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SUTRUMPINIMAI IR PAAIŠKINIMAI 

 

AIM – Australian imipenemaz  

AmpC – C klas s cefalosporinaz  

APBA – aminofenolborono r gštis 

BAL – bronchoalveolinis lavažas 

CMY – cefamicenaz  

DHP-I – dehidropeptidaz  I  

DNR – deoksiribonukleor gštis 

DPA – dipikolio r gštis 

ECDC – Europos lig  prevencijos ir kontrol s centras 

EDTA – etilendiamintetraacto r gštis 

ESBL – plataus veikimo spektro β-laktamaz s 

EUCAST – Europos antibakterini  jautrumo test  komitetas 

EuSCAPE – Europos karbapenemazes produkuojanči  enterobakterij  tyrimas 

FIM – Florence imipenamaz  

GES – Guiana plataus veikimo spektro 

GIM – German imipenemaz  

IMI – imipenem  hidrolizuojanti β-laktamaz   

IMP – imipenemaz  

KPC – Klebsiella pneumoniae karbapenemaz  
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MALDI-TOF MS – iš matricos lazeriu desorbuojanti ir jonizuojanti l kio trukm s masi  

spektrometrija (Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization Time-of-Flight Mass Spectrometry) 

MHT – modifikuotas Hodge testas 

MIK – mažiausia inhibuojanti konkcentracija 

MPPA – metalo-β-laktamazes gaminantis Pseudomonas aeruginosa 

MRSA – meticilinui atsparus Staphylococcus aureus 

MSBL - β-laktamazi  tyrimas mas s spektrometrijos metodu 

NDM – New Delhi metalo-β-laktamaz  

NMC – nemetalokarbapenemaz  

OXA – oksacilin  hidrolizuojantis  

PBP – penicilin  sujungiantis baltymas 

PGR – polimeraz s grandinin  reakcija 

RITS – reanimacijos ir intensyvios terapijos skyrius 

SFC-1 – Serratia fonticola karbapenemaz  

SME – Serratia marcescens karbapenemaz  

SPM – Sao Paulo metalo-β-laktamaz  

SS – standartinis tirpiklis 

VIM – Verona integron-encoded metalo-β-laktamaz  

VUL SK – Vilniaus universiteto ligonin  Santaros klinikos 
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ĮVADAS 

 

Bakterij  dauginio atsparumo antibiotikams problema aktuali ne tik daugelyje pasaulio šali , 

bet ir Lietuvoje [2, 5, 10, 11, 33]. Antibakterinis gydymas sparčiai tobul ja, tačiau nepaisant mokslo 

pažangos, vis dar didel  pavoj  žmogaus sveikatai kelia multirezistentiškos gramneigiamos 

bakterijos. Daugiausiai komplikacij  patiria ligoniai, kuri  imunin  sistema yra nusilpusi. 

Netinkam  antibiotik  vartojimas ir duomen  stoka apie infekcij  suk l jus lemia neefektyv  

gydym  [2, 10, 38]. 

Šiuo metu daugiausia d mesio skiriama tokioms bakterij  r šims: meticilinui atspariam 

Staphylococcus aureus (MRSA) (sukelia net iki 50% stafilokok  infekcij ); vankomicinui atspariam 

Enterococcus spp.; visoms Enterobacteriaceae šeimos bakterijoms, atsparioms III kartos 

cefalosporinams ir karbapenemams bei gaminančioms plataus veikimo spektro β-laktamazes 

(ESBL); biochemiškai neaktyvioms lazdel ms (Pseudomonas spp., Acinetobacter spp.), atsparioms 

karbapenem  grup s antibakteriniams vaistams [2, 10, 33]. 

Iki šiol žinomi keli gramneigiam  lazdeli  atsparumo mechanizmai: modifikuojamas vaist  

taikinys, gaminami deaktyvuojantys fermentai (β–laktamaz s ir aminoglikozidus modifikuojantys 

fermentai), išorin s membranos baltym  pokyčiai, mažinantys pralaidum  antibiotikams [2]. 

Karbapenemazes produkuojančios enterobakterijos sparčiai plinta visame pasaulyje, nes 

sugeba horizontaliai (per specifines plazmides arba transpozonus) perduoti genus, koduojančius 

šiuos fermentus [2, 19, 40]. Šiais laikais karbapenemai yra svarbiausi antibakteriniai vaistai, skirti 

gydyti dauginio atsparumo bakterij  sukeltas ligas [30, 40]. Tačiau, ši  patogen  atsparumas taip pat 

siejamas su kitais antibiotikais: cefalosporinais, chinolonais ir aminoglikozidais. Tokiu atveju, 

nelieka joki  vaist  lig  gydymui, o tai  kelia didelę gr smę pacient  sveikatai [1, 5, 19, 30, 40]. 

Mikrobiologijos laboratorij  vaidmuo infekcij  plitimo valdyme yra labai svarbus. Norint 

užkirsti tam keli , svarbu teikti informacij  infekcini  lig  kontrol s skyriui apie epidemiologiškai 

svarbi  mikroorganizm  išskyrim  klinikin je tiriamojoje medžiagoje. Taip pat analizuoti ir teikti 

ataskaitas apie išskirtus infekcini  lig  suk l jus ir j  jautrum  antibiotikams [11].  

MALDI-TOF MS arba iš matricos lazeriu desorbuojanti ir jonizuojanti l kio trukm s masi  

spektrometrija – yra naujas, plačiai mikrobiologijoje naudojamas metodas, skirtas identifikuoti 

bakterijas. Šis b das pažangesnis už tradicinius bakterij  tyrimus, nes yra jautresnis, greitesnis, o 

rezultatai tikslesni [7, 8, 10, 20, 22, 36]. Neseniai sukurta nauja MALDI-TOF MS programin  

ranga, galinti nustatyti karbapenemazi  aktyvum  vairiose bakterijose. Kol kas šis tyrimas n ra 
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taikomas diagnostikoje, nes tik kelios mokslinink  grup s j  taik  ir publikavo savo rezultatus. Šis 

metodas vis dar tobulinamas [13, 20, 36]. 

 

Darbo tikslas: nustatyti karbapenemazi  aktyvum  masi  spektrometrijos metodu Pseudomonas 

genties bakterijose, išskirtose VUL Santaros klinik  pacientams. 

Darbo uždaviniai:  

1. Ištirti atsparias karbapenemams Pseudomonas padermes masi  spektrometru MALDI-TOF ir 

vertinti karbapenemazi  gamyb . 

2. Atlikti palyginamuosius tyrimus su skirtingais karbapenemais (meropenemu ir ertapenemu). 

3. Nustatyti masi  spektrometrijos MALDI-TOF metodo privalumus ir tr kumus tiriant 

karbapenemazi  aktyvum  Pseudomonas genties bakterijose.  

 

Padėka: Nuoširdi pad ka užsienio šali  mokslinink ms Ditte Find (Danija) ir Anastasia 

Pavelkovich (Estija) už aktyv  bendradarbiavim , konsultacijas ir pagalb  atliekant tyrim , o taip 

pat inžinieriui Giedriui Zolubai už programin s rangos diegim  ir Lietuvos Laboratorin s 

Medicinos Draugijai už užsienyje vykusi  apmokym  finansavim . 
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1. LITERAT ROS APŽVALGA 

1.1. Enterobacteriaceae šeimos mikroorganizmai 
 

Enterobacteriaceae šeimos bakterijos sudaro dal  žarnyno floros ir yra vieni dažniausi  

šlapimo tak , kraujo, pilvo organ , pneumonij  ir kit  hospitalini  infekcij  sukel j  [30, 34, 40]. 

Visuomen je šios bakterijos plinta per nešvarias rankas, maist  ir vanden  [30, 40]. Dažniausiai 

užsikrečia vyresnio amžiaus pacientai, vartojantys imunosupresantus ir sergantys gretutin mis 

ligomis (pavyzdžiui, cukriniu diabetu) [34]. 

Iš vis  enterobakterij  Serratia spp. bakterijos yra labiausiai atsparios karbapenemams. Tai 

yra oportunistiniai patogenai, kurie gali išgyventi ekstremaliomis s lygomis. Šie mikroorganizmai 

sintetina SME grup s β-laktamazes, kurios hidrolizuoja penicilinus, cefalosporinus ir karbapenemus 

[40]. 

1.2. Pseudomonas genties bakterijos 

 

Pseudomonas aeruginosa yra oportunistinis patogenas, kurio genomas yra vienas iš 

didžiausi  bakterij  genom  (nustatyta net 5567 gen ) [27]. Manoma, kad d l to šis 

mikroorganizmas yra labai adaptyvus, sugeba greitai prisitaikyti prie besikeičianči  aplinkos s lyg  

keisdamas savo savybes ir išvystyti vairius atsparumo mechanizmus. D l šios priežasties, gytas P. 

aeruginosa atsparumas dažnai siejamas su aplinkos veiksniais (pavyzdžiui, cistin s fibroz s atveju, 

bakterijos kolonizuoja plaučius, tod l nuo antibiotik  jie apsaugoti polisacharido alginato sluoksniu, 

neleidžianči  difunduoti vaistams) [21, 27]. Taip pat nustatyta, kad kuo didesnis bakterij  genomas, 

tuo didesn  tikimyb  perduoti mutavusius genus kitiems mikroorganizmais [27]. 

P. aeruginosa priklauso SPICE bakterij  grupei (Serratia spp., P. aeruginosa, indolo 

teigiamas Proteus, Citrobacter spp., Enterobacter spp.). Visi šie mikroorganizmai sintetina 

chromosomose užkoduotas AmpC β-laktamazes, kurios hidrolizuoja daugel  β-laktam  ir n ra 

inhibuojamos β-laktamazi  inhibitori  [27]. 
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1.3. Karbapenemai 

 

 Istorija 

Pirmieji β-laktamazi  inhibitoriai (olivanin s r gštys) atrasti 1976 m. gramteigiamose 

bakterijose Streptomyces clavuligerus (1 pav.). Tačiau, šios r gštys buvo chemiškai nestabilios ir 

silpnai siskverbdavo  bakterij  l steles, tod l ieškota alternatyvi  medžiag . Netrukus atrasti dar 

du inhibitoriai: klavulano r gštis (S. clavuligerus) ir tienamicinas (S. cattleya) (1 pav.) [33]. 

Klavulano r gštis buvo pirmasis kliniškai prieinamas β-laktamazi  inhibitorius, tuo tarpu 

tienamicinas – pirmasis nat ralus karbapenemas, kuris tapo pavyzdžiu sintetinant kitus šios klas s 

antibiotikus. Tienamicinas atsparus daugeliui mikroorganizm : gramteigiamoms ir gramneigiamoms 

bakterijoms, tokioms kaip Streptococcus aureus ir Pseudomonas spp., anaerobui Bacteroides 

fragilis. Deja, ši medžiaga nestabili vandeniniuose tirpaluose, reaktyvi nukleofilams 

(hidroksilaminui, cisteinui ir savo strukt roje esančiam pirminiam aminui), o taip pat jautri šarminei 

hidrolizei (pH >8). Šios tienamicino savyb s privert  mokslininkus ieškoti chemiškai stabilesni , bet 

panašaus veikimo karbapenem  [33]. 

 

1 pav. Pirm j  β-laktamazi  inhibitori  chemin  strukt ra (Papp-Wallace et al., 2011) 
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Anksčiausiai atrastas imipenemas, kuris 1985 m. tapo pirmuoju karbapenemu skirtu gydyti 

kompleksines bakterines infekcijas (2 pav.). Imipenemas bei panašios strukt ros panipenemas labiau 

stabil s ir mažiau jautr s šarminei hidrolizei. Tačiau, ši  karbapenem  vartojimas turi tr kum : 1) 

juos deaktyvuoja inkst  sintetinamas fermentas dehidropeptidaz  I (DHP-I); 2) antibiotikai turi b ti 

vartojami kartu su inhibitoriais cilastinu arba betamipronu [17, 33]. 

Nustatyta, kad prijungus metilo grupę 1-β pad tyje, karbapenemai tampa atspar s inkst  

fermentui DHP-I. Tokiu b du atrasta eil  kit  antibiotik : meropenemas, biapenemas, ertapenemas 

ir doripenemas (2 pav.). Karbapenem  stabilum  ir atsparum  β-laktamaz ms lemia β-laktamo žiedo 

trans konfig racija prie C5 ir C6 anglies atom  [17, 33].  

 

 Veikimo mechanizmas 

 

Visi karbapenemai sunkiai difunduoja, tad siskverbia  gramneigiamas bakterijas per 

išorin je membranoje esančius baltymus porinus. Per jus periplazmin  tarp , karbapenemai acilina 

penicilin  surišančius baltymus (PBP) – fermentus (transglikolaz s, transpeptidaz s, 

karboksipeptidaz s), katalizuojančius peptidoglikano formavim si vidin je bakterij  sienel je. 

