VILNIAUS UNIVERSITETO MEDICINOS FAKULTETO
FIZIOLOGIJOS, BIOCHEMIJOS, MIKROBIOLOGIJOS IR

LABORATORINES MEDICINOS KATEDRA

MAGISTRO BAIGIAMASIS DARBAS

Karbapenemaziy fenotipinis nustatymas masiy
spektrometrijos metodu

Magistranté: EVELINA GORBIKOVA

Darbo vadovas: dr. S. Kiveryte

VU MF Fiziologijos, biochemijos, mikrobiologijos ir
laboratorinés medicinos katedros vedéja hab. dr. prof. Z. A. Kucinskiené

leidziama ginti

Darbo jteikimo data

Registracijos Nr.

2017 m., Vilnius



TURINYS

SUTRUMPINIMAI IR PAAISKINIMAL ......oooviiiiimiieeieeeeeeeeeeeeseeeeeeses s s essessse s esnessnesnens 3
TV AD AS ettt ettt h et a ettt e a e bt et e h e e h e e beeat e st e bt enteehtete et e ene e beentas 5
1. LITERATUROS APZVALGA ....ooovivieeeeeeeeeeeeeee e ee e 7
1.1.  Enterobacteriaceae $€1mo0Ss MIKIOOTZANIZIMAL ........eerueerureeruierieeriieeteenieeseeesseesteeseesseesseesseens 7
1.2.  Pseudomonas genties DAKLEITJOS .....cccueiiiuiiiriiiieiiieerite ettt ettt et e s ite e st e e s e e sanee s 7
1.3, KarbDap@NEMAL ...cccuveieiiiiiiiiiiiiiie ettt et ettt e et e et e st e st e e st eesabeeenabee s 8
1.4. Bakterijy atsparumo MEChANIZIMAL .........ccueeruieriiieriieeieeriie et eite et esiteeaeesaee e bt e seaeeseesseeenseenens 11
1.5, Karbap@nemazZES ........ccccueeiuieriieiieiieeiie ettt ettt ettt e et esiee e bt esabeebeesaaeeabeesnteebeesnaeenseennns 12
1.6. Karbapenemazes sintetinanc¢iy bakterijy epidemiologija .......ccceeeveevieeiiienieeiiienieeieeeee e 14
1.6.1. A klasés karbapenemaziy geografinis paplitimas..........ccceereeeriierieeiiienieeniienieeieesve e 14
1.6.2. B klasés karbapenemaziy geografinis paplitimas..........ccceevceeeriienieerieenieenieenieeeeseeeneeen 15
1.6.3. D klasés karbapenemaziy geografinis paplitimas..........ccceeeveeruienieenieenieeniienieeieesve e 16
1.6.4.  Pseudomonas genties karbapenemaziy geografinis paplitimas..........cccceevverieeniienneenen. 18
1.7. Karbapenemaziy nustatymo MetOdai.........cccueerirriieeiiierieeiieiie et esiee e see et seeeeseessaeensee e 20
1.7.1.  Mikrobiologiniai metodai su inhibitoriais ........cc.eeiviiiiiiiiiiiiiieeeceeee 20
1.7.2. MoOdifiIKuOtaS HOAZE LESIAS .......ueeeeeeeeeeeaeiiie ettt etee et e e e e saeee e s sbaeeeesaraeaeennes 22
1.7.3. KolOrimetrinis MELOAAS .........eeiriieiiiiiiiiieeiiee ettt et ettt e e e 22
1.7.4. MoleKulinial METOAAL........coeuiiiiiiiiiiiieiie ettt ettt 22
2. TYRIMO MEDZIAGA IR METODIKA .........coovoiuiiiieeeeeeeeeeeeeeee s eseseeneee s enessenaean 28
2.1, Tyrimo medZiagos TUOSIIMAS .......couerueruiruterteetenitenteeteette st etesitesteeateearesbeetesseesaeeneeanenseenee 28
2.2, TYIMO B1ZA ..eeiiiiniiiiiieiieee ettt ettt ettt et e et eanees 30
3. TYRIMO REZULTATAL ...ttt st esaesaeenseenaesseenseensenneenes 36
3.1.  MALDI-TOF masiy spektry analizeé .............ccooeiriiiiiiiiiiiiieie e 36
3.2, Preanalizinial VEIKSIIAL ......coouiiiriiiiiiieiiiie ettt ettt et e et e e e s 40
3.3.  Pacienty duomeny analizE............oocuieiiieiiiiiiiiiieie e 43
4. REZULTATU APTARIMAS ...ttt sttt ettt sttt ettt s 47
ISVADOS ..ottt s 50
LITERATUROS SARASAS ..ottt sas s sas s s snse s s 51
SANITAUKA ..ttt sttt at e et e sa bt e bt e s at e et e e sabe e beenab e e bt e saeeebees 55
SUMMATY Of MAStEr S tRESIS ..eecuviieeiiieiiie ettt e e e et e e eeeebeesnaaeessaeesnsneennseeas 56
PRIEDAL...c.eeeeee ettt ettt a ettt e et e bt e st e bt et e e st e e st et e entesbeenbeentesseenseentenneenee 57



SUTRUMPINIMAI IR PAAISKINIMAI

AIM — Australian imipenemazé

AmpC — C klasés cefalosporinazé

APBA — aminofenolborono rugstis

BAL — bronchoalveolinis lavazas

CMY - cefamicenazé

DHP-I — dehidropeptidazé 1

DNR — deoksiribonukleoriigstis

DPA — dipikolio rugstis

ECDC — Europos ligy prevencijos ir kontrolés centras
EDTA — etilendiamintetraacto riigstis

ESBL — plataus veikimo spektro B-laktamazés

EUCAST — Europos antibakteriniy jautrumo testy komitetas
EuSCAPE — Europos karbapenemazes produkuojanciy enterobakterijy tyrimas
FIM — Florence imipenamaz¢

GES — Guiana plataus veikimo spektro

GIM — German imipenemazé

IMI — imipenema hidrolizuojanti f-laktamazé

IMP — imipenemazé

KPC — Klebsiella pneumoniae karbapenemazé



MALDI-TOF MS - i§ matricos lazeriu desorbuojanti ir jonizuojanti l¢kio trukmés masiy

spektrometrija (Matrix-Assisted Laser Desorption lonization Time-of-Flight Mass Spectrometry)
MHT — modifikuotas Hodge testas

MIK — maziausia inhibuojanti konkcentracija

MPPA — metalo-B-laktamazes gaminantis Pseudomonas aeruginosa
MRSA — meticilinui atsparus Staphylococcus aureus

MSBL - B-laktamaziy tyrimas masés spektrometrijos metodu

NDM — New Delhi metalo-B-laktamazé

NMC — nemetalokarbapenemazé

OXA — oksaciling hidrolizuojantis

PBP — peniciling sujungiantis baltymas

PGR — polimerazés grandininé reakcija

RITS — reanimacijos ir intensyvios terapijos skyrius

SFEC-1 — Serratia fonticola karbapenemaze

SME — Serratia marcescens karbapenemazé

SPM — Sao Paulo metalo-f-laktamaze

SS — standartinis tirpiklis

VIM — Verona integron-encoded metalo-B-laktamazé

VUL SK — Vilniaus universiteto ligonin¢ Santaros klinikos



IVADAS

Bakterijy dauginio atsparumo antibiotikams problema aktuali ne tik daugelyje pasaulio Saliy,
bet ir Lietuvoje [2, 5, 10, 11, 33]. Antibakterinis gydymas sparciai tobuléja, ta¢iau nepaisant mokslo
pazangos, vis dar didelj pavojy zmogaus sveikatai kelia multirezistentiSkos gramneigiamos
bakterijos. Daugiausiai komplikacijy patiria ligoniai, kuriy imuniné sistema yra nusilpusi.
Netinkamy antibiotiky vartojimas ir duomeny stoka apie infekcijy sukéléjus lemia neefektyvy
gydyma [2, 10, 38].

Siuo metu daugiausia démesio skiriama tokioms bakterijy rasims: meticilinui atspariam
Staphylococcus aureus (MRSA) (sukelia net iki 50% stafilokoky infekcijy); vankomicinui atspariam
Enterococcus spp.; visoms Enterobacteriaceae $eimos bakterijoms, atsparioms III kartos
cefalosporinams ir karbapenemams bei gaminanfioms plataus veikimo spektro p-laktamazes
(ESBL); biochemiSkai neaktyvioms lazdeléms (Pseudomonas spp., Acinetobacter spp.), atsparioms
karbapenemy grupés antibakteriniams vaistams [2, 10, 33].

Iki Siol zinomi keli gramneigiamy lazdeliy atsparumo mechanizmai: modifikuojamas vaisty
taikinys, gaminami deaktyvuojantys fermentai (f—laktamazés ir aminoglikozidus modifikuojantys
fermentai), iSorinés membranos baltymy poky¢iai, mazinantys pralaidumg antibiotikams [2].

Karbapenemazes produkuojancios enterobakterijos spar¢iai plinta visame pasaulyje, nes
sugeba horizontaliai (per specifines plazmides arba transpozonus) perduoti genus, koduojancius
Siuos fermentus [2, 19, 40]. Siais laikais karbapenemai yra svarbiausi antibakteriniai vaistai, skirti
gydyti dauginio atsparumo bakterijy sukeltas ligas [30, 40]. Taciau, $iy patogeny atsparumas taip pat
siejamas su kitais antibiotikais: cefalosporinais, chinolonais ir aminoglikozidais. Tokiu atveju,
nelieka jokiy vaisty ligy gydymui, o tai kelia didelg grésme pacienty sveikatai [1, 5, 19, 30, 40].

