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SANTRUMPOS

DNR — deoksiribonukleoriigstis

EDTA — etilenodiaminotetraacto riigstis

ERV — epidemiologinés ribinés vertés

GES — Guiana plataus spektro fermentas

GIM — German imipenemaze

IMI — imipenema hidrolizuojanti -laktamazé

IMP — imipenemaze

KPC - Klebsiella pneumoniae karbapenemazé

MBL — metalo-p-laktamazé

MSK — minimali slopinanti koncentracija

NDM — Naujojo Delio metalo-p-laktamazé

NMC — nemetalo karbapenemazé

NVSPL — Nacionaliné visuomenés sveikatos priezitiros laboratorija
PGR — polimerazés grandininé reakcija

PSB — peniciling suriSantys baltymai

SIM — Seulo imipenemazé

SME - Serratia marcescens fermentas

TL-PGR - tikro laiko polimerazés grandininé reakcija

VIM — Verona integrono koduojama metalo-p-laktamazé



IVADAS

Problemos aktualumas. Karbapenemams atspariy gram-neigiamy bakterijy paplitimas
auga visame pasaulyje ir kelia vis didesne grésme visuomenés sveikatai. Si problema siejama su
Enteroacteriaceae, Pseudomonas spp. ir Acinetobacter spp. bakterijomis — labiausiai paplitusiais
patogenais, atsakingais uz daugumag visuomeniniy ir hospitaliniy infekcijy. Sunkios infekcijos
sukeltos $iy bakterijy, iskaitant pneumonija ir sepsj, Slapimo taky, intraabdominaliniy ir
chirurginiy viety infekcijas, susijusios su dideliu mirtingumu, kuris siekia apie 40 %. Daugelis
ligy gydomos p-laktaminiais antibiotikais jau keleta deSimtmeciy. Did¢jantis karbapenemy
naudojimas ligy gydymui, kurias sukélé Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp. ir Acinetobacter
spp. gaminancios plataus spektro B-laktamazes, lémé karbapenemazes gaminanciy patogeny
selekcijg ir plitimg. Per pastaruosius metus karbapenemazes gaminancios bakterijos i$plito beveik
visuose pasaulio regionuose. Klebsiella pneumoniae karbapenemazé (KPC), OXA-48 fermentai,
taip pat kai kurios metalo-p-laktamazés (NDM, VIM, IMP) yra svarbiausios karbapenemazés,
plintancios visame pasaulyje. (1)

Karbapenemaziy geny nustatymas svarbus tiek epidemiologiniu, tiek ir klinikiniu pozitriu.
Epidemiologiniu pozitriu karbapenemaziy geny nustatymas svarbus siekiant stebéti protrikius
pavieniy ligoniniy ar Salies mastu, taip pat plitimo analizei ir epidemiologinés situacijos steb&jimui
visame pasaulyje, kad atsparios bakterijos neiSplisty ir nesukelty nekontroliuojamo atsparumo
problemy. (2) Klinikiniu pozitriu karbapenemazes gaminanciy bakterijy sukeliamos infekcijos
jvairios, o gydymui daznai nepakanka vieno aktyvaus vaisto. Siuo metu vis dazniau taikoma
kombinuota terapija su bent dviem aktyviais vaistais, o jei bent vienas i§ Siy vaisty yra
karbapenemas reikSmingai padidéja paciento iSgyvenamumo galimybé. (3) Klinikiniu poZitiriu
karbapenemaziy nustatymas svarbus tinkamo gydymo parinkimui, o tai padidina pacienty
1Sgyvenamumo tikimybe.

Karbapenemazes gaminancios bakterijos gali hidrolizuoti beveik visus B-laktaminius
antibiotikus, o genai, koduojantys atsparuma, perduodami su plazmidémis tarp skirtingy bakterijy
rasiy.  Sie genai randami daugelyje dauginiu atsparumu pasizyminéiy izoliaty. Tokiy izoliaty
aptikimas 18 klinikinés medziagos pirmiausia prasideda nuo kruopscios atrankos pagal sumazgejusj
jautruma karbapenemams. Po to atliekami biocheminiai karbapenemaziy gamintojy identifikacijos
testai. Galiausiai karbapenemazés geno identifikacijai pasitelkiami molekuliniai metodai.
Molekuliniai metodai iSlieka auksiniais standartais karbapenemaziy geny identifikacijai. Dauguma
Siy metody pagristi polimerazés grandininés reakcijos metodu, taciau gali biti atliekama ir
sekoskaita, jei reikia itin tiksliai identifikuoti karbapenemazés gena. (4)

Darbo tikslas



Sukurti tikro laiko PGR metodu paremtg tyrimo protokolg karbapenemazes koduojanciy
geny (blagiv, blaive, blakec, blanowm, blaoxa-s, blavim) paplitimo VUL Santaros klinikose
nustatymui  i§ Mikrobiologijos laboratorijoje iSauginty ir karbapenemams atspariy
Enterobacteriaceae Seimos ir Pseudomonas genties klinikiniy izoliaty.

Darbo uzdaviniai

1. Remiantis literatiros duomeny analize parinkti karbapenemaziy genus, koduojancius
labiausiai Europoje paplitusias karbapenemazes;

2. Parinkti tikro laiko PGR protokolg ir eksperimento biidu optimizuoti jo salygas;

3. Atlikti tiriamy Enterobacteriaceae Seimos ir Pseudomonas genties izoliaty tipavima pagal
parinktus karbapenemaziy genus;

4. Taikant statistinés analizés metodus iSanalizuoti karbapenemaziy geny paplitimg VUL

Santaros Klinikose.

Darbo naujumas. Karbapenemaziy geny plitimas stebimas visame pasaulyje, jskaitant
Europa ir pacig Lietuva. Karbapenemazes gaminan¢iy Enterobacteriaceae Seimos bakterijy
stebésena Lietuvoje tapo privalomas nuo 2014 mety, taciau vis dazniau praneSama ir apie
karbapenemazes gaminanéias Pseudomonas genties bakterijas. Tyrimui pasirinkti blagim,
blaive, blakec, blanom, blaoxa-as, blavim karbapenemaziy genai, nes Sie genai labiausiai paplite
Europoje. Iki Siol Lietuvoje karbapenemaziy geny paplitimas analizuotas Vilniaus klinikinéje
ligoninéje (5), Lietuvos Sveikatos Moksly Universiteto ligoninéje (6), taciau nebuvo
analizuotas VUL Santaros klinikose. Darbe analizuotas tyrimui atrinkty Enterobacteriaceae
Seimos ir Pseudomonas genties bakterijy izoliaty pasiskirstymas pagal skyriy ir tiriamaja
medZiaga, atsparumas karbapenemams, bei nustatytas karbapenemaziy geny paplitimas Siose
gentyse VUL Santaros kliniky izoliatuose.

Atliekant magistro baigiamajj darba buvo renkami Enterobacteriaceae Seimos ir
Pseudomonas genties klinikiniai izoliatai, atitinkantys potencialiy karbapenemaziy gamintojy
kriterijus, atliktas bakterijy DNR paruosimas pagal terminés bakterijy lasteliy lizés metodika
bei tipavimas pagal parinktus karbapenemaziy genus tikro laiko PGR metodu su TagMan
zondais. Gauti duomenys apdoroti statistinés analizés metodais. Nustatytas karbapenemaziy

geny paplitimas VUL Santaros klinikose.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Karbapenemazés

Karbapenemazés arba kitaip B-laktamazés yra fermentai, kurie hidrolizuoja penicilinus,
cefalosporinus, taip pat karbapenemus ir monobaktamus — svarbiausius $iais laikais naudojamus
antibakterinius vaistus prie$ bakterines infekcijas.

Gram-neigiamy bakterijy, tokiy kaip Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp. ir
Acinetobacter spp. riisiy, atsparumas karbapenemams per paskutinj desimtmetj tapo pagrindine
visuomenés sveikatos krize visame pasaulyje dél tokiy bakterijy spartaus plitimo ir naujy
antibakteriniy vaisty trikumo. Nuo tada, kai buvo aprasyta metalo-B-laktamaze, IMP-1,
Pseudomona aeruginosa risyje (7), serino karbapenemazé, OXA-23, Actinetobacter baumannii
rasyje (8) ir serino karbapenemazé, KPC-1, Klebsiella pneumoniae rasyje (9), karbapenemus
koduojantys genai iSplito visame pasaulyje ir toliau plinta tarp gram-neigiamy, daugeliui vaisty
atspariy bakterijy, atsakingy uz daugelj hospitaliniy infekcijy. Karbapenemazés yra fermentai,
inaktyvuojantys beveik visus 3-laktaminius antibiotikus, jskaitant ir karbapenemus, o Sie fermentai
dazniausiai nustatomi Enterobacteriaceae, A. baumannii ir P. aeruginosa bakterijy riisyse. (10)
Nuo 1990 mety laikyta, kad karbapenemazés yra riiiai specifiskos, taciau dabar nustatyta, kad jos
tarp bakterijy plinta per plazmides. Siuo metu ypa¢ didelj susirfipinimg kelia gram-neigiamy
karbapenemams atspariy bakterijy sklaida, turin¢iy KPC tipo, VIM tipo, NDM tipo ir OXA tipo
karbapenemazes. (11, 12)

1.2. Karbapenemaziy klasifikacija

Karbapenemazés klasifikuojamos i dvi grupes pagal aktyvyji centra:

1) serino karbapenemazés - priklauso A klasés penicilinazes, D klasés oksacilinazés ir C
klasés B-laktamazes, kurios aktyviajame centre turi sering ir gali biiti inaktyvuotos su beta-
laktamaziy inhibitoriais (klavulanine riigS§timi ar tazobaktamu);

2) metalo-B-laktamazés - priklauso B klasés karbapenemazés. Sio tipo karbapenemazés
aktyviajame centre turi vieng arba daugiau cinko atomy ir gali biiti inhibuojamos su

etilenodiamintetraacto rigstimi (EDTA). (1 paveikslas)



Karbapenemazés
(B-laktamazés)

IMI/NMC

Serino

Metalo fermentai

(2n*)

1 paveikslas. Karbapenemaziy klasifikacija

1.2.1. A Kklasés karbapenemazés

A klasés karbapenemazés apima IMI (imipenema hidrolizuojanti B-laktamazé)/NMC
(nemetalo karbapenemazé), SME (Serratia marcescens fermentas), KPC (Klebsiella pneumoniae
karbapenemaz¢) ir GES (Guiana plataus spektro) fermentus, kurie bakterijai suteikia jvairaus
laipsnio atsparumg karbapenemams: nuo sumaz¢jusio jautrumo iki visisko atsparumo. SME, NMC
ir IMI fermentai koduojami chromosomos, o KPC ir GES fermentai koduojami plazmidziy. SME
fermentai paprastai aptinkami tik Serratia marcescens bakterijy rasyje, tuo tarpu IMI ir NMC
fermentai sporadiskai aptinkami Enterobacter cloacae rasyje. (11) Retas $iy trijy fermenty tipy
aptikimas pasaulyje, paaiskinamas tuo, kad jie koduojami bakterijy chromosomos. KPC fermenty
genai randami perduodamose tarp bakterijy plazmidése. Sios plazmidés dazniausiai paplitusios K.
pneumoniae bakterijose, taciau jy randama ir kitose Enterobacteriaceae Seimos bakterijose, P.

aeruginosa ir A. baumannii bakterijy raSyse. (10) GES fermenty genai rasti perduodamy

IMP-1

IMP-2
IMP-5
IMP-11
IMP-12

IMP-14

plazmidziy integronuose P. aeruginosa ir K. pneumoniae rasyse. (11) (1 lentelé)

1 lentelé. A klasés karbapenemazés



Karbapenemazé Koduojama: Bakteriju rasys, kuriose

chromosomos/plazmidés aptinkama
IMI
. e ) chromosomos Enterobacter cloacae
(imipenema hidrolizuojanti B-laktamazé)
NMC
. chromosomos Enterobacter cloacae
(nemetalo fermento karbapenemaze)

SME .

chromosomos Serratia marcescens

(Serratia marcescens fermentas)

Klebsiella pneumoniae
KPC Enterobacteriaceae

(Klebsiella pneumoniae karbapenemazeé) plazmides Pseudomonas aeruginosa
Acinetobacter baumannii
GES plazmidés Pseudomonas aeruginosa

(Guiana plataus spektro fermentas) Klebsiella pneumoniae

1.2.2. B Kklasés karbapenemazés

B klasés metalo-B-laktamazés apima IMP (imipenemazé), VIM (Verona integrono
koduojama metalo-B-laktamazé), GIM (German imipenemazé), SIM (Seulo imipenemaze) ir
NDM (Naujojo Delio metalo-B-laktamazé) fermentus, kuriy genai yra perduodamose plazmidése
Enterobacteriaceae Seimos bakterijose, taip pat randami ir P. aeruginosa ir A. baumannii bekterijy
rasyse. IMP tipo fermentai pirmg kartg aptikti 1991 metais S. marcescens klinikinime izoliate i§
Japonijos. (13) Dabar IMP fermentai aptinkami visame pasaulyje Enterobacteriaceae, P.
aeruginosa ir A. baumannii bakterijose. Tarp VIM tipo fermenty, kuriy $iuo metu yra daugiau nei
30 varianty, blaviv-1 genas pirmg kartg aptiktas 1997 metais Veronoje, Italijoje P. aeruginosa
klinikiniame i1zoliate. Genas buvo jtrauktas kaip geno kasete j I klasés integrong kartu su aacA4
genu, atsakingu uz atsparumg aminoglikozidams. (14) Sis genas taip pat buvo aptiktas E. coli
izoliate Graikijoje 2001 mety lapkritj kartu su aacA7, dhfrl ir aadA genais, esanciais I klasés
integrone. (15) Pirmiausia E. coli ir K. pneumoniae su blaviv-1 genu isplito Graikijoje (16, 17), 0
dabartinis paplitimas apima visg pasaulj. (12) VIM-2 tipas pirmg kartg aprasytas i§ P. aeruginosa
klinikinio izoliato Pranctizijoje. Blaviv genas taip pat jtrauktas kaip geno kaseté¢ j I klasés
integrona. (18) Siuo metu VIM-2 tipas endeminis visame pasaulyje. (12) NDM fermentai nustatyti
visai neseniai. (19) Pirmoji dideliy klinikiniy izoliaty serija buvo registruota i§ Azijos ir Jungtinés
Karalystés 2010 mety rugpjatj. (20) Nuo tada NDM-1 i$plito visame pasaulyje (21) ir yra viena i$
dazniausiy karbapenemaziy Enterobacteriaceae ir A. baumannii bakterijose. (10, 12, 22) (2

lentelé)

2 lentelé. B klasés karbapenemazés




(German imipenemaz¢)

Karbapenemazé Bakteriju rasys, kuriose aptinkama
Acinetobacter baumannii
IMP Enterobacteriaceae
(imipenemaz¢) Pseudomonas aeruginosa
Serratia marcescens
VIM Esherichia coli
(Verona integrono koduojama metalo-3- Klebsiella pneumoniae
laktamazé) Pseudomonas aeruginosa
GIM Enterobacter cloacae

Pseudomonas aeruginosa

SIM (Seulo imipenemaze)

Acinetobacter baumannii

NDM
(Naujojo Delio metalo-B-laktamaz¢)

Acinetobacter baumannii
Enterobacteriaceae
Pseudomonas aeruginosa

1.2.3. C klasés B-laktamazés

C klasés B-laktamazés kelia daug terapiniy problemy, nes suteikia atsparumag

penicilinui, cefalosporinams (cefoksitinui ir cefotetanui) bei néra inhibuojamos klinikoje

naudojamais B-laktamaziy inhibitoriais, tokiais kaip klavulaliné riigstis. C klasés B-laktamazés

koduojamos chromosomos kai kuriose galimai patogeninése bakterijose: Acinetobacter spp.,

Aeromonas spp., Chromobacterium violaceum, Citrobacter spp., Enterobacter spp., Escherichia

coli, Morganella spp., Proteus rettgeri, P. aeruginosa, Serratia spp. ir Yersinia enterocolitica.

Plazmidziy koduojamos C klasés B-laktamazés aptinkamos K. pneumoniae, Klebsiella oxytoca,

Salmonella enteritidis, Proteus mirabilis, Salmonella senftenberg, Enterobacter aerogenes,

Pantoea agglomerans, S. marcescens ir E. cloacae bakterijy rasyse. (3 lentelé¢) Palyginus su

chromosomos koduojamais fermentais, plazmidziy koduojamos C klasés B-laktamazés sukelia

daugiau terapiniy problemy, nes perduodamos kitoms bakterijy rasims. (23)

3 lentelé. C klasés B-laktamazés

C klasés B-laktamazés koduojamos:

chromosomos

plazmidés

Acinetobacter spp.
Aeromonas spp.
Chromobacterium violaceum
Citrobacter spp.
Enterobacter spp.
Escherichia coli
Yersinia enterocolitica
Morganella spp.
Proteus rettgeri
Pseudomonas aeruginosa
Serratia spp.

