba juy skaiciui, sumazéja bakterijos
jautrumas, t.y. padid¢ja atsparumas antibiotikui. Mutacijos poriny kanaly (4 pav.) sumaZina
daugelio B-laktaminiy antibiotiky geb¢jima kirsti iSoring membrana gramneigiamose bakterijose

[55].

Nepakites porinin kanalas . Antibiotikcai .

Iioriné lastelés membrana Mutaves porinu
(Lipopolisacharidas) kanalas
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-
p-laktamaze : Periplazminé erdvé
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4 pav. Atsparumo mechanizmo schema dél mutacijos poriny kanaly

F
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Poriny kanalai yra specifiski tam tikriems antibiotikams. Pavyzdziui, sumazéjus baltymo
OprD (D2) tam tikry P. aeruginosa padermiy lasteliy paviriuje, jos tampa atsparios imipenemui.
P aeruginosa atsparumo imipenemui atsiradimas siejamas su specifinio kanalo OprD praradimu.
E. coli gamina bent dviejy tipy porina: OmpF ir OmpC. Mutacijos, kurios lemia sumazéjusia
OmpF ir/arba OmpC raiska arba jy pakitimus, lemia sumazéjusi jautruma daugeliui B-laktamy.
Su poriny stoka susijes igytasis enterobakterijy atsparumas antibiotikams siejamas dél gydymo

cefotaksimu (CTX), ko pasekoje, atsirado atspariy padermiy cefalosporinams [55, 20, 31].
1.3.1.3. Atsparumas dél B-laktamaziy

Tai labiausiai paplites kai kuriy gramteigiamy ir gramneigiamy bakterijy atsparumo
mechanizmas B-laktaminiams antibiotikams [41]. Beta-laktamazés — tam tikras tipas fermenty,
ardan¢iy B-laktaminius antibiotikus hidrolizuodami B-laktaminj Zieda (5 pav.). Sie fermentai
skaldo penicilinus (penicilinazés), cefalosporinus (cefalosporinazés) ar abiejuy grupiy antibiotikus
(B-laktamazés) [55]. Gramteigiamos bakterijos B-laktamazes iSskiria 1 augimo terpg, o tuo tarpu
gramneigiamos bakterijos jas iskiria i periplazming erdve [41]. Sie fermentai gali biti koduojami
bakteriju chromosomu, plazmidziy ar transpozony igijamuy geny. Fermenty sintez¢ daznai
pasireiSkia dél plazmidziy veiklos ar kaip atsakas i antibiotiky vartojima. Plataus veikimo [-
laktamazés (PVBL) dazniausiai aptinkamos K. pmneumonia, E. coli, Enterobacteriaceae
padermése [55, 20].

@ Avbiotka @

MNepakites poriniu kanalas Porinm kanalas
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5 pav. Atsparumo mechanizmo schema d¢l B-laktamaziy

Beta-laktamazés — skirtingi cheminiai junginiai, kuriuos galima skirstyti { tam tikras

grupes [31]:
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o Veikiama substrata: juo vadinamas savitas gebéjimas hidrolizuoti B-laktaminius
antibiotikus, tai rodo fermenty pavadinimas (pvz.; penicilinazés, cefalosporinazés);

. Poveikio spektra: plataus veikimo B-laktamazés geba ardyti ne tik penicilinus ar I
kartos cefalosporinus, bet ir II bei III kartos cefalosporinus, jos dazniausiai yra gerai Zinomy
plazmidziy B-laktamaziy mutantai (pvz.: TEM-1, TEM-2, SHV-1 ir kt.);

° Aktyviojo centro, saveikaujancio su antibiotiku, struktiira;

. Koduojan¢iy genuy vieta ir ekspresijos tipa: jei genai, koduojantys B-laktamaziy
sintezg, yra chromosomose, prasideda atspariy atitinkamam antibiotikui mikroorganizmy klony
plitimas. Jei genai, koduojantys P -laktamaziy sintezg, yra plazmidése, vidur@iSinis ir tarpriiSinis
rezistentiSkumas plinta greiiau. Ribos tarp geny chromosominés ir plazmidinés vietos vis
maziau pastebimos, nes genai, determinuojantys p-laktamaziy sintezg, gali virsti mobiliais
(paslankiais) DNR fragmentais ir persikelti | plazmides. Beta-laktamazes gali sintetinti beveik
visos gramneigiamosios bakterijos, t.y. vyrauja atitinkamuy genuy vieta chromosomose;

. Jautruma inhibitoriams: dalis B—laktamaziy (pvz.; gramneigiamy bakterijy
plazmidinés B-laktamazés) gali buti jautrios, dalis (pvz.; chromosominés) — atsparios

atitinkantiems savitiems slopintojams (p—laktamaziy inhibitoriams).
1.3.1.4. Aktyvaus trasnporto i$ lastelés sistema

Susiformuoja aktyvaus antibiotiko pasalinimo 1§ Iastelés mechanizmas, todél jo
veiksminga koncentracija nespéja pasiekti savaji taikini. Aktyvaus transporto i$ lastelés sistema
yra vadinama iStekéjimo sistema, esanti gramteigiamy ir gramneigiamy bakterijy citoplazminéje
membranoje. Tripusés energijos ,,varoma” iStekéjimo sistema (MexAB-OprM) gali biti
specifiSka vienam substratui arba gali transportuoti keleta strukturiskai skirtingy junginiuy
(daugelio klasiy antibiotikus). Pompos siurbliai — tai membranos baltymai, kuriy déka pasalinami
antibiotikai i§ 1§ lastelés ir tokiu buidu lieka Zema antibiotiky koncentracija pacioje lasteléje.
Anksciau aptartam atsparumo mechanizmui, kuris siejamas su iSorinés membranos pralaidumu
taip pat biidinga zema antibiotiko koncentracija, kuri patenka i lastelg. Tod¢l veikiant abiems
atsparumo mechanizmams, kliniSkai reikSmingos bakterijos tampa atsparios daugumai
antibiotiky. Buvo atskleista, jog MexAB-OprM tiesiogiai prisideda prie atsparumo penicilinui
per Sios antibiotiky klasés iStekeéjima. Taip pat pateikiamas dar vienas pavyzdys, kad jvykus
reguliatoriaus mexR mutacijai Pseudomonus aeruginosa padermése sutrikdoma MexAB-OprM

iStekéjimo sistema dél kurios i§vystomas atsparumas B-laktaminiams antibiotikams [16, 20].
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Todél Sios sistemos veikimas kartu su iSorinés membranos sumaz¢jusiu pralaidumu yra
reik§mingas daugumai antibiotiky, tai apima ne tik B-laktamus, o ir chinolonus, tetraciklinus,

chloramfenikolius [16, 20].
1.3.1.5. Genetiniai atsparumo mechanizmai

Chromosomy koduojamos B-laktamazés

Nezidrint tai, kad gramneigiamos bakterijos turi chromosomy [-laktamazés gena,
plazmidziy perduodamos [-laktamazés atlieka svarbesni vaidmeni antibiotiky (p-laktamy)
jautrumo nustatyme (tokiy padermiy kaip: E. coli, Proteus mirabilis, Salmonella, Shigella ir H.
Influenzae). Chromosomuy koduojamos B-laktamazés iSskiriamos K/. Pneumoniae padermése, 18
Jju svarbiausios yra penicilinazés, todél Sios ruSys daZznai jautrios cefalosporinams.
Enterobacteriaceae $eimai priskiriamos gentys, tokios kaip Enterobacter, Proteus, Serratia,
Citrobacter, gamina chromosomy -laktamazes, kurios gali buti igij¢ atsparuma daugeliui -
laktaminiy antibiotiky, iSskyrus karbapenemus. Dél Sios priezasties, tokiy padermiy fenotipo
identifikavimas pakankamai sudétingas naudojant pradinius nustatymo metodus. [vykus
chromosomy geny mutacijoms, prasideda "nenormali" fermenty, vadinamy plataus veikimo -

laktamazés (PVBL), gamyba [55].

PlazmidZiy koduojamos p-laktamazés

Plazmidziy perduodamos B-laktamazés daZzniausiai aptinkamos gramneigiamy bakterijy
TEM-1, TEM-2, SHV-1 tipuose. Bakterijy atsparumo mechanizmas pasireiskia penicilinams,
pirmos ir antros kartos cefalosporinams, iSskyrus cefuroksimui, cefamicinui, trecios ir ketvirtos

kartos cefalosporinams, karbapenemams, aztreonamui [55].

1.4. Hospitaliniy infekcijy, sukelty gramneigiamy bakterijy, gaminanc¢iy

plataus veikimo pB-laktamazes (PVBLazes), paplitimas

1980 m. pirma karta nusta¢ius PVBL gaminancias mikroorganizmy padermes, dél PVBL
paplitimo, Enterobacteriaceae $eimos bakteriju atsparumas dabar didéja ir tapo pasauline
problema [63, 19, 38]. Enterobacteriaceae S$eima, gaminanti PVBL, tapo aktuali tema
hospitalizuotiems ligoniams. Sios §eimos bakterijos gali sukelti kraujo, §lapimo taky infekcijas,
hospitalines pneumonijas (HP), pilvo, smegeny abscesus. Visame pasaulyje, tarp visy

hospitaliniy infekcijy, didZiausias démesys skiriamas kraujo sukeltoms infekcijoms. E.coli ir K.
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pneumoniae yra iSskiriami kaip pagrindiniai HI patogenai, sukeliantys pilvo ertmés, §lapimo taky
ir kraujo infekcijas [28].

Kiekvienais metais JAV yra uzfiksuojama apie 250 tiukst. atvejuy susijusiy su kraujo
hospitalinémis infekcijomis. Nustatyta Sy infekciju iSsivystymo kilme, kuri siejama su
kraujagysliy kateteriais, tai labai svarbus susirgimas, kuris daznai baigiasi mirties priezastimi.
Kraujo infekcija gali biiti pirminé arba antriné. Antriné infekcija yra siejama su kity viety
infekcija, tai Slapimo taky, plauciy, pooperacinés zaizdos ir odos. CDC's Nacionaliné
hospitalinés infekcijos stebéjimo sistema (NNIS) pranese¢, kad pirminés kraujo infekcijos sudaro
64% visy hospitaliniy kraujo infekcijy, t.y. i$sivysto d¢l centrinés venos kateteriy [46].

Nustatyta, kad daugeli kraujo infekcijy sukelia K. pneumoniae padermés. Todel buvo
atliktas tyrimas, kuriame dalyvavo 147 ligoniai ir nustatyta, kad 48 atvejai iSskirta K.
pneumoniae su PVBL ir 99 atvejai su K. pneumoniae negaminan¢iomis PVBL [46].

Infekcijos igyjamos intensyvios terapijos skyriuose (ITS) turi jtakos ligoniy esamai
buklei ir tampa rimta mirties priezastimi [15, 28]. Visame pasaulyje buvo atliktas tyrimas,
kuriame dalyvavo 13 tiikst. ligoniy 1§ intensyvios terapijos skyriy. Buvo uzregistruota, jog 51%
sirgo infekcine liga, o 71% skiriami antimikrobiniai vaistai, gramneigiamy bakterijuy sukeltos
infekcijos sudaré 63% [15].

Infekcijos, iSsivysCiusios dél K. pneumoniae bakterijy, dazniausiai yra hospitalinés ir
suserga imunosupresinés biiklés ligoniai. Buvo atliktos studijos, kurios apémé 12 ligoniniy 18
viso pasaulio nuo 1996 — 1997 m.. Tyrimuose naudoti duomenys, tai paeiliui imami ligoniai,
kuriems nustatyta bakteriemija sukelta K. pneumoniae bakteriju. ISvadose buvo pateikta, jog
31% sudaré¢ PVBL gaminancios K. pneumoniae padermés ir 44% igyty infekciju pasitaiko
intensyvios terapijos skyriuose [61].

2003 m. Nacionaliné hospitaliniy infekcijy prieziiiros sitama (NNIS) pranesé, kad
gramneigiamy bakterijy sukelta bakteriemija sudaro 24% infekcijuy igytuy intensuvios terapijos
skyriuje (ITS) lyginant su visomis hospitalinémis kraujo infekcijomis [45].