Mikrobiologijos laboratorijy vaidmuo infekcijy plitimo valdyme yra labai svarbus. Norint
uzkirsti tam kelig, svarbu teikti informacija infekciniy ligy kontrolés skyriui apie epidemiologiSkai
svarbiy mikroorganizmy i8skyrima klinikingje tiriamojoje medziagoje. Taip pat analizuoti ir teikti
ataskaitas apie iSskirtus infekciniy ligy sukéléjus ir jy jautrumg antibiotikams [11].

MALDI-TOF MS arba i§ matricos lazeriu desorbuojanti ir jonizuojanti lékio trukmeés masiy
spektrometrija — yra naujas, placiai mikrobiologijoje naudojamas metodas, skirtas identifikuoti
bakterijas. Sis biidas pazangesnis uz tradicinius bakterijy tyrimus, nes yra jautresnis, greitesnis, o
rezultatai tikslesni [7, 8, 10, 20, 22, 36]. Neseniai sukurta nauja MALDI-TOF MS programiné

jranga, galinti nustatyti karbapenemaziy aktyvuma jvairiose bakterijose. Kol kas §is tyrimas néra



taikomas diagnostikoje, nes tik kelios mokslininky grupés jj taiké ir publikavo savo rezultatus. Sis

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

Darbo tikslas: nustatyti karbapenemaziy aktyvumag masiy spektrometrijos metodu Pseudomonas

genties bakterijose, iSskirtose VUL Santaros kliniky pacientams.
Darbo uzdaviniai:

1. IStirti atsparias karbapenemams Pseudomonas padermes masiy spektrometru MALDI-TOF ir
jvertinti karbapenemaziy gamyba.

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

3. Nustatyti masiy spektrometrijos MALDI-TOF metodo privalumus ir trikumus tiriant

karbapenemaziy aktyvuma Pseudomonas genties bakterijose.

Padéka: NuoSirdi padéka uzZsienio Saliy mokslininkéms Ditte Find (Danija) ir Anastasia
Pavelkovich (Estija) uz aktyvy bendradarbiavima, konsultacijas ir pagalbg atliekant tyrimg, o taip
pat inzinieriui Giedriui Zolubai uz programinés jrangos jdiegimg ir Lietuvos Laboratorinés

Medicinos Draugijai uz uzsienyje vykusiy apmokymy finansavima.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Enterobacteriaceae Seimos mikroorganizmai

Enterobacteriaceae Seimos bakterijos sudaro dalj zarnyno floros ir yra vieni dazniausiy
Slapimo taky, kraujo, pilvo organy, pneumonijy ir kity hospitaliniy infekcijy sukeléjy [30, 34, 40].
Visuomen¢je §ios bakterijos plinta per neSvarias rankas, maista ir vandenj [30, 40]. DaZniausiai
uzsikre¢ia vyresnio amziaus pacientai, vartojantys imunosupresantus ir sergantys gretutinémis
ligomis (pavyzdziui, cukriniu diabetu) [34].

IS visy enterobakterijy Serratia spp. bakterijos yra labiausiai atsparios karbapenemams. Tai
yra oportunistiniai patogenai, kurie gali igyventi ekstremaliomis salygomis. Sie mikroorganizmai
sintetina SME grupés B-laktamazes, kurios hidrolizuoja penicilinus, cefalosporinus ir karbapenemus

[40].

1.2. Pseudomonas genties bakterijos

Pseudomonas aeruginosa yra oportunistinis patogenas, kurio genomas yra vienas i$
didziausiy bakterijy genomy (nustatyta net 5567 geny) [27]. Manoma, kad dél to Sis
mikroorganizmas yra labai adaptyvus, sugeba greitai prisitaikyti prie besikei¢ian¢iy aplinkos salygy
keisdamas savo savybes ir i§vystyti jvairius atsparumo mechanizmus. D¢l Sios priezasties, jgytas P.
aeruginosa atsparumas daZnai siejamas su aplinkos veiksniais (pavyzdZiui, cistinés fibrozés atveju,
bakterijos kolonizuoja plaucius, todel nuo antibiotiky jie apsaugoti polisacharido alginato sluoksniu,
neleidzianc¢iy difunduoti vaistams) [21, 27]. Taip pat nustatyta, kad kuo didesnis bakterijy genomas,
tuo didesnée tikimybé perduoti mutavusius genus kitiems mikroorganizmais [27].

P. aeruginosa priklauso SPICE bakterijy grupei (Serratia spp., P. aeruginosa, indolo
teigiamas Proteus, Citrobacter spp., Enterobacter spp.). Visi Sie mikroorganizmai sintetina
chromosomose uZkoduotas AmpC -laktamazes, kurios hidrolizuoja daugel; B-laktamy ir néra

inhibuojamos B-laktamaziy inhibitoriy [27].



1.3. Karbapenemai

e Istorija

Pirmieji B-laktamaziy inhibitoriai (olivaninés rtgStys) atrasti 1976 m. gramteigiamose
bakterijose Streptomyces clavuligerus (1 pav.). TaCiau, $ios rigstys buvo chemiskai nestabilios ir
silpnai jsiskverbdavo j bakterijy lasteles, todél ieskota alternatyviy medziagy. Netrukus atrasti dar
du inhibitoriai: klavulano riigstis (S. clavuligerus) ir tienamicinas (S. cattleya) (1 pav.) [33].

Klavulano rugstis buvo pirmasis kliniskai prieinamas B-laktamaziy inhibitorius, tuo tarpu
tienamicinas — pirmasis natiiralus karbapenemas, kuris tapo pavyzdziu sintetinant kitus Sios klasés
antibiotikus. Tienamicinas atsparus daugeliui mikroorganizmy: gramteigiamoms ir gramneigiamoms
bakterijoms, tokioms kaip Streptococcus aureus ir Pseudomonas spp., anaerobui Bacteroides
fragilis. Deja, §i medziaga nestabili vandeniniuose tirpaluose, reaktyvi nukleofilams
(hidroksilaminui, cisteinui ir savo struktiiroje esan¢iam pirminiam aminui), o taip pat jautri Sarminei

hidrolizei (pH >8). Sios tienamicino savybés priverté mokslininkus ieskoti chemiskai stabilesniy, bet

panasaus veikimo karbapenemy [33].
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1 pav. Pirmyjy B-laktamaziy inhibitoriy cheminé struktiira (Papp-Wallace et al., 2011)



Anksciausiai atrastas imipenemas, kuris 1985 m. tapo pirmuoju karbapenemu skirtu gydyti
kompleksines bakterines infekcijas (2 pav.). Imipenemas bei panasios struktiiros panipenemas labiau
stabiliis ir maziau jautris Sarminei hidrolizei. Taciau, $iy karbapenemy vartojimas turi trakumy: 1)
juos deaktyvuoja inksty sintetinamas fermentas dehidropeptidazé I (DHP-I); 2) antibiotikai turi biti
vartojami kartu su inhibitoriais cilastinu arba betamipronu [17, 33].

Nustatyta, kad prijungus metilo grupe 1-B padétyje, karbapenemai tampa atspariis inksty
fermentui DHP-1. Tokiu biidu atrasta eilé kity antibiotiky: meropenemas, biapenemas, ertapenemas
ir doripenemas (2 pav.). Karbapenemy stabilumg ir atsparumg B-laktamazéms lemia B-laktamo Ziedo

trans konfigiiracija prie C5 ir C6 anglies atomy [17, 33].

¢ Veikimo mechanizmas

Visi karbapenemai sunkiai difunduoja, tad jsiskverbia ] gramneigiamas bakterijas per
iSorin¢je membranoje esancius baltymus porinus. Peréjus periplazminj tarpa, karbapenemai acilina
peniciling suriSanCius baltymus (PBP) — fermentus (transglikolazés, transpeptidazés,
karboksipeptidazés), katalizuojancius peptidoglikano formavimasi vidinéje bakterijy sieneléje.
Taigi, pagrindinis karbapenemy veikimo mechanizmas pagristas jy savybe prisijungti prie keliy
skirtingy PBP ir aktyvuoti bakterijy membranos autoliz¢ [17, 28, 33].

Ivairiis karbapenemai skirtingai veikia bakterijas. Imipenemas, panipenemas ir doripenemas
efektyvesni prie§ gramteigiamas bakterijas, o meropenemas, biapenemas, ertapenemas ir
doripenemas — prie§ gramneigiamas bakterijas. Taciau, tiriant jvairius karbapenemus ir jy poveik]
mikroorganizmams, pastebéta, kad: 1) meropenemas maziau efektyvus uz imipenema ir doripenema
kovojant su Acinetobacter baumanii; 2) doripenemas maziausiai jautrus karbapenemazéms; 3)
meropenemo ir klavulano riigSties kombinacija veiksminga prie§ multirezistentiSka Mycobacterium
tuberculosis [17, 28, 33].