Taigi, pagrindinis karbapenem  veikimo mechanizmas pagr stas j  savybe prisijungti prie keli  

skirting  PBP ir aktyvuoti bakterij  membranos autolizę [17, 28, 33]. 

vair s karbapenemai skirtingai veikia bakterijas. Imipenemas, panipenemas ir doripenemas 

efektyvesni prieš gramteigiamas bakterijas, o meropenemas, biapenemas, ertapenemas ir 

doripenemas – prieš gramneigiamas bakterijas. Tačiau, tiriant vairius karbapenemus ir j  poveik  

mikroorganizmams, pasteb ta, kad: 1) meropenemas mažiau efektyvus už imipenem  ir doripenem  

kovojant su Acinetobacter baumanii; 2) doripenemas mažiausiai jautrus karbapenemaz ms; 3) 

meropenemo ir klavulano r gšties kombinacija veiksminga prieš multirezistentišk  Mycobacterium 

tuberculosis [17, 28, 33]. 

Karbapenemai gali b ti vartojami kartu su kitais antibakteriniais vaistais. Kombinuota 

terapija vis dažniau taikoma gydant multirezistentišk  mikroorganizm  sukeltas infekcijas. Kai 

kurios kombinacijos turi teigiam  efekt , nes plat ja antibiotik  veikimo spektras, tačiau dažnai 

atsitinka taip, jog mikroorganizm  atsparumas kaip tik padid ja [33]. 
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2 pav. Kliniškai prieinami karbapenemai (Papp-Wallace et al., 2011) 
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1.4. Bakterij  atsparumo mechanizmai 
 

 Atsparum  vaistams gali nulemti ne tik mutuojančios bakterijos, bet taip pat nusilpusi 

žmogaus imunin  sistema, sumaž jęs vaist  biologinis aktyvumas arba greitesnis vaist  

metabolizmas. Pagal mikroorganizm  išgyvenamum , paveikus juos antibiotikais, skiriami trys 

atsparumo tipai: pirminis, antrinis ir klinikinis. Pirminis atsparumas reiškia pirm  patogeno 

susid rim  su vaistu. Antrinis, kitaip dar vadinamas gytu, pasireiškia po pakartotinio susid rimo su 

antibiotiku. Šiuo atveju, atsparumas tik sustipr ja. gytas atsparumas klasifikuojamas  dvi mažesnes 

grupes: vidinis (dauginis atsparumas) ir plataus veikimo. Pirm jai grupei priklauso pirmo 

pasirinkimo antibiotikams atspar s mikroorganizmai, o plataus veikimo spektro rezistentiškumas 

b dingas mikroorganizmams, atspariems mažiausiai vieno antibiotiko inhibitoriniam efektui. 

Klinikinis bakterij  atsparumas išsivysto tik tam tikrose situacijose, kai patogenas veikiamas 

didesne vaisto doze nei prastai [28, 38]. 

Pagrindiniai atsparumo karbapenemams mechanizmai yra β-laktamazi  sintez , antibiotiko 

išmetimo siurbliai ir mutacijos, keičiančios porin  ir PBP ekspresij  membranoje (3 pav.). Šie 

mechanizmai skirtingai pasireiškia skirtingose bakterijose. Pavyzdžiui, gramteigiamuose kokuose 

atsparumas karbapenemams susijęs su aminor gšči  sek  pokyčiais PBP arba nauj  antibiotikams 

atspari  PBP gamyba. β-laktamazi  ekspresija, porin  praradimas ir suaktyv jusi išmetimo siurbli  

veikla membranose b dinga gramneigiamoms lazdel ms [17, 23, 33]. 

L stel s membrana yra viena svarbiausi  bakterij  sudedam j  dali , kuri lemia j  

išgyvenamum . vair s antibiotikai prisijungdami prie bakterij  membranoje esančio 

peptidoglikano, stabdo jos sintezę. Tačiau, rezistentišk  bakterij  chromosomos mutuoja, jos 

apsikeičia nechromosominiais DNR elementais konjugacijos arba transformacijos b du. D l to 

pakinta membranos strukt ra, vaist  prisijungimo vietos, sumaž ja jos pralaidumas ir vaist  difuzija 

 l stelę (3 pav.) [17, 38]. 

Šiuo metu daugiausiai d mesio skiriama atsparumui β-laktamaz ms. Šio tipo atsparumas 

paremtas antibiotiko deaktyvavimu suardant β-laktamo žied . β-laktamo antibiotik  grupei priklauso 

skirtingos medžiagos: ampicilinas, piperacilinas, cefotaksimas, ceftazidimas, ertapenemas, 

imipenemas ir meropenemas. Tai dažniausiai naudojami antibakteriniai vaistai, kurie retai sukelia 

šalutin  poveik  ir pasižymi fiziologiniu suderinamumu  [17, 29, 37]. Ši  vaist  pagrindiniai taikiniai 

yra bakterij  periplazmos peptidoglikan  transpeptidaz s. Antibiotikai negr žtamai suardo šiuos 

fermentus ir tokiu b du slopinama bakterij  sienel s sintez  [20, 23, 37]. 
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3 pav. Bakterij  atsparumo karbapenemams mechanizmai (Tanwar et al., 2014) 

 

Kitas atsparumo mechanizmas pagr stas antibakterini  ferment  deaktyvacija hidrolizuojant 

esterinius arba amidinius ryšius, o taip pat chemiškai juos modifikuojant (acetilinant, fosforilinant, 

adenilinant, glikozilinant arba hidroksilinant). D l šios priežasties vaistai negali jungtis prie savo 

taikini  bakterijos viduje (3 pav.) [38]. 

1.5. Karbapenemazės 

 

β-laktamaz s – tai bakterij  periplazmos fermentai ir pagrindiniai atsparum  lemiantys 

veiksniai. Šis atsparumo b das pagr stas β-laktamo antibiotik  hidrolize, d l to vaistai nepasiekia 

savo taikinio – PBP [31, 33]. Karbapenemaz s – tai β-laktamazi  poklasis, hidrolizuojantys 

penicilinus, cefalosporinus, karbapenemus ir monobaktamus [11].   
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β-laktamaz s skirstomos  4 klases pagal strukt ros panašumus (A, B, C ir D) ir  4 grupes 

pagal hidrolizines ir inhibitorines savybes (1, 2, 3 ir 4) [30, 32]. Nustatyta, kad A, C ir D klasi  

ferment  aktyviajame centre yra serinas, o B klas s – Zn
2+ 

jonai. Daugelis A klas s β-laktamazi  

jautrios klavulano r gščiai, o C ir D klasi  fermentai – atspar s. Tačiau, visos šios β-laktamaz s 

deaktyvuojamos karbapenem  ir tai leidžia kurti vis naujus antibiotikus [17, 33, 35]. 

 

 Karbapenemazi  klasės 

 

Kai kurios A klas s karbapenemaz s (IMI-1, SFC-1) užkoduotos chromosomose, o kitos 

(KPC, IMI-2, GES) – plazmid se [26]. Išskirtin  A klas s karbapenemazi  savyb  yra disulfidinis 

ryšys tarp Cys69 ir Cys238 aminor gšči  liekan . Ši jungtis keičia atstum  tarp aktyviojo centro 

element . Šios klas s fermentai (SME, NMC, IMI, KPC, GES) dažnai vadinami serino-β-

laktamaz mis [33]. A klas s karbapenemazes sintetinantys patogenai yra dauginio atsparumo, kuri  

sukeltos infekcijos sunkiai gydomos – pacient  mirtingumas siekia ≥ 50%. J  atsparumas vairiems 

karbapenemams varijuoja (labiausiai atspar s ertapenemui) [30]. 

B klas s β-laktamaz s aktyvuojamos per Zn2+ jonus ir pagal savo strukt r  bei aminor gšči  

sekas skirstomos  tris grupes: B1, B2 ir B3. domu tai, jog B1 ir B3 grupi  ferment  aktyvumui 

reikalingi du cinko jonai, o B2 – vienas. Abiej  cinko jon  prisijungimas mažina B2 β-laktamazi  

aktyvum  [33, 35]. Šios klas s fermentai (IMP, VIM, GIM, SPM, NDM) dažnai vadinami metalo β-

laktamaz mis [30, 33]. Jie hidrolizuoja visus β-laktamus, išskyrus aztreonam . Atsparumas 

vairiems antibiotikams labai varijuoja, o pacient  mirtingumas svyruoja nuo 18% iki 67% [30]. 

C klas s β-laktamaz s (CMY) retai priskiriamos karbapenemaz s, nes didžioji j  dalis 

silpnai veikia karbapenemus [33, 35]. 

D klas s β-laktamaz s (OXA-β-laktamaz s) silpnai hidrolizuoja karbapenemus ir plataus 

veikimo spektro cefalosporinus, tad j  hidroliz s reakcijos labiausiai skiriasi iš vis  klasi  [30]. 

OXA fermentai – labai heterogeniškos β-laktamaz s, kurios yra vairi  atsparumo mechanizm  

rezultatas. Dažniausios D klas s karbapenemaz s yra OXA-48 ir OXA-181, kurios n ra 

inhibuojamos EDTA ir klavulano r gšties [33, 35].  

Kliniškai svarbiausi yra A klas s KPC tipo karbapenemaz s. Jie hidrolizuoja visus β-

laktamus, o juos inhibuoja borono r gštis. Iš dalies j  aktyvum  mažina klavulano r gštis ir 

tazobaktamas. Tačiau, didžiausias fermentinis aktyvumas b dingas B klas s β-laktamaz ms. Tai 
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IMP, VIM ir NDM tip  karbapenemaz s, kurios hidrolizuoja visus penicilinus, cefalosporinus ir 

karbapenemus. Joks inhibitorius (klavulano r gštis, tazobaktamas ir sulbaktamas) j  neslopina [32]. 

1.6. Karbapenemazes sintetinanči  bakterij  epidemiologija 

 

Manoma, kad pasaulyje plinta dvi ši  mikroorganizm  epidemijos – viena iš j  susijusi su 

Escherichia coli sukeltomis infekcijomis, kuriomis užsikrečiama visuomen je. Šios bakterijos 

daugiausiai sintetina NDM ir OXA-48 tipo karbapenemazes. Užkirsti keli  infekcij  plitimui yra 

sud tinga, nes tai lemia daugelis veiksni : higienos stoka, per didelis antibakterini  vaist  

vartojimas ir vis dažn jančios kelion s aplink pasaul  [4, 30]. 

Antra epidemija susijusi su hospitalini  infekcij  suk l jais – Klebsiella pneumoniae 

bakterijomis. Per paskutiniuosius 30 met , K. pneumoniae l m  didžiausi  ESBL gen  plitim  

sveikatos prieži ros staigose [30]. 

Endemin s K. pneumoniae paderm s, sintetinančios VIM ir KPC, užfiksuotos ankstyvaisiais 

2000 m. Graikijoje. Indijos regione ir Vidurio Rytuose didžiausi  gr smę kelia NDM 

karbapenemaz s. OXA-48 tipo fermentai kol kas randami tik keliose Europos šalyse [11]. 

Karbapenemazi   plitimas Europoje pasteb tas antroje XX am. pus je. Iš pradži , didžiausia 

gr sm  kilo Viduržemio regiono šalims (svarbiausias patogenas P. aeruginosa) [11]. Nuo 2000 m. 

E. coli bakterijos paplito visame pasaulyje. Jos sugeb jo hidrolizuoti visus cefalosporinus, išskyrus 

karbapenemus (imipenem , ertapenem , meropenem  ir doripenem ). Ilgainiui bakterijos gijo 

atsparum  net ir šiems antibiotikams [30]. 