Enterobacter aerogenes
Enterobacter cloacae
Klebsiella oxytoca
Klebsiella pneumonia
Pantoea agglomerans
Proteus mirabilis
Salmonella enteritidis
Salmonella senftenberg
Serattia marcescens

10



1.2.4. D klasés karbapenemazés

D klasés karbapenemazés, dar zinomos kaip karbapenemus hidrolizuojancios D klasés
B-laktamazés, turi labai didelés klinikinés reikSmés, nes aptinkamos daugelyje jvairiy Zmoniy
patogeny, tokiy kaip A. baumannii ir K. pneumoniae. (11) Skiriamos dvi pagrindinés filogenetiskai
susijusiy fermenty grupés: pirmajai grupei priklauso OXA-23, OXA-24/40, OXA-51 ir OXA-58
fermentai, kurie dazniausiai nustatomi A. baumannii bakterijoje. Antrajai grupei priklauso su
OXA-48 susije variantai: OXA-54, OXA-162, OXA-163 ir OXA-181. Sio tipo karbapenemazés
dazniausiai aptinkamos K. pneumoniae bakterijy rasyje. D klasés karbapenemaziy genai randami

tiek bakterijy chromosomoje, tiek plazmidése. (24)

1.3. Enterobacteriaceae, P. aeruginosa ir A. baumannii (EPA) rusiy genetiné struktiira

EPA riidys $iandien gerai zinomos kaip sukelian&ios hospitalines infekcijas. Sios bakterijos
gali lengvai ir greitai plisti tarp Zzmoniy per rankas, daiktus, uzkrésta maistg ar vandenj ir gali
keistis genetine medziaga per horizontaly geny perkélimg su plazmidémis arba transpozonais. (25)
Sios karbapenemazés gali biiti isskirstytos j koduojamas chromosomos ir koduojamas mobiliy
genetiniy elementy (transpozony, integrony ir plazmidziy). Serino karbapenemaziy fermentai,
tokie kaip SME, NMC-A ir IMI, yra maZiau aprayti EPA rasyse negu kitos karbapenemazés. Sios
karbapenemazés tokiose riiSyse kaip S. marcescens ir Enterobacter cloacae, kuoduojami
chromosomos ir labai retai siejami su mobiliais genetiniais elementais, todél ir EPA rasyse
aptinkami retai (11). Isskyrus IMI-2 koduojama plazmidés Enterobacter cloacae bakterijoje. (26)
Skirtingai nuo fermenty aptarty anksCiau, KPC ir GES fermentai daZniausiai koduojami
perduodamy tarp bakterijy plazmidziy. (11) Pirmasis KPC genas buvo atrastas dideléje
plazmidéje, koduojancioje KPC-1 karbapenemaziy fermenta. Netrukus po to buvo aprasytas KPC-
2 variantas, kuris §iuo metu yra labiausiai paplites KPC fermentas gram-neigiamose bakterijose ir
nuo KPC-1 skiriasi viena amino ragstimi. (27) (4 lentel¢) Vienas K. pneumoniae klonas ST-258,
turintis KPC-2 yra paplites visame pasaulyje, o tai paaiSkina platy blakpc2 geno paplitimg
bakterijose. Taciau neseniai praneSta, kad KPC-2 yra susij¢s tik su vienu mobiliu genetiniu
elementu — transpozonu Tn4401, kuris pasizymi aukStu transpozicijos dazniu. Tn4401
transpozonas, buidingas K. pneumoniae, buvo nustatytas P. aeruginosa plazmidéje pCOL-1. Tai
jrodo, kad transpozonai perduodami tarp EPA risiy. (28)

OXA tipo karbapenemaziy genai koduojami tiek chromosomos, tiek plazmidZiy.
Labiausiai aprasSytas OXA genas A. baumannii bakterijose, blaoxa-23, aptinkamas Tn2006
transpozone. Transpozonas Tn2006, esantis perduodamose plazmidése, daznai jsiterpia | A.

baumannii bakterijy chromosomoje esantj CoOmM gena.
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Metalo karbapenemaziy genai pirmiausia aprasyti P. aeruginosa bakterijy rasyje. IMP-1 ir
VIM genai aptinkami I klasés integrone. Metalo karbapenemaziy genai I klasés integrone yra
daznai susij¢ su genais, koduojanciais atsparumg aminoglikozidams (aacA4, aadAl, aadB). |
klasés integronas priklauso mobiliems integrony elementams, kurie skirstomi j penkias grupes ir
visada yra plazmidéje. I klasés integronai atlicka svarby vaidmen;j vykstant IMP ir VIM geny
sklaidai enterobakterijose.

4 lentelé. EPA riisys su joms budingomis karbapenemazémis

EPA grupés bakterija Budinga karbapenemazé
Pseudomonas aeruginosa GES, GIM, IMP, KPC, NDM, OXA, VIM
Acinetobacter baumannii GIM, IMP, KPC, NDM, OXA, VIM,

Enterobacteriaceae GES, GIM, IMP, KPC, NDM, OXA, VIM

1.4. Antibakteriniai vaistai — karbapenemai

Karbapenemai atlieka labai svarby vaidmenj tarp antibakteriniy vaisty. I§ Simty skirtingy
B-laktamy, karbapenemai pasizymi placiausiu aktyvumo spektru prie$ gram-teigiamas ir gram-
neigiamas bakterijas. Todél jie daznai naudojami kaip ,,paskutinés eilés agentai* arba kaip
,paskutinio pasirinkimo antibiotikai* pacientams, kuriy infekcijos ypac sunkios ir susijusios su
atspariomis bakterijomis. (29)

Karbapenemai pasizymi platesniu antibakteriniu veikimu nei kiti antibakteriniai vaistai,
tokie kaip penicilinai, cefalosporinai ar PB-laktamai. Stipriausiais karbapenemais prie§ gram-
teigiamas bakterijas laikomi imipenemas, panipenemas ir doripenemas. Meropenemas,
biapenemas, ertapenemas ir doripenemas efektyviausiai veikia prie$ gram-neigiamas bakterijas.
Svarbiausi karbapenemy aspektai yra: 1) ertapenemas pasizymi ribotu veikimo spektru, nes néra
toks aktyvus kaip imipenemas ar meropenemas prie§ P. aeruginosa; 2) meropenemas veikia
silpniau prie§s A. baumannii nei imipenemas ar doripenemas; 3) doripenemo MSK reikSmés yra
mazesnés lyginant su imipenemu ir meropenemu prie§ P. aeruginosa ir A. baumannii. Be to,
doripenemas yra maziausiai jautrus hidrolizei, kuriag vykdo karbapenemazés. Doripenemo
hidrolizé vyksta nuo 2 iki 150 karty léCiau nei imipenemo; 4) meropenemas turi unikaly
pritaikyma. Meropenemas kartu su klavulanine ragstimi efektyviai naikina Mycobacterium
tuberculosis bakterija, kuri paprastai yra atspari p-laktamams dél chromosomos koduojamos f3-
laktamazés. Sis gebéjimas nuslopinti arba visiskai sunaikinti M. tuberculosis yra nauja
karbepenemy savybé, o moksliniai tyrimai Sioje srityje sparciai auga. (30)

Deja, neseniai atsirades dauginis patogeny atsparumas Siy antibiotiky veikimui kelia didele

grésme visame pasaulyje.
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1.4.1. Karbapenemy veikimo mechanizmas

Karbapenemai, kaip ir kiti B-laktamai, sunkiai difunduoja per bakterijy Igsteliy sienelg.
(31) Apskritai per gram-neigiamy bakterijy sienele karbapenemai pereina per iSorinius membranos
baltymus - porinus. Peréje j periplazming ertme, karbapenemai prie peniciling suri$anciy baltymy
(PSB) iskart prijungia acilo grupe. PSB yra fermentai (pvz. transglikolazés, transpeptidazés ar
karboksipeptidazés) katalizuojantys peptidoglikano susiformavima bakterijy sieneléje. (32)
Karbapenemai veikia kaip PSB fermenty peptidazés domeny inhibitoriai ir gali slopinti peptidy
jungimasi vienas su kitu, taip pat ir kitas peptidaziy reakcijas, ko pasekoje stabdoma bakterijy
sieneliy sintezé. Pagrindinis veiksnys, suteikiantis karbapenemams tokj didelj veiksmingumg yra
galimybé suristi skirtingus PSB. (33) Lastelés sienelés formavimasis yra dinamiskas erdvinis
procesas, formavimasis ir autolizé vyksta tuo paciu metu. Nors PSB ir uzslopinti, autolizé vyksta

toliau. Galiausiai peptidoglikanas silpnéja ir 1astelé plysta dél osmosinio slégio skirtumy. (34)
1.4.2. Atsparumo karbapenemams mechanizmai

Dauguma gram-neigiamy biochemi$kai neaktyviy lazdeliy (pvz. Pseudomonas spp.,
Acinetobacter spp., Stenotrophomonas spp.), taip pat Enterobacteriaceae (pvz. Klebsiella spp.,
Escherichia coli, Enterobacter spp.) ir gram-teigiamy bakterijy (pvz. Staphylococcus spp.,
Streptococcus spp., Enterococcus spp., Nocardia spp.) $iuo metu jau yra arba tampa atsparios
beveik visiems kliniskai prieinamiems karbapenemams. Toks atsparumo did¢jimas kelia didele
grésme visuomenes sveikatai visame pasaulyje.

Atsparumo karbapenemams mechanizmai apima B-laktamaziy gamybg, iSmetimo pompas
ir mutacijas, kurios pakei¢ia poriny arba PSB raiska bei funkcija. Siy mechanizmy derinys yra
didelio atsparumo karbapenemams priezastis tam tikrose bakterijy riiSyse: Klebsiella pneumoniae,
Pseudomona aeruginosa ir Acinetobacter baumannii. (29)

Gram-teigiamy koky ir gram-neigiamy lazdeliy atsparumas karbapenemams yra nulemtas
skirtingy mechanizmy. Gram-teigiamuose kokuose atsparumas karbapenemams dazniausiai
pasireiSkia dél pakaitos PSB amino riigs¢iy sekoje arba naujo, karbapenemams atsparaus, PSB
gamybos. (35, 36) Gram-neigiamose lazdelése atsparumas karbapenemams pasireiskia dél B-
laktamaziy raiskos, iSmetimo pompy, poriny praradimo ir PSB poky¢iy. (37, 38)

Karbapenemazeés (B-laktamazés) yra pagrindis atsparumo antibiotikams mechanizmas,
veikiantis bakterijose. Sie periplazminiai fermentai hidrolizuoja B-laktaminius antibiotikus ir taip
uzkerta kelig vaistui pasiekti taikinj PSB. B klasés B-laktamazes B-laktamy inaktyvacijai naudoja
cinkg, 0 A, C ir D klasés B-laktamazés naudoja sering kaip nukleofila B-laktaminiam rySiui

hidrolizuoti. (29)
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1.5. Karbapenemaziy ir karbapenemams atspariy bakterijy paplitimas pasaulyje

Per pastaruosius 10 mety fiksuojamas vis didéjantis karbapenemaziy paplitimas. Klebsiella
pneumoniae karbapenemazé pirmiausia aptikta Jungtinése Amerikos Valstijose, o véliau visame
pasaulyje. Graikijoje ir Jungtinése Amerikos Valstijose S§io tipo karbapenemazé laikoma
endemiska. Apie metalo fermentus (VIM ir IMP) taip pat praneSama visame pasaulyje, tac¢iau piety
Europoje ir Azijoje jy paplitimas didesnis. Karbapenemazés OXA-48 tipas daugiausia nustatomas
Vidurzemio jiiros regione, Europos valstybése ir Indijoje. Naujausia identifikuota Naujojo Delio
metalo-p-laktamazé i pradziy uzfiksuota Jungtinéje Karalystéje, véliau Indijoje, Pakistane, o
dabartinis paplitimas apima visg pasaulj. (39)

Europos ligy prevencijos ir kontrolés centras 2012 metais pradejo ,,Europos
karbapenemazes gaminanc¢iy Enterobacteriaceae projekta™ (ang. EuSCAPE), kurio tikslas gilinti
Zinias apie karbapenemazes gaminan¢iy Enterobacteriaceae ir kity bakterijy epidemiologija. Sio
tyrimo duomenimis 2013 metais A. baumannii bakterijy, gaminané¢iy karbapenemazes aptinkama
beveik visose Europos valstybése. IS 38 tyrime dalyvavusiy Saliy vieninteléje Montenegro
valstybéje nenustatytas nei vienas karbapenemams atsparaus A. baumannii atvejis. Devyniose
valstybése nustatyti sporadiniai atvejai (Albanija, Austrija, Bosnija ir Hercegovina, Suomija,
Liuksenburgas, Malta, Nyderlandai, Norvegija ir buvusi Makedonijos Jugoslavijos respublika).
Pavieniai protriikiai ligoninése uzfiksuoti keturiose valstybése (Estija, Airija, Slovénija, Svedija),
o sporadiniai protriikiai ligoninése nustatyti SeSiose valstybése (Bulgarija, Danija, Lenkija,
Rumunija, Serbija ir Turkija). Vienolikoje valstybiy stebétas regioninis arba tarpregioninis
paplitimas (Belgija, Kipras, Cekijos respublika, Pranciizija, Vokietija, Vengrija, Kosovas,
Portugalija, Slovakija, Ispanija ir Jungtiné Karalysté). Apie endeming situacijg pranesé $esios
valstybés (Kroatija, Graikija, Izraelis, Italija, Latvija, Lietuva). To paties tyrimo duomenimis trys
Europos wvalstybés 2015 metais nenustaté nei vienos karbapenemazes gaminancios
enterobakterijos (Bosnija ir Hercegovina, Islandija, Kosovas). Trylikoje valstybiy uzfiksuotas
regioninis arba tarpregioninis paplitimas (Belgija, Kroatija, Danija, Pranciizija, Vokietija,
Vengrija, Airija, Izraelis, Lenkija, Rumunija, Slovakija, Ispanija, Jungtin¢ Karalyste¢). Keturios
valstybés pranesé apie endeming situacija (Graikija, Italija, Malta, Turkija). Devyniose Europos
valstybése aptikti tik sporadiniai atvejai: penkiose valstybése nustatytas protrukis vienoje
ligoninéje (Bulgarija, Suomija, Nyderlandai, Slovénija, Svedija), o keturiose valstybése pavieniai

protriikiai skirtingose ligoninése (Austrija, Cekijos respublika, Portugalija, Serbija). (40)
1.6. Karbapenemaziy ir karbapenemams atspariy bakterijuy paplitimas Lietuvoje

Karbapenemams atspariy A. baumannii padermiy procentas Lietuvos tre¢io lygio
medicinos centruose smarkiai padidéjo 2010 — 2011 mety laikotarpiu. Paplitimo daZnis
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karbapenemams atspariy bakterijy Salies ligoninése padidéjo nuo 4 % 2008 — 2009 metais iki 43
% uzfiksuoty 2011 metais. (41) Baltijos Salyse 2013 metais atlikto tyrimo metu
Enterobacteriaceae  Seimai  priklausanciose K. pneumoniae bakterijose, atspariose
karbapenemams, geny, lemian¢iy atsparuma neaptikta. Siose bakterijose atsparumas
karbapenemams siejamas su Kitais mechanizmais, tokiais kaip CTX-M fermento gamyba, porino
netekimas arba pokyciai bakterijy iSmetimo pompose. (42) Europos ligy prevencijos ir kontrolés
skyrius 2012 metais pradéjo ,,Europos karbapenemazes gaminanc¢iy Enterobacteriaceae tyrima™.
Sio projekto tikslas pagerinti Zinias apie karbapenemams atspariy bakterijy paplitima ir
epidemiologija, plésti supratima apie karbapenemams atspariy bakterijy plitimo mastus bei didinti
laboratorijy gebéjima diagnozuoti ir sekti karbapenemams atsparias bakterijas Europoje. Invazines
infekcijas sukelianc¢iy karbapenemams atspariy bakterijy, iSskirty i§ kraujo ir smegeny skyscio,
plitimo sekimas Lietuvoje tapo privalomas nuo 2014 mety. Laikotarpiu nuo 2014 mety sausio 1
dienos iki gruodzio 31 dienos pranesta apie Lietuvoje nustatyty 13 invaziniy karbapenemams
atspariy bakterijy atvejy:

e 2 atvejai OXA-48 gaminancios K. pneumoniae;

e 9 atvejai NDM gaminancios E. cloacae;

e 1 atvejis NDM gaminancios E. aerogenes;

e 1 atvejis VIM gaminancios E. cloacae.
Remiantis $iais duomenimis Lietuva priskirta pirmai epidemiologinei stadijai — sporadiniai atvejai.
(40)