Karbapenemai gali biiti vartojami kartu su kitais antibakteriniais vaistais. Kombinuota
terapija vis dazniau taikoma gydant multirezistentiSky mikroorganizmy sukeltas infekcijas. Kai
kurios kombinacijos turi teigiama efekta, nes platéja antibiotiky veikimo spektras, taciau daznai

atsitinka taip, jog mikroorganizmy atsparumas kaip tik padidéja [33].
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14. Bakterijy atsparumo mechanizmai

Atsparumg vaistams gali nulemti ne tik mutuojanc¢ios bakterijos, bet taip pat nusilpusi
zmogaus imuniné sistema, sumaze¢jes vaisty biologinis aktyvumas arba greitesnis vaisty
metabolizmas. Pagal mikroorganizmy iSgyvenamuma, paveikus juos antibiotikais, skiriami trys
atsparumo tipai: pirminis, antrinis ir klinikinis. Pirminis atsparumas reiSkia pirma patogeno
susidiirimg su vaistu. Antrinis, kitaip dar vadinamas jgytu, pasireiskia po pakartotinio susidiirimo su
antibiotiku. Siuo atveju, atsparumas tik sustipréja. Jgytas atsparumas klasifikuojamas j dvi maZesnes
grupes: vidinis (dauginis atsparumas) ir plataus veikimo. Pirmagjai grupei priklauso pirmo
pasirinkimo antibiotikams atspartis mikroorganizmai, o plataus veikimo spektro rezistentiSkumas
biidingas mikroorganizmams, atspariems maziausiai vieno antibiotiko inhibitoriniam efektui.
Klinikinis bakterijy atsparumas iSsivysto tik tam tikrose situacijose, kai patogenas veikiamas
didesne vaisto doze nei jprastai [28, 38].

Pagrindiniai atsparumo karbapenemams mechanizmai yra -laktamaziy sintez¢, antibiotiko
iSmetimo siurbliai ir mutacijos, kei¢ian¢ios poriny ir PBP ekspresija membranoje (3 pav.). Sie
mechanizmai skirtingai pasireiSkia skirtingose bakterijose. Pavyzdziui, gramteigiamuose kokuose
atsparumas karbapenemams susijes su aminorig$¢iy seky pokyciais PBP arba naujy antibiotikams
atspariy PBP gamyba. B-laktamaziy ekspresija, poriny praradimas ir suaktyvéjusi iSmetimo siurbliy
veikla membranose biidinga gramneigiamoms lazdeléms [17, 23, 33].

Lastelés membrana yra viena svarbiausiy bakterijy sudedamyjy daliy, kuri lemia jy
iSgyvenamumg. Jvairis antibiotikai prisijungdami prie bakterijy membranoje esancio
peptidoglikano, stabdo jos sintezg. Taciau, rezistentiSky bakterijy chromosomos mutuoja, jos
apsikei¢ia nechromosominiais DNR elementais konjugacijos arba transformacijos bidu. D¢l to
pakinta membranos struktiira, vaisty prisijungimo vietos, sumazéja jos pralaidumas ir vaisty difuzija
1 lastele (3 pav.) [17, 38].

Siuo metu daugiausiai démesio skiriama atsparumui p-laktamazéms. Sio tipo atsparumas
paremtas antibiotiko deaktyvavimu suardant B-laktamo Zieda. f-laktamo antibiotiky grupei priklauso
skirtingos medZiagos: ampicilinas, piperacilinas, cefotaksimas, ceftazidimas, ertapenemas,
imipenemas ir meropenemas. Tai dazniausiai naudojami antibakteriniai vaistai, kurie retai sukelia
Salutinj poveikj ir pasizymi fiziologiniu suderinamumu [17, 29, 37]. Siy vaisty pagrindiniai taikiniai
yra bakterijy periplazmos peptidoglikany transpeptidazés. Antibiotikai negriZztamai suardo S$iuos

fermentus ir tokiu budu slopinama bakterijy sienelés sintez¢ [20, 23, 37].

11



Vaistas

0%
Membranos L
pralaidumo pokyc¢iai

@ Sumazejes
¢ ® isisavinimas

Vaistas

Padideéjes vaisty

Mutaves vaisto iSmetimas

Vaisto taikinys

taikinys ’ b
4 N

Padideéjusi taikinio
* ekspresija Fermentu
\ Q\kryvncija
‘eparacijs £
MN R reparacija W, L=
\1 Fermentu /‘
degradacija ° b >

Vaistas

Atsparumas &
inhibitoriniam efektui Vaistas

3 pav. Bakterijy atsparumo karbapenemams mechanizmai (Tanwar et al., 2014)

Kitas atsparumo mechanizmas pagristas antibakteriniy fermenty deaktyvacija hidrolizuojant

esterinius arba amidinius rysius, o taip pat chemiskai juos modifikuojant (acetilinant, fosforilinant,

adenilinant, glikozilinant arba hidroksilinant). D¢l Sios prieZasties vaistai negali jungtis prie savo

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

1.5. Karbapenemazés

B-laktamazés — tai bakterijy periplazmos fermentai ir pagrindiniai atsparumg lemiantys

veiksniai. Sis atsparumo biidas pagrjstas B-laktamo antibiotiky hidrolize, dél to vaistai nepasiekia

savo taikinio — PBP [31, 33]. Karbapenemazés — tai B-laktamaziy poklasis, hidrolizuojantys

penicilinus, cefalosporinus, karbapenemus ir monobaktamus [11].
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B-laktamazes skirstomos j 4 klases pagal struktiros panasumus (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 klasiy
fermenty aktyviajame centre yra serinas, o B klasés — Zn** jonai. Daugelis A klasés B-laktamaziy
jautrios klavulano riigsciai, o C ir D klasiy fermentai — atspariis. Taciau, visos Sios p-laktamazés

deaktyvuojamos karbapenemy ir tai leidZia kurti vis naujus antibiotikus [17, 33, 35].

e Karbapenemaziy klasés

Kai kurios A klasés karbapenemazés (IMI-1, SFC-1) uzkoduotos chromosomose, o kitos
(KPC, IMI-2, GES) — plazmidése [26]. ISskirtiné A klasés karbapenemaziy savybé yra disulfidinis
ry$ys tarp Cys69 ir Cys238 aminoriigiéiy liekany. Si jungtis kei¢ia atstuma tarp aktyviojo centro
elementy. Sios klasés fermentai (SME, NMC, IMI, KPC, GES) daznai vadinami serino-f3-
laktamazémis [33]. A klasés karbapenemazes sintetinantys patogenai yra dauginio atsparumo, kuriy
sukeltos infekcijos sunkiai gydomos — pacienty mirtingumas siekia > 50%. Jy atsparumas jvairiems
karbapenemams varijuoja (labiausiai atsparis ertapenemui) [30].

B klasés B-laktamazés aktyvuojamos per Zn>* jonus ir pagal savo struktiira bei aminortigiéiy
sekas skirstomos ] tris grupes: B1, B2 ir B3. Idomu tai, jog Bl ir B3 grupiy fermenty aktyvumui
reikalingi du cinko jonai, o B2 — vienas. Abiejy cinko jony prisijungimas mazina B2 B-laktamaziy
aktyvuma [33, 35]. Sios klasés fermentai (IMP, VIM, GIM, SPM, NDM) daZnai vadinami metalo B-
laktamazémis [30, 33]. Jie hidrolizuoja visus B-laktamus, iSskyrus aztreonamg. Atsparumas
Jvairiems antibiotikams labai varijuoja, o pacienty mirtingumas svyruoja nuo 18% iki 67% [30].

C klasés B-laktamazés (CMY) retai priskiriamos karbapenemazes, nes didZioji juy dalis
silpnai veikia karbapenemus [33, 35].

D klasés B-laktamazés (OXA-B-laktamazes) silpnai hidrolizuoja karbapenemus ir plataus
veikimo spektro cefalosporinus, tad jy hidrolizés reakcijos labiausiai skiriasi i§ visy klasiy [30].
OXA fermentai — labai heterogeniSkos B-laktamazés, kurios yra jvairiy atsparumo mechanizmy
rezultatas. DaZniausios D klasés karbapenemazés yra OXA-48 ir OXA-181, kurios néra
inhibuojamos EDTA ir klavulano riigsties [33, 35].

KliniSkai svarbiausi yra A klasés KPC tipo karbapenemazés. Jie hidrolizuoja visus B-
laktamus, o juos inhibuoja borono riigstis. IS dalies jy aktyvumg maZzina klavulano riigstis ir

tazobaktamas. Taciau, didziausias fermentinis aktyvumas biidingas B klasés B-laktamazéms. Tai
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IMP, VIM ir NDM tipy karbapenemazés, kurios hidrolizuoja visus penicilinus, cefalosporinus ir

karbapenemus. Joks inhibitorius (klavulano riigstis, tazobaktamas ir sulbaktamas) jy neslopina [32].

1.6. Karbapenemazes sintetinanciy bakterijy epidemiologija

Manoma, kad pasaulyje plinta dvi §iy mikroorganizmy epidemijos — viena i§ jy susijusi su
Escherichia coli sukeltomis infekcijomis, kuriomis uZsikre¢iama visuomenéje. Sios bakterijos
daugiausiai sintetina NDM ir OXA-48 tipo karbapenemazes. Uzkirsti kelig infekcijy plitimui yra
sudétinga, nes tai lemia daugelis veiksniy: higienos stoka, per didelis antibakteriniy vaisty
vartojimas ir vis daznéjancios kelionés aplink pasaulj [4, 30].

Antra epidemija susijusi su hospitaliniy infekcijy sukéléjais — Klebsiella pneumoniae
bakterijomis. Per paskutiniuosius 30 mety, K. pneumoniae 1éme¢ didziausia ESBL geny plitima
sveikatos priezitiros jstaigose [30].

Endeminés K. pneumoniae padermés, sintetinancios VIM ir KPC, uzfiksuotos ankstyvaisiais
2000 m. Graikijoje. Indijos regione ir Vidurio Rytuose didziausig grésme¢ kelia NDM
karbapenemazes. OXA-48 tipo fermentai kol kas randami tik keliose Europos Salyse [11].