 

1.6.1.  A klasės karbapenemazi  geografinis paplitimas 

 

Klebsiella pneumoniae karbapenemaz  (KPC) yra geriausiai žinomas A klas s fermentas 

[30]. Pirm  kart  jis buvo atrastas 1996 m. rytin je Jungtini  Amerikos Valstij  (JAV) dalyje [5]. Po 

keli  met  KPC sintetinančios bakterijos globaliai paplito – jos rastos Puerto Rikoje, Kolumbijoje, 

Graikijoje, Izraelyje ir Kinijoje. Kiek v liau gauti duomenys apie K. pneumoniae iš vairi  Europos 

šali  ir Piet  Amerikos (4 pav.) [30]. 
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4 pav. Klebsiella pneumoniae karbapenemazi  (KPC) paplitimas pasaulyje (A), Jungtin se 

Amerikos Valstijose (B), Europoje (C), Kinijoje (D) (Nordmann et al., 2011) 

 

1.6.2.  B klasės karbapenemazi  geografinis paplitimas 

 

Japonijoje, 1991 m. tiriant Serratia marcescens bakterijas, atrastas pirmasis IMP-1 

karbapenemazi  tipas. Ilgainiui vair s VIM grup s fermentai tapo endeminiais Graikijoje, o IMP – 

Taivane ir Japonijoje (5 pav.) [4]. Atskiri bakterij  izoliatai užfikuosti daugelyje Europos šali , 

JAV, Piet  Amerikoje, Afrikoje ir Australijoje. VIM sintetinanči  bakterij  plitimas tarp ligonini  

nustatytas tik Ispanijoje ir Italijoje [30].  

Šiuo metu didžiausias d mesys skiriamas NDM-1 sintetinančioms enterobakterijoms, kurios 

2008 m. atrastos Švedijoje gydant Indijos ligon . Per dvejus metus šios bakterijos išplito iš Indijos 

regiono  visus žemynus, išskyrus Centrinę ir Piet  Amerik . Manoma, kad Balkan  šalys ir Vidurio 

Ryt  regionas yra antrinis ši  bakterij  ir NDM-1 židinys (Pakistane, Indijoje ir Bangladeše 

užfiksuota daugiau nei 50 atvej ). Atsparum  vairiems karbapenemams lemia j  didel  atsparumo 

gen  vairov , esanči  plazmid se [30].  
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5 pav. VIM ir IMP sintetinanči  bakterij  paplitimas pasaulyje (A) ir Europoje (B) (Nordmann et 

al., 2011) 

1.6.3.  D klasės karbapenemazi  geografinis paplitimas 

 

Pirmasis OXA-48 sintetinantis organizmas atrastas 2003 m. Turkijoje [5]. Tai buvo viena iš 

K. pneumoniae padermi , kuri labiausiai paplito šioje šalyje, o taip pat ir Maroke. Šiuo metu šis 

patogenas randamas Vakar  Europos šalyse, Viduržemio j ros rytin je ir pietin je dalyse. Pavieniai 

atvejai užfiksuoti Italijoje, Šveicarijoje ir Afrikos šalyse (6 pav.). OXA-48 ferment  gaminantys 

mikroorganizmai plinta ligonin se, kuriose gydomi pacientai iš endemini  šali . Tačiau, JAV ir 

Kanadoje toki  atvej  kol kas neužfiksuota. domu tai, jog Indijoje randama kita ferment  grup  – 

OXA-181. Manoma, kad D klas s fermentus sintetinančios bakterijos sunkiausiai identifikuojamos, 

tad j  sukelt  mirtingum  taip pat sud tinga vertinti [30]. 
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6 pav. OXA-48 sintetinanči  bakterij  paplitimas Europoje ir Afrikoje (Nordmann et al., 2011) 

 

  Europos lig  prevencijos ir kontrol s centras (ECDC) 2012 m. steig  projekt  pavadinimu 

„Karbapenemazes produkuojanči  enterobakterij  Europos tyrimas“ (EuSCAPE). Projekto tikslas 

buvo ištirti invazines Enterobacteriaceae šeimos bakterij  padermes, j  epidemiologij , taip pat 

skleisti žini  apie kylanči  gr smę žmoni  sveikatai ir gerinti diagnostik . Projekte dalyvavo net 38 

Europos šalys. Kiekviena iš j  tur jo vertinti lig  paplitim  savo šalyje pagal epidemiologinę skalę. 

Tyrimo rezultatai parod , jog trijose šalyse neužfiksuota nei vieno tokio atvejo, trylikai šali  

b dingas regioninis infekcij  plitimas, o keturiose – endeminiai atvejai. Sporadiniai susirgimai 

aptikti devyniose šalyse, penkiose buvo pavieniai atvejai ligonin se ir keturiose užfiksuotos 

sporadin s hospitalin s infekcijos (7 pav.) [1]. 

  Baltijos šalys tik paskutiniaisiais tyrimo metais pateik  savo rezultatus ECDC organizacijai. 

Estijoje vienas atvejis užfiksuotas 2015 m. Tai buvo Enterobacter aerogenes bakterija, kuri sintetino 

imipenemazę GIM. Latvijoje užfiksuoti trys atvejai, kurie susiję su VIM produkuojančiomis 

bakterij  paderm mis, o Lietuvoje nustatyta net trylika invazini  atvej : du iš j  susiję su K. 
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pneumoniae (sintetinamas fermentas OXA-48), devyni – Enterobacter cloacae (NDM), po vien  – 

E. aerogenes (NDM) ir E. cloacae (VIM) [1]. 

 

7 pav. Karbapenemazes sintetinanči  bakterij  paplitimas Europoje 2014–2015 m. (EuSCAPE 

tyrimo rezultatai) (Albiger et al., 2015) 

 

1.6.4.  Pseudomonas genties karbapenemazi  geografinis paplitimas 

 

Metalo-β-laktamazes produkuojančios Pseudomonas aeruginosa bakterijos (MPPA) yra 

vieni dažniausi  hospitalini  infekcij  suk l j .  MPPA sintetina vairi  tip  metalo-β-laktamazes: 

IMP, VIM, SPM, GIM, NDM ir FIM. Šiuos fermentus koduojantys genai išsid stę integronuose, 

transpozonuose, plazmid se ir chromosomose. Visus šiuos elementus jie perduoda kitoms 

gramneigiamoms bakterijoms ir padidina komplikacij  tikimybę. Taigi, norint užkirsti keli  

globaliai sveikatos krizei ir kontroliuoti infekcij  plitim , svarbu žinoti MPPA epidemiologij  [16]. 

IMP ir VIM tipo metalo-β-laktamaz s, kurias sintetina P. aeruginosa, pirm kart atrastos 

Japonijoje (1988 m.) ir Italijoje (1999 m.). Tik šie du ferment  tipai plačiai paplito visame 
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pasaulyje, o  visi kiti liko geografiškai apriboti: SPM-1 aptiktas Brazilijoje (1997 m.), GIM-1 ir 

AIM-1 Vokietijoje bei Australijoje (2002 m.), o NDM-1 – Serbijoje (2011 m.) [16, 24, 27]. 

V liausiai atrasta  P. aeruginosa  gaminama karbapenemaz  yra FIM-1, kur  užfiksuota 2012 

m. Italijoje, Florencijos regione.  Nustatyta, kad šis fermentas savo chemin mis savyb mis panašus  

NDM tipo karbapenemazes [16]. 

Remiantis moksline literat ra ir vairi  šali  pateiktais duomenimis, Azijos tyr j  grup  

sudar  karbapenemams atspari  P. aeruginosa padermi  geografinio paplitimo žem lap  (8 pav.) 

[16]. Nustatyta, kad daugelyje pasaulio šali , ši  patogen  santykis svyravo nuo 10 iki 50%. 

Mažiausi rodikliai užfiksuoti Kanadoje ir Dominikos Respublikoje (atitinkamai 3,3 ir 8%). Tačiau, 

Brazilijoje, Peru, Kosta Rikoje, Rusijoje, Graikijoje, Lenkijoje, Irane ir Saudo Arabijoje šis santykis 

buvo didesnis nei 50% (tiriant kiekvien  karbapenemo klas s antibiotik  atskirai) [16]. 

Epidemiologinio tyrimo rezultatai parod , kad Rusija, pietvakari  Azija ir Piet  Amerika yra 

pagrindiniai antibakterinio atsparumo plitimo šaltiniai. Manoma, kad P. aeruginosa atsparumas 

ligonin se did ja d l karbapenem  vartojimo ir medicinini  ranki  naudojimo, kurie pagreitina 

atspari  mikroorganizm  selekcij . Šie veiksniai priklauso nuo sveikatos prieži r  staig  politikos, 

kurios skiriasi vairiose šalyse [16]. 

 

8 pav. Geografinis karbapenemams atspari  Pseudomonas aeruginosa paplitimas. Baltos 

spalvos regionai nepateik  savo šalies duomen  (Hong et al., 2015) 
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A klas s karbapenemaz s (KPC), kurias gamina P. aeruginosa, užfiksuotos Kolumbijoje. 

domu tai, kad šis patogenas sintetina šio tipo karbapenemazes tik Lotyn  Amerikos dalyje. Tačiau, 

šis fermentas pavojingas tuo, kad gali deaktyvuoti net aztreonam  [27]. 

D klas s karbapenemaz s OXA retai aptinkamos P. aeruginosa bakterijose. Nustatyta, kad 

tai mutavusios OXA-10 ir OXA-2 tip  β-laktamaz s [24, 27]. 

1.7. Karbapenemazi  nustatymo metodai 
 

Greitas ir nebrangus atsparumo antibiotikams nustatymo metodas yra svarbi prielaida 

parenkant tinkamus vaistus [29, 37]. Karbapenemaz s gali b ti nustatomos naudojant molekulinius 

ir nemolekulinius metodus. Ligonini  mikrobiologijos laboratorijose dažniau naudojami 

nemolekuliniai nustatymo metodai, nes šie lengviau atliekami ir nereikalauja brangios rangos ir 

reagent  [9].  

Tradiciniai jautrumo nustatymo metodai trunka mažiausiai dvi dienas. Gera žinia ta, jog 

automatizuotu b du rezultatai gaunami jau po keli  valand  [36]. Tačiau, molekuliniai ir genetiniai 

karbapenemazi  tyrimai brang s bei sud tingi, reikalauja ger  specialist  ir tikslios interpretacijos 

[31].  

 Fenotipiniai bakterij  jautrumo tyrimai atliekami disk  difuzijos metodu, naudojant E-testus 

(nustatoma minimali inhibuojanti koncentracija MIK) arba automatizuotas mikrobiologines sistemas 

Phoenix ir Vitek 2 [36]. Disk  difuzijos metodas naudojamas rutininiame laboratorijos darbe, o E-

testas – tai patvirtinamasis metodas ir pagrindinis atrankinis kriterijus tariant karbapenemazi  

aktyvum . Specifini  karbapenemazi  inhibitori  (EDTA, DPA ir kt.) priemaišos lemia disko zonos 

did jim  ir MIK vert s maž jim , o diagnostin s ribin s vert s (>5 mm disko zona ir trigubai ar 

daugiau kart  sumaž jusi MIK) tik patvirtina ferment  buvim  [35].  

 

1.7.1.  Mikrobiologiniai metodai su inhibitoriais 

 

1. Dviej  disk  sinergizmo metodas 

 Sinergizmo metodas pagr stas karbapenemazi  inhibicija in vitro, papildomai naudojant 

specifinius skirting  ferment  klasi  inhibitorius [15]. 



21 

 

 Šiuo metu Europoje paplito kombinuotas fenotipinis metodas – Neo-Sensitabs. Neseniai 

atlikt  tyrim  rezultatai rodo, kad visos KPC ferment  gaminančios bakterij  paderm s lengvai 

identifikuojamos naudojant kombinuot  meropenemo-meropenemo/APBA disk . Visos kitos 

metalo-β-laktamazes produkuojančios paderm s nustatytos naudojant dviej  r ši  kombinuotus 

diskus: meropenemo ir dipikolino r gšties (MEM-MEM/DPA) bei imipenemo ir 

etilendiamintetraacto r gšties (IMP-IMP/EDTA). Tačiau, pastaruoju disku gautas klaidingai 

teigiamas rezultatas. Manoma, kad tai susiję su mažu EDTA specifiškumu nustatant metalo-β-

laktamazes [15].  

 Kombinuot  disk  metodas yra pranašesnis už disk  difuzijos metod . Schemoje pateikti 

disk  arba plokšteli  su meropenemo ir kit  inhibitori  pavyzdžiais veikimo rezultatai (9 pav.). 

Nustatyta, kad borono r gštis inhibuoja A klas s karbapenemazes, o dipikolio r gštis – B klas s. 

Deja, bet D klas s karbapenemazi  inhibitoriai dar n ra atrasti. Kloksacilinas, kuris inhibuoja AmpC 

β-laktamazes, prid tas norint diferencijuoti porin  praradim  nuo karbapenemazi  sintez s. 

Didžiausias šio metodo tr kumas yra ilga tyrimo trukm  (18 val.) [11]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

9 pav. Kombinuot  disk  metodo veikimo algoritmas (EUCAST, 2013) 
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2. Gradiento testas (dvigubas E-testas) 

 Rinkoje egzistuoja kombinuoti imipenemo ir imipenemo-EDTA E-testai. Jeigu MIK vert  

yra trigubai ar daugiau kart  mažesn , reiškia testas teigiamas ir bakterijos sintetina metalo-β-

laktamazes. Šio testo jautrumas ir specifiškumas atitinkamai siekia 94% ir 95%. Šiuo atveju, EDTA 

taip pat gali lemti klaidingai teigiamus rezultatus [35]. 