Lietuvoje Nacionalinéje visuomenés sveikatos priezitiros laboratorijoje (NVSPL)
vykdoma infekciniy ligy sukéléjy laboratoriné stebésena. Remiantis NVSPL duomenimis
karbapenemams atspariy bakterijy proporcija Lietuvoje didéja. NVSPL 2014 mety duomenimis,
gautais i§ 13 mikrobiologijos laboratorijy visoje Lietuvoje, buvo tirtos 39 Enterobacteriaceae
Seimos bakterijy kultiiros, 1§ kuriy 31,7 % nustatytas atsparumas karbapenemams. Vienuolikos
tirty Pseudomonas aeruginosa bakterijy kultiiry atsparumas karbapenemams sieké 100 %. IS tirty
64 Acinetobacter baumannii bakterijy kultiiry, atsparumas karbapenemams sieké 98,4 %.
Invaziniy antibiotikams atspariy bakterijy ataskaitos duomenimis 2014 metais buvo tirtos 64
Acinetobacter baumannii bakterijy kultdros, i§ kuriy 1,6 % nustatytas vidutinis jautrumas
karbapenemams, 0 68,7 % - visiSkas atsparumas. IS tirty 721 Enterobacteriaceae Seimos bakterijy
kulttry, visiskas atsparumas karbapenemams nustatytas 0,27 % bakterijy. Istyrus 30 Pseudomonas
aeruginosa bakterijy kultiiry, visiskas atsparumas karbapenemams sieké 30 %. NVSPL 2015 mety
dauginiu atsparumu pasizymin¢iy bakterijy stebésenos ataskaitos duomenimis, gautais i§ 16
mikrobiologijos laboratorijy visoje Lietuvoje, karbapenemams atspariy bakterijy daugéja lyginant

su 2014 metais. NVSPL 2015 metais buvo tirta 81 Acinetobacter baumannii bakterijy kulttra, o
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atsparumas karbapenemams sieké 98,76 %. Enterobacteriaceae Seimos bakterijy atsparumas
karbepenemams nustatytas 39,58 % (tirtos 48 bakterijy kulthros). I$ tirty 18 Pseudomonas
aeruginosa bakterijy kultiiry, atsparumas nustatytas 88,89 %. Invaziniy antibiotikams atspariy
bakterijy ataskaitos duomenimis 2015 metais buvo tirta 100 Acinetobacter baumannii bakterijy
kultiiry, 1§ kuriy vidutinis jautrumas karbapenemams nustatytas 1 %, o visiSkas atsparumas — 82
% bakterijy kultiry. Taip pat buvo tirtos 854 Enterobacteriaceae Seimos bakterijy kultiiros,
vidutinis jautrumas karbapenemams siekée 0,12 %, o visiSkai atspariy bakterijy nenustatyta. IS tirty
56 Pseudomonas aeruginosa bakterijy kulttiry, vidutinis jautrumas karbapenemams sieké 1,79 %,

o visiskas atsparumas nustatytas 28,57 % bakterijy kulttry. (5, 6 lentelés) (43)

5 lentelé. Bakterijy atsparumas karbapenemams Lietuvoje

e e Atsparumas (%)
Bakterijy rusis 2014 metai 2015 metai
Acinetobacter baumannii 98,4 98,76
Enterobacteriaceae 31,7 39,58
Pseudomonas aeruginosa 100 88,89

6 lentelé. Invaziniy bakterijy (i§ kraujo ir smegeny skyscio) atsparumas karbapenemams

Lietuvoje
Atsparumas (%0)
Bakterijy risis 2014 metai 2015 metai
Vidutiniskai . VidutiniSkai i

. . Atsparios . . Atsparios

jautrios jautrios
Acinetobacter baumannii 1,6 68,7 1 82

Enterobacteriaceae - 0,27 0,12 -

Pseudomonas aeruginosa - 30 1,79 28,57

1.7. Fenotipiniai karbapenemaziy nustatymo metodai

1.7.1. Karbapenemazes gaminanciy bakterijy atranka

Karbapenemazes gaminanciy Enterobacteriaceae bakterijy atranka vykdoma pagal
Europos jautrumo antibiotikams tyrimy komiteto (angl. EUCAST) nustatytus kriterijus, atlickant
minimalios slopinancios koncentracijos (MSK) ir disky difuzijos testus. Karbapenemazes
gaminanciy bakterijy karbapenemy MSK vertés gali svyruoti Zemiau kliniskai reikSmingy verciy,
tod¢l karbapenemazes gaminanciy bakterijy aptikimui naudojamos EUCAST apibréztos
epidemiologinés ribinés vertés (ERV) (angl. ECOFF). Pagal ERV atskiriami laukinio tipo
mikroorganizmai (be atsparumo antibakteriniams vaistams) nuo ne laukinio tipo mikroorganizmy
(turi jgyta atsparumg antibakteriniams vaistams).

Karbapenemazes gaminanciy bakterijy

geriausiu jautrumu ir specifiSkumu.
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Ertapenemas pasiZymi puikiu jautrumu, bet prastu specifiSkumu. Atskyrimas tarp laukinio tipo ir

karbapenemazes gaminaciy bakterijy vertinant imipenemo ERV yra gana prastas, tod¢l tyrimo

rezultatai, gauti tik su imipenemu atrankai naudoti nerekomenduojami. (44) (7 lentelé)

atrankos epidemiologinés ribinés vertés (pagal EUCAST metodologija)

MSK (mg/L) Disky difuzijos zonos skersmuo
Karbapenemai (mm) su 10 pg diskais
o ERYV atrankos L ERV atrankos
JIM Kriterijus o JIM Kriterijus L
Kriterijus Kriterijus
Meropenemas <2 > 0,12 >22 <25
Imipenemas <2 >1 >22 <23
Ertapenemas <0,5 >0,12 >25 <25

Paaiskinimai: J — jautru, M — mazai jautru

Atrinkus potencialias karbapenemazes gaminancias bakterijas, atliekami patvirtinimo
tyrimai: sumaZzéjusio jautrumo karbapenemams rutininiai testai, fenotipiniai metodai
karbapenemaziy aptikimui. Tam naudojami disky difuzijos testai. Disky sudétyje yra meropenemo
ir jvairiy inhibitoriy, tokiy kaip boroniné rugstis, kuri inhibuoja A klasés karbapenemazes,
dipikoliné riigitis inhibuojanti B klasés karbapenemazes. Siuo metu néra inhibitoriaus slopinanéio
D klases karbapenemazes. Kloksacilinas, kuris slopina AmpC B-laktamazes, dedamas j testus tam,
kad buty galima diferencijuoti tarp padidintos AmpC gamybos su porino netekimu ir
karbapenemaziy gamybos. Pagrindinis §iy metody trukumas siejamas su atlikimo trukme, kuri
trunka iki 18 valandy.

Karbapenemy hidrolizés analiz¢ galima atlikti ir kitais metodais, tokiais kaip MALDI-TOF
masiy spektrometrija ar Carba NP testu. Taikant Siuos metodus karbapenemaziy gamyba galima
patvirtinti per keleta valandy, taciau néra pakankamai informacijos apie metody jautrumg bei

specifiSkuma. (45)
1.8. Molekuliniai genetiniai karbapenemaziy nustatymo metodai

Karbapenemaziy gamyba bakterijose taip pat patvirtinama molekuliniais genetiniais

metodais. Molekuliniai metodai laikomi standartiniais tiksliai karbapenemaziy geny
identifikacijai. Dauguma $iy metody pagristi polimerazés grandininés reakcijos (PGR)
technologija, taip pat gali biiti sekvenuojamas visas koduojantis regionas, jei reikia identifikuoti
B-laktamazés gena.

Mokslinése laboratorijose ir centruose karbapenemaziy genai dazniausiai identifikuojami
hibridizacijos metodais. Hibridizacijos metody ir Southern blotting metodo kombinacija

naudojama nustatyti ar karbapenemaze koduojantis genas yra chromosomoje ar plazmidéje. (45)
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Siuo metu daugelis klinikiniy laboratorijy, sickdamos i§spresti problemas susijusias su
fenotipiniais metodais ir sumazinti nustatymo laika, naudoja PGR pagristus metodus. Taikant PGR
metodag su grynomis kolonijomis, rezultatus galima gauti per 4 — 6 valandas, o pats metodas
pasizymi puikiu jautrumu ir specifiSkumu. PGR pagrjsti metodai apima paprastg arba dauging
PGR, o tikro laiko PGR dar labiau sutrumpina nustatymo laikg. Neseniai pradétas taikyti ir
mikrogardeliy metodas, kuriuo galima greit ir patikimai aptikti daugialypi atsparumg
antibakteriniams vaistams lemiancius veiksnius. (46, 47)

Pagrindiniai molekuliniy metody triikumai yra jy kaina ir kvalifikuoty specialisty poreikis.
Papildoma problema siejama su tuo, kad atsparumo geny sritis yra i§ anksto numatyta, todél Siais

metodais negalima aptikti naujy karbapenemaziy geny tipy.

1.8.1. PGR metodai

Jei jtariama, kad bakterija gamina karbapenemazg, grei¢iausias biidas nustatyti, kuriai
B-laktamaziy Seimai priklauso §i karbapenemazé yra atlikti PGR. Atlikta daugybé tyrimy, kuriuose
PGR naudojama aptikti karbapenemazes tipa. Queenan ir Bush savo publikacijoje paskelbé
pradmenis, kuriuos galima naudoti atlickant PGR be modifikacijy ir nustatyti Siuvo metu zinomas
karbapenemaziy Seimas ir subgrupes. (48)

Sparciai did¢jantis karbapenemazes gaminanciy bakterijy daznis jrodo bitinybe turéti
irankius protrikiy kontrolei ir plitimo sekimui kiekvienos Seimos karbapenemaziy geny tipui.
Ellington su kolegomis 2007 metais iSvysté¢ dauginés PGR metoda, kuriuo galima aptikti ir
diferencijuoti penkias skirtingas metalo-p-laktamaziy (MBL) geny Seimas (VIM, IMP, SPM, GIM
ir SIM) vienos reakcijos metu. Metodas veiké puikiai, buvo aptikti ir atskirti visi referentiniai
kamienai, taip pat rasti IMP ir VIM aleliai visose tirtose padermése. (49) Véliau publikuota
daugiau S$io metodo patobulinimy, kuriais galima identifikuoti vis daugiau karbapenemaziy geny,
tokiy kaip KPC, NDM, OXA-48. Dallenne ir kity 2011 metais iSleistas dar vienas metodo
patobulinimas, kuriuo siekta aptikti daugumg geny, koduojanciy kliniskai svarbias B-laktamazes,
lemiancias atsparumg tre¢ios kartos cefalosporinams ir karbapenemams. (50) Voets ir kity
patobulinime i$vystytos septynios dauginés PGR reakcijos plazmidziy koduojamy AmpC -
laktamaziy (ACC, ACT, DHA, CMY, FOX, LAT, MIR, MOX), metalo karbapenemaziy (GIM,
NDM, SIM, SPM), serino karbapenemaziy (IMI, SME, NMC-A) ir OXA B-laktamaziy (OXA-23,
-24, -48, -1, -2, -51, -4, -58) aptikimui. Sios publikacijos autoriai naudojo keturias daugines PGR
reakcijas 1§ Dallenne ir kity tyrimo, geny koduojanciy CTX-M, SHV, GES, VEB, PER, KPC,
VIM, IMP B-laktamaziy aptikimui. Visos dauginés PGR reakcijos buvo apjungtos | vieng
amplifikacijos protokola. (51)
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Endimiani ir kiti, 2011 metais pristat¢é PGR pagrijsta metoda blakec geno
Enterobacteriaceae bakterijy $eimoje aptikimui ir identifikacijai. (48) Sios technikos metu
naudojama PGR Kkartu su elektropurkstuvinés jonizacijos — masiy spektrometrijos technologija. Si
technika yra perspektyvi genotipavimo sistema su aukstu dauginiu pajégumu ir gali aptikti vienos
bakterijy padermés skirtingus genus. Sistema taip pat gali aptikti vieno nukleotido polimorfizmus,

iskaitant mutacijas del kuriy pakinta amino rugstis.

1.8.2. Tikro laiko PGR metodai

Keletas dauginiy TL-PGR protokoly, dar labiau sumazinanciy karbapenemaziy geny
aptikimo laika, buvo iSvystyti moksliniy tyrimy grupiy tuo paciu metu. Tikro laiko PGR metodu
vertinant lydymosi kreives galima tiksliai atskirti skirtingus karbapenemaziy geny variantus.
Mendes ir kiti, (53) 2007 metais aprasé pirmajj dauginj tikro laiko PGR protokola geny,
koduojan¢iy MBL fermentus, nustatymui (IMP, VIM, SPM-1, SIM-1, GIM-1). MBL
identifikacija buvo paremta buidingu amplikono lydymosi piku. Tyrime, publikuotame po keletos
meénesiy, tikro laiko PGR metodu specifiskai identifikuoti blavim ir blaive genai gram-neigiamose
bakterijose. Visos procediiros laikas truko maziau nei 1 valanda. (54) Tyrimo autoriai parodé¢, kad
tikro laiko PGR produkty lydymosi kreiviy analizé genus i$skirsté j keturias grupes: 1) blaviv-1; 2)
blavim-2; 3) blaime-1; 4) blaivpe-2.

Chen ir kiti, 2011 metais i§vysté dauging tikro laiko PGR gebancig identifikuoti blakpc
geno variantus. Si dauginé tikro laiko PGR technika nuo kity PGR pagristy techniky skiriasi tuo,
kad naudojami molekuliniai Svyturio zondai, kuriy pagalba galima aptikti vieno nukleotido
polimorfizmus. Taip pat Sia technika galima atskirti skirtingus blakec variantus, reikSmingus
epidemiologiniu ir evoliuciniu pozitriu. Véliau Chen ir kiti, (55) naudodami molekulinius §vyturio
zondus, i8vysté daugine tikro laiko PGR, kuria galima identifikuoti epideminj K. pneumoniae
ST258 klona ir blakpc karbapenemazés gena vienos reakcijos metu. Si technika pasizyméjo puikiu
jautrumu (100%) ir specifiSkumu (100%).

Monteiro ir kiti, (56) istobulino vieng dauginés tikro laiko PGR protokola, kuriuo
galima identifikuoti labiausiai paplitusius serino karbapenemaziy (KPC, GES, OXA-48) ir metalo
karbapenemaziy (IMP, VIM, NDM) tipus eneterobakterijy izoliatuose, panaudojant didelés
skiriamosios gebos lydymosi kreives. Visa procediira, jskaitant DNR iSskyrimg, meéginiy
paruo$img, dauginés PGR reakcijg ir rezultaty analizg, truko 3 valandas.

Visi aukSciau aptarti tikro laiko PGR protokolai pasizyméjo 100 % jautrumu ir
specifiskumu. Sie rezultatai rodo, kad tikro laiko PGR yra patikimas ir greitas metodas labiausiai

paplitusiy karbapenemaziy geny aptikimui. Dél Sios priezasties molekuliniai metodai turéty biiti
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naudojami Kkarbapenemaziy geny aptikimui, kad biity galima kontroliuoti jy epidemiologinj

plitima.
1.9. Karbapenemaziy nustatymo svarba

Karbapenemaziy nustatymas svarbus tiek epidemiologiniu infekcijy kontrolés, tiek ir
klinikiniu pozitriu. Karbapenemazés suteikia gram-neigiamoms bakterijoms atsparumg ne tik
karbapenemams, bet ir kitiems p-laktaminiams antibiotikams. Sios atsparios bakterijos ne visada
sukelia specifines klinikines infekcijas, dauguma pacienty, kolonizuoti karbapenemazes
gaminanc¢iomis bakterijomis lieka asimptominiai. Tokie pacientai yra potencialus hospitaliniy ir
visuomeniniy infekcijy Saltinis, nes karbapenemams atsparios bakterijos, esancios zarnyne, gali
perduoti atsparumg kitoms zarnyno bakterijoms arba saglygoti infekcijy plitima per neplautas
rankas ar salytj su ne$variais pavirsiais, uzterstais fekalijomis (stalai, kédés, dury rankenos). Siuo
atveju karbapenemaziy nustatymas yra svarbus tam, kad karbapenemazes gaminancios bakterijos
neisplisty neaptiktos ir nesukelty nekontroliuojamo atsparumo problemy. (2) Karbapenemaziy
nustatymas turi svarbos ir klinikiniu pozitiriu. Nenustacius karbapenemaziy, pacientai gali gauti
netinkamg gydymg. Karbepenemazes gaminanciy bakterijy sukeliamos infekcijos jvairios, o
gydymui daZnai nepakanka vieno aktyvaus vaisto. Siuo metu vis daZniau taikoma kombinuota
terapija su bent dviem aktyviais vaistais, o jei bent vienas i§ §iy vaisty yra karbapenemas
reik§mingai padidéja paciento iSgyvenamumo galimybé. (3) Klinikiniu pozitiriu karbapenemaziy

nustatymas svarbus tinkamo gydymo parinkimui, o tai padidina pacienty iS§gyvenamumo tikimybe.

2. TYRIMO METODAI IR APIMTIS

Tyrimas atliktas 2016 - 2017 metais Vilniaus universiteto ligoninés Santaros kliniky

Laboratorinés medicinos centro Mikrobiologijos laboratorijoje.
2.1. Méginiy rinkimas

Enterobacteriaceae Seimos ir Pseudomonas genties bakterijos, fenotipiskai atsparios
karbapenemams, atrinktos VUL Santaros kliniky LMC Mikrobiologijos laboratorijoje. Tyrimui

buvo atrinkti 120 Enterobacteriaceae Seimos ir 143 Pseudomonas genties izoliatai.

2.2. Mikroorganizmy kultiiros SvieZinimas

Mikroorganizmy Saldymui tinka tik Sviezia, gryna mikroorganizmy kultiira, todél pries§
Saldymg kultiira buvo $viezinama. Su sterilia bakteriologine kilpele buvo paimama truputis

kulttiros ir uZs¢jama (inokuliuojama) ant kraujo agaro be priedy. Kraujo agaras su inokuliatu buvo

20



inkubuojamas termostate (Memmer, Vokietija) 36°+1°C 12 valandy. Po inkubacijos Sviezia

kultiira iskart buvo Saldoma -80°C temperatiiroje.