Karbapenemaziy plitimas Europoje pastebétas antroje XX am. pus¢je. IS pradziy, didZiausia
gréesme kilo Vidurzemio regiono Salims (svarbiausias patogenas P. aeruginosa) [11]. Nuo 2000 m.
E. coli bakterijos paplito visame pasaulyje. Jos sugebéjo hidrolizuoti visus cefalosporinus, i§skyrus
karbapenemus (imipenemg, ertapenema, meropenemg ir doripenemg). Ilgainiui bakterijos igijo

atsparuma net ir Siems antibiotikams [30].

1.6.1. A Kklasés karbapenemaziy geografinis paplitimas

Klebsiella pneumoniae karbapenemaz¢ (KPC) yra geriausiai Zinomas A klasés fermentas
[30]. Pirma kartg jis buvo atrastas 1996 m. rytinéje Jungtiniy Amerikos Valstijy (JAV) dalyje [5]. Po
keliy mety KPC sintetinancios bakterijos globaliai paplito — jos rastos Puerto Rikoje, Kolumbijoje,
Graikijoje, Izraelyje ir Kinijoje. Kiek véliau gauti duomenys apie K. pneumoniae 1§ jvairiy Europos

Saliy ir Piety Amerikos (4 pav.) [30].
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4 pav. Klebsiella pneumoniae karbapenemaziy (KPC) paplitimas pasaulyje (A), Jungtinése
Amerikos Valstijose (B), Europoje (C), Kinijoje (D) (Nordmann et al., 2011)

1.6.2. B klasés karbapenemaziy geografinis paplitimas

Japonijoje, 1991 m. tiriant Serratia marcescens bakterijas, atrastas pirmasis IMP-1
karbapenemaziy tipas. Ilgainiui jvairiis VIM grupés fermentai tapo endeminiais Graikijoje, o IMP —
Taivane ir Japonijoje (5 pav.) [4]. Atskiri bakterijy izoliatai uZfikuosti daugelyje Europos Saliy,
JAV, Piety Amerikoje, Afrikoje ir Australijoje. VIM sintetinan¢iy bakterijy plitimas tarp ligoniniy
nustatytas tik Ispanijoje ir Italijoje [30].

Siuo metu didZiausias démesys skiriamas NDM-1 sintetinanéioms enterobakterijoms, kurios
2008 m. atrastos Svedijoje gydant Indijos ligonj. Per dvejus metus Sios bakterijos i$plito i§ Indijos
regiono ] visus zemynus, iSskyrus Centring ir Piety Amerikg. Manoma, kad Balkany Salys ir Vidurio
Ryty regionas yra antrinis $iy bakterijy ir NDM-1 zidinys (Pakistane, Indijoje ir BangladeSe
uzfiksuota daugiau nei 50 atvejy). Atsparumg jvairiems karbapenemams lemia jy didelé atsparumo

geny jvairove, esan¢iy plazmidése [30].
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1.6.3. D klasés karbapenemaziy geografinis paplitimas

Pirmasis OXA-48 sintetinantis organizmas atrastas 2003 m. Turkijoje [5]. Tai buvo viena 1§
K. pneumoniae padermiy, kuri labiausiai paplito $ioje 3alyje, o taip pat ir Maroke. Siuo metu $is
patogenas randamas Vakary Europos Salyse, VidurZzemio jiiros rytinéje ir pietinéje dalyse. Pavieniai
atvejai uzfiksuoti Italijoje, Sveicarijoje ir Afrikos Salyse (6 pav.). OXA-48 fermentg gaminantys
mikroorganizmai plinta ligoninése, kuriose gydomi pacientai i§ endeminiy Saliy. Taciau, JAV ir
Kanadoje tokiy atvejy kol kas neuzfiksuota. Jdomu tai, jog Indijoje randama kita fermenty grupé —
OXA-181. Manoma, kad D klasés fermentus sintetinanc¢ios bakterijos sunkiausiai identifikuojamos,

tad jy sukelta mirtinguma taip pat sudétinga jvertinti [30].
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Europos ligy prevencijos ir kontrolés centras (ECDC) 2012 m. jsteigé projekta pavadinimu
,Karbapenemazes produkuojanc¢iy enterobakterijy Europos tyrimas* (EuSCAPE). Projekto tikslas
buvo iStirti invazines Enterobacteriaceae Seimos bakterijy padermes, jy epidemiologija, taip pat
skleisti zinig apie kylancig grésm¢ Zmoniy sveikatai ir gerinti diagnostika. Projekte dalyvavo net 38
Europos $alys. Kiekviena i§ jy tur¢jo jvertinti ligy paplitima savo Salyje pagal epidemiologing skalg.
Tyrimo rezultatai parodé, jog trijose Salyse neuzfiksuota nei vieno tokio atvejo, trylikai Saliy
budingas regioninis infekcijy plitimas, o keturiose — endeminiai atvejai. Sporadiniai susirgimai
aptikti devyniose Salyse, penkiose buvo pavieniai atvejai ligoninése ir keturiose uzfiksuotos
sporadinés hospitalinés infekcijos (7 pav.) [1].

Baltijos Salys tik paskutiniaisiais tyrimo metais pateiké savo rezultatus ECDC organizacijai.
Estijoje vienas atvejis uzfiksuotas 2015 m. Tai buvo Enterobacter aerogenes bakterija, kuri sintetino
imipenemaze¢ GIM. Latvijoje uzfiksuoti trys atvejai, kurie susij¢ su VIM produkuojanciomis

bakterijy padermémis, o Lietuvoje nustatyta net trylika invaziniy atvejy: du i§ jy susij¢ su K.
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pneumoniae (sintetinamas fermentas OXA-48), devyni — Enterobacter cloacae (NDM), po vieng —

E. aerogenes (NDM) ir E. cloacae (VIM) [1].
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7 pav. Karbapenemazes sintetinanciy bakterijy paplitimas Europoje 2014-2015 m. (EuSCAPE
tyrimo rezultatai) (Albiger et al., 2015)

1.6.4. Pseudomonas genties karbapenemaziy geografinis paplitimas

Metalo-B-laktamazes produkuojancios Pseudomonas aeruginosa bakterijos (MPPA) yra
vieni dazniausiy hospitaliniy infekcijy sukéléjy. MPPA sintetina jvairiy tipy metalo-f-laktamazes:
IMP, VIM, SPM, GIM, NDM ir FIM. Siuos fermentus koduojantys genai i$sidéste integronuose,
transpozonuose, plazmidése ir chromosomose. Visus S§iuos elementus jie perduoda kitoms
gramneigiamoms bakterijoms ir padidina komplikacijy tikimybe. Taigi, norint uzkirsti kelig
globaliai sveikatos krizei ir kontroliuoti infekcijy plitimg, svarbu zinoti MPPA epidemiologija [16].

IMP ir VIM tipo metalo-B-laktamazés, kurias sintetina P. aeruginosa, pirmakart atrastos

Japonijoje (1988 m.) ir Italijoje (1999 m.). Tik Sie du fermenty tipai placiai paplito visame
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pasaulyje, o wvisi kiti liko geografiSkai 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].

Veéliausiai atrasta P. aeruginosa gaminama karbapenemazé yra FIM-1, kurj uzfiksuota 2012
m. Italijoje, Florencijos regione. Nustatyta, kad Sis fermentas savo cheminémis savybémis panasus ]
NDM tipo karbapenemazes [16].

Remiantis moksline literatiira ir jvairiy Saliy pateiktais duomenimis, Azijos tyréjy grupé
sudaré karbapenemams atspariy P. aeruginosa padermiy geografinio paplitimo zemélapj (8 pav.)
[16]. Nustatyta, kad daugelyje pasaulio Saliy, Siy patogeny santykis svyravo nuo 10 iki 50%.
MaZziausi rodikliai uzfiksuoti Kanadoje ir Dominikos Respublikoje (atitinkamai 3,3 ir 8%). Taciau,
Brazilijoje, Peru, Kosta Rikoje, Rusijoje, Graikijoje, Lenkijoje, Irane ir Saudo Arabijoje §is santykis
buvo didesnis nei 50% (tiriant kiekvieng karbapenemo klasés antibiotikg atskirai) [16].

Epidemiologinio tyrimo rezultatai parode, kad Rusija, pietvakariy Azija ir Piety Amerika yra
pagrindiniai antibakterinio atsparumo plitimo Saltiniai. Manoma, kad P. aeruginosa atsparumas
ligoninése didéja dél karbapenemy vartojimo ir medicininiy jrankiy naudojimo, kurie pagreitina
atspariy mikroorganizmy selekcija. Sie veiksniai priklauso nuo sveikatos priezitiry jstaigy politikos,

kurios skiriasi jvairiose Salyse [16].

8 pav. Geografinis karbapenemams atspariy Pseudomonas aeruginosa paplitimas. Baltos

spalvos regionai nepateiké savo Salies duomeny (Hong et al., 2015)

19



A klasés karbapenemazés (KPC), kurias gamina P. aeruginosa, uzfiksuotos Kolumbijoje.
Idomu tai, kad §is patogenas sintetina Sio tipo karbapenemazes tik Lotyny Amerikos dalyje. Taciau,
Sis fermentas pavojingas tuo, kad gali deaktyvuoti net aztreonama [27].

D klasés karbapenemazés OXA retai aptinkamos P. aeruginosa bakterijose. Nustatyta, kad

tai mutavusios OXA-10 ir OXA-2 tipy B-laktamazeés [24, 27].