Pagal NNIS 2004 m. ataskaita buvo iStirtas bakteriju jautrumas trecios kartos
cefalosporinams ITS-se JAV valstijoje. Tyrimy rezultati pateikti nurodant dazniausiai nustatoma

atsparuma trecios kartos cefalosporinams Siy bakterijy [45]:
e K. pneumoniae padermées sudaré — 20,6%
e Enterobacter spp. —31,1%

o FE. coli—5,8%
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Hospitaliné pneumonija yra pirmaujanti mirties priezastis tarp hospitaliniy infekcijy ir
priskiriama apie 33% Sios infekcijos mirties atvejy [57].

Daugiau kaip 75% sunkios buklés hospitalizuoty ligoniy yra kolonizuojami
mikroorganizmais i§ ligoninés aplinkos per 48 val.. Dazniausi infekcijos Saltiniai, tai dirbtiné
plauciy ventiliacija, iskaitant kvépavimo itaisus ir vandens rezervuarus. Toks uzterStumas daznai
pasitaiko nepaisant griezty valymo taisykliy, nes vienkartiniai tracheotomijos ar trachéjos
vamzdeliai gali biiti uztersti per slaugos personalo rankas [57].

PVBL gaminancios K. pneumoniae padermeés sukelia ligas pacientams, turintiems rizikos
veiksniy: ilgai gydyti stacionare, atliktos medicininés intervencijos, dirbtiné plau¢iy ventiliacija
ar jistatyti kateteriai, ilgai gydyti antibiotikais. B.R. Panhotra su kolegomis nustaté, kad
bakteriemija, sukelta PVBL gaminanciy K. pneumoniae padermiy, prailgina gydymo stacionare
trukme ir didina pacienty mirStamuma [39].

Nustatyta, kad PVBL gaminancios K. pneumoniae padermés yra virulentiSkesnés, t. y.
atsparesnés fagocitozei ar serumo baktericidiniam poveikiui, geba geriau prisitvirtinti prie
epteliniy lasteliy [48]. Di Martino duomenimis, K. pneumoniae risys gaminancios R plazmidziy
koduotas PVBL, susijusios su didesne adhezija prie epiteliniy lasteliu ir gali sukelti HI [12, 13].

Did¢jantis sukéléjy atsparumas antibiotikams daznai susijes su pradinio empirinio
gydymo neveiksmingumu gydant hospitaling pneumonija [26, 59]. Plataus veikimo spektro
antibiotiky netinkamas vartojimas hospitalizuotiems pacientams didina daugelio hospitaliniy
sukeléju atspariy padermiy vystymasi [3, 42, 18].

Sékmingas pradinis empirinis gydymas mazina mikroorganizmy atsparumo vystymasi

ligoningje bei leidzia sutrumpinti gydymo antibiotikais trukme [30, 35].

1.5. Plataus veikimo B-laktamaziy (PVBLaziy) nustatymo metodai

Enterobacteriaceae padermés, gaminancios plataus veikimo B-laktamazes (PVBL), tapo
aktualia tema medicinos mikrobiologijoje dél antibakterinio gydymo ir infekcijy plitimo
ligoninése. PVBL nustatymo metodai turi tiksliai atskirti bakterijas, gaminancias S$iuos
fermentus, ir nustatyti ju atsparuma p-laktaminiams antibiotikams. Yra keletas fenotipiniy
aptikimo metody, pagristy tre€ios kartos cefalosporino ir klavulininés rtgsties tyrimu, tai
dvigubos difuzijos, kombinuotas disky difuzijos ir E-testas PVBL nustatymui. Sie nustatymo
metodai daznai reikalauja tikslaus i8déstymo norint iSaiSkinti bakterijas, gaminancias plataus

veikimo P-laktamazes, tokias kaip cefalosporinazes [14].
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Naudojant cefepima (FEP), ketvirtos kartos cefalosporina, su klavulanine riig§timi
cefalosporinaziy inaktyvacija yra veiksmingesné, negu vien tik su FEP. Kitas buidas gali buti, kai
naudojamas kloksacilinu prisotintas agaras [14].

Beta-laktamazés, kurios geba hidrolizuoti trecios kartos cefalosporinus ir karbapenemus
(pvz.: metalo-beta-laktamazés), néra inhibuojamos su klavulanine riigs§timi. Metalo-B-laktamaziy
inhibicijai yra naudojama EDTA. Tam tikrais atvejais, metalo-p-laktamazés gali slépti PVBL
gamyba, todé¢l labai svarbu atlikti fenotipo nustatyma, naudojant kelis inhibitorius (EDTA ir
klavulaning rugsti). Dar vienas atvejis, kuomet sunku nustatyti PVBL, kai D klasés gaminamos
oksacilinazés yra silpnai veikiamos klavulaninés rigsties, o su EDTA visiskai néra inhibuojamos
[14].

Svarbu, tai, kad nustacius bakterijas, gaminan¢ias PVBL, galima imtis veiksmuy, kurie
gali padéti sustabdyti ju plitima. Taip pat reikia atkreipti démesi i gydyma treCios kartos
cefalosporinais ar aztreonamu, nes PVBL gaminan¢ios enterobakterijos atsparios Siems
antibiotikams [14].

PVBL nustatymo metodai yra svarbis, kai norima iSsiaiSkinti atsparumo mechanizmus [3-
laktaminiams antibiotikams. Siais metodais galima nustatyti ar atsparumas yra jgytas dél PVBL
ar déka kity B-laktamaziy. Tarp Enterobacteriaceae Seimos nariy yra trys pagrindiniai atsparumo

mechanizmai, kurie nesusij¢ su PVBL gaminanciomis padermémis|14]:

e Atsparumas dél B-laktamaziy (TEM-1, TEM-2, SHV-1 ir kt.), amino ir karboksi-
penicilinams. Sis atsparumo mechanizmas yra pastebimas tyrimuose naudojant
peniciling ir B-laktamaziy inhibitorius (klavulaning riigsti, sulbaktama). Rezultate

matoma inhibiciné zona, veikiant ankS¢iau iSvardintiems antibiotikams.

e TEM tipo p-laktamaziy atsparumas, kuris patebimas tarp amoksicilino-
klavulaninés riigSties, ampicilino-sulbaktamo, tikarcilino-klavulannés riigsties,
i8ryskeéja inhibiciné zona tarp iy antibiotiky.

e Atsparumas d¢l cefalosporinaziy gamybos amino ir karboksi penicilinams, antros

ir trecios kartos cefalosporinams, ir aztreonamui. Susiformuoja neaiski inhibiciné

zona tarp minéty antibiotiky ir inhibitoriy.

1980 m. buvo sukurti PVBL nustatymo metodai. Visy metody panaSumas yra tas, kad
naudojami tre€ios kartos cefalosporinai (cefotaksimas, ceftazidimas) ir B-laktamaziy inhibitoriai
(klavulanine rtigstis). Esant teigiamam rezultatui stebima inhibiciné zona susiformavusi aplink

antibiotiky diskus. Enterobacteriaceae, gaminancios PVBL yra apibiidinamos remiantis [ 14]:
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e Atsparumu amino ir karboksi-penicilinams, antros kartos cefalosporinams ir bent

vienam i$ keliy trecios ar ketvirtos kartos cefalosporiny.

e Susiformavusia inhibicine zona tarp anks¢iau minéty antibiotiky ir f-laktamaziy

inhibitoriy (dazniausiai klavulaninés riigsties).

PVBL gaminanc¢iy bakteriju nustatymas yra svarbus uzkertant kryzminio perdavimo
kelius tarp ligoninése hospitalizuoty ligoniy. Aprasyti nustatymo metodai padés suvokti PVBL
nustatymo biidus, gauty rezultaty interpretacija, privalumus ir trikumus taikant skirtingus

metody variantus [14].
1.5.1. Disky difuzijos metodo charakteristikos

Jautrumo tyrimas naudojant disky difuzijos metoda, leidZia suskirstyti bakterijy padermes
1 — jautrias, vidutiniS$kai jautrias ir atsparias, apibréZiant jautruma antimikrobiniy medziagy
tvairovei [8]. Ant sustingusios standZios mitybinés terpés, tinkamos tiriamyjy mikroorganizmuy
dauginimuisi, petri lékstel¢je tolygiai pas€¢jama tam tikras tiriamyju mikroorganizmy suspencijos
(nustatoma atitinkamai McFarlando drumstumo standarto rodmeniui 0,5) tiiris [44]. Popieriniai
diskiniai filtrai, persisunk¢ nurodytu kiekiu antimikrobinés medziagos, dedami ant agaro
pavirSiaus, kuris buvo inokuliuotas tiriamuoju mikroorganizmu [8]. Petri Iekstelés inkubuojamos
tinkamomis tiriamiesiems mikroorganizmams kultivuoti salygomis, dazniausiai 35 — 37 °C
temperatiiroje, viena para. IS indikatorinio disko antibiotikas skverbiasi | mitybing terpg ir
nustelbia mikroorganizmuy dauginimasi aplink diska [44]. Antimikrobiné medZziaga, esanti diske,
paplinta | agara. Atstumui nuo disko did¢jant, logaritmiSkai mazé¢ja antimikrobinés medziagos
koncentracija. Tokiu biidu agare aplink kiekviena diska sukuriamas jos koncentracijos
gradientas. Bakterijos, inokuliuotos ant agaro pavirSiaus, toliau dauginasi kol néra slopinamos
antimikrobinés medziagos koncentracijos ir augimo zona yra matoma. Vietose, kur preparato
koncentracija yra slopinanti dauginimasis nevyksta, todél aplink kiekviena diska formuojasi
bakterijy augimo slopinimo zona. Augimo slopinimo zonos skersmeni itakoja antimikrobinés
medziagos difuzija agare. Zonos dydis yra atvirksS¢iai proporcingas MSK. Kriterijai, kurie yra
rekomenduojami interpretuojant zonos skersmenj ir MSK reikSmés atskiroms antimikrobinéms

medZziagoms yra nustatyti KLSI [8].
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1.5.2. Dvigubos difuzijos metodas

A klasés PVBL galima aptikti naudojant klavulaning riigti. Siy mikroorganizmy
nustatymas atlickamas su tre¢ios kartos cefalosporinais ir klavulaninés rugsties diskais.

Medziagos naudojamos tyrimui atlikti [58]:

Mueller-Hinton (MH) agaras;

20/10 mg amoksicilino-klavulaninés ragsties diskas;
e 30 mg ceftazidimo diskas;

e 30 mg ceftriaksono arba cefotaksimo diskas;

e 30 mg aztreonamo diskas;

e 10 mg cefpodoksimo diskas;

Paruostos bakteriju suspencijos tolygiai pas¢jamos 1 Petri IéksStelg. Suspencija nustatoma
atitinkamai McFarlando drumstumo standarto rodmeniui 0,5. Centre Petri 1ékstelés patalpinamas
AMC diskas. Nuo centrinio disko (AMC) yra nustatomi 90° kampai | keturias skirtingas puses ir
15 mm atstumu iSdéstomi antibiotiky diskai (CAZ, CTX ar CRO, ATM ir CPD). Petri I¢ksteles
yra inkubuojamos 35°C temperatiiroje 18-24 valandas [58].

6 pav. Dvigubos difuzijos metodas PVBL nustatymui

Teigiamy rezultaty interpretavimas [58]:

e Susidariusi inhibiciné zona aplink visus antibiotiky diskus, esanius petri

leksteléje;
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e Susidariusi inhibiciné zona aplink AMC ir bent viena i§ $iy antibiotiky —

cefpodoksimo, ceftazidimo, cefriaksono, aztreonamo diska;

Pastaba: cefpodoksimui nejautrios E. coli, Klebsiella spp. ir Proteus spp. padermés [58].