2.3. Mikroorganizmuy kultiiros Saldymas

Mikroorganizmai buvo Saldomi VIABANK (Medical Wire & Equipment, Jungtiné
Karalyst¢) $aldymo buteliuke. Saldymo buteliuke yra maziausiai 20 keramikiniy rutuliuky,
padengty kriogeniniu konservavimo tirpalu.

Saldymo eiga: pirmiausia ant buteliuko uZraomas $aldomo mikroorganizmo kodas.
Naudojant sterily vatos pagaliukag buvo paimama S§viezia, gryna mikroorganizmo kultiira.
Atkemsamas Saldymo buteliukas. Sterilus vatos pagaliukas su kultiira buvo jneSamas j buteliuko
vidy, o kulttira paskirstoma tarp rutuliuky Svelniai buteliukg suvartant. Po suvartymo sterilia pipete
buvo nusiurbiamas perteklinis konservavimo tirpalo kiekis. Buteliukas uzkimstas ir perkeltas
laikymui  Saldiklj -80°C.

Saldyti ne visi gauti méginiai. Duomenys apie méginius atrinkti i§ Laboratoriniy tyrimy
informacinés sistemos, dublikatai atmesti ir | imtj nepateko. Apie méginius surinkta papildoma
informacija:

1. Fenotipiniais metodais nustatytas bakterijy rusis;

2. Laboratorijos registracijos numeris bei paciento ligos istorijos numeris (8i informacija
reikalinga pasikartojan¢iy méginiy atmetimui);
Paciento, 1§ kurio paimtas méginys, lytis ir amZius;
Tiriamoji medziaga — 1§ kokio biologinio skysCio ar audinio paimtas méginio pasélis;

Eminio priémimo data laboratorijoje;

o 0o k~ w

VUL Santaros kliniky skyrius ar kitos jstaigos diagnostinis padalinys, kuriame paimtas

meéginys.

2.4. Tiriamosios medZiagos paruoSimas
2.4.1. Saldyty méginiy SvieZinimas

Tolesniam molekuliam tyrimui buvo paruosiama bakterijy DNR. Bakterijy DNR
paruoSimui reikalinga Sviezia bakterijy kultira, tod¢l uzSaldytos bakterijy kultiiros buvo
Sviezinamos. VIABANK Saldymo buteliukas buvo atSildomas kambario temperatiiroje. IS
VIABANK buteliuko su bakteriologine kilpele buvo paimamas vienas keramikinis rutuliukas ir
iSvedziojamas po McConkey agaro l¢kstele. LekStelés inkubuotos termostate 12 valandy 36°+1°C

temperatiiroje. Po inkubacijos paruosta bakterijy DNR.
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2.4.2. Bakterijy DNR paruoSimas

Bakterijy DNR paruoSimui buvo naudojama terminés bakterijy Iasteliy lizés metodika.
Veikiant bakterijy suspensija aukSta temperatiira suyra bakterijy lasteliy sienel¢ ir plazminé
membrana, o laisva DNR lieka supernatante. Pagal §iag metodika 200 ul distiliuoto vandens yra 10°
bakterijy Igsteliy. | sterilius 1,5 ml Eppendorf tipo mégintuvélius su pipete jpilta 200 ul distiliuoto
vandens. Su bakteriologine kilpele paimta viena bakterijy kultiros kolonija nuo McConkey agaro
ir suspenduota prie§ tai paruostame Eppendorf tipo mégintuvélyje. Suspensija buvo kaitinama
elektrinéje vandens vonelé¢je TS-100 (Biosan, Latvija) 99°C temperattiroje 10 min. Po kaitinimo
suspensijos buvo centrifuguojamos 5415R centrifuga (Eppendorf AG, Vokietija) 1000 apsisukimy
per minute greiciu 5 minutes (pagal Ali A Dashti ir kiti, 2009). Pagaminti bakterijy lizatai perkelti
laikymui j Saldiklj -20°C temperatiiroje.

2.5. Tikro laiko polimerazés grandininé reakcija

TL-PGR - tai molekulinés biologijos metodas, naudojamas vienu metu pagausinti norimag
DNR fragmenta ir kiekybiskai jvertinti produkto kiekj. Sis metodas leidZia realiu laiku jvertinti,
ar gausinama seka, ir nustatyti jos kopijy skai¢iy méginyje. Metodo esmé — vykdoma DNR
fragmento amplifikacija, kurios metu naudojamos fluorescuojancios zymés ir po kiekvieno TL-
PGR ciklo pagal fluorescencijos intensyvumg nustatomas susidariuso produkto kiekis.
Fluorescencijos intensyvumui nustatyti naudojami fluorescencinémis Zymémis zyméti
oligonukleotidiniai zondai (TagMan). Tyrimui naudojama automatizuota sistema, dél kurios

amplifikacijos reakcija ir pagausinto produkto kiekio nustatymas vyksta vienu metu. (57)

2.5.1. TL-PGR naudojamos medZiagos ir jranga

- Laminaras (AirClean Systems, JAV);
- Mégintuvéliy centrifuga FV-2400 (Biosan, Latvija);
- Vienkartinés pirStineés;
- Termocikleris su fluorescencine detekcija Rotor — Gene — RG — 3000 (Corbett research,
Australija);
- Sterilts 1,5 ml Eppendorf tipo mégintuvéliai,
- Sterilts 0,1 ml mégintuvéliai (Qiagen, Vokietija);
- Automatinés pipetés su vienkartiniais antgaliais (10 pl, 20 pl, 100 pl, 200 pl);
- TL-PGR komponentai:
o Dejonizuotas vanduo;
o IS8skirta bakterijy DNR;
o SensiMix II Probe (2X) (Bioline, Jungtiné Karalyst¢);
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o Dauginés TL-PGR pradmeny ir zondy miSiniai.

Tikro laiko polimerazés grandininei reakcijai parinkti pradmenys ir zondai aptinkantys
blagim, blaive, blakec, blanowm, blaoxa-s ir blavim genus, koduojancius tam tikras karbapenemazes:
e Dblagiv — koduoja German imipenemaze;
e Dblavp — koduoja imipenemazg;
e Dblakpc — koduoja Klebsiella pneumoniae karbapenemazg;
e blanom — koduoja Naujojo Delio metalo-B-laktamaze;
e Dblaoxa4s — koduoja karbapenemus hidrolizuojancig oksacilinazg;
¢ Dblaviv — koduoja Verona integrono koduojama metalo-B-laktamazg.

Pradmenys parinkti naudojant Informax Vector NTI Suite AlignX modulj (versija
9.0.0.393) ir jJPCR programas. Kadangi geny, koduojanciy ta pacig karbapenemazg, yra keletas
varianty, besiskirian¢iy vienu ar daugiau nukleotidy, naudojantis AlignX ir NCBI (angl. National
Center for Biotechnology Information) duomeny baze, pradmenys parinkti taip, kad apimty visus
vieng karbapenemaz¢ koduojanciy geny variantus. NCBI duomeny bazéje buvo surastos geny
varianty sekos ir perkeltos j AlignX modulj. Jkélus sekas j AlignX modulj matomi seky
konservatyviis regionai bei skirtumai tarp seky. Konservatyviuose seky regionuose, naudojant
JPCR programg, buvo parinkti pradmenys bei zondai, reikalingi tikro laiko polimerazés

grandininei reakcijai. (8, 9 lentelés)

8 lentelé. Tikro laiko polimerazés grandininéje reakcijoje naudoti oligonukleotidiniai

pradmenys
Pradmuo Nukleotidy seka (5’ — 3°) Ai:g'ios' '(‘B%r)'o
GIM CTATCCAGGTGCTGGGCATACAG (F) 116
(blacim) CTACGTAACCTAAGCCTTCCCAC (R)
P TGGTTTGTAGGGCGCGGCT (F1)
(blane) TGGTTTGTGGARCGTGGCT (F2) 116
TCAGATGCATACGTGGGRATWGATYGAGA (R)
KPC CGATACCACGTTCCGTCTGGAC (F) 105
(blaxpc) TGTAAGCTTTCCGTCACGGC (R)
NDM GAAGCTGAGCACCGCATTAGC (F) 153
(blanpw) GTGTGCTGCCAGACATTCGG (R)
OXA-48 GCGTGTATTAGCCTTATCGGCTGTG (F) 145
(blaoxa.s) CTCATTCCAGAGCACAACTACGCC (R)
VIM GTGCGCTTCGGTCCMGTAGA (F) 67
(blavi) GCCATTCAGCCARRTYGGCATC (R)

9 lentelé. Tikro laiko polimerazés grandiningje reakcijoje naudoti oligonukleotidiniai zondai
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Zondas Nukleotidy seka (5° — 3°)

(b?a:L\fIM) FAM-TGACTCCTCACGAGGCAGCCACC-BHO1
(b'l';’l'h'jp) HEX-TAGCGACAGYACRGGHGGAATAGAGTG-BHO1

KPC FAM-TGAACTCCGCCATCCCAGGCG-BHOQ1
(blakec)

NDM HEX-TCGCCAAACCGTTGGTCGCCAG-BHQ1
(blanpm)

OXA-48

FAM-TGCCWGCGGTAGCAAAGGAATGGC-BHQL

(blaoxa-48)

(b\l/e:IV\.AM) HEX-TCTATCCTGGTGCTGCGCATTCGRSC-BHQ1

Paaiskinimai: W — A arba T nukleotidas, M — A arba C nukleotidas, R — A arba G nukleotidas,
Y —C arba T nukleotidas, S — C arba G nukleotidas

Tikro laiko polimerazés grandininés reakcijos salygos optimizuotos naudojant teigiamy ir

neigiamy kontroliy kultiras.

(2 paveikslas) Kaip teigiamos kontrolés buvo naudotos

Enterobacteriaceae Seimos bakterijos su Zinomais karbapenemaziy genais. Kultiiros gautos i§

Baltijos $aliy antimikrobinio atsparumo tinklo (angl. BARN), esan&io Svedijoje. (71)

KPC

NDM

OXA-48

a
—_— ——————— = ‘:E—é —— -

IMP

GIM

VIM

2 paveikslas. KPC, NDM, OXA-48, IMP, GIM ir VIM teigiamy ir neigiamy kontroliy

amplifikacijos kreivés

Optimizavus tikro laiko polimerazés grandininés reakcijos salygas buvo atliekamos

tiriamyjy méginiy TL-PGR. Laminare paruosti trys skirtingi dauginés TL-PGR pradmeny, zondy
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bei vidinés kontrolés misiniai. Vidinei amplifikacijos kontrolei naudota plazmidé IC 1/10%

koduojanti bakterijoms nebtidinga dirbting DNR seka. (10, 11, 12 lentelés ir 3 paveikslas)

10 lentelé. Tikro laiko polimerazés grandiningje reakcijoje naudoti vidinés kontrolés pradmenys

ir zondas
Pradmenys ir zondas Nukleotidy seka (5 — 3°)
Pradmuo F CCGAGGACGAAATGGAAGTG
Pradmuo R GGTGATGTTCTGAGTACATAGCGG
Zondas ROX-AAGGTGAACGTGGATGAAGTTGGTGG-BHQ2

Fluorescencijos intensyvumas

20

25
Cikly skaiGius

30 35

3 paveikslas. Tiriamyjy méginiy vidinés kontrolés amplifikacijos kreivés

11 lentelé. KPC ir NDM pradmeny ir zondy misinys, GIM ir VIM pradmeny ir zondy miSinys

. Medziagu . Medziagy
Reagentai Kiekiai (ul) Reagentai Kiekiai (ul)
ddH.0O 12,5 ddH20 12,5
KPC pradmuo F (100 uM) 5 GIM pradmuo F (100 uM) 5
KPC pradmuo R (100 uM) 5 GIM pradmuo R (100 uM) 5
KPC zondas (100 uM) 2,5 GIM zondas (100 uM) 2,5
NDM pradmuo F (100 uM) 5 VIM pradmuo F (100 uM) 5
NDM pradmuo R (100 uM) 5 VIM pradmuo R (100 uM) 5
NDM zondas (100 uM) 2,5 VIM zondas (100 uM) 2,5
Vidinés kontrolés pradmuo F 5 Vidinés kontrolés pradmuo F 5
(100 uM) (100 uM)
Vidinés kontrolés pradmuo R 5 Vidinés kontrolés pradmuo R 5
(100 uM) (100 uM)
Vidinés kontrolés zondas 25 Vidinés kontrolés zondas 25
(100 uM) ’ (100 uM) ’
enaras KIeKis enaras KIeKis
Bendras Kieki 50 Bendras Kieki 50

12 lentelé. OXA-48 ir IMP pradmeny ir zondy miSinys
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Reagentai

Medziagy kiekiai (ul)

ddH20 7,5

OXA-48 pradmuo F (100 uM) 5
OXA-48 pradmuo R (100 uM) 5
OXA-48 zondas (100 uM) 2,5

IMP pradmuo F(1) (100 uM) 5

IMP pradmuo F(2) (100 uM) 5

IMP pradmuo R (100 uM) 5
IMP zondas (100 uM) 2,5

Vidinés kontrolés pradmuo F (100 uM) 5
Vidinés kontrolés pradmuo R (100 uM) 5
Vidinés kontrolés zondas (100 pM) 2,5
Bendras kiekis 50

TL-PGR reakcijos miSinys ruostas i§ SensiMix II Probe (2X) miSinio, pradmeny ir zondy miSinio,

vidinei kontrolei naudojamos plazmidés IC 1/10% ir bakterijy DNR. (13 lentelé)

13 lentelé. Tikro laiko polimerazés grandininés reakcijos misinio komponentai

Reagentai Medziagy kiekiai reikalingi vienai reakcijai (ul)
ddH20 6,186
SensiMix Il Probe (2X) 75
Pradmeny ir zondy miSinys 0,3
Plazmideé IC 1/10° 0,014
DNR 1
Bendras kiekis 15

ParuoStas TL-PGR reakcijos miSinys iSpilstytas j 0,1 ml sterilius mégintuvélius po 14 pl. |

meégintuvélius pridéta po 1 pl bakterijy DNR. Mégintuvéliai buvo sudedami j amplifikatoriy Rotor
— Gene RG — 3000. Paleista TL-PGR programa. (14 lentelé)

14 lentelé. TL-PGR cikly eiga

Etapai Temperatiira Laikas
DNR denatiiracija 95°C 10 min
DNR denatiiracija 95°C 20s
Pradmeny prikibimas,
méginiy fluorescencijos 40 cikly 60°C 60 s
signalo detekcija
Naujos grandinés sintezé 72°C 10s
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2.5.2. TL-PGR rezultaty analizé

TL-PGR rezultatai buvo analizuojami pagal gautas amplifikacijos kreives, kurios
susidaro, kai kiekvieno méginio fluorescencijos signalas nubréziamas priklausomai nuo cikly
skaiCiaus. Tyrime taikytas dauginés TL-PGR metodas, kuriuo vienos reakcijos metu viename
mégintuvélyje vyksta trijy taikiniy detekcija (du tiriamieji genai ir viena vidinés kontrolés seka).
Tiriamyjy geny poros dauginei TL-PGR parinktos taip, kad geny aptikimui naudojami pradmenys
ir zondai nesihibridizuoty tarpusavyje. Dauginés TL-PGR geny poros:

- blakpc ir blanpwm;

- blagmir blaviv;

- blaoxa-ss ir blavp.
Dauginéje TL-PGR naudoti TagMan zondai. TagMan zondai yra sekai specifiniai
oligonukleotidiniai zondai, turintys fluorescuojanciag zyme ir fluorescencija slopinancig zyme.
Fluorescuojanti Zymé pritvirtinta zondo 5° gale, o slopinanti zymé — 3¢ gale. Per PGR pradmeny
prisijungimo ir naujos grandinés sintezés etapus, zondas suskaldomas dél 5° — 3° Tag DNR
polimerazés egzonukleazinio aktyvumo. Tokiu biidu fluorescuojanti zymé atskiriama nuo
slopinancios zymés, 0 fiksuojama fluorescencija yra proporcinga susikaupusio PGR produkto
Kiekiui.

Dauginéje TL-PGR naudoti zondai pazyméti skirtingomis fluorescuojanciomis Zymémis.
GIM, KPC ir OXA-48 zondai pazyméti 6-karboksifluoresceino (FAM) fluorescuojancia zyme,
kuri fluorescuoja zalia spalva. FAM absorbuoja 495 nm ilgio bangas, o iSspinduliuojamy bangy
ilgio maksimumas siekia 520 nm. Tokio ilgio bangas geba uzfiksuoti TL-PGR amplifikatoriuje
esantis  fluorescencijos  detektorius. VIM, NDM ir IMP zondai paZyméti 6-
heksachlorofluoresceino (HEX) fluorescuojancia Zyme, kuri fluorescuoja geltona spalva. HEX
absorbuoja 535 nm ilgio bangas, o iSspinduliuojy bangy ilgio maksimumas siekia 556 nm,
fiksuojamus detektoriaus. Vidinés amplifikacijos kontrolés zondas pazymétas 5-karboksi-X-
rodamino (ROX) fluorescuojancia zZyme, kuri fluorescuoja oranzine spalva. ROX absorbuoja 576
nm ilgio bangas, o iSspinduliuoja 601 nm ilgio bangas, kurias geba uZfiksuoti amplifikatoriaus
fluorescencijos detektorius.