1.7. Karbapenemaziy nustatymo metodai

Greitas ir nebrangus atsparumo antibiotikams nustatymo metodas yra svarbi prielaida
parenkant tinkamus vaistus [29, 37]. Karbapenemazeés gali biiti nustatomos naudojant molekulinius
ir nemolekulinius metodus. Ligoniniy mikrobiologijos laboratorijose dazniau naudojami
nemolekuliniai nustatymo metodai, nes Sie lengviau atliekami ir nereikalauja brangios jrangos ir
reagenty [9].
automatizuotu biidu rezultatai gaunami jau po keliy valandy [36]. Taciau, molekuliniai ir genetiniai
karbapenemaziy tyrimai brangts bei sudétingi, reikalauja gery specialisty ir tikslios interpretacijos
[31].

Fenotipiniai bakterijy jautrumo tyrimai atliekami disky difuzijos metodu, naudojant E-testus
(nustatoma minimali inhibuojanti koncentracija MIK) arba automatizuotas mikrobiologines sistemas
Phoenix ir Vitek 2 [36]. Disky difuzijos metodas naudojamas rutininiame laboratorijos darbe, o E-
testas — tai patvirtinamasis metodas ir pagrindinis atrankinis kriterijus jtariant karbapenemaziy
aktyvuma. Specifiniy karbapenemaziy inhibitoriy (EDTA, DPA ir kt.) priemaiSos lemia disko zonos
did¢jima ir MIK vertés maz¢jima, o diagnostinés ribinés vertés (>5 mm disko zona ir trigubai ar

daugiau karty sumazéjusi MIK) tik patvirtina fermenty buvima [35].

1.7.1. Mikrobiologiniai metodai su inhibitoriais

1. Dviejy disky sinergizmo metodas

Sinergizmo metodas pagristas karbapenemaziy inhibicija in vitro, papildomai naudojant

specifinius skirtingy fermenty klasiy inhibitorius [15].
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Siuo metu Europoje paplito kombinuotas fenotipinis metodas — Neo-Sensitabs. Neseniai
atlikty tyrimy rezultatai rodo, kad visos KPC fermenta gaminancios bakterijy padermés lengvai
identifikuojamos naudojant kombinuota meropenemo-meropenemo/APBA diska. Visos kitos
metalo-fB-laktamazes produkuojancios padermés nustatytos naudojant dviejy rasiy kombinuotus
diskus: meropenemo ir dipikolino ragSties (MEM-MEM/DPA) bei imipenemo ir
etilendiamintetraacto riigSties (IMP-IMP/EDTA). Taciau, pastaruoju disku gautas klaidingai
teigiamas rezultatas. Manoma, kad tai susij¢ su mazu EDTA specifiSkumu nustatant metalo-[3-
laktamazes [15].

Kombinuoty disky metodas yra pranaSesnis uz disky difuzijos metoda. Schemoje pateikti
disky arba ploksteliy su meropenemo ir kity inhibitoriy pavyzdziais veikimo rezultatai (9 pav.).
Nustatyta, kad borono riigstis inhibuoja A klasés karbapenemazes, o dipikolio riigstis — B klasés.
Deja, bet D klasés karbapenemaziy inhibitoriai dar néra atrasti. Kloksacilinas, kuris inhibuoja AmpC
B-laktamazes, pridétas norint diferencijuoti poriny praradimg nuo karbapenemaziy sintezes.

Didziausias Sio metodo trilkumas yra ilga tyrimo trukmé (18 val.) [11].

Meropenemo (10 pg) zona <25 mm
arba MIK >0,12 mg/L

/ y v

>

: : Sinergizmas : : .
Sinergizmas A Sinergizmas Neéra
su borono e e . .
su borono N su dipikolio sinergizmo
=T ragstimi ir b
ragstimi S ragstimi
kloksacilinu
\ v A4 v
KPC (arba AmpC + ESBL +
kita A klasés poriny Metalo-B- ROTIE
karbapene- netekimas laktamazé netekimas/
mazé) OXA-48

9 pav. Kombinuoty disky 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 verté
yra trigubai ar daugiau karty mazesné, reiskia testas teigiamas ir bakterijos sintetina metalo-p-
laktamazes. Sio testo jautrumas ir specifiskumas atitinkamai siekia 94% ir 95%. Siuo atveju, EDTA

taip pat gali lemti klaidingai teigiamus rezultatus [35].

1.7.2. Modifikuotas Hodge testas

Modifikuotas Hodge testas (MHT) panasus | disky difuzijos metoda ir pagristas
karbapenemaziy sinteze in vivo. Siuo testu galima nustatyti enterobakterijy sintetinamas
karbapenemazes, bet nejmanoma nustatyti fermenty klasiy. Sis metodas kol kas pla¢iai naudojamas

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

1.7.3. Kolorimetrinis metodas

Carba NP (Carbapenemase Nordmann-Poirel) testas skirtas greitai identifikuoti
enterobakterijas ir patvirtinti karbapenemaziy sinteze. Sio metodo jautrumas ir specifiskumas siekia
100%, jis pigus ir uZtrunka tik porg valandy [31].

Metodo principas pagristas pH poky¢iais, kuriuos lemia imipenemo hidrolizé. Jeigu
patogenai sintetina karbapenemazes, fenolio raudonojo tirpalo raudona spalva keiciasi | geltona.
Nustatyta, kad Carba NP metodg galima taikyti tik ant Mueller-Hinton, kraujo agary ir selektyviy
terpiy, skirty karbapenemaziy aptikimui. Tuo tarpu Drigalski ir McConkey agarai netinkami Siam

testui [11].

1.7.4. Molekuliniai metodai

Referentiniai molekuliniai metodai pagristi polimerazés grandinine reakcija (PGR) ir
sekvenavimu (svarbu epidemiologijoje). Jy tikslas — karbapenemazes koduojanciy geny detekcija.
Sie metodai yra didelio jautrumo ir specifiskumo, o tyrimai atliekami per 4-6 val. ar net greiiau.
Siuo metu yra sukurta daugybé pradmenuy, kurie pla¢iai naudojami PGR nustatant jvairias
karbapenemaziy Seimas ir pogrupius. Kai kuriose laboratorijose taip pat naudojamas Southern blot

hibridizacijos metodas, kuris leidZzia atskirti plazmidése ir chromosomose i$sidésciusius
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karbapenemaziy genus [35]. Tac¢iau, molekuliniai metodai yra brangiis, tyrimams atlikti reikalingas
apmokytas personalas ir nejmanoma aptikti naujy karbapenemaziy geny. D¢l Siy priezas¢iy ieSkoma

vis naujesniy detekcijos buidy, kurie buty pigls, greiti ir specifiski [30].
e MALDI-TOF MS

MALDI-TOF MS metodu identifikuojamos jvairios mikroorganizmy grupés: gramneigiamos
ir anaerobinés bakterijos, mieliagrybiai, lepios ir aukSto patogeniSkumo bakterijos, mikobakterijos,
daugialgsteliniai grybai ir patogeniniai dumbliai [20]. Nustatyta, kad sudétingiausia identifikuoti
viridiniy streptokoky grupe, pneumokokus ir anaerobines bakterijas. Taip yra dél to, jog duomeny
bazése triuksta informacijos, todél nejmanoma palyginti jy masiy spektrus. Gryby identifikavimas
MALDI-TOF MS metodu yra dar sudétingesnis dél jy storos sienelés. Daznai reikia naudoti
trifluoroacto, skruzdziy ragstis arba acetonitrila norint ja suardyti. Dazniausiai nustatomi
mieliagrybiai 1§ Candida genties, o taip pat pelésiniai grybai — Penicillium, Aspergillium, Fusarium,
Trichoderma genciy ir jvairls dermatofitai [22]. Gera Zinia ta, jog Sie patogenai daZnai neturi
fermenty, skaidanciy vaistus, todél jautrumas nustatomas klasikiniais nemolekuliniais metodais [36].

MALDI-TOF MS nauda virusologijoje néra didelé. Pagrindinés priezastys yra mazas
baltymy kiekis virusuose, didesné $iy baltymy molekuliné masé (> 20 kDa) ir Igsteliy nuolauZos,
kuriose virusai augo in vitro. Tafiau, daugelis tyréjy naudoja §j metoda enterovirusy, Zmogaus
papilomos viruso (ZPV), Herpes, hepatito ir gripo virusy bei jy padermiy diagnostikai. Jdomu tai,
jog Siam tyrimui reikalingi virusy genetinés medZziagos amplikonai. Taigi, virusy nustatymas
MALDI-TOF masiy spektrometrijos metodu glaudziai siejamas su PGR [36].

Patogeniniai mikroorganizmai ir grybai nustatomi i§ jvairiy Zmogaus organizmo skysciy:
kraujo, Slapimo, smegeny skyscio, pleuros, pilvaplévés ir sgnario skys¢iy. Taciau, trilkumas yra tas,
jog Siuose meginiuose bakterijy kiekis yra ribotas. MALDI-TOF MS ne visais atvejais nustato
bakterijy ri§j, todel kartais atliekami papildomi DNR tyrimai [22, 26, 36].

Masiy spektrometrijos metodas pagrjstas peptidy miSinio analize, kuris gaunamas skaidant
baltymus proteoliziniais fermentais. Nustatomi tik dujinés fazés jonai ir jy pokyciai, kurie priklauso
nuo skirtingo mases ir kriivio santykio. Taigi, MALDI-TOF MS metodas skirtas tiriamos medZiagos
jonizacijai [22, 26, 29]. Sis naujai atrastas biidas vadinamas ,,$velniuoju® jonizacijos metodu,
kadangi tiriama medZiaga tiesiogiai nesugeria lazerio Sviesos energijos ir nesukelia tiesioginés
peptidy fragmentacijos [25].