Dvigubos difuzijos metodas — pirmas tyrimas, kuris buvo atliktas norint nustatyti
enterobakterijas, gaminandias plataus veikimo beta laktamazes (PVBL). Sio metodo esmé:
diferencijuoti atsparias padermes, t.y. tas, kurios vir§ija cefalosporinaziy gamyba, tokiy kaip
PVBL. Testas taip pat gali buti atlickamas tokiu budu: ant agaro terpés Petri lékStelése
18déliojami antibiotiky diskai su 30-pg CTX (arba su cefriaksonu, ceftazidimu, aztreonamu) ir
amoksicilino/klavulaninés rugsties (AMC) diskais (10 pg klavulinato). CTX ir AMC diskai yra
uzdedami ant agaro terpés 30 mm atstumu. Rezultatas vertinamas kaip teigiamas, kada sumazéja
jautrumas cefotaksimui ir aplink CTX susiformuoja aiski inhibicijos zona prieSais AMC diska.
Aplink CTX diska susiformavusi inhibicijos zona panasi i ,,Sampano kamsti“ [14].

Dvigubos difuzijos metodas buvo pirmas, kuri panaudojo atlieckant epidemiologines
studijas. Tyrimo tikslas — ivertinti Enterobacteriaceae Seimos bakterijy, gaminanc¢iy PVBL,
paplitima Pranciizijos ligoninése. Sis metodas laikomas kaip patikimas, kuris padeda nustatyti
bakterijas, gaminancias plataus veikimo B-laktamazes. Vertinant atliktus tyrimus buvo pazyméta,
kad biitina koreguoti tarpus tarp dvieju disky, nes sumazinus atstuma tarp klavulaninés riigsties ir
treCios kartos cefalosporino disky (pvz., 20 mm atstumu) labai sustipréja testo jautrumas. 30 mm
atstumas tarp antibiotiky disky yra pertvarkomas atsizvelgiant | gautus rezultatus. Jei rezultatai
abejotini, t.y. sumazejgs jautrumas trecios kartos cefalosporinams, tuomet atlickamas papildomas

tyrimas, iSdéscius antibiotiky diskus trumpesniu atstumu [ 14].
1.5.3. Kombinuotas disky difuzijos metodas

Remiantis disky metodu buvo sukurtas PVBL nustatymo budas, kuri pavadino
kombinuotu disky metodu. Sio metodo esmé — nustatyti inhibicinés zonos diametra, susidariusi
aplink diska. Tyrimui naudojami cefalosporino ir cefalosporino-klavulaninés rugsties diskai.
Priklausomai nuo disko tipo, rezultatas vertinamas kaip teigiamas, jei slopinancios zonos
diametro skirtumas yra >5 mm. Sj testa lengva atlikti ir paprasta interpretuoti. Kombinuotas
disky metodas pasiZzymi 96% jautrumu ir 100% specifiskumu [5, 33, 34].

Carter su kolegomis atliko tyrimus naudodami kombinuota disky metoda. Ju tikslas —

nustatyti cefpodoksimo su klavulanine riig§timi veikima, i§skiriant PVBL, AmpC ir K. oxytoca
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padermes, gaminancias K1 fermenta. Rezultatai parod¢, jog esant klavulaninei rugsciai
inhibiciné zona nustatoma >5 mm visiems PVBL gaminantiems mikroorganizmams. Tuo tarpu,

AmpC ir K. oxytoca inhibiciné zona buvo nustatyta <1 mm [5, 33, 34].
1.5.4. E testo metodas

Mikroorganizmy atsparumo/jautrumo antibiotikams nustatymas E-testo metodu yra
indikatoriniy disky metodo atitikmuo. Esminis skirtumas - tyrimas atliekamas ne naudojant
indikatorinius diskus, turin€ius tam tikra antibiotiko kieki, bet naudojant E-testus, t.y. juosteles,
kuriose yra antibiotiko kiekio gradientas — nuo didziausio iki maziausio (atitinkamai
numatomiems tyrimo rezultatams). Po tirlamyjy mikroorganizmy pas¢liy inkubacijos
tinkamomis ju dauginimuisi salygomis matoma elipsoidinés iSvaizdos ju dauginimosi
slopinamoji sritis. Atsizvelgiant { ta vieta, kur néra mikroorganizmy dauginimosi, nustatoma
tiriamyju mikroorganizmy atitinkamo antibiotiko MSK [44].

Cefalosporiny ir klavulaninés rtigsties inhibicinés zonos nustatymui buvo sukurtas PVBL
E-testas. Tai dvipusé juostelé, kurig sudaro atitinkami antibiotiky gradientai CT/CTL, TZ/TZL,
PM/PML. PVBL E-testo juostelg i§ vieno galo sudaro cefotaksimas (CT), ceftazidimas (TZ) arba
cefepimas (PM), o kitame juostelés gale yra tas pats antibiotikas su klavulanine rtgstimi 4 mg/L.
Rezultatas vertinamas kaip teigiamas kai MSK yra > 8. PVBL E-testas taip pat vertinamas

teigiamas, jeigu [14]:
e Susidariusi fantominé zona zemiau CTL, TZL ar PML antibiotiky gradienty.
e Susidariusi deformacija po elipsés, esanc¢ios CT, TZ ar PM.

Pamacius fantoming zona ar deformacija po elipsés zona, rezultata vertiname teigiamu,
t.y. bakterijos gaminancios PVBL [14].

Neseniai atliktose studijose paaiSkéjo, kad laboratorijose atliktus tyrimus, su PVBL E-
testo juostelemis, gali biti sunku interpretuoti. Tikimybe¢ pasitaikyti tokiems tyrimams, kuriuos
galima neteisingai interpretuoti yra ~30%. Si klaida gali atsirasti dél cefalosporiny, kuriu MSK
nepatenka i nustatyta diapozono reikSme [14].

Buvo atliekami tyrimai, kuriuose naudojo E-testy metoda PB-laktamaziy nustatymui. Sio
darbo tikslas — palyginti klavulaninés rtigstie veikima su cefepimu, cefotaksimu ir ceftazidimu,
tiriant enterobakterijy padermes. Tyrimams iSskyr¢ 54 PVBL gaminancias enterobakterijas:
Enterobacter aerogenes (n=3), Enterobacter cloacae (n=10), Escherichia coli (n=10), Klebsiella

oxytoca (n=3) , Klebsiella pneumoniae (n=25) ir Proteus mirabilis (n=3). Rezultatai parodé
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PVBL E-testo jautruma, kuri iSskirst¢ taip: 98% cefepimui su klavulanine rtgstimi, 83%
cefotaksimui su klavulanine riig§timi ir 74% ceftazidimui su klavulanine. E-test juostelés, kuriy

sudétyje yra cefepimas su klavulanine rigstimi yra jautrus PVBL aptikimo metodas [56].
1.5.5. Automatizuoti metodai
1.5.5.1. Phoenix automatizuota sistema

Viena i§ automatizuoty MSK nustatymo sistemy yra Becton Dickinson (JAV) Phoenix"™
Automatiné Mikrobiologiné Sistema. Ji yra skirta kliniSkai reikSmingy bakteriju greitam
identifikavimui (ID) ir ju jautrumo antibiotikams nustatymui. Phoenix sistema leidZia greitai
nustatyti dauguma aerobiniy ir fakultatyviniy anaerobiniy gramteigiamy bei gramneigiamy
bakteriju [8].

Phoenix sistemoje idiegtas pasaulyje pripazintos Bactec'™ sistemos automatizuoto
identifikavimo ir jautrumo tyrimo efektyvumas. Sandari plokstelé dedama i analizatoriy yra
stacionariai jtvirtinama, todél ji visuomet lieka savo vietoje, neuZstringa, neliZta ir yra
hermetiSka. Phoenix sistemos naSumas leidzia vienu metu atlikti nuo 1 iki 100 ID/JAT
procediiry. Integruotos programinés jrangos su BD EpiCenter' " déka, Phoenix sistema padidina
pacienty analizavimo efektyvuma [23].

Dauguma Phoenix ID paneliuvose naudojamy reakciju yra klasikiniy metodu (jvairiy
substraty fermentacijos, oksidacijos, degradacijos ir hidrolizés) modifikacijos. Be to,
mikroorganizmy identifikavimui Phoenix sistemoje naudojami chromogeniniai ir fluorogeniniai
substratai bei vieng anglies molekulg turintys substratai [8].

Siuo metu naudojamas modernus buljono mikropraskiedimy testas. Buljono praskiedimo
metodikos esme¢ sudaro bakteriju augimo nustatymas skystoje mitybin¢je terpéje, kurioje
antimikrobinés medziagos koncentracija maZinama, kaskart praskiedZiant dvigubai. MaZiausia
antimikrobinés medZiagos koncentracija, kuriai esant nematoma bakterijy augimo, vadinama
minimalia slopinancia koncentracija (MSK). Phoenix sistema atlickamas jautrumo antibiotikams
tyrimas yra pagristas bakterijy augimo antimikrobiniy medziagy ivairiy koncentracijy poveikyje
nustatymu, panaudojant jautrumo antibiotikams indikatoriy, nuolatos inkubuojant ir nuskaitant
Phoenix paneliy mikroSulinélius [8].

Phoenix'o automatizuotas PVBL tyrimas (Becton Dickinson, Sparks, MD, JAV)
priklauso nuo augimo, pasirenkant plataus spektro cefalosporinus. Siam metodui naudojami
penki Sulin¢liai, kuriuose yra cefalosporinai arba cefalosporinai su klavulanine riig§timi

(cefpodoksimas, ceftazidimas, ceftazidimas su klavulanine riigstimi, cefotaksimas su klavulanine
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rugstimi ir cefiriaksonas su klavulanine riig§timi). Gauti tyrimy rezultatai perkeliami {
kompiutering sistema [ 14].

Sanguinetti su kolegomis atliko tyrimus su Phoenix automatizuota sistema. Naudodami
Sig sistema identifikavo 510 Enterobacteriaceae Seimos bakteriju. Gavus tyrimy rezultatus buvo
nustatyta, jog 319, tai PVBL gaminancioscios padermes, kurios priklausé ivairioms rasims, o
tarp $iu PVBL buvo isskirtos 59 AmpC tipo bakterijos, tokios kaip Enterobacter aerogenes,
Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii ir Providencia stuartii. Tyrimy rezultatai rodé 100%

jautruma ir 98,9% specifiSkuma [14].
1.5.5.2. VITEK2 automatizuota sistema

Atliekant PVBL tyrimus, VITEK2 (BioMerieux) analizatoriumi, nustatomas
antibakterinis veikimas. Kortelés, kurios dedamos i analizatoriy, yra uzpildytos 1,0 mg/L
cefepimu, 0,5 mg/L cefotaksimu ar ceftazidimu, arba kartu su 10-4 mg/L klavulanine rtigStimi.
Sias korteles idéjus 1 VITEK2 analizatoriy, atlieckamas antibiotiky testavimas ir matuojamas
drumstumas. Proporcingai sumazgjes augimas, veikiant cefalosporinams su klavulanine riigstimi,
yra lyginamas su vieny cefalosporiny veikimu ir tokiu biidu rezultatas vertinamas kaip teigiamas

ar negiamas, kuris siun¢iamas i kompiutering sistema (Advanced Expert System) [14].
1.5.5.3. Automatizuoty sistemy palyginamosios studijos

Buvo atlickamos studijos, norint jvertinti automatizuoty sistemuy geb¢jima nustatyti
enterobakterijas, gaminan¢ias PVBL. Sanders su kolegomis atliko tyrimus su VITEK2
automatizuota sistema ir dvigubos difuzijos metodu. Tyrimams pasirinko dvi bakteriju risis,
kurios gamino plataus veikimo B-laktamazes: E. coli (n=176) ir K. pneumoniae (n=153). Gauti
tyrimy rezultatai parodé, jog abu metodai yra geri, tiek dél jautrumo, tiek dél specifiSkumo. Su
VITEK2 automatizuota sistema jautrumas — 99,5%, specifiSkumas - 100%, o dvigubos difuzijos
metodu jautrumas - 98%, specifikumas — 99,5% [14].