TL-PGR metu DNR kiekis matuojamas po kiekvieno ciklo fluorescenciniy dazy pagalba.
Did¢jant dazy kiekiui didéja ir fluorescencinis signalas, kuris yra proporcingas susidariusiy PGR
produkty (amplikony) skai¢iui. Duomenys surinkti reakcijos eksponentinés fazés metu suteikia
kiekybinés informacijos apie amplifikacijos taikinio pradinj kiekj. Fluorescencijos pokyciai
vykstant reakcijai matuojami amplifikatoriuje esanciu detektoriumi. Brézdamas fluorescencijos
signalo priklausomybe nuo cikly skaiciaus, TL-PGR amplifikatorius sukuria amplifikacijos kreive,

kuri atspindi produkto kaupimasi visos PGR reakcijos metu.
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2.6. Statistiné duomeny analizé

Statistiné duomeny analiz¢ buvo atlikta naudojant laisvos prieigos statistinj duomeny
paketa R (versija 3.3.3). Sapiro ir Vilko testu (angl. Shapiro-Wilk test) buvo tikrinama ar
kiekybiniai duomenys yra pasiskirste pagal normalyjj skirstinj. Jei duomenys pasiskirste pagal
normalyjj skirstinj, analizei naudotas Stjudento (t) kriterijus (angl. Student ‘s t-test) (dviejy im¢iy
vidurkiams palyginti). Jei duomenys pasiskirst¢ ne pagal normalyjj skirstinj, analizei naudotas
Vilkoksono testas (angl. Wilcoxon test) (neparametriniams dydziams). Kiekybiniai duomenys,
pasiskirste pagal normalyjj skirstinj pateikiami vidurkiais su standartiniu nuokrypiu (X £ SN), 0
duomenys, kurie nepasiskirste pagal normalyjj skirstinj apibiidinami naudojant mediang ir
tarpkvartilinj plotj (Md = IQR). Pirsono chi kvadrato (X?) kriterijus (angl. Pearson ‘s Chi-squared
test) ir tikslusis Fiserio testas (angl. Fisher's exact test) (mazoms imtims ir kai tikétiny dazniy yra
maziau nei 5) taikytas kokybiniy poZymiy ry$iui nustatyti. StatistiSkai reikSmingas skirtumas tarp

grupiy apibréztas, jei reik§mingumo lygmuo p < a, kur a = 0,05.

3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Enterobacteriaceae Seimos bakterijy tyrimo rezultatai

3.1.1. Tiriamyjy amZiaus vidurkio nustatymas ir Enterobacteriaceae §eimos bakterijy
pasiskirstymo tarp ly¢iy jvertinimas

Tyrimui buvo atrinkta 120 Enterobacteriaceae Seimos bakterijy izoliaty, atitinkanciy
potencialiy karbapenemaziy gamintojy kriterijus. Sie izoliatai turéjo padidéjusias MSK reik§mes
karbapenemy grupés vaistams: MSK reik§més imipinemui > 1 mg/L, o meropenemui — > 0,12
mg/L.

Tiriamyjy, kuriems buvo iSauginti Enterobacteriaceae Seimos bakterijy klinikiniai
izoliatai, vidutinis amzius sieké 54,74 + 17,29 metus. Jauniausias tiriamasis buvo 2 mety, o
vyriausias — 92 mety amziaus. I§ viso tyrime buvo 68 vyrai ir 48 moterys. Vyry vidutinis amzius
buvo 59 + 18,25 metai. Jauniausias vyriskos lyties tiriamasis buvo 2 mety, o vyriausias — 92 mety
amziaus. Motery vidutinis amzius sieké 58,5 = 18,50 metus. Jauniausia moteris buvo 21 mety, o
vyriausia — 83 mety amziaus. Vidutinis amzius tarp vyry ir motery statistiSkai reik§Smingai
nesiskyré (p = 0,928).

Tiek vyrams, tiek moterims dazniausiai buvo iSauginti K. pneumoniae izoliatai. Moterims
— 40 (38,8 %), o vyrams 63 (61,2 %) izoliatai. Kity Enterobacteriaceae Seimos bakterijy rasiy
buvo iSauginti pavieniai izoliatai. Moterims buvo iSauginti 2 (100 %) E. asburiae, 2 (100 %) E.
cloacae, 2 (66,7 %) S. marcescens, 1 (100 %) E. kobei ir 1 (100 %) E.coli izoliatai. Vyrams

iSauginti 2 (100 %) E. aerogenes, 1 (100 %) C. freundii ir 1 (33,3 %) S. marcescens izoliatai.
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Nustatyta, kad j tyrimg jtraukty ir padidéjusias MSK reikSmes karbapenemams turéjusiy
Enterobacteriaceae Seimos bakterijy daznis statistiskai reikSmingai priklausé nuo vyriskos lyties
(p = 0,04). (15 lentel¢) Padidéjusias MSK reikSmes karbapenemams turi ir karbapenemazes
gaminancios, ir karbapenemaziy negaminancios, ta¢iau karbapenemams atsparios bakterijos. S.
Mariappan ir Kiti, 2017 metais Indijoje atliko tyrima, kuriuo siekta iSsiaiSkinti karbapenemazes
gaminanciy Enterobacteriaceae seimos bakterijy sukelty infekcijy rizikos veiksnius. (58) Tyrime
buvo palyginti karbapenemazes gaminantys ir karbapenemaziy negaminantys, taCiau atsparts
karbapenemams Enterobacteriaceae seimos izoliatai. Tyrimo rezultatai atskleidé, kad vyriska lytis
yra reikSmingas rizikos veiksnys infekcijoms, kurias sukelia tiek karbapenemazes gaminancios,
tiek ir karbapenemaziy negaminancios, bet atsparios karbapenemams Enterobacteriaceae seimos
bakterijos. Lyginant S. Mariappan ir kity, tyrimo duomenis su musy tyrimo rezultatais, misy
tyrimas paremia $io tyrimo rezultatus, jog vyriska lytis turi reik§més infekcijoms, kurias sukelia

karbapenemams atsparios Enterobacteriaceae Seimos bakterijos.

15 lentelé. Enterobacteriaceae Seimos bakterijy pasiskirstymas tarp ly¢iy

Lytis .
Moteris Vyras Viso

- Citrobacter freundii 0 (0 %) 1 (100 %) 1 (100 %)
g Enterobacter aerogenes 0 (0 %) 2 (100 %) 2 (100 %)
= Enterobacter asburiae 2 (100 %) 0 (0 %) 2 (100 %)
'§ Enterobacter cloacae 2 (100 %) 0 (0 %) 2 (100 %)
g Enterobacter kobei 1 (100 %) 0 (0 %) 1 (100 %)
4 Esherichia coli 1 (100 %) 0 (0 %) 1 (100 %)
fg‘ Klebsiella pneumoniae 40 (38,8 %) | 63(61,2%) | 103 (100 %)
'S Morganella morganii 0 (0 %) 1 (100 %) 1 (100 %)
~ Serratia marcescens 2 (66,7 %) 1 (33,3 %) 3 (100 %)

Viso 48 (41,4 %) | 68 (58,6 %) | 116 (100 %)

3.1.2. Enterobacteriaceae Seimos bakterijy jautrumo imipenemui ir meropenemui
tyrimo rezultatai

Enterobacteriaceae seimos bakterijy izoliatai buvo suskirstyti j dvi grupes pagal jautruma

imipenemui ir meropenemui, remiantis EUCAST nustatytais Kkriterijais (imipenemo ir
meropenemo MSK reik§més: jautru, kai MSK < 2 mg/L. Vidutiniskai jautru, kai MSK > 2, bet <
8 mg/L. Atsparu, kai MSK > 8 mg/L). 2017 mety méginiai buvo renkami iki balandZio ménesio.
2015 metais buvo iSauginti 5 (62,5 %) izoliatai jautrlis imipenemui. Vidutini§kai jautriy izoliaty
buvo iSaugintas 1 (12,5 %), o atspariy — 2 (25 %). Lyginant 2015 metais iSaugintus izoliatus su
2016 metais, nustatytas statistiSkai reikSmingas skirtumas tarp grupiy (p = 0,009). Pagal gautus

rezultatus matyti tendencija, kad vidutiniskai jautriy ir atspariy izoliaty daugéjo. (4 paveikslas)
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2016 metais atspartis imipenemui buvo iSauginti 7 (9,3 %) izoliatai. Jautriy izoliaty buvo 19 (25,3
%), o vidutiniskai jautriy — 49 (65,3 %) izoliatai. Lyginant 2017 metais iSaugintus izoliatus su
2016 mety tuo paciu laikotarpiu statistiSkai reikSmingo skirtumo tarp grupiy nenustatyta (p =
0,249). Tiek 2016 metais, tiek ir 2017 metais per pirmuosius tris mety ménesius nebuvo iSauginta
atspariy imipenemui izoliaty (0 %). 2017 metais jautriy izoliaty buvo iSauginta 11 (47,8 %), o
vidutiniskai jautriy — 12 (52,2 %) izoliaty. (16 lentelé)

60

o 49
.2 50
2
% 40
=30 19 2015
=20 7 11 12
g1 2y S L 2016
0 2017 (pirmi trys ménesiai)
Atsparu Jautru Vidutiniskai
jautru

Atsparumas

4 paveikslas. Imipenemui atspariy, jautriy ir vidutiniskai jautriy Enterobacteriaceae
Seimos izoliaty skaiCiaus pasiskirstymas pagal metus

2015 metais buvo iSauginti 5 (62,5 %) jautris, vienas izoliatas (12,5 %) vidutiniskai jautrus
ir 2 (25 %) atspartis meropenemui izoliatai. Lyginant 2015 metais iSaugintus izoliatus su 2016
metais, nustatytas statistiSkai reikSmingas skirtumas tarp grupiy (p = 0,0003). 2016 metais lyginant
su 2015 metais buvo iSauginta daugiau meropenemui atspariy izoliaty (49 (62,8 %)). MaZiausiai
buvo iSauginta jautriy izoliaty — 4 (5,1 %). Vidutiniskai jautriis iSauginti 25 (32,1 %) izoliatai.
Lyginant 2017 metais iSaugintus izoliatus su 2016 mety tuo paciu laikotarpiu statistiskai
reikSmingas skirtumas tarp grupiy nenustatytas (p = 0,568). 2017 metais per pirmuosiu tris mety
meénesius buvo iSauginta daugiau meropenemui atspariy izoliaty (14 (53,9 %)) nei 2016 mety tuo
paciu laikotarpiu. 2017 metais buvo iSauginti 3 (11,5 %) jautriis meropenemui izoliatai, O

vidutini$kai jautriy izoliaty buvo 9 (34,6 %). (5 paveikslas)
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5 paveikslas. Meropenemui atspariy, vidutini$kai jautriy ir jautriy izoliaty pasiskirstymas pagal

metus

Misy tyrimo duomenimis meropenemui atspariy izoliaty buvo daugiau nei imipenemui. 2015
metais metais $iy izoliaty daznis buvo toks pat, taciau 2016 ir 2017 metais meropenemui atspariy
izoliaty daznis buvo zymiai didesnis. Tiek imipenemas, tiek ir meropenemas yra B-laktaminiai
antibiotikai ir priklauso tai paciai karbapenemy klasei. Didesnis meropenemui atspariy izoliaty
daznis gali buti siejamas su skirtingu antibiotiky veikimo mechanizmu, tod¢l imipenemas galimai

yra veiksmingenis negu meropenemas, kuriam atsparumas nustatomas dazniau. (6 paveikslas)
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6 paveikslas. Imipenemui ir meropenemui atspariy izoliaty skai¢iaus palyginimas pagal metus

NVSPL dauginiu atsparumu pasiZymin¢iy bakterijy stebésenos ataskaitos duomenimis
2015 metais buvo tirti 48 Enterobacteriaceae Seimos bakterijy izoliatai, surinkti i§ 11 Lietuvos
mikrobiologijos laboratorijy, esan¢iy ligoninése. (43) IS jy atsparumu imipemui ir meropenemui
pasizymejo 19 (39,58 %) izoliaty. Lyginant Siuos duomenis su miisy tyrimo duomenimis atspariy
karbapenemams Enterobacteriaceae seimos bakterijy daznis buvo panasus su 2015 mety Lietuvos
mikrobiologijos laboratorijose nustatytu dazniu (39,58 % NVSPL tyrimo duomenimis ir 25 %
misy tyrimo duomenimis).

IS 120 tirty Enterobacteriaceae Seimos izoliaty atspariis vienam arba abiems tirtiems
karbapenemams (imipenemui ir meropenemui) buvo 66 (55 %) izoliatai. Lik¢ izoliatai turéjo
padidéjusias MSK reikSmes karbapenemams, todél | tyrimag jtraukti kaip potencialiis

karbapenemaziy gamintojai.

3.1.3. Enterobacteriaceae Seimos bakteriju pasiskirstymo tarp skyriy jvertinimas

Is skirtingy ligoninés skyriy daZniausiai iSauginamas izoliatas buvo K. pneumoniae.
Daugiausiai K. pneumoniae izoliaty buvo iSauginta bendrosios hematologijos (39 izoliatai (90,7

%)) ir kauly Ciulpy transplantacijos (41 izoliatas (100 %)) skyriuose. Kity Enterobacteriaceae
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Seimos atstovy izoliatai skirtinguose skyriuose buvo iSauginami pavieniais atvejais.
Enterobacteriaceae Seimos izoliaty pasiskirstymas pagal skyrius pateikiamas 16 lenteléje.
Lyginant K. pneumoniae ir kity Enterobacteriaceae seimos bakterijy raisiy pasiskirstyma tarp
skyriy, nustatytas statistiSkai reiSmingas skirtumas tarp grupiy (p = 0,0003). Remiantis misy
tyrimo rezultatais padidéjusias MSK reik§mes karbapenemams turéjusiy Enterobacteriaceae
Seimos Dbakterijy izoliaty daznis didZiausias bendrosios hematologijos ir kauly ciulpy
transplantacijos skyriuose, taciau Sie rezultatai nesutampa su kity autoriy duomenimis. (58, 59)
Analizuojant kity autoriy tyrimus Enterobacteriaceae Seimos bakterijy izoliatai, atsparis
karbapenemams, dazniausiai iSauginami intensyvios terapijos skyriuose. Remiantis E.S. Snitkin ir
kity, 2012 metais Jungtinése Amerikos Valstijose atliktu tyrimu, intensyvios terapijos skyrius net
siejamas su karbapenemams atspariy Enterobacteriaceae seimos bakterijy protriikiais ir plitimu
visoje ligoningje. (59) S. Mariappan ir kity, 2017 metais Indijoje atlikto tyrimo duomeninims
intensyvios terapijos skyrius yra reikSmingas rizikos veiksnys infekcijoms, kurias sukelia
karbapenemazes gaminancios ir karbapenemams atsparios Enterobacteriaceae seimos bakterijos.
(58)

16 lentelé. Enterobacteriaceae Seimos bakterijy pasiskirstymas pagal skyrius

Bakteriju rusis
Kitos Enterobacteriaceae seimos
& bakterijy rasys
£ .
i 4 = 2
Skyrius % _ % § § . § = é S
5|8 |23 |8|8 3| 5|s8
¥ o|uwl §] 85| ;=] & Z
. Wi L O = g
i
1. Ambulatoriniai sk. 0 110]0|0(0] O 0 0 1
2. Bendrosios hematologijos sk. 39 (11 0(0(2]1|0 0 0 43
3. Chirurgijos sk. 6 0] 0 1 (0|00 0 1 8
4. Hematologijos ir onkologijos sk. oj1,0(0]|0}] O 0 0 1
5. Kauly ¢iulpy transplantacijos sk. 41 (0 0| O |O0O(|0] O 0 0 41
6. Nefrologlg_os ir inksty 4 ol o ololol 1 1 0 5
transplantacijos sk.
7. Onkoginekologijos sk. 1 0|00 (00| O 0 0 1
8. Re_a_mlmacuos ir intensyvios 10 lol1 11o0lo0l o 0 9 14
terapijos sk.
9. Urologijos sk. 1 0|00 (00| O 0 0 1
10. Kita* 1 |00 0]O0O]O]| O 0 0 1
Viso 103|122 |2 2|11 1 3 | 117

*Kita — izoliatai atsiysti ] Mikrobiologijos laboratorijg i$ kity diagnostiniy padaliniy
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3.1.4. Enterobacteriaceae Seimos bakteriju pasiskirstymo pagal tiriamaja medZiaga
jvertinimas

Daugiausiai padidéjusias MSK reik§mes karbapenemams turéjusiy Enterobacteriaceae
Seimos bakterijy izoliaty buvo iSauginta i§ iSmaty. I§ iSmaty daugiausia iSauginta K. pneumoniae
izoliaty — 84 (93,4 %). Taip pat i$ iSmaty iSauginta po vieng (1,1 %) C. freundii, E. coli, E. asburiae
ir E. kobei izoliatg, bei 2 (2,2 %) E. cloacae izoliatai. Siy izoliaty radimas i¥matose rodo, kad
ligoniai yra kolonizuoti Enterobacteriaceae Seimos atstovais, kurie turi padidéjusias MSK
reik§mes karbapenemy grupés vaistams. Sios bakterijos virskinamajame trakte gali keistis
atsparumo mechanizmais su zarnyno bakterijomis. Epidemiologiniu poziiiriu tai yra svarbus
infekcijos iSplitimo Saltinis, 1§ kurio, nesilaikant sanitariniy higienos reikalavimy atsparumu
pasizymincios bakterijos gali iSplisti | ligoniniy aplinka, bei toliau plisdamos kontakto biidu
salygoti hospitaliniy invaziniy infekcijy atsiradima. Kity Enterobacteriaceae Seimos atstovy
izoliaty  skirtingose tiriamosiose medziagose buvo iSauginta pavieniais  atvejais.
Enterobacteriaceae Seimos bakterijy pasiskirstymas pagal tiriamaja medziagg pateikiamas 17
lenteléje. Tyrimo metu nustatyta, kad padidéjusias MSK reikSmes karbapenemams turincios
Enterobacteriaceae Seimos bakterijos statistiSkai reik§mingai dazniau buvo iSaugintos i§ iSmaty
nei i$ kity tiriamyjy medziagy (p = 0,002). Pagal misy tyrimo rezultatus Enterobacteriacieae
Seimos bakterijy izoliatai su padidéjusiomis MSK reik§Smémis karbapenemams daZzniausiai buvo
1Sauginami 1§ iSmaty, o tai vertinome kaip epidemiologiSkai reikSminga kolonizacijg. Tarp
kliniskai reikSmingy infekcijy sukéléjy Enterobacteriaceae Seimos bakterijy izoliatai su
padidéjusiomis MSK reikSméméis karbapenemams dazniausiai buvo iSauginami i§ kraujo ir
Slapimo. Gauti rezultatai sutampa tiek su Europoje, Turkijoje, 2016 metais I. Baran ir N. Aksu
(60), tick su Afrikoje, Ugandoje, 2015 metais D. Okoche ir kity, (61) atliktais tyrimais. Pagal
Turkijoje atlikto tyrimo rezultatus dazniausiai karbapenemams atspartis Enterobacteriaceae
Seimos bakterijy izoliatai buvo iSauginami i§ kraujo, Slapimo ir Zaizdy eksudato, o Ugandoje
atlikto tyrimo duomenimis Sie izoliatai daZniausiai buvo iSauginami i§ Slapimo, kraujo ir piliy

tepinéliy.