Masés spektrometrg sudaro 3 dalys [7, 8, 22, 25]:
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1) Jony Saltinis, kuris jonizuoja ir pavercia méginio jonus dujomis;
2) Masés analizatorius, kuris atskiria jonus pagal jy masés ir kriivio santykj (m/z);

3) Detektorius (jony gaudykle), kuris fiksuoja skirtingu metu atskriejancius jonus.

Bakterijy tiriamoji medziaga iStirpinama TFA (trifluoracto riigSties vandeniniame) tirpale,
imama 1 pl paruos$to tirpalo ir sumaiSoma su vandens prisotinta matrica ant laidzios metalinés
plokstelés. Tirpiklis garuodamas formuoja kristalus. PlokStel¢ jvedama j masés spektrometrg ir
apSviecCiama nitrogeno lazeriu. Matrica absorbuoja Sviesos energija, o tai lemia méginio desorbcijg —
garuodamas jonizuojasi j dujine faze. Sis procesas skatina molekules jgauti krivj. Jonizuoty
molekuliy judéjimas pagreitinamas elektrostatiniu lauku. Véliau jos iSmetamos pro metalinj,
vakuuminj skrydzio vamzdj ir juda tol, kol pasiekia detektoriy. Méginio dalelés atskiriamos pagal jy
lekio trukme, kuri priklauso nuo jy mases [7, 8, 22, 25].

Lékio trukmés analizé pagrista jony skrydziu detektoriaus pusén. Visi jonai jgauna ta patj
energijos kiekj, bet dél skirtingos savo masés, skirtingu metu pasiekia detektoriy. MaZesni jonai
lengvesni ir skrieja grei¢iau [26, 29]. Detektoriaus pasiekimo laikas priklauso nuo masés, kriivio ir
kinetinés jony energijos. Pagal tai sukuriamas masiy spektras, atitinkantis molekuliy masés (m) ir
kriivio (z) santykj (m/z). Kadangi dazniausiai jony kriivis yra 1, tad méginio masés ir jony santykis
(m/z) lygus jo masei [25]. Spektro rezultatai varijuoja nuo 1 000 iki 20 000 m/z, pikai yra skirtingo
aukscio ir intensyvumo [22].

Matricos parinkimas yra vienas svarbiausiy etapy, nuo kurio priklauso tyrimo sékmé. Norint
1§skirti peptidus arba oligosacharidus, daZniausiai naudojamos benzoiné, cinamono riigstys, panasiy
aromatiniy rigsciy tirpalai ir kitos silpnos organinés rugstys [7, 8, 22, 25]. Matrica taip pat
dalyvauja reakcijoje kaip protono donoras bei recipientas, kuris jonizuoja méginj atitinkamai
teigiamai arba neigiamai. Jonizacija priklauso nuo matricos ir meéginio kombinacijos, bet
nepriklauso nuo riig§¢iy ar baziy grupiy méginyje [7, 26].

Ant plokstelés su méginiu turi biti uZneStas matricos perteklius (santykis su meéginiu
varijuoja nuo 100:1 iki 10 000:1). Taip yra dél to, jog $i medziaga sugeria lazerio spinduliuote ir
greitai pereina | dujine fazg. Be to, didelis matricos ir méginio santykis sumazina molekuliy
asociacijg ir uztikrina protony produkty susidaryma, kurie jonizuoja molekules [22, 25, 26, 37].

S¢kmingai atliktas MALDI-TOF MS tyrimas leidzia identifikuoti patogenus dviem budais:
pirmuoju atveju lyginami masiy spektrai su duomeny baziy duomenimis. Sie duomenys pastoviai

pildomi ir yra globaliai prieinami. Toks variantas yra greitesnis, paprastesnis ir lengviau jdiegiamas
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mikrobiologijos laboratorijose. Antrasis biidas yra naudojamas reciau, nes masiy vertés lyginamos
su proteomy duomenimis, o tam reikalinga nusekvenuoti mikroorganizmy genomus. Be to, Sis
metodas taikomas molekuléms, kuriy masés ir kriivio santykis (m/z) didesnis nei 4 000 [26].
MALDI-TOF masiy spektrometrija taip pat gali biiti naudojama tiriant [-laktaminiy
antibiotiky  (penicilino, ampicilino, piperacilino, ceftazidimo, cefotaksimo, ertapenemo,
meropenemo ir imipenemo) hidrolize [20, 36]. Siuo metu vis daniau atlickami ,masés
spektrometrijos B-laktamaziy tyrimai“ (MSBL) [13, 18, 20, 36]. Tiriamasis objektas yra -
laktamaziy produktai, o ne bakterijy proteomas [13]. Fermentinis f—laktamo Ziedo skaidymas vyksta
dél nedidelio vandens kiekio priemaiSos, kuri padidina antibiotiko molekuling mase (+18 Da) (10
pav.). Sis masés pokytis ir nustatomas MALDI-TOF MS metodu. Antibiotiko molekulinés masés
pokycio aptikimas nurodo, kad bakterija gamina fermentus, skaidancius antibiotiko P-laktaminj

zieda [17, 20].

R O R O R O
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10 pav. Karbapenemy cheminés struktiiros pokyciai hidrolizés (+18 Da) ir dekarboksilinimo (-44

Da) metu, kurie lemia molekulinés masés pokycius (Kostrzewa et al., 2013)

Bakterijos, kurios negamina B-laktamaziy, nepakeicia antibiotiko molekulinés masés [17,
20]. Dazniausiai tiriami antibiotikai yra ampicilinas, piperacilinas, cefotaksimas, ceftazidimas,
ertapenemas, imipenemas ir meropenemas [13, 17]. Sis karbapenemaziy aktyvumo nustatymo
metodas turi daug privalumy: rezultatai gaunami per 1-2 valandas, nes metodas pagristas fermenty
aktyvumu, o ne bakterijy augimo greiciu (iSskyrus OXA-48 tipo fermentus, kuriy hidrolizé trunka
ilgiau, apie 3—4 val.). MSBL vertinimas néra sudétingas, nes hidrolizuoty ir nehidrolizuoty
antibiotiky formas apibiidina specifinés masés spektry smailés (11 pav.). Sis tyrimas labai svarbus
identifikuojant bakterijy gaminamus fermentus i§ teigiamy kraujo kultiiry ir skiriant ankstyva

gydyma [13, 20, 36].
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Nepaisant visy metodo privalumy, mikroorganizmy atsparumo mechanizmai vis dar iSkreipia

rezultatus. Poriny defektai ir specifiniai membranos siurbliai, budingi Pseudomonas spp. ir

Acinetobacter spp., neleidzia antibiotikui prisijungti prie B-laktamo Ziedo — nevyksta hidrolizé.

Tyréjo Hrabak mokslininky grupé nustaté, kad pridéjus j tiriamaja medziaga natrio dodecilsulfato
(0,1%), Sis veikdamas kaip detergentas praduria iSoring membrang ir ji tampa pralaidi antibiotikui

nepriklausomai nuo poriny ir siurbliy. Kitas biidas yra tirti jau lizuotas Igsteles [17, 20].

Yy Y U BRI I AR SA AR SRR AR LU B I ot AL 0 S e e
460 480 500 520 540 380 390 400 410 420 430 295 300 305 310 315
miz miz miz

11 pav. MALDI-TOF MS masiy spektras. Klebsiella pneumoniae padermés inkubuotos kartu su
skirtingais karbapenemais: ertapenemu (A, B, C), meropenemu (D, E, F), imipenemu (G, H, I).
A, D, G — karbapenemams jautrios Klebsiella pneumoniae padermes. B, E, H — karbapenemams
atsparios K. pneumoniae padermés. C, F, I — karbapenemams atsparios padermés su antibiotiky
inhibitoriumi aminofenilboronine riigS§timi. Rodyklés Zymi antibiotiko hidroliz¢ (smailés,
atsirandancios dé¢l B-laktamaziy gamybos ir po to sekancios antibiotiko hidrolizés). Pilkos juostos

zymi nehidrolizuotas formas (Sparbier et al., 2012)
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Sis naujas karbapenemaziy aktyvumo nustatymo metodas svarbus ne tik diagnostikoje, bet ir
farmacijos srityje. TaCiau, nepaisant visy minéty privalumy, visus MALDI-TOF MS tyrimo

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

e Kombinuotas genetinis ir masés spektrometrijos metodas

PGR metu gauti amplikonai tiriami masés spektrometrijos metodu. MALDI-TOF MS
jonizacijos metu amplikonai ver¢iami dujinés fazés junginiais. Pagrindinis §io metodo privalumas
yra atsparumo geny detekcija. Sio kombinuoto metodo pagalba nustatytos devynios skirtingos KPC
tipo karbapenemazés, gyrA ir parC taskinés mutacijos, kurios lemia Acinetobacter baumannii
atsparumg chinolonams. Be to, Siuo metodu galima identifikuoti bakterijy portiSius. Tai svarbu
diferencijuojant tuberkulioz¢ nesukeliancias bakterijas nuo Mycobacterium tuberculosis ir nustatant

atsparuma rifampicinui, izoniazidui, etambutoliui ir fluorochinolonui [13].
e Aminorig$ciy Zyméjimas stabiliaisiais izotopais

MALDI-TOF MS karbapenemaziy tyrimas apribotas jvairiy veiksniy, tod¢l sukurta nauja
technologija, leidZianti efektyviau atlikti Siuos tyrimus. SILAC - tai metodas, paremtas
aminoriig§éiy Zyméjimu stabiliaisiais izotopais lasteliy kultiiroje. Sis metodas vizualizuoja bakterijy
augimg veikiant antibiotikui. Svarbu tai, jog tik metaboliSkai aktyvios bakterijos gali jsisavinti
(prijungti prie savo baltymy) Zymeéta aminortugst] ir ta rodo budingas smailiy poslinkis masiy
spektre. Nustatyta, kad jeigu bakterija deaktyvuojama antibiotiko, masiy spektras lieka nepakites
[13, 18, 20].