Schwaber su kitais mokslininkais jvertino VITEK2 automatizuotos sistemos veikima.
Siam tyrimui pasirinko 40 Enterobacter spp., gaminan¢iy PVBL. Sistemos déka, jie identifikavo
tik 25 padermes iS 40 (62,5%), kaip PVBL. Taip pat nurode, jog Sis metodas yra maziau jautrus
AmpC tipo iSskiriamoms bakterijoms nei E. coli ar K. pneumoniae [14].

Wiegand su kolegomis atliko tyrima, kuriame naudojo dvi automatizuotas sistemas

(VITEK2 ir Phoenix) ir palygino su kitais metodais [62]:

e Automatizuota sistema (Microscan Walk Away-96);
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e Dvigubos difuzijos metodu (naudojo keturis cefalosporiny diskus: cefotaksima,

ceftazidima, cefpodoksima ir cefepima);

e Kombinuotu diskuy difuzijos metodu (cefotaksimu, ceftazidimu ir cefpodoksimu,

kuriy sudétyje nebuvo klavulaninés rugsties);
e Taip pat kaip palyginimui jtrauké ir E-testa.

Tyrimams buvo naudojamos 144 izoliuotos Enterobacteriaceae rusys, 1§ kuriy 85
gaminancios PVBL. Atliktos studijos parod¢, jog bendras tyrimy jautrumas ~90% su Phoenix
automatizuota sistema ir agaro difuzijos metodais, o atskiroms paderméms jautrumas sieké iki
94% (t.y. E. coli ir Klebsiella spp.). Reikéty pazyméti, kad MicroScan sistema PVBL aptikimui
buvo jautri tik E. coli ir Klebsiella spp. paderméms, o VITEK2 sistemoje buvo naudojamos
paprastos kortelés, kurios néra skirtos PVBL aptikimui (nebuvo cefalosporiny su klavulanine
rugstimi). AmpC tipo fermentus, gaminanciy bakteriju (Enterobacter spp., C. freundii, Serratia
marcescens) jautrumas sieké virS 90% su Phoenix, VITEK2 sistemomis ir dvigubos difuzijos
metodu. Vertinant specifiSkuma, geriausiai pasizyméjo kombinuotas disky difuzijos metodas,
kuris sieké daugiau nei 90%. Dvigubos difuzijos metodas ir E testas pasizyméjo 90%
specifiSkumu tik AmpC tipo iSskiriamomis bakterijomis. VITEK2 ir Phoenix sistema pasieké
anks¢iau pazymétus specifiskumo lygius tik su E. coli ir Klebsiella spp.. VITEK2 ir Phoenix
sistemy specifiSkumas, AmpC gaminan¢ioms paderméms, buvo maZziau nei 40% [62].

Thomsom su kolegomis palygino dvi automatizuotas sistemas (VITEK2 ir Phoenix),
kurios buvo su specialiomis kortelémis PVBL nustatymui. Tyrimui naudojo 102 padermes (E.
coli, K. pneumoniae ir K. oxytoca), tarp kury buvo 76, gaminanc¢ios PVBL. Gauti rezultatai
parode¢, jog su VITEK2 automatizuota sistema jautrumas - 89%, specifiSkumas - 85%, o su

Phoenix automatizuota sistema jautrumas - 96%, specifiSkumas - 81% [14].
1.5.6. Dviejy etapy PVBL nustatymo metodas

Pagal CLSI yra rekomenduojamas dviejy etapy PVBL nustatymo metodas. Pirmas
zingsnis, kuris reikalingas norint nustatyti PVBL, tai daugiau nei vieno 1§ $iy cefalosporiny
(cefotaksimo, cefriaksono, ceftazidimo, cefpodoksimo, aztreonamo) jautrumo nustatymas.
Antras etapas vykdomas tuomet, jei nustatomas sumazéjgs jautrumas cefalosporinams. Norint
patvirtinti PVBL gamyba atliekamas kombinuotas disky difuzijos metodas, pasirenkant
ceftazidima ar cefotaksima su klavulanine riig§timi. PVBL aptikimas patvirtinamas E. coli,

Proteus mirabilis, K. pneumoniae, K. oxytoca padermése, jeigu [7]:
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e MSK matoma ir tuomet, kai klavulaniné riigstis yra praskiedziama du-tris kartus.
e MSK zony diametro skirtumas yra >5 mm, atliekant tyrima cefalosporiny su
klavulanine rugstimi.

Sis atrankinis metodas pagal CLSI rekomendacijas netinkamas nustatyti PVBL
gaminancias padermes, kurios i$skiria ir AmpC tipo fermentus. Tai Enterobacteriaceae Seimos

bakterijos tokios kaip C. freundii, Enterobacter spp., Morganella morganii, P. stuartii ir Serratia

spp. [7].
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2. TYRIMU MEDZIAGA IR METODAI
2.1. Tyrimy medziaga

Palyginamiesiems tyrimams buvo naudojamos 2009-2011 metais i§ ivairiu klinikiniy
medziagy iSskirtos Enterobacteriaceae Seimos bakterijos. Analizuotos kultiiros, isskirtos
ligoniams besigydantiems {vairiuose Vilniaus universiteto ligoninés Santariskiy kliniky
skyriuose. IS viso tirtos 58 padermes, 1§ kuriy 31 (53,4%) buvo padermés, gaminancios plataus
veikimo beta-laktamazés (PVBL).

Visos Enterobacteriaceae $Seimos bakterijos buvo identifikuotos nustatant biochemines
savybes. Taikant fenotipinius plataus veikimo beta-laktamaziy nustatymo metodus: kombinuota
disky difuzijos ir dvigubos difuzijos metoda, atrinktos bakterijos, gaminan¢ios PVBL. Remiantis
pusiau automatine identifikavimo sistema Phoenix buvo nustatyta bakterijy riisis ir patvirtinta
PVBLaziy gamyba.

Veliau disky difuzijos metodai lyginti su automatizuotu PVBL nustatymo metodu ir
nustatyti Siy metody jautrumas, specifiSkumas, teigiama prognostiné verté ir neigiama
prognostiné verté. Kultiros augintos mikrobiologinése terpése: kraujo agare, McConkey ir
Muller-Hinton.

Taip pat iSnagrinétas bakteriju, gaminan¢iy PVBL paplitimas 2008-2010 metais Vilniaus
universiteto ligoninés SantariSkiu klinikose. Tyrimy analizei buvo pasirinkti Sie skyriai:

e [ Reanimacijos ir intensyvios terapijos skyrius (I RITS),

e [I Reanimacijos ir intensyvios terapijos skyrius (I RITS),
e [ Pilvo chirurgijos skyrius,

e II Pilvo chirurgijos skyrius,

e Hematologijos skyrius,

o Kauly ¢iulpy transplantacijos ir intensyvios chemoterapijos skyrius.
2.2. Mitybinés terpés

Tyrimuose buvo naudotos kelios mitybinés terpés:
Kraujo agarizuota terpé

1996 m. Ellner ir kt. paskelbé apie sukurta nauja kraujo agaro receptira, pavadinta
Columbijos agaru. Geresnes BD Columbijos agaro su 5% avies krauju augima skatinancias
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savybes lemia dviejy peptony derinys bei mieliy ekstraktas, kuris yra B grupés vitaminy Saltinis.
I sudéti ieina kukurtizy krakmolas, kuris méginyje adsorbuoja toksiskus Salutinius produktus ir
teikia energija alfa amilaziy turintiems mikroorganizmams. Avies kraujas leidzia aptikti
hemolizines reakcijas bei apriipina X faktoriumi (hemu), kuris biitinas daugelio patogeniniy
rusiy augimui [21].

BD Columbijos agaras su 5% avies krauju yra pirminé terpé grynosioms kultiroms
iSskirti, kurioje auga dauguma mikroorganizmy, pvz., Enterobacteriaceae, Pseudomonas bei
kitos nefermentuojancios gramneigiamos lazdelés, streptokokai, enterokokai, stafilokokai,
Candida risys ir daugelis kity. Terpés pH — 7,3 £0,2 [21].

Enterobacteriaceae Seimos bakterijos Sioje terpéje yra vidutinio dydzio ar didelés pilkos

kolonijos, galima hemolizé [21].

Mueller-Hinton agarizuota terpé

Disky difuzijos metodu nustatant mikroorganizmo jautruma antibiotikams
rekomenduojamas Mueller—Hinton agaras. Sis agaras KLSI pasirinktas dél tam tikry
priezasCiy [8]:

1. Jis pasizymi geru rezultaty atkartojamumu atliekant jautrumo tyrimus.

2. Neturi sulfonamido, trimetoprimo ir tetraciklino inhibitoriy.

3. Jame auga daugelis bakterijy padermiy.

4. Remiantis tyrimais, atlickamais naudojant §i agara, buvo sukaupti daugelio mety
duomenys bei klinikiné patirtis.

Mueller-Hinton agaras gaminamas 1§ dehidratuotos bazés remiantis gamintojo
nurodymais. Pagamintas agaras autoklavuojamas, atauSinamas ir supilamas i stiklinius ar
plastmasinius indus ploksciu dugnu ant tolygaus pavirSiaus, tokiu biidu gaunamas apie 4 mm
gylio vienodas terpés pasiskirstymas. Agaro sluoksnis gilesnis nei 4 mm gali lemti klaidingus
rezultatus (labai maZos zonos), o tuo atveju, jei agaro sluoksnis mazesnis nei 4 mm gylio, tai gali
biiti labai didelés augimo slopinimo zonos, lemiancios klaidingus jautrumo tyrimo
rezultatus [41].

Siekiant uZtikrinti, jog agaro pH kambario temperatiiroje bty tarp 7,2 ir 7,4, kiekviena
Mueller-Hinton agaro partija turi biiti patikrinta. pH nepatenkantis { 7,2 - 7,4 intervala gali

pakenkti jautrumo tyrimo rezultatams [41].
McConkey agarizuota terpé

Enterobakterijy atrinkkimui ir diferencijavimui galima naudoti McConkey agarizuota

terpe su laktoze. [ $ia terpe jeina kristalvioletas, tulzies druskos (slopinancios gramteigiamuju
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bakteriju augima) bei laktoz¢é. Jei organizmas fermentuoja laktoze, 1 terpe yra iSskiriami
rugstiniai produktai, kurie pakei¢ia pH indikatoriaus (neutraliojo raudonio) spalva.

McConkey agaras gali buti jvairiai modifikuojamas, pvz.: laktoz¢ pakeiCiant kitais
cukrumis (nustatoma kity cukry fermentacija), ar i ja nededant kristalo violeto (gaunama maziau

selektyvi terpé) [41].

2.3. Grynyjy mikroorganizmy kultiiry iSskyrimas

Grynoji mikroorganizmy kultira yra vienos rusies lasteliy populiacija, iSaugusi
mitybinéje terpéje. Grynoji kultira gaunama paséjus tiriamosios medziagos bandiniy |
standziasias mitybines terpes, kuriose iSauga pavienés kolonijos. Kolonija yra ribotas akimis
matomas mikroorganizmy telkinys, iSaugintas i§ vienos lastelés (reCiau 1§ keliy). Gryninant
kultiiras galima naudoti Strichavimo metoda [44].

Strichavimas padeda atskirti mikroorganizmus ant agarizuoto pavirsiaus, taip, kad viena
lastelé formuoty viena kolonija. Tai greitas bei paprastas biidas mechaniSkam atskyrimui. Kilpele
yra paimamas tam tikras biomases kiekis, perneSamas ant agaro ir Strichuojamas ant jo. Svarbu
paimti tokj biomasés kieki, kad Strichavimo pabaigoje viena lastelé formuoty viena kolonija (8

pav.) [64].