17 lentelé. Enterobacteriaceae Seimos bakterijy pasiskirstymas pagal tiriamaja medziaga
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Bakteriju rasis
Kita Enterobacteriaceae seimos bakterijy
L rusis

e .. S 0 = 2 2
Tiriamoji medziaga E _ % kS e | - = .% 5 =

e | 5 | 2|/ 5| c8|8 5|2 &

S © o ie) o | L @ o o

v | W | 8|8 = El g

| owo| M © 1= 4
BAL skystis 1 0 0 0 0|0 0 0 0 1
Bronchy aspiratas 2 0 0 0 0 |0 0 0 0 2
I$ pilvo ertmés eksudato 1 0 0 0 0|0 0 0 0 1
ISmatos 84 1 0 1 2 |1 1 0 0 90
Kateteris 1 0 o] o0(0|0] O (O 2 3
Kraujas 6 0 1 0 110 0 0 1 9
Operaciné zaizda 1 0 0 0 0 |0 0 0 0 1
Piiliai i$ absceso 1 0 0 0 0O 0 0 0 1
Punktatas 1 0 0 1100 O |O 0 2
Skrepliai 0 0 1 0 0|0 0 0 0 1
Skystis 1§ dreno 1 0 0 0 0O 0 0 0 1
Slapimas 6 1 O[O0 |O0O|O| O 1| O 8

Viso 105 2 2 2 3 |1 1 1 3 120

3.1.5. Invaziniy Enterobacteriaceae Seimos bakterijy tyrimo rezultatai

Pagal tiriamaja medziaga buvo atskirta invaziniy Enterobacteriaceae seimos bakterijy
grupé. Siai grupei priklauso bakterijy izoliatai, i§skirti i§ kraujo ir smegeny skyséio. I§ viso $iy
bakterijy izoliaty buvo 14 ir sudaré 11,67 % visy tirty Enterobacteriaceae seimos bakterijy
izoliaty. Visi (100 %) invaziniy Enterobacteriaceae seimos bakterijy izoliatai buvo iSauginti i$
kraujo.

Tirti invaziniy Enterobacteriaceae Seimos izoliatai turéjo padidéjusias MSK reikSmes
karbapenemams, taciau nei vienas izoliatas nepasiZymejo atsparumu imipenemui ir meropenemui
(0 %) pagal EUCAST nustatytus kriterijus (imipenemo ir meropenemo MSK reik§més: jautru, kai
MSK < 2 mg/L. Vidutiniskai jautru, kai MSK > 2, bet < 8 mg/L. Atsparu, kai MSK > 8 mg/L).
JautrGis imipenemui buvo iSauginti 8 (100 %), o jautris meropenemui 9 (90 %) izoliatai.
Vidutiniskai jautrus meropenemui iSaugintas 1 (10 %) Enterobacteriaceae Seimos izoliatas.
Lyginant gautus rezultatus su NVSPL 2015 mety invaziniy antibiotikams atspariy bakterijy
ataskaitos duomenimis, gautais i§ 16 mikrobiologijos laboratorijy, esan¢iy Lietuvos ligoninése,
matoma, kad gauti duomenys panasiis. Tiek kitose Lietuvos ligoninése, tiek ir miisy ligonin¢je
atspariy imipenemui ir meropenemui invaziniy Enterobacteriaceae Seimos bakterijy izoliaty

nenustatyta (0 %). NVSPL ataskaitoje Lietuvos ligoninése jautriy imipenemui izoliaty daznis sieké
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99,44 %, o meropenemui — 99,53 %. (43) Misy tyrime imipenemui jautriy izoliaty daznis buvo
100 %, o meropenemui jautriy — 90 %. ISanalizavus NVSPL ir miisy tyrimy duomenis, matoma,
kad invaziniy Enterobacteriaceae Seimos bakterijy situacija Europoje skiriasi nuo Lietuvos.
Remiantis A.P. Magiorakos ir kity, 2013 mety tyrimu Europoje net 18 valstybiy pranesé apie bent
vieng invazinj karbapenemams atsparaus K. pneumoniae izoliato atvejj. Taip pat tyrimo analizé
parodé, kad keliose Salyse, tokiose kaip Graikija, Kipras, Vengrija ir Italija, karbapenemams
atspariy invaziniy Enterobacteriaceae Seimos bakterijy tendencija didéja. Daznéjantys pranesimai
apie visuomenines invazines infekcijas rodo, kad karbapenemams atsparios K. pneumoniae
bakterijos plinta ne tik ligoniniy mastu, bet ir visuomen¢je. (62) NVSPL ir masy tyrimo
duomenimis Lietuvoje karbapenemams atspariy invaziniy Enterobacteriaceae Seimos bakterijy
plitimo tendencija néra didéjanti, taciau infekcijy kontrolés priemonés yra biitinos, jei plitimas

pasiekty ir Lietuva.

3.1.6. Karbapenemaziy geny nustatymas TL-PGR metodu Enterobacteriaceae Seimos
bakterijy izoliatuose

I$ 120 tirty Enterobacteriaceae Seimos bakterijy izoliaty buvo nustatytas vienas izoliatas,
koduojantis NDM tipo karbapenemaze. (7 paveikslas) Sis izoliatas j VUL Santaros kliniky
Mikrobiologijos laboratorijg buvo gautas i§ Medicina practica laboratorijos. lzoliatas su NDM tipo
karbapenemaze sudaré 0,83 % visy tirty Enterobacteriaceae Seimos bakterijy. Tirtuose
Enterobacteriaceae Seimos bakterijy izoliatuose blaciv, blaime, blakec, blaoxa-ss ir blavim geny,
koduojanciy karbapenemazes, nenustatyta (0 %). IS 120 tirty Enterobacteriaceae seimos atstovy
atspartis karbapenemams buvo 66 (55 %) izoliatai, o like 54 (45%) izoliatai turéjo padidéjusias
MSK reikSmes karbapenemams. NDM tipo karbapenemaze¢ gaminantis izoliatas buvo nustatytas
atspariy karbapenemams izoliaty grupéje (sudaré 1,52 %), o padidéjusias MSK reik§Smes turéjusiy

izoliaty grupéje karbapenemazes gaminanciy izoliaty nenustatyta (0 %).
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7 paveikslas. TL-PGR metodu nustatytos NDM tipo karbapenemazés amplifikacijos kreivé
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Lyginant misy tyrimo rezultatus su Europos karbapenemazes gaminanciy
Enterobacteriaceae projekto duomenimis apie Lietuvg, miisy tyrimo metu karbapenemazes
gaminanciy Enterobacteriaceae seimos bakterijy izoliaty nustatyta maziau. Projekto duomenimis
Lietuvoje buvo nustatyti 2 K. pneumoniae izoliatai su OXA-48 tipo karbapenemaze, 9 E. cloacae
izoliatai su NDM tipo karbapenemaze, 1 E. aerogenes izoliatas su NDM tipo karbapenemaze ir 1
E. cloacae izoliatas su VIM tipo karbapenemaze. To paties tyrimo duomenimis beveik visose
Europos valstybése nustatomi Enterobacteriaceae Seimos bakterijy izoliatai su NDM tipo
karbapenemaze, iSskyrus Albanija, Bosnijg ir Hercegoving, Kipra, Islandija, Kosova, Latvija,
Liuksenburgg ir Maltg. Vertinant kaimyniniy valstybiy duomenis apie karbapenemazes
gaminanc¢ias Enterobacteriaceae Seimos bakterijas, Latvijoje ir Estijoje Siy bakterijy izoliaty
nustatoma pavieniais atvejais, o nustatytos vyraujancios karbapenemazés yra GIM ir VIM tipo.
Lenkijoje nuo 2008 iki 2012 mety vyraujancios karbapenemazés buvo KPC tipo, taciau dabar
situacija pasikeité ir vyraujanc¢ios karbapenemazés yra NDM tipo. (40)

Pagrindinis atsparumo karbapenemams mechanizmas Enterobacteriaceae S$eimos
bakterijose yra karbapenemaziy gamyba. Jos perduodamos tarp skirtingy bakterijy rasiy su
plazmidémis ir suteikia atsparumg ne tik karbapenemams, bet ir kitiems antibiotikams, tokiems
kaip penicilinai ar cefalosporinai. Miisy tyrimo duomenimis i§ 120 tirty padidéjusias MSK
reikSmes karbapenemams turéjusiy Enterobacteriaceae $eimos bakterijy izoliaty tik vienam
izoliatui nustatyta karbapenemazés gamyba. Kity tirty Enterobacteriaceae Seimos bakterijy
izoliaty atsparumas karbapenemams turéty buti siejamas su kitais atsparumo mechanizmais,

tokiais kaip iSmetimo pompos ar mutacijos, kurios pakei¢ia poriny ir PSB raiska ir funkcijas. (29)

3.2. Pseudomonas genties bakterijuy tyrimo rezultatai

3.2.1. Tiriamyjy amzZiaus vidurkio nustatymas ir Pseudomonas genties bakterijuy
pasiskirstymo tarp lyc¢iy jvertinimas

Tyrimui buvo atrinkti 143 Pseudomonas genties izoliatai, atspartis vienam arba keliems
karbapenemams (imipenemui ir meropenemui).

Pacienty, kuriems buvo iSauginti atspariis karbapenemams Pseudomonas genties
Klinikiniai izoliatai, vidutinis amzius sieké 60,69 + 17,37 mety. Motery vidutinis amzius buvo 70
+ 17,50 metai, o vyry 61 = 22,25 metai. Vidutinis amzius tarp vyry ir motery statistiSkai
reikSmingai skyrési (p = 0,004). (8 paveikslas) Jauniausia moteris buvo 21 mety, o vyriausiai buvo

90 mety. Jauniausio vyriSkos lyties tiriamojo amzius sieké 3 metus, 0 vyriausio 87 metus.
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Tiek vyrams, tiek moterims dazniausiai buvo iSauginami P. aeruginosa rasiai priklause¢
Pseudomonas rusiy buvo iSauginti pavieniai izoliatai. Pseudomonas genties bakterijy
pasiskirstymas tarp lyCiy pateikiamas 18 lenteléje. Nustatyta, kad Pseudomonas genties izoliaty
daznis statistiSkai reik§mingai nepriklausé nuo lyties (p = 0,847). Misy tyrimo duomenimis
Pseudomonas genties izoliaty daznis reikSmingai nuo lyties nepriklausé, tadiau Siy izoliaty
1Sauginta daugiau vyrams negu moterims. Lyginant miisy tyrimo rezultatus su kity autoriy
tyrimais, rezultatai sutampa. Tiek J. M. Vanegas ir kity, 2014 metais Kolumbijoje, tiek ir K. Y.
Lin ir kity, Taivane 2016 metais atlikty tyrimy duomenimis karbapenemams atspariy
Pseudomonas genties bakterijy iSauginama daugiau vyrams, taCiau statistiskai reikSminga

priklausomybé nuo lyties nepatvirtinta. (63, 64)

18 lentelé. Pseudomonas genties bakterijy pasiskirstymas tarp lyciy

Lytis .
Moteris Vyras Viso
Pseudomonas aeuginosa | 55 (40,4 %) | 81 (59,6 %) | 136 (100 %o)
= Pseudomonas monteillii 0 (0 %) 1 (100 %) 1 (100 %)
E Pseudomonas putida 1 (33,3 %) 2 (66,7 %) 3 (100 %)
Pseudomonas veronii 1 (100 %) 0 (0 %) 1 (100 %)
Viso 57 (40,4 %) | 84 (59,6 %) | 141 (100 %)
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3.2.2. Pseudomonas genties bakterijy jautrumo imipenemui ir meropenemui tyrimo
rezultatai

Pseudomonas genties bakterijy izoliatai buvo suskirstyti j dvi grupes pagal jautruma
imipenemui ir meropenemui, remiantis EUCAST nustatytais kriterijais (imipenemo MSK
reikSmés: jautru, kai MSK <4 mg/L. Vidutiniskai jautru, kai MSK > 4, bet < 8 mg/L. Atsparu, kai
MSK > 8 mg/L. Meropenemo MSK reik§meés: jautru, kai MSK < 2 mg/L. VidutiniSkai jautru, kai
MSK > 2, bet < 8 mg/L. Atsparu, kai MSK > 8 mg/L.) 2017 mety méginiai buvo renkami iki
balandzio ménesio. 2015 metais atspariis imipenemui Pseudomonas genties izoliatai sudaré
didZiausig dalj — 38 (97,4 %). Tais paciais metais buvo iSaugintas vienas (2,6 %) vidutiniskai
jautrus izoliatas. Lyginant 2015 mety duomenis su 2016 mety duomenimis statistiskai reik§mingas
skirtumas tarp grupiy nenustatytas (p = 0,260), tac¢iau imipenemui atspariy izoliaty tendencija
didéjo. 2016 metais atspariis imipenemui buvo iSauginti 68 (100 %) izoliatai. 2017 metais
daugiausia buvo iSauginta atspariy Pseudomonas genties izoliaty — 19 (79,2 %), 0 2016 metais tuo
paciu laikotarpiu iSauginta 10 imipenemui atspariy izoliaty. (19 lentel¢) Lyginant 2017 mety
pirmyjy trijy ménesiy izoliaty iSauginimg su 2016 mety tuo paciu laikotarpiu, statistiskai
reikSmingas skirtumas tarp grupiy nenustatytas (p = 0,290).

19 lentelé. Imipenemui atspariy ir vidutiniskai jautriy Pseudomonas genties izoliaty
pasiskirstymas pagal metus

Metai
2015 2016 oo Viso
(pirmi trys ménesiai)
Atsparu 38 (97,4 %) 68 (100 %) 19 (79,2 %) 125 (99,2 %)
Vidutiniskai jautru 1 (2,6 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 1 (0,8 %)
Viso 39 (100 %) 68 (100 %) 19 (100 %) 126 (100 %)

Tyrimo metu 2015, 2016 ir 2017 metais daugiausia buvo iSauginta atspariy meropenemui
Pseudomonas genties izoliaty — 116 (87,2 %). Meropenemui vidutiniskai jautriy izoliaty
daugiausia iSauginta 2016 metais. Siais metais vidutini$kai jautriy izoliaty iSauginta 10 (13,7 %).
(20 lentelé) Lyginant 2015 metais iSauginty izoliaty rezultatus su 2016 metais (p = 0,713) ir 2017
mety rezultatus su 2016 mety tuo paciu laikotarpiu (p = 0,649) statistiSkai reikSmingy skirtumy
tarp grupiy nenustatyta.
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20 lentelé. Atspariy ir vidutiniSkai jautriy Pseudomonas genties izoliaty pasiskirstymas pagal

metus
Metai Viso
2015 2016 2017
Atsparu 33 (91,7 %) 63 (86,3 %) 20 (83,3 %) | 116 (87,2 %)
Vidutiniskai jautru 3 (8,3 %) 10 (13,7 %) 4 (16,7 %) 17 (12,8 %)
Viso 36 (100 %0) 73 (100 %0) 24 (100 %) | 133 (100 %0)

Kity autoriy duomenimis 2014 metais Kolumbijoje Pseudomonas genties bakterijy
atsparumas imipenemui sieké 86,1 %, o meropenemui — 80,3 %. (63) Lyginant $iuos duomenis su

misy tyrimo duomenimis matoma, kad atsparumas imipenemui ir meropenemui buvo panasus.