Iki Siol iStirti tik trys skirtingo veikimo antibiotikai (meropenemas, tobramicinas ir
ciprofloksacinas). Modeliniu organizmu iSrinktas Pseudomonas aeruginosa, kadangi jis kliniSkai
svarbus ir turi didele atsparumo mechanizmy jvairove. Lizinas yra labiausiai tinkama aminoriigstis,
kadangi sudaro didziaja dalj ribosomy subvienety. Lyginant aprasytus metodus, MALDI-TOF MS
biidu nustatomas B-laktamaziy aktvymas, o SILAC technologija skirta jvertinti patogeny metabolinj
aktyvumg veikiant antibiotikams [13, 18, 20].
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2. TYRIMO MEDZIAGA IR METODIKA

Programiné¢ jranga MBT STAR-BL skirta identifikuoti bakterijy -laktamaziy aktyvuma, bet
tai néra priemoné, leidzianti analizuoti jy jautruma antibiotikams. Alternatyviis bakterijy atsparumo
mechanizmai, tokie kaip poriny mutacijos arba iSmetimo siurbliy padidéjusi ekspresija, gali uzgozti
fermenty aktyvumga ir sglygoti klaidingai neigiamus rezultatus. Taigi, kol kas §i metodika skirta tik
moksliniams tyrin¢jimams ir negali buiti naudojama klinikin¢je diagnostikoje [3, 17, 20].

Remiantis keliais publikuotais mokslininky straipsniais [3, 17, 20], o taip pat
bendradarbiaujant su Ryty Talino Centrine ligonine ir Bruker jmonés atstovais, Vilniaus universiteto
ligoninés Santaros kliniky (VUL SK) Laboratorinés medicinos centro Mikrobiologijos laboratorijoje
sukurta panasi programiné jranga, gebanti nustatyti B-laktamaziy aktyvumg. Taciau, iki Siol
Lietuvoje nebuvo atlieckami jokie karbapenemaziy detekcijos tyrimai su MALDI-TOF masiy
spektrometru, tad 2016 m. rugpjicio 12—-13 d. Ryty Talino Centrinéje ligonin¢je dalyvavau 10
valandy trukmés apmokymuose tema “Masiy spektrometrija paremtas metodas, skirtas B-laktamaziy
aktyvumo detekcijai bakterijy kultiirose” (4 priedas). Teorinius ir praktinius uzsiémimus finansavo

Lietuvos Laboratorinés Medicinos Draugija.

2.1. Tyrimo medZiagos ruoSimas

e Karbapenemams atspariu Pseudomonas padermiu kultiiry atranka

Pacienty ligos istorijy duomenys, Pseudomonas spp. bakterijy E-testy ir disky difuzijos
tyrimy rezultatai surinkti 1§ VUL SK mikrobiologiniy tyrimy duomeny bazés. Remiantis 2015-2017
m. duomenimis, atrinktos karbapenemams atsparios bakterijos ir atlikta duomeny analizé (zr. 3.
Tyrimo rezultatai).

Karbapenemams atsparios Pseudomonas spp. bakterijos atrinktos remiantis EUCAST
nustatytomis epidemiologinémis ribinémis jautrumo reikSmeémis (1 lentel¢). Jeigu E-testo MIK verte
buvo didesné uz 8 mg/L (12 pav.), o disky difuzijos zonos skersmuo mazesnis uz 18 mm, tokios
bakterijos laikytos atspariomis meropenemui. Pagal Sias ribines vertes nustatytos atsparios

Pseudomonas spp. bakterijos ir toliau tirtos dél galimos karbapenemaziy gamybos.
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1 lentelé. Jautrumo karbapenemams ribinés vertés Pseudomonas spp. paderméms (simboliai: J —

jautru®, A — atsparu®) (pagal EUCAST, 2017)

Karbapenemas MIK (mg/L) Disky difuzijos zonos skersmuo
(mm) su 10 pg 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 kultiira su E-testu (MIK > 8 mg/L)

e Bakterijy kultiiry paruoSimas

Pseudomonas spp. bakterijy kultiiros iSskirtos i§ jvairiy ligoniniy skyriy ir pacienty kiino

viety. Norint i§saugoti bakterijas su nepakitusiomis biocheminémis savybémis, visos kultiiros

perseétos j specialius Saldymo mégintuvélius ir uzaldytos —80°C laipsniy Saldiklyje.

Karbapenemaziy detekcijos tyrimas masiy spektrometru visada turi buti atliekamas tik su

Sviezia (24 val.) tirlamgja medziaga, tad dieng prie$ numatyta tyrima, kelios bakterijy kultiiros buvo

iStraukiamos i§ Saldiklio, i§sé¢jamos ant kraujo agaro ir inkubuojamos 18-24 valandy +36°C+1°C

laipsniy termostate. Jeigu tyrime naudotos neSaldytos Pseudomonas spp. kulttros, bakterijos buvo
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taip pat perséjamos nuo Mueller-Hinton terpés ant kraujo agaro. Tokiu paciu biidu ruostos
kontrolinés bakterijy kulttros: teigiama (atspari karbapenemams ir produkuojanti -laktamazes) ir
neigiama (jautri karbapenemams, negaminanti P-laktamaziy). Kaip teigiamos kontrolés buvo
naudotos Enterobacteriaceae Seimos ir Pseudomonas genties bakterijos su zinoma karbapenemaziy
gamyba. Kontrolinés kultiiros gautos i§ Baltijos Saliy antibakterinio atsparumo tinklo (angl. BARN),

esancio Svedijoje.

2.2. Tyrimo eiga

Tyrimas atliktas remiantis komerciskai prieinamu standartines MBT STAR-BL procediiros
aprasSymu, kurj parengé Bruker jmonés tyr¢jai. Jame detaliai aprasSytas tirpaly ruoSimas ir tikslios jy
koncentracijos, tyrimo eiga ir masiy spektry interpretavimas. Si procediira skirta tik moksliniams

tyrimams.

e Tyrimo priemonés:

Vienkartinés mikrobiologinés kilpelés (1 pL)

Vienkartiniai Svirkstai su adata (2 mL)

Kintamo tiirio vienkanalés mechaninés pipetés su vienkartiniais antgaliais
Eppendorf tipo mégintuvéliai (1,5 mL)

Termostatas (+37°C)

Meégintuvéliy maisSykle

Analitinés svarstyklés

Mikrocentrifuga

MALDI-TOF MS metalinés ploksteles

0 ® 2 s W=

10. MALDI-TOF masiy spektrometras (gamintojas Bruker)
e Tyrimo medZziagos:

1. Acetonitrilas (ACN)

Trifluoroacto riigstis (TFA)

Dejonizuotas vanduo

Matrica (a-ciano-4-hidroksicinamono riigstis (HCCA) (gamintojas Bruker)

Rezerpinas (C33H4()N209)

A
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6. Fiziologinis NaCl tirpalas (0,9 %)

7. Cinko chloridas (ZnCl,)

8. Amonio bikarbonatas (NH;HCO;)

9. Meropenemo tirpalas

10. ,,Invanz‘ milteliai (ertapenemas) infuzinio tirpalo koncentratui (gamintojas Merck Sharp

& Dohme (MSD)

e Tirpaly ruosSimas:

1. Kalibravimo tirpalas

Programinés jrangos kalibravimas uztikrina tyrimo rezultaty patikimuma, todél Siam tyrimui
pagamintas specialus kalibravimo tirpalas i§ jvairiy cheminiy junginiy. Nustatyta, kad meropenemo,
ertapenemo bei jy molekuliniy formy masés svyruoja nuo 300 iki 600 Da, tad Sio tirpalo paruoSimui
parinkti junginiai, kuriy molekulinés maseés taip pat svyruoja nuo 100 iki 700 Da (2 lentel¢). Jy

masiy spektras vertintas kaip standartas (13 pav.).

2 lentelé. Kalibravimo tirpalo junginiy molekulinés masés

Junginys Molekuliné masé (Da)
Cmpl + [H] 177,06
CCA + [H] 190,05
2CCA + [H] 379,09
Rezerpinas + [H] 609,27

2. Standartinis tirpiklis (SS)

Sis tirpiklis buvo reikalingas matricos ruo§imui. 500 pL acetonitrilo (ACN) sumaisyta su 25

pL trifluoroacto rugstimi (TFA) ir 475 uL dejonizuoto vandens.
3. Matricos tirpalas

300 uLL SS supilta ;] gamintojo paruo$ta o-ciano-4-hidroksicinamono rugsties (HCCA)

meégintuvel] ir maiSyta tol, kol riigsties milteliai visiSkai iStirpo.
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13 pav. Kalibravimo tirpalo masiy spektras. Rodyklés zymi cheminiy junginiy masiy smailes
4. Inkubaciniai tirpalai

Karbapenemai yra nestabilils, greitai degraduojantys vaistai, todél tyrimas turéjo biiti atliktas
per 4 valandas nuo antibiotiky praskiedimo. D¢l Sios priezasties kiekvieno tyrimo atlikimo laikas
derintas su VUL SK 3-iojo Reanimacijos ir intensyviosios terapijos skyriaus kolektyvu, 1§ kurio
buvo gaunamas skiestas meropenemo tirpalas ir i§ karto ruoSiamas inkubacinis tirpalas. Tyrime

naudoti du skirtingi karbapenemai, tad jy inkubacijos tirpalai taip pat skyrési.
a) Meropenemas