B
8 pav. E.coli (A); K. pneumoniae (B) kolonijos ant Columbijos agaro su 5% avies krauju
(Nuotrauky autorius: Sandra Kareiviené)

Bandinys s¢jamas sterilia kilpele nuo Petri lékstelés kraSto, nubréZiant 3-5 briksnius.
Véliau daromos 3-5 paséliy linijos, statmenai kertancios ankstesniy paséliy briikSnius. Tokiu
paciu principu paseliai pakartojami dar ir tre€ia, o véliau - ir ketvirta karta po visa laisva terpes
pavirSiy. Terpés su iSséta medZiaga inkubuojamos 18-24 wval. 35-37° C temperatiiroje

termostate [44].
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2.4. Kultiros inokuliavimas jautrumo antibiotikams tyrimui

Siekiant uztikrinti disky difuzijos tyrimo rezultaty atkartojamuma, inokuliavimas turi bati
standartizuotas. Inokuliuojama kultlira gali biiti paruoSiama auginimo budu arba tiesiogiai i
kolonijy agaro 1ekstelése [8].

Inokuliavimo medZiagos paruoSimas. IS 1-2 koloniju kultiros pagaminama 0,5
McFarlando drumstumo suspensija 0,9% NaCl tirpale. Spektrofotometrijos biidu nustatomas
inokuliato kolonijy kiekis bakterin¢je suspensijoje. 0,5 McFarlando standartas — apie 1,5 x 10®
bakteriju mL [8].

Inokuliavimas. Plokstelé su Mueller—Hinton agaru turi biti inokuliuota per 15 minuciy
nuo inokuliavimo suspensijos paruoSimo. Bakterijy suspensija inokuliavimui ruoSiama
sterilivose mégintuvéliuose. [ suspensija imerkiamas sterilus medvilninis tamponas, jis
apsukamas kelis kartus, ir Svelniai paspaudziamas ant vidinés mégintuvélio sienelés, esancios
aukSciau skystojo lygio, siekiant nuo tampono paSalinti inokuliato pertekliy. Tada agaro
IekStelés pavirSius tamponu iStepamas tris kartus, kaskart plokstelg sukant apytiksliai 90 laipsniy
kampu, tokiu biidu siekiant uztikrinti geresni inokuliato pasiskirstyma. Agaro l¢kstelés dangtis
gali biiti atidarytas nuo trijy iki penkiy minuciy, bet ne ilgiau 15 minuciy, nes tada bet kokia kita

drégmé gali jsigerti greiCiau, nei antimikrobine medziaga prisotinti diskai [29].
2.5. Antibakterinés medziagos diskai

Antibakterinés medziagos kiekis diske yra standartizuotas. Rekomenduojama, kad
viename diske biity viena antibakteriné medziaga [8].

KomerciSkai pagaminti antibiotiky diskai dazniausiai tiekiami skirtinguose
konteineriuose, kiekvienas i$ ju su sausikliu. Tol kol diskai nenaudojami, jie turi biiti laikomi
vesioje vietoje (nuo 2 iki 8°C) arba uZzSaldyti Salnos nesudaranciame Saldytuve - 20°C arba
Saltesnéje temperatiiroje. Diskai, kuriy sudétyje yra B—laktaminés medziagos, turi buti saugomi
uzSaldyti, siekiant uZztikrinti, jog jie iSsaugos savo potencija, taciau nedidelis kiekis gali biiti
laikomas paprastame Saldytuve apie viena savaitg. Neatidaryti diskiniai konteineriai turi biti
i8imti 1§ Saldytuvo viena—dvi valandas prie§ juos panaudojant. Tai leidzia diskams, prie§ juos
atidarant, at$ilti iki kambario temperatiiros, ir tokiu biidu iki minimumo sumazinama

kondensacija, kuri susidaro, kada diskas suSyla iki kambario temperatiiros. Gali buiti naudojamas
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mechaninis disky paskirstymo aparatas. Kol jis nenaudojamas, turi biiti saugomas Saldytuve, o
pries atidarant turéty buti atSildomas iki kambario temperatiiros [41].

Po to kai agaro lékstelés yra inokuliuotos bakteriju suspencija, per 15 minuéiy ant
pavirSiaus tolygiai uzdedami pasirinkti antibakteriniy medziagy diskai. Kiekvienas diskas
uzdedamas naudojant sterilias znyples arba mechanini paskirstymo aparata. Diskai Svelniai
paspaudziami ant agaro pavirSiaus, siekiant uztikrinti vienalyti kontakta. Dalis antibakterinés
medziagos esancios diske, iSplinta tuoj pat. Po to, kai diskas susilieCia su agaro pavirSiumi,
diskai neturéty biiti judinami [41].

Uzdéjus antibiotiky diskus, ne véliau kaip po 15 minuciy, lékstelés yra apver¢iamos ir

inkubuojamos 36°C temperatiiroje [41].

2.6. Fenotipiniai PVBL nustatymo metodai

2.6.1. Kombinuotas disky difuzijos metodas

Mueller-Hinton agaro I€kstelés inokuliuotos bakteriju suspensija, per 15 minuciy ant
pavirSiaus tolygiai uzdéti antibakteriniy medziagy diskai. PVBLaziy nustatymui naudoti

antibiotiky diskai (Becton Dickenson, JAV):

e cefotaksimas (CTX);
e cefotaksimas su klavulanine riigstimi (CTX/CLA).
Uzdéjus diskus, lékstelés apverstos ir inkubuotos 36°C temperatiiroje. Kiekviena agaro
lekstele tirta po 18-24 val. Visas augimo slopinimo zonos skersmuo, iskaitant disko skersmen;,

matuotas naudojant liniuote (9 pav.).

9 pav. E. coli ant Muller-Hinton agarizuotos terpés su CTX/CLA ir CTX antibiotiky diskais

(Nuotrauky autorius: Sandra Kareiviené)
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Augimo slopinimo zony skersmenys, iSmatuoti aplink kiekviena diska ir interpretuoti
remiantis nurodymais, kuriuos nurodo KLSI. Rezultatas vertinamas kaip teigiamas, jei
slopinan¢iy zony diametry skirtumas yra >5 mm. Pvz.: CTX/CLA — 25 mm, CTX — 6 mm.
Tuomet 25 — 6 =>5 mm = PVBL [6, 52].

2.6.2. Dvigubos difuzijos metodas

Mueller-Hinton agaro I€kStelés inokuliuojamos bakteriju suspencija, per 15 minuciy ant
pavirSiaus tolygiai uzdedami antibakteriniy medziagy diskai. Tyrimuose naudojama kontrolingé
padermé K. pneumoniae ATCC 70063 (11 pav.) PVBLaziy nustatymui naudoti antibiotiky diskai
(Becton Dickenson, JAV) [52, 68]:

e amoksicilino-klavulaninés riigSties diskas (AMC);
e ceftazidimo diskas (CAZ);

e ceftriaksono diskas (CRO);

e cefepimo diskas (FEP);

e cefotaksimo diskas (CTX);

Centre Petri Iekstelés uzdedamas AMC diskas. Nuo centrinio disko (AMC) yra nustatomi
90° kampai i keturias skirtingas puses ir 20 mm atstumu iSdéstomi antibiotiky diskai (CAZ,
CRO, CTX, FEP) (10 pav.). Petri I¢kstelés yra inkubuojamos 36°C temperatiiroje 18-24 valandas
[52, 68].

caz
O

N 20mm Y 20 mm Y
rep (O ()

n\_) CRO

AMC

O

CTX

10 pav. Dvigubos difuzijos metodas PVBL nustatymui [58]
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Bakterijoms gaminant PVBLazes iSryskéja specifinis fenotipas: (11 pav.) [58]:

e Susiformuoja susiliejanti (dobilo lapa primenanti) inhibiciné zona aplink visus

antibiotiky diskus, esancius Petri 1éksteléje;

e Susiformavusi susiliejanti inhibiciné zona aplink AMC ir bent viena i§ Siy

antibiotiky disky - CAZ, CRO, CTX, FEP;

B

11 pav. Kontroliné padermé: K. pneumoniae ATCC 70063: A. Dobilo lapo inhibiciné zona ant Muller-Hinton
agarizuotos terpés; B. K. pneumoniae ATCC 70063 kulttira ant McConkey terpés

(Nuotrauky autorius: Sandra Kareiviené)
2.6.3. Bakterijy, gaminanciy PVBL, identifikavimas automatizuota Phoenix sistema

Tai modernus buljono mikropraskiedimy testas. Buljono praskiedimo metodikos esmg
sudaro bakterijy augimo nustatymas skystoje mitybinéje terpéje, kurioje antimikrobinés
medziagos koncentracija mazinama, kaskart praskiedziant dvigubai. MaZiausia antimikrobinés
medziagos koncentracija, kuriai esant nematoma bakterijy augimo, vadinama minimalia

slopinancia koncentracija (MSK) [8].
Procediiros principai

Phoenix NMIC/ID-88 plokstelés (Becton Dickenson, Sparks, MD, JAV) skirtos greitai
identifikuoti daugelj iSskirty i§ Zmogaus aerobiniy ir fakultatyviniy anaerobiniy gramneigiamy
bakteriju ir nustatyti jautruma antibiotikams su pasirinktomis antibakterinémis medziagomis. Si

plokstele skirta naudoti tik su automatizuotos mikrobiologinés sistemos prietaisu Phoenix. IS

maiSelio iSimtas ploksteles biitina pradéti naudoti per 2 val [22].
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Naudojant Phoenix kombinuotas ploksteles, vienu metu Phoenix aparatu galima atlikti ir
identifikacijos, ir jautrumo antibiotikams tyrimus. Hermetizuotas ir automatiSkai inokuliuojamas
presuotas polistireno skydelis su 136 mikroSulinéliais, padengtais iSdZiovintu reagentu,
naudojamas vienkartinai. Kombinuota plokstel¢ turi identifikacijos (ID) dali, kurioje yra
iSdziovintas substratas bakteriju identifikacijai, ir JAT dali, kurioje yra jvairiy koncentraciju
antimikrobinés medziagos, augimo ir fluorescentinés kontrolinés medziagos. Jautrumo
antibiotikams tyrimui Phoenix sistemoje naudojamas optimizuotas (maksimaliai efektyvus)
kolorimetrinis redokso indikatorius, o identifikacijai — keletas kolorimetriniy ir fluorometriniy
indikatoriy [2].

Phoenix plokstele sudaro identifikacijos dalis su 51 Sulinéliu ir JAT dalis su 85
Sulinéliais. ID dalyje yra 45 Sulin¢liai su i§dZiovintu biocheminiu substratu ir 2 Suliné¢liai su
fluorescencine kontroline medziaga. JAT dalyje yra 84 Sulinéliai su iSdZiovintomis
antimikrobinémis medziagomis ir 1 Sulinélis augimo kontrolei [2].

Phoenix sistemoje naudojamas JAT metodas yra pagristas buljono Kkartotiniais
mikropraskiedimais. Naudojant redokso indikatoriy, nustatomas mikroorganizmy augimas
buljone su antimikrobine medziaga periodiskai vertinant indikatoriaus pasikeitimus ir bakteriju
sukelta drumstuma. Kiekvienoje JAT plokstel¢je yra keli antibiotikai, kuriy koncentracijos kinta
placiame diapazone dvigubai maz¢jancia seka. Remiantis MSK nustatomas mikroorganizmo

jautrumas. [2].

Tyrimo eiga

Tyrimui atlikti reikalingi komponentai: Mc Farlandometras suspencijos drumstumui
matuoti, 25 uL automatiné pipeté, automatin€s pipetés antgaliai, Phoenix plokstelé su dangteliu,
Phoenix ID buljonas, Phoenix JAT buljonas, Phoenix JAT indikatorinis tirpalas, Phoenix
inokuliacijos stovas, Phoenix ploksteliy konteineris [23].

Phoenix'o ploksteliy Sulinéliai yra uZpildyti antibiotikais IVBL nustatymui:
cefotaksimas/klavulaniné riigstis, ceftazidimas/klavulaniné rtgstis, cefpodoksimas-proksetilis,
ceftazidimas, cefriaksonas/klavulaniné rugstis [22].

Su automatine pipete pritraukiama 25 pl paruosto 0,5 Mc Farlando drumstumo inokuliato
ir suleidziama 1 JAT buljona. Pries tai { JAT yra ilaS§inamas vienas laSas JAT indikatoriaus [2].