3.2.3. Pseudomonas genties bakterijy pasiskirstymo tarp skyriy jvertinimas

Dazniausiai i§ skirtingy skyriy buvo iSauginami atspariis karbapenemams Pseudomonas
aeruginosa risies izoliatai. Daugiausia P. aeruginosa rusies izoliaty buvo iSauginta i$ reanimacijos
ir intensyvios terapijos skyriaus. IS $io skyriaus buvo iSaugti 38 (100 %) izoliatai. Kity
Pseudomonas rasiy izoliaty buvo iSauginta pavieniais atvejais skirtinguose skyriuose.
Pseudomonas genties izoliaty pasiskirstymas tarp skyriy pateikiamas 21 lenteléje. Pseudomonas
genties izoliatai buvo isauginti ne tik i§ VUL Santaros kliniky skyriy, bet ir i$ kity diagnostiniy
padaliniy. Lyginant P. aeruginosa ir kity Pseudomonas genties bakterijy pasiskirstyma tarp skyriy,
statisti$kai reikSmingas skirtumas tarp grupiy nenustatytas (p = 0,234). Remiantis miisy tyrimo
rezultatais Pseudomonas genties bakterijy izoliaty daznis buvo didziausias reanimacijos ir
intensyvios terapijos skyriuje. Analizuojant kity autoriy i§ Taivano 2016 mety ir Brazilijos 2016
mety tyrimus Pseudomonas genties bakterijy izoliatai, atspariis karbapenemams, taip pat
dazniausiai iSauginami intensyvios terapijos skyriuose. (64, 65) I. R. Gongalves ir kity, 2016
metais Brazilijoje atlikto tyrimo duomenimis intensyvios terapijos skyrius yra reikSmingas rizikos
veiksnys infekcijoms, kurias sukelia karbapenemams atsparios Pseudomonas genties bakterijos.
(65)

21 lentelé. Atspariy karbapenemams Pseudomonas genties bakterijy pasiskirstymas skyriuose
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Bakteriju rasis
Kita
Pseudomonas
% | genties bakterijy
. .g rusis 2
Skyrius ? — S
S 13|28
n | Y]
1. Akiy ligy sk. 1 0 0| O 1
2. Ambulatoriniai sk. 16 0 1 0 17
3. Bendrosios hematologijos sk. 5 0 0 1 6
4. Chemoterapijos sk. 1 0 0 0 1
5. Chirurgijos sk. 30 0 1 0 31
6. Dermatovenerologijos sk. 3 0 0 0 3
7. Hematologijos ir onkologijos dienos stacionaro sk. 1 0 0 0 1
8. Hepatologijos ir gastroenterologijos sk. 2 0 0 0 2
9. Kauly ¢iulpy transplantacijos sk. 12 0 0 0 12
10. Nefrologijos ir inksty transplantacijos sk. 4 1 0 0 5
11. Onkoginekologijos posk. 1 0 0 0 1
12. Ortopedijos traumatologijos sk. 2 0 0 0 2
13. Pulmonologijos ir alergologijos sk. 4 0 1 0 5
14. Reanimacijos ir intensyvios terapijos sk. 38 0 0 0 38
15. Stacionarinés reabilitacijos sk. 2 0 0 0 2
16. Urologijos sk. 3 0 0 0 3
17. Vidaus ligy sk. 2 0 0 0 2
18. Kita* 10 0 0| O 10
Viso 137 1 3 1 | 142

*Kita - izoliatai atsiysti ] Mikrobiologijos laboratorijg i$ kity diagnostiniy padaliniy

3.2.4. Pseudomonas genties bakterijy pasiskirstymo pagal tiriamaja medziaga
jvertinimas

Dazniausiai Pseudomonas genties bakterijos buvo iSauginamos i$ Slapimo ir Zaizdos
eksudato, atitinkamai 29 ir 27 izoliatai. I§ §lapimo buvo iSauginti 28 (96,6 %) P. aeruginosa ir 1
(3,4 %) P. putida izoliatai. I§ zaizdos eksudato iSauginti 25 (92,6 %) P. aeruginosa izoliatai ir po
1 (3,7 %) P. monteillii bei P. putida izoliatg. ReCiausiai izoliatai iSauginti i§ operacinés zaizdos,
puliy 1§ absceso, skysCio 1§ dreno ir tracheostomos sekreto. IS Siy tiriamyjy medziagy buvo
iSauginta po 1 (100 %) P. aeruginosa izoliatg. Pseudomonas genties bakterijy pasiskirstymas pagal
tirlamaja medziagg pateikiamas 22 lentel¢je. Tyrimo metu nustatyta, kad karbapenemams atspariy
Pseudomonas genties bakterijy iSauginimas statistiskai reikSmingai nepriklausé nuo tiriamosios
medziagos (p = 0,935). Pagal misy tyrimo rezultatus karbapenemams atspariis Pseudomonas

genties bakterijy izoliatai dazniausiai buvo iSauginami 1§ Slapimo, Zaizdos eksudato ir iSmaty.
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Gauti rezultatai sutampa su kity autoriy Kolumbijoje 2014 metais (63), Taivane 2016 metais (64)
ir Brazilijoje 2017 (65) metais atlikty tyrimy duomenimis. Remiantis §iy autoriy rezultatais
karbapenemams atsparios Pseudomonas genties bakterijos dazniausiai iSauginamos i$ §lapimo,

zaizdy ir seiliy tirlamosios medziagos.

22 lentelé. Pseudomonas genties bakterijy pasiskirstymas pagal tiriamaja medziaga

Bakteriju rusis
Kita Pseudomonas
g genties bakterijy rusis
Tiriamoji medZiaga §, % g :g -E
i 2| 2| 8
o £ o a
o
BAL skystis 5 0 0 0 5
Bronchy aspiratas 16 0 0 0 16
IS ausies 2 0 0 0 2
IS trofinés opos 11 0 0 0 11
ISmatos 18 0 0 1 19
Kita 8 0 0 0 8
Kraujas 7 0 0 0 7
Kvépavimo takai 3 0 0 0 3
Operaciné zaizda 1 0 0 0 1
Piiliai i$ absceso 1 0 0 0 1
Punktatas 3 0 0 0 3
Skrepliai 6 0 1 0 7
Skystis 1§ dreno 1 0 0 0 1
Slapimas 28 0 1 0 29
Stentas 2 0 0 0 2
Tracheostomos sekretas 1 0 0 0 1
Zaizdos eksudatas 25 1 1 0 27
Viso 138 1 3 1 143

3.2.5. Invaziniy Pseudomonas genties bakterijy tyrimo rezultatai

Pagal tiriamaja medziagg buvo atskirta atspariy karbapenemams invaziniy Pseudomonas
genties bakterijy grupé. Siai grupei priklausé Pseudomonas genties bakterijy izoliatai isskirti i§
kraujo ir smegeny skyséio. Visi (100 %) surinkti izoliatai buvo i3skirti i§ kraujo. Siy izoliaty buvo
7 ir tai sudaré 4,9 % visy Pseudomonas genties bakterijy izoliaty. Visi invaziniy Pseudomonas
genties bakterijy izoliatai priklausé Pseudomonas aeruginosa bakterijy rtsiai.

Pagal EUCAST nustatytus kriterijus karbapenemams (imipenemo MSK reik§més: jautru,
kai MSK < 4 mg/L. Vidutini$kai jautru, kai MSK > 4, bet < 8 mg/L. Atsparu, kai MSK > 8 mg/L.
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Meropenemo MSK reikSmés: jautru, kai MSK <2 mg/L. Vidutiniskai jautru, kai MSK > 2, bet <
8 mg/L. Atsparu, kai MSK >8 mg/L.), visi (100 %) invaziniai Pseudomonas genties izoliatai buvo
atspariis imipenemui. Vidutini$kai jautriy ir jautriy izoliaty imipenemui neiSauginta (0 %).
Meropenemui atspariy invaziniy Pseudomonas genties izoliaty buvo 5 (71,43 %), o vidutiniskai
jautriy — 2 (28,57 %). Jautriy meropenemui izoliaty neiSauginta (0 %). Lyginant gautus rezultatus
su kity Europos $aliy invaziniy Pseudomonas genties bakterijy izoliaty atsparumu Karbapenemams
matyti, kad atsparumo karbapenemams procentas svyruoja nuo 0 % (Islandijoje) iki 66,3 %
(Rumunijoje). (66)

3.2.6. Karbapenemaziy geny nustatymas TL-PGR metodu Pseudomonas genties
bakterijy izoliatuose

I$ tirty 143 atspariy karbapenemams Pseudomonas genties bakterijy izoliaty buvo nustatyti
34 izoliatai, turintys VIM tipo karbapenemaze. (9 paveikslas) Siy izoliaty daznis sieké 23,78 %
tarp atspariy karbapenemams VUL Santaros kliniky Pseudomonas genties izoliaty. Visi izoliatai
su nustatyta VIM tipo karbapenemaze priklausé Pseudomonas aeruginosa bakterijy rasSiai.

Tirtuose Pseudomonas genties bakterijy izoliatuose blaciv, blaimp, blakpc, blanowm ir blaoxa-4s geny,

koduojanciy karbapenemazes, nenustatyta (0 %).

Fluorescencijos intensyvumas

. Cycle 25
Cikly skaicius

9 paveikslas. TL-PGR metodu nustatytos VIM tipo karbapenemazés amplifikacijos kreivés

Lyginant gautus rezultatus su Lietuvos Sveikatos moksly universiteto ligoninéje atlikto
tyrimo duomenimis matyti, kad Pseudomonas genties bakterijy izoliaty su VIM tipo
karbapenemaze daznis panasus. Lietuvos sveikatos moksly universiteto ligoninéje Sis daznis siekia
21,92 %, o musy tyrimo duomenimis 23,78 %. (6) Analizuojant 2015 mety Koréjos autoriy
duomenis VIM tipo karbapenemazes gaminancios Pseudomonas genties bakterijos aptinkamos
beveik visose Europos valstybése: Italijoje, Pranciizijoje, Graikijoje, Vokietijoje, Austrijoje,
Vengrijoje, Portugalijoje, Ispanijoje, Kroatijoje, Lenkijoje, Belgijoje, Turkijoje, Svedijoje,
Jungtinéje Karalystéje, Bulgarijoje. (67)
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3.3. Pseudomonas genties izoliaty su VIM tipo karbapenemaze tyrimo rezultatai

3.3.1. Tiriamyjy amziaus vidurkio nustatymas ir izoliaty su VIM tipo karbapenemaze
pasiskirstymo tarp lyciu jvertinimas

Pacienty, kuriy Pseudomonas genties klinikiniams izoliatams buvo nustatytos VIM tipo
karbapenemazés, amziaus vidurkis siekeé 62,38 £+ 15,09 metus. Motery amziaus vidurkis buvo 68,4
+ 13,72 metai, o vyry 59,86 + 15,19 metai. Vyry ir motery vidutinis amzius reikSmingai nesiskyré
(p = 0,14). Jauniausia moteris buvo 37 mety, o vyriausiai buvo 85 metai. Jauniausio vyro amzius
sieké 28 metus, o vyriausio 82 metus.

Pseudomonas genties izoliatai su VIM tipo karbapenemaze dazniausiai buvo nustatomi
vyrams. Moterims VIM tipo karbapenemazés nustatytos 10-yje (29,4 %) izoliaty, o vyrams — 24-
iuose (70,6 %) izoliatuose. Pseudomonas genties izoliaty nustatymas su VIM tipo karbapenemaze
statistiskai reik§mingai priklaus¢ nuo vyriskos lyties (p = 0,02). Sie rezultatai sutampa su kity
autoriy 2014 metais Kolumbijoje (63), 2017 metais Brazilijoje (65) atlikty tyrimy duomenimis,
kuriuose karbapenemazes gaminantys ir karbapenemams atspariis Pseudomonas genties bakterijy

izoliatai iSauginami dazniau vyrams nei moterims.

3.3.2. Pseudomonas genties bakterijy su VIM tipo karbapenemaze jautrumo
imipenemui ir meropenemui tyrimo rezultatai

Pseudomonas genties bakterijy izoliatai su VIM tipo karbapenemaze buvo suskirstyti j dvi
grupes pagal jautrumg imipenemui ir meropenemui, remiantis EUCAST nustatytais kriterijais
(imipenemo MSK reikSmeés: jautru, kai MSK <4 mg/L. VidutiniSkai jautru, kai MSK > 4, bet < 8
mg/L. Atsparu, kai MSK > 8 mg/L. Meropenemo MSK reikSmeés: jautru, kai MSK < 2 mg/L.
VidutiniSkai jautru, kai MSK > 2, bet < 8 mg/L. Atsparu, kai MSK > 8 mg/L.) 2017 mety méginiai
buvo renkami iki balandZzio ménesio. Daugiausia atspariy imipenemui Pseudomonas genties
izoliaty su VIM tipo karbapenemaze buvo idauginta 2016 metais. Siais metais buvo iauginta 16
(47,1 %) izoliaty. 2015 metais iSauginta 15 (44,1 %) tokiy izoliaty, o 2017 metais iSauginti 3 (8,8
%) izoliatai. Vidutiniskai jautriy imipenemui Pseudomonas genties izoliaty su VIM tipo

karbapenemaze nebuvo iSauginta (0 %). (23 lentelé)

23 lentelé. Imipenemui atspariy ir vidutiniskai jautriy Pseudomonas genties izoliaty su VIM tipo
karbapenemaze pasiskirstymas pagal metus

Metai
2015 2016 o207 | Viso
(pirmi trys ménesiai)
Atsparu 15 (44.1 %) 16 (47.1 %) 3 (8,8 %) 34 (100 %)
Vidutinitkai jautru | 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
Viso 15 (100 %) 16 (100 %) 3 (100 %) 34 (100 %)
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Daugiausia atspariy meropenemui Pseudomonas genties izoliaty su VIM tipo
karbapenemaze buvo iSauginta 2016 metais — 16 (50 %) izoliaty. Siek tick maZiau tokiy izoliaty
iSauginta 2015 metais — 13 (40,6 %) izoliaty, o 2017 metais iSauginti 3 (9,4 %) izoliatai su VIM
tipo karbapenemaze atspariis meropenemui. Vidutiniskai jautriy Pseudomonas genties izoliaty su

VIM tipo karbapenemaze nebuvo isauginta (0 %). (24 lentelé)

24 lentelé. Meropenemui atspariy ir vidutiniSkai jautriy Pseudomonas genties izoliaty su VIM
tipo karbapenemaze pasiskirstymas pagal metus

Metai
2015 2016 e ) Viso
(pirmi trys ménesiai)
Atsparu 13 (40,6 %) 16 (50 %) 3 (9,4 %) 32 (100 %)
Vidutiniskai jautru 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
Viso 16 (100 %) 16 (100 %) 3 (100 %) 33 (100 %)

Remiantis kity autoriy duomenimis karbapenemazes gaminan¢iy Pseudomonas genties
bakterijy atsparumas karnapenemams sutampa su misy tyrimo rezultatais. G. Mikucionytés ir kity,
2016 metais Lietuvoje atlikto tyrimo duomenimis, karbapenemazes gaminancéiy Pseudomonas
genties bakterijy izoliaty, atspariy imipenemui ir meropenemui, daznis siekia 100 %, o tai sutampa
su misy tyrimo rezultatais. (6) Lyginant gautus rezultatus su Egipte atliktu tyrimu, rezultatai taip
pat sutampa. Egipte atlikto tyrimo duomenimis visi tirti karbapenemazes gaminantys
Pseudomonas genties izoliatai pasizyméjo atsparumu (100 %) imipenemui ir meropenemui. (68)

Taip pat buvo analizuotas Pseudomonas genties izoliaty su VIM tipo karbapenemaze
isskyrimo daZnis pagal mety laikus ir ménesj. Ziema buvo i3auginti 3 (8,8 %) (gruodj 2 (5,9 %),
sausj 0 (0 %), vasarj 1 (2,9 %) izoliatai), pavasarj 11 (32,4 %) (kova 2 (5,9 %), balandj 4 (11,8 %),
geguze 5 (14,7 %) izoliatai), vasara 8 (23,5 %) (birzelj 5 (14,7 %, liepa 2 (5,9 %), rugpjiti 1 (2,9
%) izoliatai), o rudenj 12 (35,3 %) (rugséji 5 (14,7 %), spalj 6 (17,6 %), lapkritj 1 (2,9 %) izoliatai)
izoliaty su VIM tipo karbapenemaze, ta¢iau $iy izoliaty iSauginimas nepriklausé nei nuo mety

laiko (p = 0,12), nei nuo ménesio. (p = 0,289). (10 paveikslas)
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10 paveikslas. Pseudomonas genties izoliaty su VIM tipo karbapenemaze pasiskirstymas pagal
meénesius