 

1.7.2.  Modifikuotas Hodge testas 

 

Modifikuotas Hodge testas (MHT) panašus  disk  difuzijos metod  ir pagr stas 

karbapenemazi  sinteze in vivo. Šiuo testu galima nustatyti enterobakterij  sintetinamas 

karbapenemazes, bet ne manoma nustatyti ferment  klasi . Šis metodas kol kas plačiai naudojamas 

tik JAV, jis reikalauja daug laiko (1–2 d.), yra nepakankamo jautrumo ir specifiškumo [9, 30].  

1.7.3. Kolorimetrinis metodas 

 

Carba NP (Carbapenemase Nordmann-Poirel) testas skirtas greitai identifikuoti 

enterobakterijas ir patvirtinti karbapenemazi  sintezę. Šio metodo jautrumas ir specifiškumas siekia 

100%, jis pigus ir užtrunka tik por  valand  [31]. 

Metodo principas pagr stas pH pokyčiais, kuriuos lemia imipenemo hidroliz . Jeigu 

patogenai sintetina karbapenemazes, fenolio raudonojo tirpalo raudona spalva keičiasi  gelton . 

Nustatyta, kad Carba NP metod  galima taikyti tik ant Mueller-Hinton, kraujo agar  ir selektyvi  

terpi , skirt  karbapenemazi  aptikimui. Tuo tarpu Drigalski ir McConkey agarai netinkami šiam 

testui [11]. 

1.7.4. Molekuliniai metodai 

 

  Referentiniai molekuliniai metodai pagr sti polimeraz s grandinine reakcija (PGR) ir 

sekvenavimu (svarbu epidemiologijoje). J  tikslas – karbapenemazes koduojanči  gen  detekcija. 

Šie metodai yra didelio jautrumo ir specifiškumo, o tyrimai atliekami per 4–6 val. ar net greičiau. 

Šiuo metu yra sukurta daugyb  pradmen , kurie plačiai naudojami PGR nustatant vairias 

karbapenemazi  šeimas ir pogrupius. Kai kuriose laboratorijose taip pat naudojamas Southern blot 

hibridizacijos metodas, kuris leidžia atskirti plazmid se ir chromosomose išsid sčiusius 
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karbapenemazi  genus [35]. Tačiau, molekuliniai metodai yra brang s, tyrimams atlikti reikalingas 

apmokytas personalas ir ne manoma aptikti nauj  karbapenemazi  gen . D l ši  priežasči  ieškoma 

vis naujesni  detekcijos b d , kurie b t  pig s, greiti ir specifiški [30]. 

 MALDI-TOF MS  

MALDI-TOF MS metodu identifikuojamos vairios mikroorganizm  grup s: gramneigiamos 

ir anaerobin s bakterijos, mieliagrybiai, lepios ir aukšto patogeniškumo bakterijos, mikobakterijos, 

daugial steliniai grybai ir patogeniniai dumbliai [20]. Nustatyta, kad sud tingiausia identifikuoti 

viridini  streptokok  grupę, pneumokokus ir anaerobines bakterijas. Taip yra d l to, jog duomen  

baz se tr ksta informacijos, tod l ne manoma palyginti j  masi  spektrus. Gryb  identifikavimas 

MALDI-TOF MS metodu yra dar sud tingesnis d l j  storos sienel s. Dažnai reikia naudoti 

trifluoroacto, skruzdži  r gštis arba acetonitril  norint j  suardyti. Dažniausiai nustatomi 

mieliagrybiai iš Candida genties, o taip pat pel siniai grybai – Penicillium, Aspergillium, Fusarium, 

Trichoderma genči  ir vair s dermatofitai [22]. Gera žinia ta, jog šie patogenai dažnai neturi 

ferment , skaidanči  vaistus, tod l jautrumas nustatomas klasikiniais nemolekuliniais metodais [36]. 

MALDI-TOF MS nauda virusologijoje n ra didel . Pagrindin s priežastys yra mažas 

baltym  kiekis virusuose, didesn  ši  baltym  molekulin  mas  (> 20 kDa) ir l steli  nuolaužos, 

kuriose virusai augo in vitro. Tačiau, daugelis tyr j  naudoja š  metod  enterovirus , žmogaus 

papilomos viruso (ŽPV), Herpes, hepatito ir gripo virus  bei j  padermi  diagnostikai. domu tai, 

jog  šiam tyrimui reikalingi virus  genetin s medžiagos amplikonai. Taigi, virus  nustatymas 

MALDI-TOF masi  spektrometrijos metodu glaudžiai siejamas su PGR [36]. 

Patogeniniai mikroorganizmai ir grybai nustatomi iš vairi  žmogaus organizmo skysči : 

kraujo, šlapimo, smegen  skysčio, pleuros, pilvapl v s ir s nario skysči . Tačiau, tr kumas yra tas, 

jog šiuose m giniuose bakterij  kiekis yra ribotas. MALDI-TOF MS ne visais atvejais nustato 

bakterij  r š , tod l kartais atliekami papildomi DNR tyrimai [22, 26, 36]. 

  Masi  spektrometrijos metodas pagr stas peptid  mišinio analize, kuris gaunamas skaidant 

baltymus proteoliziniais fermentais. Nustatomi tik dujin s faz s jonai ir j  pokyčiai, kurie priklauso 

nuo skirtingo mas s ir kr vio santykio. Taigi, MALDI-TOF MS metodas skirtas tiriamos medžiagos 

jonizacijai [22, 26, 29]. Šis naujai atrastas b das vadinamas „švelniuoju“ jonizacijos metodu, 

kadangi tiriama medžiaga tiesiogiai nesugeria lazerio šviesos energijos ir nesukelia tiesiogin s 

peptid  fragmentacijos [25].  

Mas s spektrometr  sudaro 3 dalys [7, 8, 22, 25]: 
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1) Jon  šaltinis, kuris jonizuoja ir paverčia m ginio jonus dujomis; 

2) Mas s analizatorius, kuris atskiria jonus pagal j  mas s ir kr vio santyk  (m/z); 

3) Detektorius (jon  gaudykl ), kuris fiksuoja skirtingu metu atskriejančius jonus. 

 

Bakterij  tiriamoji medžiaga ištirpinama TFA (trifluoracto r gšties vandeniniame) tirpale, 

imama 1 μl paruošto tirpalo ir sumaišoma su vandens prisotinta matrica ant laidžios metalin s 

plokštel s. Tirpiklis garuodamas formuoja kristalus. Plokštel  vedama  mas s spektrometr  ir 

apšviečiama nitrogeno lazeriu. Matrica absorbuoja šviesos energij , o tai lemia m ginio desorbcij  – 

garuodamas jonizuojasi  dujinę fazę. Šis procesas skatina molekules gauti kr v . Jonizuot  

molekuli  jud jimas pagreitinamas elektrostatiniu lauku. V liau jos išmetamos pro metalin , 

vakuumin  skrydžio vamzd  ir juda tol, kol pasiekia detektori . M ginio dalel s atskiriamos pagal j  

l kio trukmę, kuri priklauso nuo j  mas s [7, 8, 22, 25].  

L kio trukm s analiz  pagr sta jon  skrydžiu detektoriaus pus n. Visi jonai gauna t  pat  

energijos kiek , bet d l skirtingos savo mas s, skirtingu metu pasiekia detektori . Mažesni jonai 

lengvesni ir skrieja greičiau [26, 29]. Detektoriaus pasiekimo laikas priklauso nuo mas s, kr vio ir 

kinetin s jon  energijos. Pagal tai sukuriamas masi  spektras, atitinkantis molekuli  mas s (m) ir 

kr vio (z) santyk  (m/z). Kadangi dažniausiai jon  kr vis yra 1, tad m ginio mas s ir jon  santykis 

(m/z) lygus jo masei [25]. Spektro rezultatai varijuoja nuo 1 000 iki 20 000 m/z, pikai yra skirtingo 

aukščio ir intensyvumo [22].  

Matricos parinkimas yra vienas svarbiausi  etap , nuo kurio priklauso tyrimo s km . Norint 

išskirti peptidus arba oligosacharidus, dažniausiai naudojamos benzoin , cinamono r gštys, panaši  

aromatini  r gšči  tirpalai ir kitos silpnos organin s r gštys [7, 8, 22, 25]. Matrica taip pat 

dalyvauja reakcijoje kaip protono donoras bei recipientas, kuris jonizuoja m gin  atitinkamai 

teigiamai arba neigiamai. Jonizacija priklauso nuo matricos ir m ginio kombinacijos, bet 

nepriklauso nuo r gšči  ar bazi  grupi  m ginyje [7, 26].  

Ant plokštel s su m giniu turi b ti užneštas matricos perteklius (santykis su m giniu 

varijuoja nuo 100:1 iki 10 000:1). Taip yra d l to, jog ši medžiaga sugeria lazerio spinduliuotę ir 

greitai pereina  dujinę fazę. Be to, didelis matricos ir m ginio santykis sumažina molekuli  

asociacij  ir užtikrina proton  produkt  susidarym , kurie jonizuoja molekules [22, 25, 26, 37]. 

  S kmingai atliktas MALDI-TOF MS tyrimas leidžia identifikuoti patogenus dviem b dais: 

pirmuoju atveju lyginami masi  spektrai su duomen  bazi  duomenimis. Šie duomenys pastoviai 

pildomi ir yra globaliai prieinami. Toks variantas yra greitesnis, paprastesnis ir lengviau diegiamas 
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mikrobiologijos laboratorijose. Antrasis b das yra naudojamas rečiau, nes masi  vert s lyginamos 

su proteom  duomenimis, o tam reikalinga nusekvenuoti mikroorganizm  genomus. Be to, šis 

metodas taikomas molekul ms, kuri  mas s ir kr vio santykis (m/z) didesnis nei 4 000 [26].  

 MALDI-TOF masi  spektrometrija taip pat gali b ti naudojama tiriant β-laktamini  

antibiotik  (penicilino, ampicilino, piperacilino, ceftazidimo, cefotaksimo, ertapenemo, 

meropenemo ir imipenemo) hidrolizę [20, 36]. Šiuo metu vis dažniau atliekami „mas s 

spektrometrijos β-laktamazi  tyrimai“ (MSBL) [13, 18, 20, 36]. Tiriamasis objektas yra β-

laktamazi  produktai, o ne bakterij  proteomas [13]. Fermentinis β–laktamo žiedo skaidymas vyksta 

d l nedidelio vandens kiekio priemaišos, kuri padidina antibiotiko molekulinę masę (+18 Da) (10 

pav.). Šis mas s pokytis ir nustatomas MALDI-TOF MS metodu. Antibiotiko molekulin s mas s 

pokyčio aptikimas nurodo, kad bakterija gamina fermentus, skaidančius antibiotiko β-laktamin  

žied  [17, 20].  

 

10 pav. Karbapenem  chemin s strukt ros pokyčiai hidroliz s (+18 Da) ir dekarboksilinimo (-44 

Da) metu, kurie lemia molekulin s mas s pokyčius (Kostrzewa et al., 2013) 

 

  Bakterijos, kurios negamina β–laktamazi , nepakeičia antibiotiko molekulin s mas s [17, 

20]. Dažniausiai tiriami antibiotikai yra ampicilinas, piperacilinas, cefotaksimas, ceftazidimas, 

ertapenemas, imipenemas ir meropenemas [13, 17]. Šis karbapenemazi  aktyvumo nustatymo 

metodas turi daug privalum : rezultatai gaunami per 1–2 valandas, nes metodas pagr stas ferment  

aktyvumu, o ne bakterij  augimo greičiu (išskyrus OXA-48 tipo fermentus, kuri  hidroliz  trunka 

ilgiau, apie 3–4 val.). MSBL vertinimas n ra sud tingas, nes hidrolizuot  ir nehidrolizuot  

antibiotik  formas apib dina specifin s mas s spektr  smail s (11 pav.). Šis tyrimas labai svarbus 

identifikuojant bakterij  gaminamus fermentus iš teigiam  kraujo kult r  ir skiriant ankstyv  

gydym  [13, 20, 36]. 
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 Nepaisant vis  metodo privalum , mikroorganizm  atsparumo mechanizmai vis dar iškreipia 

rezultatus. Porin  defektai ir specifiniai membranos siurbliai, b dingi Pseudomonas spp. ir 

Acinetobacter spp., neleidžia antibiotikui prisijungti prie β-laktamo žiedo – nevyksta hidroliz . 