Visas inokuliato turinys jpilamas | numatyta sritj Phoenix panel¢je. Inokuliatas sklinda

plokstele zemyn ir uzpildo Sulinélius nuo virSaus i apacia. Inokuliacijos angos uzdengiamos
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dangteliais. Plokstelés dangtelio skiriamojoje dalyje yra oro tiekimo anga pro kurig tyrimo metu
patenka reikalingas deguonis kiekis [2].
Paruostos plokstelés idedamos | Phoenix analiztoriy ir kompiuteriné analizés sitema

identifikuoja bakterija (iki rusies), nustatydama jautruma antibakterinéms medziagoms [2].
2.7. Palyginamasis diagnostiniy metody jvertinimas

Tinkama laboratoriné diagnostika yra pagrindiné salyga kontroliuoti ir uZkirsti kelia
bakterijy, gaminanc¢iy PVBL, plitimui. Norédami nustatyti diskuy difuzijos metoduy rezultaty
patikimuma, atlikome kombinuoto disky difuzijos ir dvigubos difuzijos metoduy palyginima su
automatizuota PVBL nustatymo sistema Pheonix. Palyginamas atliktas kiekvienu metodu
18aiSkinant bakterijas, gaminancias PVBL.

Duomenys, gauti skirtingais tyrimy metodais (kombinuotu disky difuzijos metodu,
dvigubos difuzijos metodu ir Phoenix automatizuota sistema) , buvo lyginami jvertinant metody
jautruma ir specifiSkuma. Disky difuzijos metody jautrumas ir specifiSkumas buvo apskaiciuotas
lyginant su Phoenix'o automatizuota sistema, kuri PVBL-aziy nustatymui naudoja specialias
ploksteles (NMIC/ID-88). Automatizuota sistema naudota kaip patvirtinantis metodas, kuriuo
remiantis buvo diferencijuojamos bakterijos { PVBL gaminancias ir negaminancias.

Laboratorinio metodo jautrumas parodo testo gebéjima aptikti tikrai teigiama atveji (t.y.
PVBLaziy nustatyma), jei bakterija i tikryju gamina PVBL. Jis parodo, kokia yra tikimybé, kad
PVBL gamybos atveju testo rezultatas bus teigiamas. Laboratorinio metodo specifiSkumas

parodo testo geb€jima nustatyti tikrai neigiama atveji (t.y. kai PVBL negaminamos) [37, 60].

TP
Diagnostinis jautrumas = TP +FN x 100% [37];

TN
Diagnostinis specifiSkumas = TN +FP  x 100% [37];

Cia TP (angl. true positive) — tikrai teigiamuy méginiy skai¢ius, gautas automatizuota
Phoenix sistema. FN (angl. false-negative error rate) — klaidingai neigiamy méginiy skaicius,
gautas disky difuzijos metodu, bet kurie buvo teigiami tiriant automatizuota Phoenix sistema
[37, 60].

Cia TN (angl. true negative) — tikrai neigiamy meéginiy skaidius, gautas automatizuota

Phoenix sistema. FP (angl. false-positive error rate) — klaidingai teigiamy méginiy skaicius,
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t.y. méginiai buve teigiami tiriant disky difuzijos metodu, bet neigiami tiriant automatizuota
Phoenix sistema [37, 60].

Jautrumas ir specifiSkumas neatsako i du klinicistui svarbius klausimus: jei bakterijos
tyrimo rezultatas teigiamas, kokia tikimybé¢, kad ji tikrai gamina PVBL? Ir analogiSkai — jei
bakterijos tyrimo rezultatai neigiami, kokia tikimyb¢, kad ji negamina PVBL? Jautrumas ir
specifiSkumas i Siuos klausimus atsakymo nepateikia. Todél skai¢iuojama teigiama prognostiné
verté (angl. PPV — positive prognostic value) — tai salyginé tikimybé, kad bakterija, kurios testo
rezultatas teigiamas, 1§ tikryjy gamina PVBL. Analogiskai skaiiuojama neigiama prognostiné
verte (angl. NPV — negative prognostic value) — salyginé tikimybe, kad bakterija, kurios testo
rezultatas neigiamas, i$ tikryju negamina PVBL [60].

TP

Teigiama prognostiné verté = TP+FP % 100% [60];
TN
Neigiama prognostiné verté = TN+FN  100% [60];

2.8. Statistiné analizé

Statistiné duomeny analiz¢ atlikta taikant kompiuterinés statistikos SPSS-17 ir Microsoft

OFFICE EXCEL 2003 programas. Skirtumai laikyti statistiSkai reikSmingais, kai p < 0,05.
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3. TYRIMU REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Tyrimo rezultatai

3.1.1. PVBLaziy gamybos fenotipo tyrimas disky difuzijos metodais

Tyrimy analizei buvo pasirinktos 58 Enterobacteriaceae $eimos bakterijos, iSskirtos 2009
- 2011 metais ligoniams, besigydziusiems Vilniaus Universiteto ligoninés Santariskiy klinikose.
Visos tiriamos bakterijos istirtos trimis metodais: automatizuota Phoenix sistema, kombinuotu
disky difuzijos metodu ir dvigubos difuzijos metodu. Automatizuota Phoenix sistema atliktame
tyrime yra laikoma kaip patvirtinantis metodas identifikuojant bakterijas ir nustatant PVBLaziy
gamyba. IStyrus 58 bakterijas patvirtina¢iu metodu nustatéme, kad 31 i§ ju gamina plataus
veikimo beta-laktamazes. Tiriamojoje grupéje buvo Sios bakteriju rasys: K. pneumoniae, E.coli,
Enterobacter spp., Proteus spp., Serratia spp., Morganella spp. ir Providencia spp..

IStyrus Enterobacteriaceae Seimos bakteriju PVBL fenotipa disku difuzijos metodais,
gavome tyrimy rezultatus, kurie nurodo PVBL gaminancias ir negaminancias bakterijas. Gauti

tyrimy rezultati yra apibendrinti 2 lenteléje.

2 LENTELE. PVBLaziy nustatymas disky difuzijos metodais

Enterobacteriaceae n=58 (PVBL=31)

Metodas T 1‘kra1 T$ra1 Klaidingai teigiamas Klglqlngal
teigiamas neigiamas neigiamas
Kombinuotas
disky difuzijos 31 27 0 0
Dvigubos difuzijos 31 24 3 0

Kombinuotu disky difuzijos metodu nustatyta 31 bakterija, gaminanciy PVBL, o
dvigubos difuzijos metodu — 34 bakterijos, gaminancios PVBL.
Tiriant PVBL gamyba disky difuzijos metodais gauti teigiami, PVBL gamyba nurodantys

fenomenai 12 ir 13 pav.
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12 pav. K. Pneumoniae, gaminanti PVBL — fenotipo tyrimas disky difuzijos metodais (kair¢je-
kombinuotas disky difuzijos metodas; desinéje-dvigubos difuzijos metodas)

(Nuotraukos autorius: Sandra Kareiviené)

13 pav. E. coli, gaminanti PVBL — fenotipo tyrimas disky difuzijos metodais (kairéje-kombinuotas
disky difuzijos metodas; desinéje-dvigubos difuzijos metodas)

(Nuotraukos autorius: Sandra Kareiviené)

Tiriant kombinuotu disky difuzijos metodu PVBL gamyba rodo augimo slopinimo zony
diametry skirtumas >5 mm (12 pav. 17 mm; 13 pav. 19 mm). Tiriant dvigubos difuzijos metodu
PVBL gamybos atveju susiformuoja susiliejanti (dobilo lapa primenanti) augimo slopinimo zona
aplink visus antibiotiky diskus (12 ir 13 pav.) arba susiliejanti augimo slopinimo zona susidaro
aplink amoksicilino/klavulaninés rtugsties (AMC) ir bent viena i§ antibiotiky disky, esan¢iy Petri
leksteléje (ceftazidimo, cefriaksono, cefotaksimo, cefepimo).

Nesant PVBLaziy gamybos gaunami neigiami fenotipo tyrimo rezultatai:

1) Atlikus tyrima kombinuotu disky difuzijos metodu ir esant zony skirtumui <5 mm,

rezultatas vertinamas, kaip neigiamas (pvz.: 14. A pav. inhibiciné zona 0 mm).
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2) Dvigubos difuzijos metodu neigiamais tyrimy rezultatai yra laikomi, kai néra

susiliejimo tarp augimo slopinimo zony (14. B pav.).

A B

14 pav. Enterobacter cloacae, negaminanti PVBL — fenotipo tyrimas disky difuzijos metodais (A. Kombinuotas
disky difuzijos metodas; B. Dvigubos difuzijos metodas)

(Nuotrauky autorius: Sandra Kareiviené)

3.1.2. PVBL fenotipa nustatanciy disky difuzijos metody diagnostinés charakteristikos

Atlikus tyrimus kombinuotu disky difuzijos ir dvigubos difuzijos metodais, buvo
vertintas Siy metody jautrumas ir specifiSkumas, taip pat apskaiciuota teigiama prognostiné
vert¢ ir neigiama prognostiné verté. Phoenix automatizuota sistema laikyta patvirtinanciu
metodu, tyrimui naudotos specialios NMIC/ID-88 plokstelés, skirtos bakterijuy identifikacijai ir
PVBL nustatymui.

3 LENTELE. Fenotipiniy disky difuzijos metody jvertinimas, nustatant PVBL

Jautrumas  SpecifiSkumas Te1g1'a1fna ) Ne1g%ar.na .
Metodas (%) (%) prognostiné verté prognosting verté
’ ° (%) (%)
Kombinuotas
disky difuzijos 100 100 100 100
Dvigubos difuzijos 100 88,9 91,2 100
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3.1.3. PVBLaziy paplitimas Vilniaus universiteto ligoninés Santariskiy klinikose 2008-2010

metais

Tiriant Enterobacteriaceae $eimos bakterijas, buvo analizuojamas juy paplitimas 2008-
1010 metais Vilniaus universiteto ligoninés Santariskiy klinikose pasirinktuose skyriuose. 2008
m. buvo iSskirta 848 enterobakteriju, i§ kuriy 129 (15,2%) sudaré PVBL gaminancios, 2009 m. —
965 enterobakterijos i$ ju 225 (23,3%) PVBL gaminancios, o 2010 m. — 908, i§ kuriy 182 (20%)
PVBL gaminancios. PVBL gaminanciy padermiy pagauséjimas 2009 metais yra statistiSkai
reikSmingas (p<0,05). Enterobacteriaceae Seimos bakterijuy paplitimas pavaizduotas 16 pav.

diagramoje.

1200
965
1000 848 908

800

600

400
129 225 182

- -
| . | | I I |

0 I I I I
Enterobacteriaceae PVBL Enterobacteriaceae PVBL Enterobacteriaceae PVBL

2008 m,, PVBL 15,2% 2009 m,, PVBL 23,3% 2010 m,, PVBL 20%

16 pav. Enterobacteriaceae ir PVBL paplitimas 2008-2010 metais

IS 2008-1010 m. i8skirty Enterobacteriaceae Seimos bakterijy PVBL gamino 536
(19,7%), 18 kuriy K. pneumoniae buvo iSskirta 257 (47,9%), E. coli — 132 (24,6%), Enterobacter
spp. — 85 (15,9%), Proteus spp. — 22 (4,1%), Serratia spp. -15 (2,8%), K. oxytoca -13 (2,4%),
Citrobacter spp. — 9 (1,7%), Morganella spp. — 2 (0,4%) ir Providencia spp. — 1 (0,2%).
Diagramoje (17 pav.) pateiktas bakterijy, gaminan¢iy PVBL pasiskirstymas.
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0,4

0.2 Bakterijos
28 24 1,7 _,J' .
41 , B K. pneumoniae
B E.coli

15,9 M Enterobacter spp.
47,9 ™ Proteus spp.

B Serratia spp.

B K. oxytoca

Citrobacter spp.

Morganella spp.

Providencia spp.