3.3.3. Pseudomonas genties bakterijy su VIM tipo karbapenemaze pasiskirstymo tarp
skyriy jvertinimas

Dazniausiai VIM tipo karbapenemazé buvo nustatyta izoliatuose, gautuose i reanimacijos
ir intensyvios terapijos skyriaus. VIM tipo karbapenemazés buvo nustatytos 19 (55,9 %) izoliaty.
Siy izoliaty skai¢ius sudaré daugiau nei puse visy nustatyty izoliaty su VIM tipo karbapenemaze.
Maziausiai izoliaty su VIM tipo karbapenemaze buvo nustatyta bendrosios hematologijos,
hepatologijos ir gastroenterologijos, stacionarinés reabilitacijos ir kauly Ciulpy transplantacijos
skyriuose. Siuose skyriuose buvo nustatyta po viena (2,9 %) izoliata su VIM tipo karbapenemaze.
Pseudomonas genties izoliaty su VIM tipo karbapenemaze pasiskirstymas skyriuose pateikiamas
25 lenteléje. Gauti miisy tyrimo rezultatai sutampa su kity autoriy duomenimis. Apie
karbapenemams atsparius ir VIM tipo karbapenemaze gaminancius Pseudomonas genties izoliatus
prane$ama daugelyje Europos valstybiy: Graikijoje, Svedijoje, Vokietijoje, Pranciizijoje, Italijoje,
Ispanijoje, Bulgarijoje. Liakopoulos ir kity, 2013 metais Graikijoje (69), Lin ir kity, 2016 metais
Taivane (64) ir Shirani ir kity, 2016 metais Irane (70) atlikty tyrimy duomenimis Pseudomonas
genties bakterijy izoliatai su VIM tipo karbapenemaze dazniausiai iSauginami intensyvios terapijos
skyriuose, 0 pagal I. R. Gongalves ir kity, 2016 metais Brazilijoje atlikto tyrimo duomenis
intensyvios terapijos skyrius yra reikSmingas rizikos veiksnys infekcijoms, kurias sukelia

karbapenemams atsparios ir karbapenemazes gaminancios Pseudomonas genties bakterijos. (65)

25 lentelé. Pseudomonas genties izoliaty su VIM tipo karbapenemaze pasiskirstymas skyriuose
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. Karbapenemazé
Skyrius VIM

Bendrosios hematologijos sk. 1(2,9%)
Chirurgijos sk. 11 (32,5 %)
Hepatologijos ir gastroeneterologijos sk. 1(2,9%)
Kauly ¢iulpy transplantacijos sk. 1(2,9%)
Reanimacijos ir intensyvios terapijos sk. 19 (55,9 %)
Stacionarinés reabilitacijos sk. 1(2,9 %)

Viso 34 (%)

3.3.4. Pseudomonas genties bakterijy su VIM tipo karbapenemaze pasiskirstymo pagal
tiriamaja medZiagg jvertinimas

Dazniausiai VIM tipo karbapenemazés buvo nustatytos izoliatuose i$ Slapimo ir zaizdos
eksudato. I$ Siy tirlamyjy medziagy buvo nustatyta po 10 (29,4 %) izoliaty. Po vieng (2,9 %)
izoliata su VIM tipo karbapenemaze nustatyta i§ BAL skyscio, kvépavimo taky, operacinés
zaizdos, punktato ir kitos tiriamosios medziagos. IS bronchy aspirato nustatyti 4 (11,8 %), o i$
iSmaty 5 (17,7 %) izoliatai su VIM tipo karbapenemaze. (26 lentel¢) Remiantis kity autoriy
duomenimis VIM tipo karbapenemaze¢ gaminantys Pseudomonas genties bakterijy izoliatai
dazniausiai iSauginami i$ Slapimo, kvépavimo taky, zaizdy, puliy, seiliy. (64, 65, 68, 70) Miisy
tyrimo rezultatai rodo, jog VIM tipo karbapenemaze¢ gaminantys Pseudomonas genties izoliatai
reiSmingai dazniau iSauginami i§ Slapimo ir zaizdy eksudato, o tai sutampa su kity autoriy

duomenimis.

26 lentelé. Pseudomonas genties izoliaty gaminanciy VIM tipo karbapenemazg
pasiskirstymas pagal tiriamaja medZiaga

Tiriamoji medZziaga Karbapenemazé
VIM
BAL skystis 1(2,9 %)
Bronchy aspiratas 4 (11,8 %)
ISmatos 5 (17,9 %)
Kita 1(2,9 %)
Kvépavimo takai 1(2,9 %)
Operaciné zaizda 1(2,9 %)
Punktatas 1(2,9 %)
Slapimas 10 (29,4 %)
Zaizdos eksudatas 10 (29,4 %)
Viso 34 (100 %)
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3.3.5. Karbapenemaziy negaminanciy ir karbapenemazes gaminanciy Pseudomonas
genties bakterijy palyginimas

Tyrime tirti 143 Pseudomonas genties izoliatai, atsparis vienam arba keliems
karbapenemams. Nustatyta, kad i jy 34 izoliatai gamino VIM tipo karbapenemaze. Lyginant Sias
grupes matoma, kad abiejose grupése izoliatai buvo iSauginami dazniau vyrams (56,07 %
negaminanciy karbapenemaziy grupéje ir 70,59 % gaminanciy karbapenemazes grupéje) negu
moterims. Vidutinis amzius tarp lyginamy grupiy nesiskyré (p = 0,678). ReikSmingi skirtumai tarp
grupiy nustatyti vertinant izoliaty atsparuma imipenemui (p = 0,037) ir meropenemui (p = 0,02),
taip pat pasiskirstyma pagal tiriamaja medziagg (p = 0,044) ir skyriy (p < 0,0001). (27 lentelé)
Vertinant tirtos populiacijos epidemiologines charakteristikas, matyti, kad pacientai infekuoti su
karbapenemams atspariomis Pseudomonas genties bakterijomis yra vyresnio amziaus (vidutinis
amziaus siekia 60,69 metus), o Sios bakterijos dazniausiai iSaugintos i$ §lapimo, kvépavimo taky
ir zaizdos eskudato. Lyginant nustatytg amziy su kity autoriy atlikty tyrimy rezultatais (63, 64, 65),
taip pat matyti, kad karbapenemams atspariomis Pseudomonas genties bakterijomis yra
kolonizuoti vyresnio amziaus asmenys, taCiau vyresnis amzius néra siejamas kaip reikSmingas
infekcijos rizikos veiksnys. Vyresnj amziy ir tokig kolonizacija turbiit galima sieti su susilpnéjusia
imunine sistema. Siame tyrime trecdalis visy pacienty (26,06 %) buvo reanimacijos ir intensyvios
terapijos skyriuje, o karbapenemazes gaminanciy grupéje tokie pacientai sudaré daugiau nei puse
visy tiriamyjy. Remiantis kity autoriy tyrimais reanimacijos ir intensyvios terapijos skyrius yra
reikSmingas rizikos veiksnys infekcijai, kurig lemia karbapenemams atsparios Pseudomonas
genties bakterijos. (65) Sis karbapenemams atspariy Pseudomonas genties bakterijy
pasisikirstymas rodo, jog reikia stiprinti plitimo sekimg ir imtis prevenciniy priemoniy ligoninés

skyriuose.

27 lentelé. Karbapenemams atspariy Pseudomonas genties izoliaty charakteristikos
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Izoliaty skaiCius
Charakteristikos Vi Negamina Gamina P
IS0 . reikSmé
karbapenemaziy | karbapenemazes
Lytis 0,133

Vyras 84 (59,57 %) 60 (56,07 %) 24 (70,59 %)

Moteris 57 (40,43 %) 47 (43,93 %) 10 (29,41 %)

AmZius 60,69+ 17,37 | 60,15+ 18,06 62,38 £ 15,09 0,678
Atsparumas karbapenemams

Imipenemui 0,037

Atsparu 125 (90,58 %) 91 (87,5 %) 34 (100 %)
Vidutiniskai jautru 13 (9,42 %) 13 (12,5 %) 0 (0 %)

Meropenemui 0,002
Atsparu 116 (83,45 %) 84 (78,5 %) 32 (100 %)
Vidutiniskai jautru 23 (16,55 %) 23 (21,5 %) 0 (0 %)

Tiriamoji medziaga 0,044

I8 trofinés opos 11 (7,68 %) 11 (100 %) 0 (0 %)

ISmatos 19 (13,29 %) 14 (73,68 %) 5 (26,32 %)

Kraujas 7 (4,9 %) 7 (100 %) 0 (0 %)

Kvépavimo takai 32 (22,38 %) 26 (81,25 %) 6 (18,75 %)

Slapimas 29 (20,28 %) 19 (65,52 %) 10 (34,48 %)

Zaizdos eksudatas 28 (19,58 %) 17 (60,71 %) 11 (39,29 %)

Kita 17 (11,89 %) | 15 (88,24 %) 2 (11,76 %)

Skyrius <0,0001

Reanimacijos ir intensyvios | 37 (26,06 %) 18 (48,65 %) 19 (51,35 %)

terapijos sk.
Kiti skyriai 105 (73,94 %) | 90 (85,71 %) 15 (14,29 %)
ISVADOS

. Atlikus mokslo publikacijy duomeny bazése analizg, genetiniam tyrimui parinkti
karbapenemaziy genai, labiausiai paplite Europoje: blavim, blanom, blakec, blaoxa-ss,
blaime, blagim.

. Parinktg TL-PGR protokolg su TagMan zondais galima naudoti karbapenemaziy geny
nustatymui.

. Atliktas Enterobacteriaceae Seimos ir Pseudomonas genties izoliaty tipavimas pagal
parinktus karbapenemaziy genus parode, kad bendras karbapenemaziy geny daznis VUL
Santaros klinikose siekia 13,31 % visuose tirtuose izoliatuose, o tai rodo, jog
karbapenemaziy genai néra placiai paplite VUL Santaros klinikose.

. Taikant statistinés analizés metodus VUL Santaros klinikose nustatytas blanom geno
paplitimas siekia 1,52 %, blavim — 23,78 %, 0 blaciv, blaive, blakec ir blaoxa4s geny
paplitimas siekia 0 %. Toks skirtingy karbapenemaziy geny paplitimas rodo, jog VUL
Santaros klinikose iSauginty izoliaty atsparumas karbapenemams yra nulemtas kity
atsparumo mechanizmy.
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SANTRAUKA

Karbapenemaziy geny tyrimas tikro laiko polimerazés grandininés reakcijos metodu

Karbapenemazés arba kitaip B-laktamazés yra fermentai, kurie hidrolizuoja penicilinus,
cefalosporinus, taip pat karbapenemus ir monobaktamus — svarbiausius $iais laikais naudojamus
antibakterinius vaistus prie§ bakterines infekcijas. Karbepenemams atspariy gram-neigiamy
bakterijy paplitimas auga visame pasaulyje ir kelia vis didesne grésme visuomenés sveikatai. Si
problema siejama su labiausiai paplitusiais Zmogaus patogenais, atsakingais uz dauguma
visuomeniniy ir hospitaliniy infekcijy — Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp. ir Acinetobacter
spp. Did¢jantis karbapenemy naudojimas ligy gydymui, kurias sukélé Sios bakterijos, gaminancios
plataus spektro B-laktamazes, Iémé karbapenemazes gaminanciy patogeny selekcijg ir plitimg. Per
pastaruosius metus karbapenemazes gaminancios bakterijos iSplito beveik visuose pasaulio
regionuose.

Bakterijos, gaminanc¢ios karbapenemazes, gali hidrolizuoti beveik visus B-laktaminius
antibiotikus, o genai, koduojantys atsparuma, perduodami su plazmidémis tarp skirtingy bakterijy
risiy. Sie genai randami daugelyje dauginiu atsparumu pasizyminéiy izoliaty. Tokiy izoliaty
aptikimas i§ klinikinés medZiagos pirmiausia prasideda nuo kruopS$ios atrankos pagal sumaZzéjusij
jautrumg karbapenemams. Po to atlickami biocheminiai karbapenemaziy gamintojy
indentifikacijos testai. Galiausiai karbapenemazés geno identifikacijai pasitelkiami molekuliniai
metodai, kurie iSlieka auksiniais standartais karbapenemaziy geny nustatymui.

Sio darbo tikslas - sukurti tikro laiko PGR metodu paremta tyrimo protokola
karbapenemazes koduojanciy geny (blagiv, blaime, blakec, blanom, blaoxa-4s, blavim) paplitimo
nustatymui VUL Santaros klinikose i$§ Mikrobiologijos laboratorijoje iSauginty ir karbapenemams
atspariy Enterobacteriaceae seimos ir Pseudomonas genties klinikiniy izoliaty. Blacim genas
koduoja German imipenemaz¢, blaive — imipenemaze, blakec — Klebsiella pneumoniae
karbapenemaze, blanom — Naujojo Delio metalo-p-laktamaze, blaoxa4s — karbapenemus
hidrolizuojancia oksacilinaz¢, o blavim genas koduoja Verona integrono koduojama metalo-f3-
laktamazg.

Darbe istirta 120 Enterobacteriaceae Seimos ir 143 Pseudomonas genties izoliaty,
atitinkanc¢iy potencialiy karbapenemaziy gamintojy kriterijus pagal atsparuma karbapenemames.
Tipavimas buvo atlickamas tikro laiko polimerazés grandininés reakcijos metodu su TagMan
zondais.

Tyrimo rezultatai parodé, kad sukurtas TL-PGR protokolas su TagMan zondais yra
tinkamas karbapenemaziy geny nustatymui. Taikant statistinés analizés metodus nustatyta, kad

VUL Santaros klinikose blanom geno paplitimas siekia 1,52 %, o blaviv — 23,78 %. Blagim, blaive,
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blakpc ir blaoxa-4s geny paplitimas siekia 0 %. Nors karbapenemazés yra pagrindinis atsparumo
antibiotikams mechanizmas bakterijose, taciau $io tyrimo rezultatai rodo, kad tik dalis izoliaty
pasizymi karbapenemaziy gamyba. Kity tirty Enterobacteriaceae Seimos ir Pseudomonas genties
bakterijy izoliaty atsparumas karbapenemams turéty buti siejamas su kitais atsparumo
mechanizmais, tokiais kaip iSmetimo pompos, porinai ar mutacijos, pakei¢ianéios peniciling
suriSanc¢iy baltymy raiska ir funkcijas.

Raktiniai zodziai: Enterobacteriaceae, Pseudomonas gentis, karbapenemazes koduojantys

genai

SUMMARY

Investigation of Carbapenemase Genes by Real-Time Polymerase Chain Reaction
Method

Carbapenemases also known as B-lactamases are ferments that hydrolyze penicillins,
cephalosporins, also, carbapenems and monobactams — nowadays the most important antibacterial
pharmaceuticals against bacterial infections. The prevalence of Gram-negative bacteria, which is
resistant to carbapenems, is growing around the world and causing more and more threat to the
public health. This problem is related with the most common human pathogens which are
responsible for majority of the public and nosocomial infections - Enterobacteriaceae,
Pseudomonas spp. and Acinetobacter spp. The increasing use of carbapenems for the treatment of
diseases, which were caused by these bacteria, resulted the selection and spreading of the
pathogens that produce carbapenemases. In the past year, the carbapenemase-producing bacteria
spread in almost all regions of the world.

Bacteria that produce carbapenemases can hydrolyze almost all B-lactam antibiotics,
and the genes encoding resistance, are transferred with plasmid between different species of
bacteria. These genes are found in a lot of multiple resistance characterized isolates. Detection of
such isolates from clinical material first of all starts from careful selection according to decreased
sensitivity to carbapenems. After, there are made biochemical identification tests of the
carbapenemases producers. In the end, the molecular methods are invoked for the carbapenemase
gene identification, which remain the gold standards for the identification of carbapenemase genes.

The aim of this work was to create the research protocol, based on real time PCR
method of carbapenemase encoding genes (blacim, blaive, blakec, blanowm, blaoxa-ss, blavim) and
evaluate these genes prevalence in VUH Santaros clinics from carbapenem-resistant
Enterobacteriaceae family and Pseudomonas genus clinical isolates, who were grown in the

Microbiology laboratory. Blacim gene encodes German imipenemase, blaiwp — imipenemase,
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blakpc — Klebsiella pneumoniae carbapenemase, blanom— New Delhi metallo-p-lactamase, blaoxa-
48 — carbapenem-hydrolyzing oxacillinase, and blaviv — Verona integron-encoded metallo-f-
lactamase.

In the thesis were investigated 120 Enterobacteriaceae family and 143 Pseudomonas
genus clinical isolates that correspondent the criteria of potential Carbapenemases producers
according to the resistance to carbapenems. Typing was made by polymerase chain reaction
method with TagMan probes.

The study shows that created TL-PGR protocol with TagMan probes were suitable
for detection of carbapenemase genes. According to the methods of statistical analysis it was
assessed that the prevalence of blanom gene of VUH Santaros clinics reaches 1,52 %, and blavim —
23,78 %. The prevalence of blacim, blave, blakpc and blaoxa-4s genes reaches 0 %. Although,
carbapenemases are the main resistance mechanism to antibiotics in the bacteria, however, this
research results show that only the part of isolates are characterized by production of
carbapenemases. The resistance to carbapenems of other investigated Enterobacteriaceae family
and Pseudomonas genus clinical isolates should be related with other resistance mechanisms such
as efflux pumps, porins or mutations which change the expression and functions of the penicillin
binding proteins.

Key words: Enterobacteriaceae, Pseudomonas genus, carbapenemase encoding

genes
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