Tyr jo Hrabák mokslinink  grup  nustat , kad prid jus  tiriam j  medžiag  natrio dodecilsulfato 

(0,1%), šis veikdamas kaip detergentas praduria išorinę membran  ir ji tampa pralaidi antibiotikui 

nepriklausomai nuo porin  ir siurbli . Kitas b das yra tirti jau lizuotas l steles [17, 20]. 

 

 

11 pav. MALDI-TOF MS masi  spektras. Klebsiella pneumoniae paderm s inkubuotos kartu su 

skirtingais karbapenemais: ertapenemu (A, B, C), meropenemu (D, E, F), imipenemu (G, H, I). 

A, D, G – karbapenemams jautrios Klebsiella pneumoniae paderm s. B, E, H – karbapenemams 

atsparios K. pneumoniae paderm s. C, F, I – karbapenemams atsparios paderm s su antibiotik  

inhibitoriumi aminofenilboronine r gštimi. Rodykl s žymi antibiotiko hidrolizę (smail s, 

atsirandančios d l β-laktamazi  gamybos ir po to sekančios antibiotiko hidroliz s). Pilkos juostos 

žymi nehidrolizuotas formas (Sparbier et al., 2012) 
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Šis naujas karbapenemazi  aktyvumo nustatymo metodas svarbus ne tik diagnostikoje, bet ir 

farmacijos srityje. Tačiau, nepaisant vis  min t  privalum , visus MALDI-TOF MS tyrimo 

rezultatus verta palyginti su tradiciniais jautrumo nustatymo metod  rezultatais [29, 37]. 

 

 Kombinuotas genetinis ir masės spektrometrijos metodas 

 

 PGR metu gauti amplikonai tiriami mas s spektrometrijos metodu. MALDI-TOF MS 

jonizacijos metu amplikonai verčiami dujin s faz s junginiais. Pagrindinis šio metodo privalumas 

yra atsparumo gen  detekcija. Šio kombinuoto metodo pagalba nustatytos devynios skirtingos KPC 

tipo karbapenemaz s, gyrA ir parC taškin s mutacijos, kurios lemia Acinetobacter baumannii 

atsparum  chinolonams. Be to, šiuo metodu galima identifikuoti bakterij  por šius. Tai svarbu 

diferencijuojant tuberkuliozę nesukeliančias bakterijas nuo Mycobacterium tuberculosis ir nustatant 

atsparum  rifampicinui, izoniazidui, etambutoliui ir fluorochinolonui [13]. 

 Aminor gšči  žymėjimas stabiliaisiais izotopais 

MALDI-TOF MS karbapenemazi  tyrimas apribotas vairi  veiksni , tod l sukurta nauja 

technologija, leidžianti efektyviau atlikti šiuos tyrimus. SILAC – tai metodas, paremtas 

aminor gšči  žym jimu stabiliaisiais izotopais l steli  kult roje. Šis metodas vizualizuoja bakterij  

augim  veikiant antibiotikui. Svarbu tai, jog tik metaboliškai aktyvios bakterijos gali sisavinti 

(prijungti prie savo baltym ) žym t  aminor gšt  ir t  rodo b dingas smaili  poslinkis masi  

spektre. Nustatyta, kad jeigu bakterija deaktyvuojama antibiotiko, masi  spektras lieka nepakitęs 

[13, 18, 20].  

Iki šiol ištirti tik trys skirtingo veikimo antibiotikai (meropenemas, tobramicinas ir 

ciprofloksacinas). Modeliniu organizmu išrinktas Pseudomonas aeruginosa, kadangi jis kliniškai 

svarbus ir turi didelę atsparumo mechanizm  vairovę. Lizinas yra labiausiai tinkama aminor gštis, 

kadangi sudaro didži j  dal  ribosom  subvienet . Lyginant aprašytus metodus, MALDI-TOF MS  

b du nustatomas β-laktamazi  aktvymas, o SILAC technologija skirta vertinti patogen  metabolin  

aktyvum  veikiant antibiotikams [13, 18, 20]. 
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2. TYRIMO MEDŽIAGA IR METODIKA 

 

Programin  ranga MBT STAR-BL skirta identifikuoti bakterij  β-laktamazi  aktyvum , bet 

tai n ra priemon , leidžianti analizuoti j  jautrum  antibiotikams. Alternatyv s bakterij  atsparumo 

mechanizmai, tokie kaip porin  mutacijos arba išmetimo siurbli  padid jusi ekspresija, gali užgožti 

ferment  aktyvum  ir s lygoti klaidingai neigiamus rezultatus. Taigi, kol kas ši metodika skirta tik 

moksliniams tyrin jimams ir negali b ti naudojama klinikin je diagnostikoje [3, 17, 20]. 

Remiantis keliais publikuotais mokslinink  straipsniais [3, 17, 20], o taip pat 

bendradarbiaujant su Ryt  Talino Centrine ligonine ir Bruker mon s atstovais, Vilniaus universiteto 

ligonin s Santaros klinik  (VUL SK) Laboratorin s medicinos centro Mikrobiologijos laboratorijoje 

sukurta panaši programin  ranga, gebanti nustatyti β-laktamazi  aktyvum . Tačiau, iki šiol 

Lietuvoje nebuvo atliekami jokie karbapenemazi  detekcijos tyrimai su MALDI-TOF masi  

spektrometru, tad 2016 m. rugpj čio 12–13 d. Ryt  Talino Centrin je ligonin je dalyvavau 10 

valand  trukm s apmokymuose tema “Masi  spektrometrija paremtas metodas, skirtas β-laktamazi  

aktyvumo detekcijai bakterij  kult rose” (4 priedas). Teorinius ir praktinius užsi mimus finansavo 

Lietuvos Laboratorin s Medicinos Draugija.  

 

2.1. Tyrimo medžiagos ruošimas 

 

 Karbapenemams atspari  Pseudomonas padermi  kult r  atranka 

 

Pacient  ligos istorij  duomenys, Pseudomonas spp. bakterij  E-test  ir disk  difuzijos 

tyrim  rezultatai surinkti iš VUL SK mikrobiologini  tyrim  duomen  baz s. Remiantis 2015–2017 

m. duomenimis, atrinktos karbapenemams atsparios bakterijos ir atlikta duomen  analiz  (žr. 3. 

Tyrimo rezultatai).  

Karbapenemams atsparios Pseudomonas spp. bakterijos atrinktos remiantis EUCAST 

nustatytomis epidemiologin mis ribin mis jautrumo reikšm mis (1 lentel ). Jeigu E-testo MIK vert  

buvo didesn  už 8 mg/L (12 pav.), o disk  difuzijos zonos skersmuo mažesnis už 18 mm,  tokios 

bakterijos laikytos atspariomis meropenemui. Pagal šias ribines vertes nustatytos atsparios 

Pseudomonas spp. bakterijos ir toliau tirtos d l galimos karbapenemazi  gamybos.  
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1 lentel . Jautrumo karbapenemams ribin s vert s Pseudomonas spp. paderm ms (simboliai: J – 

„jautru“, A – „atsparu“) (pagal EUCAST, 2017) 

Karbapenemas MIK (mg/L) Disk  difuzijos zonos skersmuo 
(mm) su 10 µg diskais 

J ≤ A > J ≥ A < 

Doripenemas 1 2 25 22 

Ertapenemas - - - - 

Imipenemas 4 8 20 17 

Meropenemas 2 8 24 18 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

12 pav. Meropenemui atspari Pseudomonas aeruginosa kult ra su E-testu (MIK > 8 mg/L) 

 Bakterij  kult r  paruošimas 
 

Pseudomonas spp. bakterij  kult ros išskirtos iš vairi  ligonini  skyri  ir pacient  k no 

viet . Norint išsaugoti bakterijas su nepakitusiomis biochemin mis savyb mis, visos kult ros 

pers tos  specialius šaldymo m gintuv lius ir užšaldytos –80
oC laipsni  šaldiklyje.  

Karbapenemazi  detekcijos tyrimas masi  spektrometru visada turi b ti atliekamas tik su 

šviežia (24 val.) tiriam ja medžiaga, tad dien  prieš numatyt  tyrim , kelios bakterij  kult ros buvo 

ištraukiamos iš šaldiklio, išs jamos ant kraujo agaro ir inkubuojamos 18–24 valand  +36
o
C±1

o
C 

laipsni  termostate. Jeigu tyrime naudotos nešaldytos Pseudomonas spp. kult ros, bakterijos buvo 
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taip pat pers jamos nuo Mueller-Hinton terp s ant kraujo agaro. Tokiu pačiu b du ruoštos 

kontrolin s bakterij  kult ros: teigiama (atspari karbapenemams ir produkuojanti β-laktamazes) ir 

neigiama (jautri karbapenemams, negaminanti β-laktamazi ). Kaip teigiamos kontrol s buvo 

naudotos Enterobacteriaceae šeimos ir Pseudomonas genties bakterijos su žinoma karbapenemazi  

gamyba. Kontrolin s kult ros gautos iš Baltijos šali  antibakterinio atsparumo tinklo (angl. BARN), 

esančio Švedijoje.  

2.2. Tyrimo eiga  

 

Tyrimas atliktas remiantis komerciškai prieinamu standartin s MBT STAR-BL proced ros 

aprašymu, kur  pareng  Bruker mon s tyr jai. Jame detaliai aprašytas tirpal  ruošimas ir tikslios j  

koncentracijos, tyrimo eiga ir masi  spektr  interpretavimas. Ši proced ra skirta tik moksliniams 

tyrimams. 

 Tyrimo priemonės: 
 

1. Vienkartin s mikrobiologin s kilpel s (1 µL) 

2. Vienkartiniai švirkštai su adata (2 mL) 

3. Kintamo t rio vienkanal s mechanin s pipet s su vienkartiniais antgaliais 

4. Eppendorf tipo m gintuv liai (1,5 mL) 

5. Termostatas (+37
o
C) 

6. M gintuv li  maišykl   

7. Analitin s svarstykl s 

8. Mikrocentrifuga 

9. MALDI-TOF MS metalin s plokštel s 

10.  MALDI-TOF masi  spektrometras (gamintojas Bruker) 

 Tyrimo medžiagos: 
 

1. Acetonitrilas (ACN) 

2. Trifluoroacto r gštis (TFA) 

3. Dejonizuotas vanduo 

4. Matrica (α-ciano-4-hidroksicinamono r gštis (HCCA) (gamintojas Bruker) 

5. Rezerpinas (C33H40N2O9) 
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6. Fiziologinis NaCl tirpalas (0,9 %) 

7. Cinko chloridas (ZnCl2)  

8. Amonio bikarbonatas (NH4HCO3) 

9. Meropenemo tirpalas 

10.  „Invanz“ milteliai (ertapenemas) infuzinio tirpalo koncentratui (gamintojas Merck Sharp 

& Dohme (MSD) 

 Tirpal  ruošimas: 
 

1. Kalibravimo tirpalas 

Programin s rangos kalibravimas užtikrina tyrimo rezultat  patikimum , tod l šiam tyrimui 

pagamintas specialus kalibravimo tirpalas iš vairi  chemini  jungini . Nustatyta, kad meropenemo, 

ertapenemo bei j  molekulini  form  mas s svyruoja nuo 300 iki 600 Da, tad šio tirpalo paruošimui 

parinkti junginiai, kuri  molekulin s mas s taip pat svyruoja nuo 100 iki 700 Da (2 lentel ). J  

masi  spektras vertintas kaip standartas (13 pav.). 

2 lentel . Kalibravimo tirpalo jungini  molekulin s mas s 

Junginys  Molekulinė masė (Da) 
Cmp1 + [H] 177,06 

CCA + [H] 190,05 

2CCA + [H] 379,09 

Rezerpinas + [H] 609,27 

 

2. Standartinis tirpiklis (SS) 

Šis tirpiklis buvo reikalingas matricos ruošimui. 500 µL acetonitrilo (ACN) sumaišyta su 25 

µL trifluoroacto r gštimi (TFA) ir 475 µL dejonizuoto vandens. 