17 pav. Bakterijy, gaminanc¢iy PVBL paplitimas %, 2008-2010 metais

Tiriant bakterijy, gaminan¢iy PVBL pasiskirstyma pagal metus, rasta, kad K

pneumoniae, Enterobacter spp. ir Serratia spp. daugiausiai iSskirta 2009 m., E. coli — 2010 m., o

Proteus spp. — 2008 metais. Visos kitos bakterijos, gaminancios PVBL uzima tik nedidele dalj

(18 ir 19 pav.).
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Bakterijos

18 pav. Bakterijy, gaminanciy PVBL paplitimas 2008-2010 metais
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—— K. pneumoniae —— E.coli Enterobacter spp.

19 pav. K. pneumoniae, E. coli, Enterobacter spp., gaminan¢iy PVBL paplitimas %, 2008-2010 metais

49,8

32,3

47,7

17,9 43'5/
25,8 ——
26,5
271 29,4
2008 2009 2010

Norédami jvertinti PVBLaziy paplitima 2008-2010 metais pasirinktuose Vilniaus

universiteto ligoninés SantariSkiy kliniky skyriuose, atlikome tyrimy analiz¢ ir nagrinéjome,

kuriame skyriuje Siy bakteriju yra daugiausia (20 pav.). Gauti tyrimy rezultatai parod¢, kad I

Pilvo chirurgijos skyriuje buvo iSskirta — 51 (9,5%) bakterija, gaminanti PVBL, II Pilvo
chirurgijos skyriuje — 87 (16,2%), I RITS — 186 (34,7%), 11 RITS — 56 (10,5%), Kauly ¢iulpy

transplantacijos ir intensyvios chemoterapijos skyriuje — 85 (15,9%), o Hematologijos — 71

(13,2%) bakterija, gaminanti PVBL. Didziausias iSskiriamy bakteriju (gaminanc¢iy PVBL)

skaicius yra nustatytas I Renimacijos ir intensyvios terapijos skyriuje.

Skyrius

20 pav. PVBIlaziy paplitimas %, Vilniaus universiteto ligoninés Santariskiy klinikose 2008-2010 metais
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Atlikus detalesng PVBL gaminanciy bakterijy analiz¢ buvo iStirtas ju pasiskirstymas

pagal rusj pasirinktuose Vilniaus universiteto ligoninés SantariSkiy kliniky skyriuose (21 pav.).
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21 pav. Bakterijy, gaminanciy PVBL paplitimas pagal skyrius 2008-2010 metais

Pateiktoje diagramoje matyti, kad 2008-2010 metais I Reanimacijos ir intensyvios
terapijos skyriuje dazniausiai iSskiriamos PVBLaziy gamintojos buvo K. pneumoniae, kuri
sudare 116 (62,4%), E. coli — 34 (18,3%) ir Enterobacter spp.- 22 (11,9%). IS diagramos matyti,
kad 2008-2010 metais ir visuose kituose nagrinéjamuose skyriuose dazniausiai PVBL gamino K.

pneumoniae, E. coli ir Enterobacter spp.

3.2. Rezultaty aptarimas

3.2.1. Phoenix automatizuotos sistemos ir disky difuzijos metody palyginimas

Vilniaus universiteto ligoninés SantariSkiy klinikose mikrobiologijos laboratorijoje buvo
atliktas diagnostiniy metody palyginimas, nustatant plataus veikimo beta-laktamazes (PVBL).
Palyginamiesiems tyrimams pasirinkta automatizuota Phoenix sistema (Becton Dickenson,
Sparks, MD, JAV), kuri buvo laikoma kaip patvirtinantis metodas PVBLaziy nustatymui ir disky
difuzijos metodai: kombinuotas ir dvigubos difuzijos metodas. Atliekant disky difuzijos metodus
buvo naudojami antibiotiky diskai (Becton Dickenson, JAV) kuriais nustatytas PVBL

gaminanciy bakterijy fenotipas.
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2008 metais atlikti PVBL tyrimai Carpermor Meksikos Mikrobiologijos laboratorijoje su
Phoenix automatizuota sistema. Tyrimams naudotos Escherichia coli ir Klebsiella pneumoniae
padermés, kurios buvo iStirtos molekuliniu ir disky difuzijos metodais pagal KLSI
rekomendacijas. Tyrimas nustaté, kad Phoenix automatizuotos sistemos jautrumas PVBL
nustatymui yra 99%, tiriant Escherichia coli it Klebsiella pneumoniae padermes [17].

Atlikus tyrimus nustatéme, kad kombinuoto disky difuzijos metodo jautrumas - 100%,
specifiSkumas - 100%, teigiamas prognostinis dydis - 100% ir neigiamas prognostinis dydis -
100%,. Vertinant Sias tyrimo charakteristikas, galima teigti, kad $is metodas yra greitas ir 100%
patikimas PVBLaziy nustatymui. Rezultatai, gauti misy tyrime, atitinka daugelio pasaulio
laboratorijy paskelbtus tyrimy rezultatus.

Jungtinése Amerikos valstijose Detroito mikrobiologijos laboratorijoje buvo vertinamas
kombinuotas disky difuzijos metodas PVBL nustatymui. Tyrimams naudojo CAZ; CAZ/CLA ir
CTX; CTX/CLA antibakteriniy medziagy diskus. Véliau nustacius inhibicines zonas pagal KLSI
rekomendacijas vertinama PVBL gamyba, jei zony dydZio skirtumas >5 mm, tai patvirtinama
PVBL gamyba. Sis tyrimas nustaté, kad $io metodo jautrumas, tiriant PVBL yra 100%, o
specifiSkumas 98%. [33].

Remiantis Amerikos Nacionalinio komiteto klinikiniais laboratoriniais standartais
(NCCLS), Amerikoje buvo atliktas PVBLaziy metody palyginimas. Tyrimams naudotos
padermés iStirtos trimis metodais: automatizuota Vitek ir Microscan sistema, taip pat E-testu
(AB Biodisk). Visy tiriamy metody jautrumas buvo vir§ 90%. Véliau Vitek automatizuotos
sistemos PVBLaziy aptikimas buvo palygintas su kombinuotu disky difuzijos metodu. Rezultatai
parode¢, kad Siy dviejy metody jautrumas buvo panasus (98,6% kombinuotu disky difuzijos
metodu ir 99,7% su Vitek sistema), o specifiSkumas kombinuotu disky difuzijos metodu — 99,4%
ir 100% su Vitek automatizuota sistema [25].

Meksikoje, tretinio lygio prieziliros centre, buvo atlikti tyrimai, naudojant kraujo
paselius. Bakteriemijai nustatyti naudota BACTEC automatizuota sistema (Becton Diskinson,
MD, JAV), o bakterijy identifikacijos ir jautrumo tyrimai atlikti Vitek automatizuota sistema
(bioMerieux, Lyon, Prancizija), kuri Siame tyrime buvo ivardinta kaip "aukso standartu".
Tyrimo tikslas: palyginti automatizuota sistema su kombinuotu disky difuzijos metodu. Tyrimy
rezultatai parode, kad kombinuotas disky difuzijos metodas yra 100% patikimas, nes atliktame
tyrime, buvo iSskirta 113 bakterijy, i§ kuriy 25 gamino PVBL, Sio tyrimo jautrumas - 100%,
specifiSkumas 100%, PPV - 100%, NPV - 100%. Gauti tyrimy rezultatai parod¢, kad tiriant
kraujo méginius kombinuotu disky difuzijos metodu rezultatai yra 100% tikslis ir patikimi [10].
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Atlikus tyrimus naudojant dvigubos difuzijos metoda nustatéme, kad Sio tyrimo
jautrumas - 100%, specifiskumas — 88,9%. Taip pat ivertinus prognosting vert¢ gavome, jog
teigiama prognostiné verté yra 91,2%, o neigiama prognostiné verté — 100%.

Italijoje 2002 metais atliktame tyrime buvo atlikti PVBL nustatymo tyrimai su Phoenix
automatizuota sistema. Phoenix'o plokstelés uzpildytos CAZ/CLA, CAZ, CTX/CLA, CPD,
CRO/CLA antibakterinémis medziagomis. Tyrimams buvo naudojama 510 kultiry i$
Enterobacteriaceae $eimos: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca,
Proteus mirabilis, Providencia stuartii, Morganella morganii, Enterobacter aerogenes,
Enterobacter cloacae, Serratia marcescens, Citrobacter freundii ir Citrobacter koser. Visos
bakteriju padermés buvo istirtos molekuliniu ir dvigubos difuzijos metodais. Pastarojo metodo
atveju buvo naudoti aztreonamo, ceftazidimo, cefepimo, ceftriaksono ir cefotaksimo antibiotiky
diskai, o centre Petri I¢kStelés - amoksicilino/klavulaninés riigSties (AMC) diskas. Rezultatai
parode, kad 1§ 510 tiriamy bakterijy 319 buvo PVBL gaminancios ir 191 neiSskiriancios
PVBLaziy. IStyrus su Phoenix automatizuota sistema, nustatytas dvigubos difuzijos tyrimo
jautrumas PVBL aptikimui,(100%) ir specifiSkumas (98,9%). Dvi bakteriju padermes Phoenix
automatizuota sistema nustat¢ kaip klaidingai teigiamas, tai buvo K. oxytoca, gaminanti K1
fermenta. Sis tyrimas teigé, kad Phoenix automatizuota sistema yra greitas ir gan patikimas
biidas nustatyti gramneigiamas bakterijas, gaminancias PVBL [51].

JAV atlikti tyrimai su Vitek automatizuota sistema ir dvigubos difuzijos metodu parode,
kad dvigubos difuzijos metodas yra patikimas norint nustatyti PVBL. Buvo tiriamos 364
Enterobacteriaceae Seimos bakterijos dvigubos difuzijos metodu ir Sio metodo jautruma jvertino
98,1%, specifiskuma 99,4%. [50].

Indijos sostinéje Delyje, medicinos fakultete buvo atliekami tyrimai, kuriuose nurodoma,
kad dvigubos difuzijos metodo jautrumas gali svyruoti nuo 79%-97%, o specifiSkumas nuo 94%-
100%. Teigiama, kad sumaZzéj¢s metodo jautrumas PVBLaziy aptikimui gali biiti dél silpnesnio
plataus veikimo beta-laktamaziy aktyvumo, kuris daZnai pasireiSkia Proteus mirabilis
padermése [11].

Vokietijoje atlikti palyginamieji Phoenix automatizuotos sistemos (su paprastomis
plokstelémis, kurios néra specialiai skirtos PVBL nustatymui) ir disky difuzijos metody tyrimai
Enterobacteriaceae Seimos, gaminancios plataus veikimo beta-laktamazes parode, kad Phoenix
automatizuota sistema yra jautriausias biidas nustatyti PVBL. Molekuliniu metodu, kuris buvo
laikomas kaip patvirtinantis PVBLaziy gamyba, iStirtos 144 padermés, i§ kuriy 85, gaminacios

PVBL. Apibendrinti tyrimy duomenys parodé¢, kad Phoenix automatizuotos sistemos jautrumas
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siecké 98,8%, dvigubos difuzijos metodo — 94,1% ir kombinuoto diskuy difuzijos metodo —
92,9%. [62].

Apibendrinus palyginamyjy tyrimy duomenis buvo nustatyta, kad disky difuzijos metodai
yra jautris ir patikimi, nustatant bakteriju, gaminanciy PVBL, fenotipa. Palyginus musy tyrime
gautas dvigubos difuzijos metodo diagnostines charakteristikas su kombinuoto disky difuzijos
metodo charakteristikomis, galime teigti, kad tiriant bakteriju PVBL fenotipa kombinuotas disku

difuzijos metodas yra specifiSkesnis nei dvigubos difuzijos metodas.

3.2.2. 2008-2010 mety PVBLaziy paplitimo analizé Vilniaus universiteto ligoninés
SantariSkiy klinikose

Buvo i8analizuotas Enterobacteriaceae Seimos bakterijy, gaminanciy PVBL paplitimas
Vilniaus universiteto ligoninés Santariskiy klinikose 2008 - 2010 metais.