3. Matricos tirpalas 

300 µL SS supilta  gamintojo paruošt  α-ciano-4-hidroksicinamono r gšties (HCCA) 

m gintuv l  ir maišyta tol, kol r gšties milteliai visiškai ištirpo. 
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13 pav. Kalibravimo tirpalo masi  spektras. Rodykl s žymi chemini  jungini  masi  smailes  

4. Inkubaciniai tirpalai 

Karbapenemai yra nestabil s, greitai degraduojantys vaistai, tod l tyrimas tur jo b ti atliktas 

per 4 valandas nuo antibiotik  praskiedimo. D l šios priežasties kiekvieno tyrimo atlikimo laikas 

derintas su VUL SK 3-iojo Reanimacijos ir intensyviosios terapijos skyriaus kolektyvu, iš kurio 

buvo gaunamas skiestas meropenemo tirpalas ir iš karto ruošiamas inkubacinis tirpalas. Tyrime 

naudoti du skirtingi karbapenemai, tad j  inkubacijos tirpalai taip pat skyr si.    

a) Meropenemas 

Kiekvien  kart  ruoštas skirtingas galutinio meropenemo tirpalo kiekis, bet visada tuo pačiu 

b du: reanimacijos skyriuje 20 mg meropenemo skiesta su 1000 mL fiziologinio NaCl tirpalu (0,9 

%), tad pirmin  antibiotiko tirpalo koncentracija buvo 50 mg/mL. Pagal mokslinink  

rekomendacijas, karbapenemazi  nustatymui reikalinga 50 kart  mažesn  koncentracija – 1 mg/mL 

(3 lentel ). D l to iš reanimacijos skyriaus gautas tirpalas dar kart  buvo skiestas fiziologiniu NaCl 

tirpalu (0,9 %), o galiausiai – dejonizuotu vandeniu, nes inkubaciniame tirpale NaCl koncentracija 

tur jo b ti dvigubai mažesn  nei fiziologiniame tirpale. 
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3 lentel . Skirting  antibiotik  tirpal  ruošimo rekomendacijos 

Antibiotikas Galutinė antibiotiko tirpalo 

koncentracija (mg/mL) 

Inkubacijos laikas (val.) 

Ampicilinas 3 2 

Piperacilinas 0,5 2 

Cefotaksimas 0,5 2 

Ceftazidimas 0,25 3–4 

Ertapenemas 0,1 2 

Meropenemas 1 2 

 

b) Ertapenemas 

Ertapenemo milteliai skiesti inkubaciniame cinko chlorido ir amonio bikarbonato tirpale, 

kuris prieš tai buvo ruošiamas laboratorijoje. Galutin  cinko chlorido koncentracija tirpale tur jo 

b ti 10 µg/mL, o praskiesto ertapenemo – 0,1 mg/mL (3 lentel ). Šiuo atveju amonio bikarbonatas 

naudotas kaip šarminis buferis (pH=8–9).  

 Paruošt  mėgini  inkubacija 

Su steriliomis mikrobiologin mis kilpel mis buvo imama po 1 µL bakterij  kult ros ir 

sumaišoma su 50 µL meropenemo tirpalu Eppendorf tipo m gintuv lyje. Visi paruošti m giniai 5 

sekundes maišyti m gintuv li  maišykl je ir v liau inkubuoti 2 valandas +36
o
C±1

o
C laipsni  

termostate. Pra jus inkubacijos laikui, m giniai buvo centrifuguojami (2 minutes, 13 000 

apsisukim /min.). Tokiu pačiu b du bakterijos inkubuotos ertapenemo tirpale.    

 MALDI-TOF MS plokštelės pildymas 
 

Kiekvienam m giniui buvo skiriama po 2 plokštel s laukelius. Iš pradži  lašinti teigiamos ir 

neigiamos kontroli  bei kalibravimo tirpalai, o v liau pildyti m gini  laukeliai.  kiekvien  iš j  

lašinta po 1 µL supernatanto ir buvo laukiama, kol išdžius kambario temperat roje. V liau ant 

išdži vusi  laukeli  lašinta po 0,5 µL matricos ir taip pat laukta išdžiuvimo. Tyrimui paruošta 

plokštel  buvo dedama  MALDI-TOF mas s spektrometr  (14 pav.). Toliau eksperimentas atliktas 

su trimis programin mis rangomis: flexControl, Biotyper RTC (automatizuoto tyrimo paleidimas) 

bei flexAnalysis (masi  spektr  analiz ) (15 pav.) 
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14 pav. MALDI-TOF mas s spektrometras (viršuje) ir metalin  plokštel  su m giniais (apačioje) 
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15 pav. MALDI-TOF programin s rangos: flexControl ir Biotyper RTC (viršuje) bei flexAnalysis su 

masi  spektrais (apačioje) 
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3. TYRIMO REZULTATAI 

 

Iš viso tyrimo laikotarpiu per 2015–2017 m. atrinkta 165 Pseudomonas spp. bakterij  

atspari  karbapenemams. Pagal r šinę sud t  97% suk l j  buvo P. aeruginosa, 1,8% – P. putida, 

po 0,6% – P. monteillii ir P. veronii. MALDI-TOF MS metodu nustatytos 34 teigiamos bakterij  

kult ros (20,61%) iš 165, kurios sintetino karbapenemazes ir eksperimento metu sugeb jo 

hidrolizuoti karbapenem  klas s antibiotikus.  

 

3.1. MALDI-TOF masi  spektr  analizė 

 

Kiekvienos P. aeruginosa bakterij  kult ros masi  spektras analizuotas pagal Bruker mon s 

parengtas MBT STAR-BL programin s rangos masi  verči  lenteles (4 ir 5 lentel s). Skirtingos β-

laktam  hidrolizuot  form  masi  vert s apib dina karbapenemazi  aktyvum  arba j  nebuvim  

bakterijose. Interpretuojant gautus rezultatus, visos nustatytos masi  vert s vertintos tik kaip 

sveikieji skaičiai (dešimtain s reikšm s nevertintos).   

Analizuojant meropenemo tirpale inkubuot  bakterij  masi  spektrus, ieškota trij  masi  

smaili :  

1) 384,5 Da (prisijungus protonui prie β-laktamo žiedo);  

2) 406,5 Da (prisijungus Na molekulei); 

3) 428,5 Da (prisijungus dviem Na molekul ms) (16 pav.).  

 

Jeigu šios vert s buvo aptinkamos, P. aeruginosa bakterij  kult ra laikyta nehidrolizuojančia 

meropenemo ir negaminančia karbapenemazi . Be to, toks masi  spektras tur jo atitikti neigiamos 

kontrol s masi  spektr .  

 

Teigiamos kult ros nustatytos pagal dvi masi  smailes:  

1) 358,5 Da (prisijungia protonas); 

2) 380,5 Da (prisijungia Na molekul ) (17 pav.).  

 



37 

 

Jeigu šios vert s buvo aptinkamos masi  spektre, o nehidrolizuoto meropenemo smaili  

neužfiksuota, tokia P. aeruginosa bakterij  kult ra laikyta teigiama – hidrolizuojančia meropenem  

ir gaminančia karbapenemazes. Toks pats masi  spektras nustatytas teigiamoje kontrol je.  

 

4 lentel . Antibiotik  molekulin s formos ir j  mas s (Da), rodančios nehidrolizuotus antibiotikus (* 

X = acetilas cefotaksimui; X = piridinas ceftazidimui) 

 

5 lentel . Antibiotik  molekulin s formos ir j  mas s (Da), apib dinančios antibiotiko chemin  

pokyt  paveikus karbapenemaz ms (hidr. = hidrolizuotas; dekarb. = dekarboksilintas)  

Antibiotikas Atsparum  antibiotikams apib dinančios masi  vert s 
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Ampicilinas 368,4 390,4 412,4  324,4     

Piperacilinas 536,5 558,5 580,5  (492,5)     

Cefotaksimas      414,5 370,5   

Ceftazidimas      486,6 442,6   

Ertapenemas 494,5 516,5 538,5 554,5 450,5   472,5 488,5 

Meropenemas     358,5   380,5  
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Ampicilinas 349,4 350,4 372,4  394,4    

Piperacilinas 517,5 518,5 540,5  562,5    

Cefotaksimas 455,5 456,5 478,5     396,5 

Ceftazidimas 546,6 547,6      468,6 

Ertapenemas 475,5 476,5 498,5 514,5 520,5 536,5 542,5  

Meropenemas 383,4 384,5 406,5  428,5    
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16 pav.  Karbapenemazi  negaminanči  Pseudomonas aeruginosa masi  spektr  pavyzdžiai. 

Rodykl s žymi nehidrolizuoto antibiotiko masi  smailes 
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17 pav.  Karbapenemazes gaminančios Pseudomonas aeruginosa masi  spektr  pavyzdžiai. 

Rodykl s žymi hidrolizuoto meropenemo masi  smailes 
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Norint palyginti skirting  karbapenem  masi  spektrus, visos P. aeruginosa kult ros 

inkubuotos su ertapenemu. Tačiau, šio tyrimo dalis nebuvo vertinama ir analizuojama, kadangi 

visuose m giniuose aptiktas aukšto lygio triukšmo fonas (18 pav.). Be to, visuose spektruose 

nustatyta nespecifin  hidrolizę rodanti smail  (450,5 Da), nors joki  kit  hidrolizę apib dinanči  

verči  nenustatyta. Taip gal jo atsitikti d l pašalini  jungini , esanči  ertapenemo milteliuose, kurie 

gal jo reaguoti su antibiotiku ir j  suskaidyti. Ar bakterija hidrolizuoja antibiotik  tur t  rodyti 

mažiausiai trys atitinkamos masi  vert s. Šiuo atveju, masi  spektrai nebuvo traukti  tyrimo 

rezultat  analizę.  

 

18 pav. Pseudomonas aeruginosa masi  spektrai po inkubacijos su ertapenemu. Rodykl s žymi 

ertapenemo nespecifinę hidrolizę 

 

3.2. Preanaliziniai veiksniai 

 

3.2.1. Antibiotiko koncentracija  

Kiekvieno tiriamo antibiotiko koncentracija turi b ti tiksli ir atitikti metodikos 

reikalavimus (3 lentel ). Jeigu vaist  koncentracija yra per didel , m gini  rezultatai bus 

klaidingai neigiami, nes 1 µL atspari  bakterij  nesugeb s hidrolizuoti tokio didelio antibiotiko 
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kiekio. Jeigu vaist  koncentracija per maža, visi rezultatai bus klaidingai teigiami – antibiotikas 

nepaveiks net jautri  bakterij . 

3.2.2. Antibiotiko cheminės savybės 

Svarbiausias veiksnys, kuris lemia tyrimo s kmę ir rezultat  tikslum  yra antibiotik  

chemin s savyb s. Karbapenemai aktyv s 8 valandas nuo j  praskiedimo laiko, tačiau tyrimo 

rezultatai parod , jog jau po 4 valand  antibiotikas tampa neveikliu. Tokiu atveju, skiedžiant 

vaist , reikia kuo greičiau paruošti m ginius tyrimui ir sunaudoti vis  paruošt  antibiotiko 

tirpal . Šiame etape labai svarbus buvo slaugytoj  vaidmuo, kurios skiesdavo ir atnešdavo 

antibiotik  iš reanimacijos  laboratorij .  

Remiantis moksline literat ra, ertapenemas yra mažiau stabilus už meropenem  [17, 33]. 

Manome, kad tai viena iš priežasči , kod l tikslesni tyrimo rezultatai gauti tiriant P. aeruginosa 

su meropenemu. Taip pat yra prielaida, kad ertapenemo milteliai gal jo b ti užteršti kitais 

junginiais (nepilnai išvalyti nuo priemaiš ), kurie iškreip  masi  spektr  ir nespecifiškai 

hidrolizavo vaist  bei užgož  hidroliz s reakcij  su karbapenemaz mis. 

Taip pat nerekomenduojama šaldyti karbapenem  šaldiklyje (–80
o
C) arba laikyti juos 

šaldytuve (+4
o
C), nes jie vis tiek suyra arba kristalizuojasi. Tokie antibiotikai netinkami tyrimui. 

 

3.2.3. Inkubacinio tirpalo sudėtis 

Tiriant karbapenemazi  aktyvum  MALDI-TOF MS metodu, ne manoma nustatyti 

sintetinam  ferment  klasi . Yra žinoma, kad skirting  klasi  karbapenemaz s turi skirting  

aktyv j  centr , tod l j  aktyvinimui reikalingi nevienodi inkubaciniai tirpalai. Pavyzdžiui, B 

klas s fermentams reikalingi cinko jonai, tod l inkubacinio tirpalo sud tyje turi b ti cinko 

chloridas. Tačiau, jeigu bakterijos sintetina kitos klas s karbapenemazes, tokiu atveju cinko 

jonai gali jungtis prie antibiotiko ir iškreipti rezultatus – masi  spektre bus matomos 

nespecifin s masi  smail s. D l šios priežasties, kiekvieno tyrimo metu patartina ruošti dviej  

tip  inkubacinius tirpalus (su fiziologiniu tirpalu ir su cinko chloridu) ir kiekvien  m gin  tirti 

dviejuose skirtinguose tirpaluose.  

3.2.4. Matricos tirpalo sudėtis 

Rutininiame darbe naudojamas matricos tirpalas, kurio sud tyje yra 50% ACN ir 2,5% 

TFA. Tačiau, pagal MBT STAR–BL metodik , pastarosios r gšties turi b ti žymiai mažiau – 

0,1%. Tokiu atveju bakterijos yra mažiau pažeidžiamos ir karbapenemaz s ilgesn  laik  išlieka 
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veiklios. Taip pat pasteb ta, kad kiekvienas tyrimas turi b ti atliekamas su t  pači  dien  

paruoštu matricos tirpalu. Tuomet masi  spektrai b na ryšk s, vert s tikslesn s, o tai didina 

rezultat  patikimum . Tyrimo metu pasteb ta, kad rezultatai priklauso nuo matricos tirpalo 

paruošimo ir jo sunaudojimo laiko, bet ne nuo lašinamo t rio. Tokiu atveju, galima naudoti 

rutininio darbo matricos tirpal , bet užtat mažesniais kiekiais (vietoje 1 µL, lašinama 0,2–0,5 µL 

–  sumažinamas TFA r gšties poveikis tiriamoms bakterijoms).  

3.2.5. Kalibravimo tirpalo sudėtis 

Pats svarbiausias tyrimo etapas yra kalibravimas. Jeigu MALDI-TOF masi  

spektrometro detekcijos rodmen  patikrinimas nepavyksta, kokybiškai vertinti rezultat  

ne manoma. Atliekant karbapenemazi  aktyvumo nustatym  MALDI-TOF MS metodu, 

kalibravim  geriausia atlikti su specialiu antibiotik  kalibravimo tirpalu (MBT STAR-ACS) 

arba bakterij  standartinio testo (BTS) tirpalu. Abu šie tirpalai yra pagaminti Bruker mon s ir 

skirti atlikti masi  spektrometro kokyb s kontrolę. Tai pat galima pagaminti tirpal  su 

skirtingos molekulin s mas s junginiais. Svarbiausia yra tai, jog ši  jungini  masi  ribos neb t  

mažesn s už 100 Da ir neviršyt  1000 Da. Atsižvelgiant  tiriamo antibiotiko ir jo molekulini  

form  masi  vertes, parenkami tik panašios molekulin s mas s junginiai.  

D l vairi  preanalizini  ir chemini  veiksni , kurie buvo aptarti šiame skyriuje, kai 

kurie masi  spektrai buvo nekokybiški, be konkreči  masi  smaili  ir visiškai netinkami 

analizei (inkubacija su meropenemu) (19 pav.). Tokiu atveju, tyrimas buvo kartojamas. 
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19 pav. Netinkam  analizei Pseudomonas aeruginosa bakterij  masi  spektr  pavyzdžiai 

 

3.3.  Pacient  duomen  analizė 

 

Duomen  analiz  atlikta tik su teigiam  (karbapenemazes gaminanči ) P. aeruginosa 

kult r  grupe (n=34). Visi m gini  ir pacient  duomenys pateikti 1–3 prieduose.  

Šiame tyrime naudotos 2015–2017 m. bakterij  kult ros: 44,12% vis  teigiam  P. 

aeruginosa buvo iš 2015 m. m gini , 47,06% – 2016 m. ir tik 8,82% – 2017 m.  
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Analizuojant duomenis pagal pacient  tiriam j  medžiag , iš 34 karbapenemaz ms teigiam  

bakterij  kult r , daugiausiai P. aeruginosa nustatyta šlapime ir žaizd  eksudatuose (20 pav.).  

Pagal tai galima spręsti, kad šie patogenai dažniausiai suk l  šlapimo tak  infekcijas ir kolonizavo 

žaizdas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

20 pav. Pseudomonas aeruginosa pasiskirstymas pagal tiriam j  medžiag  

 

Analizuojant pacient  hospitalizavim  VUL SK ligonin je, nustatyta, kad daugiausiai 

ligoni  su karbapenemazes gaminančiomis P. aeruginosa sukeltomis infekcijomis gydyta I ir II 

reanimacijos ir intensyvios terapijos skyriuose (21 pav.). Reanimuot  pacient  imunitetas 

dažniausiai nusilpęs, jie gydomi stipresnio poveikio ir platesnio veikimo spektro antibiotikais, o tai 

yra P. aeruginosa atsparumo išsivystymo ir infekcij  plitimo predisponuojantys veiksniai [39]. 

Taip pat daug tiriamosios grup s pacient  gyd si vairiuose chirurgijos skyriuose. Jie gal jo 

užsikr sti šiomis  bakterijomis operacij  metu per kateterius, intubacinius vamzdelius arba per 

atviras žaizdas. 
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21 pav. Pacient , su karbapenemazes gaminančiomis Pseudomonas aeruginosa bakterijomis, 

pasiskirstymas pagal ligonin s skyrius 

Pacientai taip pat buvo suskirstyti pagal lyt  ir amži  (22 ir 23 pav.). Nustatyta, kad didži j  

ligoni  dal  (70,59%) sudar  vyrai, o trečdal  (29,41%) – moterys. Amžiaus vidurkiai ir dispersijos 

tarp vyr  ir moter  skyr si statistiškai nereikšmingai (atitinkamai p=0,785 ir p=00,127).  

Pusę vis  tiriam j  (52,94%) sudar  pacientai, kuri  amžius svyruoja nuo 61 iki 80 met  (22 

pav.). Vidutinis vis  tirt  žmoni  amžius buvo 62 metai (moter  amžiaus vidurkis siek  68 m., vyr  

– 60 m.). Jauniausias pacientas – 28 m., o vyriausias – 85 m.  

vertinus šiuos duomenis galima daryti išvad , jog vyrai yra labiau linkę sirgti P. aeruginosa 

sukeltomis infekcijomis nei moterys, o pagal amži  – vyresni nei 60 met  amžiaus žmon s.  
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22 pav. Pacient , su karbapenemazes gaminančiomis Pseudomonas aeruginosa bakterijomis, 

pasiskirstymas pagal lyt  ir amži  

 

23 pav. Pacient , su karbapenemazes gaminančiomis Pseudomonas aeruginosa bakterijomis, 

amžiaus grup s 
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4. REZULTAT  APTARIMAS 

 

Tyrimo metu iš 165 P. aeruginosa bakterij , karbapenemazes gamino tik penktadalis. N ra 

žinoma, kokios priežastys gal jo nulemti tokius rezultatus, nes tai buvo kokybinis tyrimas ir visas 

d mesys skirtas naujo MALDI-TOF MS metodo diegimui ir tobulinimui. Tačiau, priežasči  gal jo 

b ti daug: vair s preanaliziniai veiksniai, silpnas antibiotik  poveikis tiriam  P. aeruginosa 

paderm ms arba kiti bakterij  atsparumo mechanizmai, kuri  ne manoma nustatyti MALDI-TOF 

MS metodu.  

Daugiausiai P. aeruginosa nustatyta šlapime ir žaizd  eksudatuose. Žaizdose P. aeruginosa 

gal jo atsirasti nuo nesterili  medicinini  prietais  arba d l pacient  ir ligonin s personalo higienos 

stokos. Žinoma, jog šios lazdel s gali b ti komensalai žmoni  virškinamajame trakte, tod l dideli j  

kiekiai gali b ti randami išmatose [24, 39]. Taip pat rodyta, kad P. aeruginosa nesunkiai 

kolonizuoja kv pavimo takus [39]. M s  tyrimas patvirtina kit  autori  duomenis: iš išmat  buvo 

išskirta 5 Pseudomonas spp., o iš bronch  aspirato - 4. Tokie ligoniai dažniausiai vartoja 

imunosupresantus arba serga gretutin mis ligomis [24, 27, 39].  

Kalbant apie pacient  su karbapenemazes gaminančiomis P. aeruginosa bakterijomis 

hospitalizavim , tyrimo rezultatai rodo, jog P. aeruginosa aktyviau plinta ligonin se nei 

visuomen je, o j  sukeltos ligos priskiriamos prie hospitalini  susirgim . Ligonin se šis patogenas 

ant saus  pavirši  gali išgyventi nuo 6 valand  iki 16 m nesi  – tai s lygoja jo atsparumo 

mechanizm  vairov  [39]. 

P. aeruginosa atsparumas gali b ti paveld tas arba gytas. Paveld tas atsparumas siejamas su 

pagrindiniais mechanizmais: sumaž jusio membranos pralaidumu, suaktyv jusiais arba mutavusiais 

išmetimo siurbliais ir antibiotikus hidrolizuojanči  ferment  sinteze [21, 27]. MALDI-TOF MS 

metodu galima nustatyti tik karbapenemazi  aktyvum , bet kiti mechanizmai gali užgožti ferment  

veikim  ir rezultatai gali b ti klaidingai neigiami. Remiantis moksline literat ra, aptariami keli 

pagrindiniai mechanizmai, kurie stipriau veikia antibiotikus nei β-laktamaz s.  

Žinoma, jog P. aeruginosa ekspresuoja skirtingus išmetimo siurblius. Jie sudaryti iš trij  

dali : transporterio, esančio citoplazmin je membranoje ir naudojančio proton  kaip energijos 

šaltin ; jungiančio baltymo, esančio periplazminiame sluoksnyje; išorin s membranos porino (Opr). 

Tačiau, OprD porino praradimas susijęs tik su atsparumu imipenemui. domu ir tai, jog praradus š  

porin , meropenemas vis tiek paveikia patogen . Tai reiškia, kad skirtingi karbapenemai patenka per 

skirtingus porinus ir skirtingus antibiotikus veikia skirtingi atsparumo mechanizmai: meropenemas 
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deaktyvuojamas išmetimo siurbliais, o imipenemas – negali praeiti pro mutavus  OprD porin  [21, 

27].  

Kitas mechanizmas, kuris b dingas P. aeruginosa bakterijoms ir trukdo aptikti 

karbapenemazes yra porinai. Nors didžioji dalis bakterij  turi daug nespecifini  porin , 

praleidžianči  visas hidrofilines molekules, bet P. aeruginosa atveju yra atvirkščiai – daugiausiai 

yra specifini . Šie geba keisti vaist  siskverbimo krypt , tod l aktyviai išmeta juos iš l stel s [24, 

27].  

Tiriant vairius karbapenemus ir j  poveik  P. aeruginosa bakterijoms, pasteb ta, kad 

ertapenemas silpniau veikia nei meropenemas ar imipenemas. Taip pat žinoma, kad atsparumas 

ertapenemui išsivysto daug greičiau nei kitiems karbapenemams [17, 33]. Pagal EUCAST 

rekomendacijas, karbapenemazi  nustatymo tyrimui geriausiai tinka meropenemas, nes jis pasižymi 

geriausiu jautrumo ir specifiškumo santykiu. Ertapenemas yra labiau nestabilus, reikalauja 

jautresnio metodo ir labiau tinkamas tirti Enterobacteriaceae šeimos bakterijas [11]. D l vis  ši  

priežasči , meropenemas geriausiai atspindi karbapenemazi  aktyvum  ir tai rodo šio tyrimo 

rezultatai. 

Didžiausi  gr smę pacientams kelia gytas P. aeruginosa atsparumas, kur  lemia mutavusi  

nechromosomini  element  importas. Taip pat žinoma, kad net per vien  gydymo kurs , P. 

aeruginosa gali gyti atsparum  antibiotikams [14]. Norint užkirst  keli  atspari  bakteri  plitimui, 

tikslinga profilaktiškai tirti imunosupresinius, reanimuotus ligonius ir pacientus po transplantacijos. 

Tiriamuosius reik t  izoliuoti bent jau iki rezultat  gavimo. Taip pat reik t  nebevartoti neefektyvi  

antibiotik , dažniau plauti rankas, o ligonin s personalui laikytis griežt  higienos taisykli  ir dirbti 

steriliai.  

Kai kurie mokslininkai teigia, kad atsižvelgus  atsparumo antibiotikams rizik , kol kas 

geriausias β-laktaminis vaistas gydant P. aeruginosa sukeltas infekcijas yra meropenemas [24]. Taip 

yra d l to, jog atsparum  meropenemui lemia ne viena, o mažiausiai dvi mutacijos – porino OprD 

praradimas ir pakitę išmetimo siurbliai [21, 24, 27]. Tačiau, meropenemas turi takos P. aeruginosa 

morfologijos pokyčiams, kurie gali s lygoti atsparumo išsivystym  (susidaro si lin s l stel s, 

keičiasi membrana ir vaistas negali jungtis prie PBP). Šie pokyčiai priklauso nuo meropenemo 

koncentracijos ir vartojimo laiko [21, 27]. 