Nustatyta, kad 2008-2010 metais PVBL gaminaéiy padermiy paplitimas siekée 19,7%. Sis
paplitimas panasus 1 kity Europos Saliy paplitimo rodiklius: straipsnyje, kuriame nagrinétas
PVBL paplitimas Europoje yra nurodoma, kad PVBL paplitimas sudaro vir§ 10% Vengrijoje,
Lenkijoje, Rumunijoje, Rusijoje ir Turkijoje [9]. Miisy tyrimy rezultatai rodo, kad daugiausia
PVBLaziy nustatyta 2009 metais (16 pav.), o 2010 metais ju vél sumazéjo. Tod¢l galime teigti,
kad PVBL, gaminan¢ioms bakterijoms biidingi pagauséjimai.

Ivairiuose moksliniuose straipniuose yra teigiama, jog PVBLaziy vystymuisi turi jtakos
dirbancio personalo higiena, todél biitina mivéti pirStines ir dévéti chalatus, reguliariai
dezinfekuoti rankas, norint iSvengti plintanCios infekcijos, taip pat labai svarbu apriboti
cefalosporiny vartojima, ko pasekoje taip pat iSsivysto atsparios padermés. Buvo atlikti tyrimai
Ispanijoje dé¢l PVBLaziuy paplitimo, kuriy metu laikési higienos reikalavimy ir teisingo
antibiotiky vartojimo. Tyrimo eigoje pastebéta, kad PVBLazes gaminanciu bakterijy zenkliai
sumaz¢jo. Tokie pat tyrimai buvo atlikti ir Niujorke, kuriy metu taip gautas PVBLazes
gaminanciy padermiy sumaz¢jimas. O Pranciizijos ligoningje atlikti tyrimai patvirtino, kad norint
sustabdyti PVBL paplitima labai svarbu dévéti chalatus ir muveti pirStines, nes nuo 1992 iki
1995 mety, laikantis higienos reikalavimy, PVBL gaminanc¢iy bakterijy sumazéjo nuo 172 iki 19
atvejy, nekontroliuojant cefalosporiny vartojimo. Norint i§vengti PVBLaziy kolonizacijos taip
pat sitiloma vienai personalo darbuotojai slaugyti tik viena ligonj, daZnai plauti rankas, tokiu
biidu galima i§vengti PVBLaziy plitimo nuo vieno ligonio kitam. Ir, jeigu yra galimybé, atskirti

ligonius, paguldZius juos i skirtingas palatas [53, 27, 15].
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Atlikty tyrimy duomenimis, 2008-2010 metais Vilniaus universiteto ligoninés Santariskiy
klinikose i§ Enterobacteriaceae $eimos bakterijy, gaminanfios PVBL dazniausiai yra K.
pneumoniae, E. coli ir Enterobacter spp. (17 pav.). Lyginant su kitomis PVBL gaminan¢iomis
bakterijy rusimis K. pneumoniae sudaré 257 (47,9%), E. coli — 132 (24,6%), o Enterobacter spp.
— 85 (15,9%). Minétos bakterijos ir kitose Salyse yra ivardijamos kaip dazniausiai sutinkamos
tarp hospitaliniy infekcijy sukéléjy. Pagal JAV Nacionalinés hospitaliniy infekciju prieziiiros
(NNIS) sistemos 2004 m. ataskaita buvo iStirtas bakterijyu jautrumas trecios kartos
cefalosporinams intensyvios terapijos skyriuose JAV valstijoje. Tyrimy rezultatai pateikti
nurodant daZniausial nustatoma atsparuma trecios kartos cefalosporinams Siy bakterijy: K.
pneumoniae padermeés sudaré — 20,6%; Enterobacter spp. — 31,1%; E. coli — 5,8% [50]. Kitame
straipsnyje teigiama, jog daZniausiai pasitaikancios infekcijos, kurias sukelia PVBL yra dél K.
pneumoniae ir E. coli mutuojan¢iy bakteriju. JAV atliktame tyrime paaiskéjo, jog i§ 63
gramneigiamy bakterijy 3,2% sudaré PVBL gaminancios, o 40 buvo Enterobacteriaceae Seimos
bakterijos tarp kuriy K. pneumoniae ir E. coli buvo ivardintos kaip dazniausiai sutinkamos tarp
PVBL [54].

Diagramoje (18 pav.), kurioje bakterijos gaminan¢ios PVBL, iSskirstytos pagal metus,
matyti, jog 2008 metais daugiausia iSskirta Proteus spp., Citrobacter spp., 2009 metais — K.
pneumoniae, Enterobacter spp., Serratia spp., Providencia spp., o 2010 metais — E. coli.. K.
oxytoca buvo iSskirtas vienodas skai¢ius 2008 ir 2010 metais. Taip pat ir Morganella spp.
Padermémiy buvo aptiktas vienodas skaicius 2008 ir 2009 metais. Atlikty tyrimy duomenimis
paaiskéjo, kad dazniausiai sutinkamos, gaminancios PVBL bakterijos Vilniaus universiteto
ligoninés Santariskiy klinikose, yra K. pneumoniae, E. coli ir Enterobacter spp.

Infekcijos pasireiskusios dél K. pneumoniae ir E. coli bakterijy daznai yra siejamos su
dirbtine plauciy ventiliacija ir kateteriy naudojimu [39, 28]. E. coli ir K. pneumoniae yra
i8skiriamos kaip pagrindiniai HI patogenai, sukeliantys pilvo ertmes, Slapimo taky ir kraujo
infekcijas [28]. Prie§ tai pateiktoje diagramoje (18 pav.) matyti, kad 2009 metais PVBL
pagaus¢jimas yra siejamas su ivykusiu K. prneumoniae pagauséjimu. Viename literatiiros
Saltinyje yra pateikiama, jog K. pneumoniae gali sukelti HI protrukius, o E. coli vis dazniau yra
sutinkama [9]. Tai matyti ir musy pateiktoje diagramoje (19 pav), kur E. coli skaiCius yra
didéjantis kiekvienais metais. Enterobacter spp. skaiCius kinta taip pat kaip ir K. pneumoniae,
t.y. 2009 metais padidéja, po to ima palaipsniui mazéti.

Buvo atlikta tiriamy bakterijuy analizé pagal pasirinktus skyrius 2008-2010 m.: I

Reanimacijos ir intensyvios terapijos skyrius (RITS), II Reanimacijos ir intensyvios terapijos
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skyrius (RITS), I Pilvo chirurgijos skyrius, II Pilvo chirurgijos skyrius, Hematologijos skyrius,
Kauly ciulpy transplantacijos ir intensyvios chemoterapijos skyrius. Gauty tyrimy rezultaty
duomenimis, nustatyta, kad daugiausia PVBLazes gaminanciy bakterijy yra iSskiriama I RITS-
iuje. PanaSus PVBL gaminanciy bakterijy skaicius aptinkamas II Pilvo chirurgijos ir Kauly
Ciulpy transplantacijos ir intensyvios chemoterapijos skyriuje. Maziausiai ju buvo isskirta II
RITS ir I Pilvo chirurgijos skyriuje (20 pav.).

I Reanimacijos ir intensyvios terapijos skyriuje dazniausiai PVBL gamino K. pneumoniae
padermés.K. pneumoniae pagausejimas buvo budingas visiems skyriams, pasirinktiems tyrimy

analizei (21 pav.).
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ISVADOS

1. IStyrus 58 Enterobacteriaceae $eimos bakterijas disky difuzijos metodais, nustatytos
bakterijos, gaminancios plataus veikimo beta-laktamazes (PVBL). Kombinuotu disky
difuzijos metodu rasta 31 bakterija, gaminanti PVBL, o dvigubos difuzijos metodu — 34
bakterijos, gaminancios PVBL. Trys klaidingai teigiami rezultatai buvo gauti dvigubos

difuzijos metodu.

2. Atlikus diagnostiniy metody palyginamuosius tyrimus, nustatyta, kad kombinuoto disky
difuzijos metodo jautrumas 100%, specifiSkumas 100%, teigiama prognostiné verte
100% ir neigiama prognosting verte 100%. Dvigubos difuzijos metodo jautrumas 100%,
specifiSkumas 88,9%, teigiama prognostine verté 91,2% ir neigiama prognostin¢ verté
100%. Remiantis tyrimy rezultatais galima teigti, kad disky difuzijos metodai yra greiti
ir tikslis, norint nustatyti PVBL gaminanciy bakterijuy fenotipa.

3. Ivertinus PVBLazes gaminanciuy bakteriju paplitima Vilniaus universiteto ligoninés
SantariSkiuy klinikose 2008-2010 metais, nustatyta, kad FEnterobacteriaceae Seimos
bakterijoms, gaminan¢ioms PVBL, buidingi augimo padazné¢jimai. Bakterijy, gaminanciy
PVBLazes daugiausiai iSskirta 2009 metais, o 2010 metais jy vél sumazéjo DidZiausias
PVBL gaminanciy bakteriju pagausé¢jimas buvo I Reanimacijos ir intensyvios terapijos

skyriuje. Dazniausiai iSskiriama PVBL gaminanti bakterija yra K. pneumoniae.
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SUMMARY

Comparison of laboratory methods determining extended spectrum p-lactamase
phenotype of Enterobacteriaceae and the prevalence analysis of these enzymes in Vilnius
university hospital Santariskiu clinic in 2008 - 2010 years.

The aim of this study is to compare disk diffusion and automated methods for
determining the Enterobacteriaceae extended spectrum-f-lactamases (ESBL) phenotype and to
assess the prevalence of (ESBL) at University Hospital Clinics in 2008-2010.

For the study were chosen 58 bacteria from the Enterobacteriaceae family that were
isolated in 2009-2011 in patients that were treated at Vilnius University Hospital Clinic. The
bacteria studied using phenotypic methods ESBL: Phoenix automated system (Becton
Dickenson, Sparks, MD, USA) combined disc diffusion method and the double-diffusion
method. Automated system of Phoenix for the study was considered as a method of confirming
the identification of bacteria and determination of (ESBL) production phenotype. The studied
group consisted of the following bacterial species: K. pneumoniae, E. coli, Enterobacter spp.,
Proteus spp., Serratia spp., Morganella spp. and Providencia spp . The examination with the
validated method of 58 bacteria showed that 31 of them produce an extended spectrum beta
lactamases. A performed comparative disc diffusion method was made and the evaluation of the
sensitivity, specificity, positive prognostic value (PPV) and negative prognostic value (NPV)
was identified.

The evaluation of the data from studies showed that the combined disc diffusion method
for sensitivity - 100% and specificity - 100%, PPV - 100%, NPV - 100%. Double-diffusion
method for sensitivity - 100% and specificity - 88.9%, PPV - 91.2%, NPV - 100%. The obtained
results show that disk diffusion methods are sensitive and reliable for determination of bacteria
producing ESBL phenotype.

The analysis of the Enterobacteriaceae producing ESBL prevalence in 2008-2010 in
selected sections showed that within three years, there have been isolated in 2721
Enterobacteriaceae, of which 536 (19.7%) were strain produces of an extended spectrum beta
lactamases . It was found that in 2008 848 Enterobacteriaceae isolated, of which 129 (15.2%)
were producing ESBL, 2009 -965 Enterobacteriaceae from 225 (23.3%) producing ESBL in
2010 - 908, of whom 182 (20%) producing ESBL. ESBL are mostly produced by K.
pneumoniae, 257 (47.9%), E. coli 132 (24.6%) and Enterobacter spp. 85 (15.9%). Maximum

producing of ESBL bacteria was in the I reanimation the intensive care room.
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PADEKA

Nuosirdziai dékoju VU, Medicinos fakulteto, fiziologijos, biochemijos ir laboratorinés
medicinos katedros Dr. Silvijai Kiverytei uz visapusiska pagalba ir vertingus patarimus viso
darbo metu.

Taip pat esu dékinga Vilniaus Universiteto SantariSkiy kliniky, Laboratorinés
diagnostikos centro, klinikinés mikrobiologijos laboratorijos darbuotojai Astai Macionienei uz

pagalba isisavinant tyrimo metodus, taip pat acii kitoms laboratorijos darbuotojoms.
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