Kalbant apie antr j  tyrimo dal , kuri buvo skirta naujo MALDI-TOF MS metodo diegimui 

VUL SK mikrobiologijos laboratorijoje, reikia pabr žti, kad šis karbapenemazi  detekcijos metodas 

jau plačiai taikomas užsienio šalyse. Nors šiuo metu publikuota daugiau nei 1 000 vairi  
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karbapenemazi  detekcijos protokol , iki šiol nenustatyta vieno veikimo algoritmo, o visi 

rekomenduojami metodai turi sav  tr kum  [35].  

Lyginant tradicinius karbapenemazi  nustatymo metodus ir nauj  MALDI-TOF MS analiz s 

b d , rezultatai reikšmingai nesiskiria [37]. Šis metodas pagreitina lig  diagnostik , nes t  pači  

dien  bakterijos identifikuojamos ir nustatoma j  karbapenemazi  gamyba. Tyrimas yra 

automatizuotas ir užtrunka vos por  valand , o rezultat  interpretavimas n ra sud tingas. Taip yra 

d l to, jog kiekvieno vaisto masi  spektras yra unikalus, tad j  nereikia lyginti tarpusavyje. Be to, 

rezultat  analiz  yra tiksli – vertinamos skaitin s reikšm s, kurias nustato masi  spektrometras, o ne 

žmogus. Tačiau, yra keli metodo tr kumai: tuo pačiu metu negalima identifikuoti bakterijos r šies ir 

nustatyti kit  atsparumo mechanizm , kurie taip pat ir užgožia karbapenemazi  veikim , s lygoja 

klaidingai neigiamus rezultatus.  

Yra nuomoni , jog šis metodas neturi jokios klinikin s reikšm s, nes vien tik 

karbapenemazi  detekcija bakterijose n ra j  atsparumo rodymas. Tačiau, ši  ferment  nustatymas 

leidžia parinkti efektyviausi  gydymo taktik . Vis  pirma, reik t  atidžiai vertinti E-test  MIK 

vertes arba disk  difuzijos zon  skersmenis. Jei Enterobacteriaceae šeimos atstov  tyrimo atveju 

meropenemo MIK daugiau nei 0,12 mg/L arba disko zonos skersmuo didesnis nei 27 mm, tada ši  

bakterij  b tina tirti d l karbapenemazi  aktyvumo. Antra, nustačius antibiotikus hidrolizuojančius 

fermentus bakterijose, š  fakt  b tina pranešti klinicistams ir infekcij  kontrol s specialistams. 

Tokiu atveju, pacientams tur t  b ti taikoma kombinuota terapija su mažiausiai dviem vaistais 

(vienas iš j  turi b ti karbapenemas). Nustatyta, jog kombinuota terapija yra efektyvesn  nei 

monoterapija [28]. Tačiau, tokios terapijos efektyvumas priklauso nuo infekcijos židinio vietos, 

suk l jo, pasirinko karbapenemo, vaist  dozavimo ir gretutini  lig . 

Nepaisant vis  privalum , naujas β-laktamazi  aktyvumo nustatymo b das MALDI-TOF 

masi  spektrometru nepakeis referentini  metod , nes atsparumo antibiotikams mechanizmas yra 

kompleksinis ir reikia kritiškai vertinti rezultatus.  
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IŠVADOS 

 

1. Masi  spektrometrijos metodu MALDI-TOF ištyrus VUL Santaros klinik  atsparias 

karbapenemams P. aeruginosa bakterijas nustatyta, kad ši  padermi  karbapenemazi  sintez  n ra 

dažnas reiškinys, o atsparumas tur t  b ti sietinas su kitais mechanizmais.  

2. Remiantis skirting  karbapenem  (meropenemo ir ertapenemo) palyginam ja analize 

nustatyta, kad tikslesni rezultatai gauti tiriant meropenem . P. aeruginosa gaminamos 

karbapenemaz s sugeb jo deaktyvuoti antibiotik , o jo molekulin s mas s pokytis užfiksuotas 

masi  spektre.  

3. MALDI-TOF MS karbapenemazi  aktyvumo nustatymo metodas yra greitas ir tikslus, o 

masi  spektr  interpretavimas nesud tingas. Tačiau, tyrimo s km  priklauso nuo preanalizini  

veiksni  ir kit  atsparumo mechanizm . 
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Evelina Gorbikova 

 

Karbapenemazi  fenotipinis nustatymas masi  spektrometrijos metodu 

Santrauka 

 

Šio darbo tikslas buvo nustatyti karbapenemazi  aktyvum  masi  spektrometrijos metodu 

Pseudomonas genties bakterijose, išskirtose VUL Santaros klinik  pacientams.  

Remiantis Bruker mon s rekomendacijomis, šiam tyrimui atlikti sukurta nauja MALDI-TOF 

programin  ranga, gebanti nustatyti karbapenemazi  aktyvum . Masi  spektrai analizuoti pagal 

gamintoj  parengt  metodik  – ieškota specifini  masi  smaili , kurios atitikt  skirting  

karbapenem  molekulini  form  molekulines mases. Pagal šias masi  vertes bakterija vertinta kaip 

jautri (negaminanti karbapenemazi ) arba atspari (gaminanti karbapenemazes). 

Tyrimo metu (2015–2017 m.) iš 165 karbapenemams atspari  P. aeruginosa bakterij  

kult r , 34 (20,61%) gamino antibiotikus hidrolizuojančius fermentus. Daugiausiai patogen  

išskirta iš šlapimo ir žaizd  eksudat  (po 10 bakterij ), mažiau iš išmat  ir bronch  aspirato 

(atitinkamai 5 ir 4 bakterijos). Tyrimo rezultatai taip pat parod , kad didžioji dalis pacient  su 

karbapenemazes gaminančiomis P. aeruginosa bakterijomis gydyti reanimacijos ir intensyvios 

terapijos (52,94%) bei chirurgijos (32,35%) skyriuose. Daugiau nei pusę tiriam j  (70,59%) sudar  

vyrai, o vertinus pacient  amži  nustatyta, kad vyresni nei 60 met  amžiaus žmon s turi didžiausi  

rizik  susirgti P. aeruginosa sukeltomis infekcijomis. 

Tyrimo metu pasteb ta, kad rezultatai priklauso nuo vairi  preanalizini  veiksni : 

antibiotiko koncentracijos ir jo praskiedimo laiko; karbapenem  chemini  savybi ; inkubacinio, 

kalibravimo ir matricos tirpal  sud ties. Taip pat svarbu žinoti, kad MALDI-TOF masi  

spektrometras nesugeba nustatyti vis  P. aeruginosa atsparumo mechanizm , d l kuri  

karbapenemazi  aktyvumas gali b ti užgožtas. 

Nepaisant vis  MALDI-TOF MS karbapenemazi  aktyvumo nustatymo privalum  (tyrimas 

trunka 2 valandas, o masi  spektrai lengvai interpretuojami), kol kas šis metodas n ra pritaikytas 

diagnostikoje. 
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Evelina Gorbikova 

 

Application of Mass Spectrometry in Phenotypic Detection of Carbapenemases 

 

Summary of Master‘s thesis 

 

 

The aim of this thesis was to determine activity of carbapenemases in Pseudomonas spp. 

isolates using mass spectrometry.  

There was created a new MALDI-TOF software based on Bruker‘s recommendations, which 

was able to detect activity of carbapenemases. Mass spectra were analyzed according to Bruker‘s 

procedure: there was been searching for the specific mass peaks which corresponded to the 

molecular weight of different carbapenem molecular forms. According to these values bacteria were 

assessed as sensitive (non-producing carbapenemases) and resistant (producing carbapenemases). 

During study period in 2015–2017 there was collected 165 carbapenem resistant P. 

aeruginosa isolates and 34 of them (20,61%) were producing hydrolyzing enzymes. Most of 

microorganisms were isolated from urine and wound exudate, less from stool and bronchial aspirate. 

The results also showed that majority of patients with carbapenem resistant P. aeruginosa strains 

were treated in units of intensive care (52,94%) and surgery (32,35%). More than a half of patients 

(70,59%) were men. Furthermore, the highest risk to be infected with P. aeruginosa had patients, 

who were over 60 years old. 

It was found that results of this study depended on lots of factors: concentration of antibiotic 

and its dilution time; chemical properties of carbapenems; composition of matrix, incubation and 

calibration solutions. It is important to note that MALDI-TOF mass spectrometer could not detect all 

the mechanisms of resistance in P. aeruginosa, so they could interfere detection of carbapenemases. 

Despite all the advantages of MALDI-TOF mass spectrometry in detection of 

carbapenemases (it lasts about 2 hours and it is easy to analyse mass spectra), this method has not 

being used in diagnostics yet. 
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PRIEDAI 

 

1 priedas: Pacient  skaičius su karbapenemazes gaminančiomis Pseudomonas aeruginosa 

bakterijomis vairiuose ligonin s skyriuose ir poskyriuose 

VUL SK skyriai (poskyriai) Pacient  skaičius 

I reanimacijos ir intensyvios terapijos (RITS) 17 

II reanimacijos ir intensyvios terapijos (RITS) 17 

Kaul  čiulp  transplantacijos  11 

I pilvo chirurgijos  9 

Bendrosios hematologijos 7 

Kr tin s chirurgijos  7 

III širdies chirurgijos 7 

Pulmonologijos ir alergologijos  6 

Nefrologijos ir inkst  transplantologijos 5 

Dermatovenerologo konsultacij  kabinetas 5 

Nefrologo konsultacij  kabinetas 4 

Urologo konsultacij  kabinetas 4 

Autologin s kaul  čiulp  transplantologijos  4 

Dermatovenerologijos  3 

Intensyvios kardiologijos, reanimacijos ir intensyvios 

terapijos 

3 

Ortopedijos traumatologijos  3 

Hepatologijos ir gastroenterologijos 3 

Urologijos 3 

IV širdies chirurgijos 2 

Intensyvios pulmonologijos  2 

Diagnostikos centras 2 

Kraujagysli  chirurgijos  2 

II vidaus lig  2 

LOR lig  gydytojo konsultacij  kabinetas 2 

II stacionarin s reabilitacijos  2 

Aki  lig  gydytojo konsultacij  kabinetas 2 

I stacionarin s reabilitacijos  1 

Hematologijos ir onkologijos dienos stacionaro 1 

Plastin s ir rekonstrukcin s chirurgijos 1 

Gastroenterologijos 1 

III reanimacijos ir intensyvios terapijos (RITS) 1 

II pilvo chirurgijos 1 

Vidaus lig  diagnostikos  1 

I anesteziologijos ir reanimacijos 1 

II anesteziologijos ir reanimacijos 1 

III anesteziologijos ir reanimacijos 1 

Mokami tyrimai 4 
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1 priedo tęsinys  

VUL SK Vaik  ligoninės skyrius Pacient  skaičius 

I vaik  intensyvios terapijos 1 

Nacionalinio vėžio instituto skyriai  

Kr tin s chirurgijos ir onkologijos  4 

Anesteziologijos, reanimacijos ir operacin s 3 

Onkoginekologijos  2 

Onkourologijos 1 

Chemoterapijos  1 

Kitos ligoninės Pacient  skaičius 

Vš  Mykolo Marcinkevičiaus ligonin  5 

Vš  Respublikin  Vilniaus psichiatrijos ligonin  2 

 

2 priedas: Tiriamosios medžiagos vairov  ir pacient  skaičius su karbapenemazes gaminančiomis 

Pseudomonas aeruginosa bakterijomis 

Tiriamoji medžiaga Pacient  skaičius 

Šlapimas 35 

Žaizdos eksudatas 29 

Išmatos 23 

Bronch  aspiratas 18 

Iš trofin s opos 12 

Kraujas 9 

Skrepliai 8 

Punktatai 7 

Iš išorin s ausies landos 4 

Bronchoalveolinis lavažas (BAL) 3 

Stentas 2 

Pleuros eksudatas 1 

Skystis iš dreno 1 

Tracheostomos skystis 1 

Operacin  žaizda 1 

Nuo liežuvio 1 

Kita Pacient  skaičius 

P liai 3 

Pilvo ertm  2 

Kv pavimo takai 2 

Nosis, nosiarykl  2 

Akis 1 
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3 priedas: Vis  pacient , su karbapenemazes gaminančiomis Pseudomonas aeruginosa bakterijomis, 

amžiaus duomenys 

Lytis Vyrai Moterys 

Pacient  skaičius 100 65 

Jauniausias pacientas 3 m. 21 m. 

Vyriausias pacientas 87 m. 90 m. 

Vidutinis amžius 56 m. 65 m. 

Bendras vidutinis amžius 59 m. 
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4 priedas 
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