Kiekvieng kartg ruostas skirtingas galutinio meropenemo tirpalo kiekis, bet visada tuo paciu
budu: reanimacijos skyriuje 20 mg meropenemo skiesta su 1000 mL fiziologinio NaCl tirpalu (0,9
%), tad pirmin¢ antibiotiko tirpalo koncentracija buvo 50 mg/mL. Pagal mokslininky
rekomendacijas, karbapenemaziy nustatymui reikalinga 50 karty mazesné koncentracija — 1 mg/mL
(3 lentel¢). Dél to 1§ reanimacijos skyriaus gautas tirpalas dar kartg buvo skiestas fiziologiniu NaCl
tirpalu (0,9 %), o galiausiai — dejonizuotu vandeniu, nes inkubaciniame tirpale NaCl koncentracija

turéjo biiti dvigubai mazesné nei fiziologiniame tirpale.
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3 lentelé. Skirtingy antibiotiky tirpaly ruoSimo rekomendacijos

Antibiotikas Galutiné antibiotiko tirpalo Inkubacijos laikas (val.)
koncentracija (mg/mL)

Ampicilinas 3 2
Piperacilinas 0,5 2
Cefotaksimas 0,5 2
Ceftazidimas 0,25 34
Ertapenemas 0,1 2
Meropenemas 1 2

b) Ertapenemas

Ertapenemo milteliai skiesti inkubaciniame cinko chlorido ir amonio bikarbonato tirpale,
kuris pries tai buvo ruoSiamas laboratorijoje. Galutiné cinko chlorido koncentracija tirpale tur¢jo
biti 10 ug/mL, o praskiesto ertapenemo — 0,1 mg/mL (3 lentelé). Siuo atveju amonio bikarbonatas

naudotas kaip Sarminis buferis (pH=8-9).
e ParuoSty méginiy inkubacija

Su steriliomis mikrobiologinémis kilpelémis buvo imama po 1 pL bakterijy kultiiros ir
sumaiSoma su 50 pL meropenemo tirpalu Eppendorf tipo mégintuvélyje. Visi paruoSti méginiai 5
sekundes maiSyti mégintuvéliy maidykléje ir véliau inkubuoti 2 valandas +36°C+1°C laipsniy
termostate. Praéjus inkubacijos laikui, meéginiai buvo centrifuguojami (2 minutes, 13 000

apsisukimy/min.). Tokiu paciu biidu bakterijos inkubuotos ertapenemo tirpale.

e MALDI-TOF MS plokstelés pildymas

Kiekvienam méginiui buvo skiriama po 2 plokstelés laukelius. IS pradziy laSinti teigiamos ir
neigiamos kontroliy bei kalibravimo tirpalai, o véliau pildyti méginiy laukeliai. | kiekvieng i§ jy
laSinta po 1 pL supernatanto ir buvo laukiama, kol i8dZius kambario temperatiiroje. Véliau ant
18dzitivusiy laukeliy laSinta po 0,5 uL matricos ir taip pat laukta i§dziuvimo. Tyrimui paruosta
plokstelé buvo dedama ;] MALDI-TOF masés spektrometra (14 pav.). Toliau eksperimentas atliktas
su trimis programinémis jrangomis: flexControl, Biotyper RTC (automatizuoto tyrimo paleidimas)
bei flexAnalysis (masiy spektry analize) (15 pav.)
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14 pav. MALDI-TOF masés spektrometras (virSuje) ir metaliné plokstelé su méginiais (apacioje)
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3. TYRIMO REZULTATAI

IS viso tyrimo laikotarpiu per 2015-2017 m. atrinkta 165 Pseudomonas spp. bakterijy
atspariy karbapenemams. Pagal riSine sudéti 97% sukéléjy buvo P. aeruginosa, 1,8% — P. putida,
po 0,6% — P. monteillii ir P. veronii. MALDI-TOF MS metodu nustatytos 34 teigiamos bakterijy
kulturos (20,61%) 1§ 165, kurios sintetino karbapenemazes ir eksperimento metu sugebéjo

hidrolizuoti karbapenemy klasés antibiotikus.

3.1. MALDI-TOF masiy spektry analizé

Kiekvienos P. aeruginosa bakterijy kultiiros masiy spektras analizuotas pagal Bruker jmonés
parengtas MBT STAR-BL programinés jrangos masiy verciy lenteles (4 ir 5 lentelés). Skirtingos [3-
laktamy hidrolizuoty formy masiy vertés apibiidina karbapenemaziy aktyvumg arba jy nebuvima
bakterijose. Interpretuojant gautus rezultatus, visos nustatytos masiy vertés vertintos tik kaip
sveikieji skaiciai (deSimtainés reikSmés nevertintos).

Analizuojant meropenemo tirpale inkubuoty bakterijy masiy spektrus, ieskota trijy masiy
smailiy:

1) 384,5 Da (prisijungus protonui prie B-laktamo Ziedo);
2) 406,5 Da (prisijungus Na molekulei);
3) 428,5 Da (prisijungus dviem Na molekuléms) (16 pav.).

Jeigu Sios vertés buvo aptinkamos, P. aeruginosa bakterijy kultiira laikyta nehidrolizuojancia
meropenemo ir negaminancia karbapenemaziy. Be to, toks masiy spektras turéjo atitikti neigiamos
kontrolés masiy spektra.

Teigiamos kultiiros nustatytos pagal dvi masiy smailes:

1) 358,5 Da (prisijungia protonas);
2) 380,5 Da (prisijungia Na molekule) (17 pav.).
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Jeigu Sios vertés buvo aptinkamos masiy spektre, o nehidrolizuoto meropenemo smailiy

neuzfiksuota, tokia P. aeruginosa bakterijy kultiira laikyta teigiama — hidrolizuojan¢ia meropenema

ir gaminancia karbapenemazes. Toks pats masiy spektras nustatytas teigiamoje kontroléje.

4 lentelé. Antibiotiky molekulinés formos ir jy masés (Da), rodancios nehidrolizuotus antibiotikus (*

X = acetilas cefotaksimui; X = piridinas ceftazidimui)

Antibiotikas Nehidrolizuotus antibiotikus apibtidinanc¢ios masiy vertes
t +
- X - on}
= + I, t S P S i
e am Z N N Z 3 <
£ + + + + + + .
E =) =) 2 |2 =) = =)
Ampicilinas 3494 350,4 3724 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 | 5145 520,5 536,5 542,5
Meropenemas | 383,4 384,5 406,5 428.,5

5 lentelé. Antibiotiky molekulinés formos ir jy masés (Da), apibudinancios antibiotiko cheminj

pokyti paveikus karbapenemazéms (hidr. = hidrolizuotas; dekarb. = dekarboksilintas)

Antibiotikas Atsparumg antibiotikams apibiidinancios masiy vertes
+
. . . i I t
N T - T T
- &) z B g hy E E g
T Z N Z % 9 o % o
+. +. +. +. 3 X = = 3
Ampicilinas | 3684 | 3904 | 4124 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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16 pav. Karbapenemaziy negaminanciy Pseudomonas aeruginosa masiy spektry pavyzdziai.

Rodyklés Zymi nehidrolizuoto antibiotiko masiy smailes
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17 pav. Karbapenemazes gaminancios Pseudomonas aeruginosa masiy spektry pavyzdziai.

Rodyklés zymi hidrolizuoto meropenemo masiy smailes



Norint palyginti skirtingy karbapenemy masiy spektrus, visos P. aeruginosa kulttiros
inkubuotos su ertapenemu. Taciau, Sio tyrimo dalis nebuvo vertinama ir analizuojama, kadangi
visuose méginiuose aptiktas auksto lygio triuk§mo fonas (18 pav.). Be to, visuose spektruose
nustatyta nespecifiné hidroliz¢ rodanti smailé¢ (450,5 Da), nors jokiy kity hidrolize¢ apibiidinanciy
verCiy nenustatyta. Taip galéjo atsitikti dél pasaliniy junginiy, esanciy ertapenemo milteliuose, kurie
galéjo reaguoti su antibiotiku ir ji suskaidyti. Ar bakterija hidrolizuoja antibiotikg turéty rodyti
maziausiai trys atitinkamos masiy vertés. Siuo atveju, masiy spektrai nebuvo jtraukti j tyrimo

rezultaty analize.
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18 pav. Pseudomonas aeruginosa masiy spektrai po inkubacijos su ertapenemu. Rodyklés zymi

ertapenemo nespecifing hidrolize

3.2. Preanaliziniai veiksniai

3.2.1. Antibiotiko koncentracija

Kiekvieno tiriamo antibiotiko koncentracija turi biiti tiksli ir atitikti metodikos
reikalavimus (3 lentel¢). Jeigu vaisty koncentracija yra per didelé, méginiy rezultatai bus

klaidingai neigiami, nes 1 pL atspariy bakterijy nesugebés hidrolizuoti tokio didelio antibiotiko
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kiekio. Jeigu vaisty koncentracija per maza, visi rezultatai bus klaidingai teigiami — antibiotikas

nepaveiks net jautriy bakterijy.

3.2.2. Antibiotiko cheminés savybés

Svarbiausias veiksnys, kuris lemia tyrimo sékme ir rezultaty tiksluma yra antibiotiky
cheminés savybés. Karbapenemai aktyviis 8 valandas nuo jy praskiedimo laiko, taciau tyrimo
rezultatai parod¢, jog jau po 4 valandy antibiotikas tampa neveikliu. Tokiu atveju, skiedziant
vaistg, reikia kuo greiiau paruoSti méginius tyrimui ir sunaudoti visg paruostg antibiotiko
tirpala. Siame etape labai svarbus buvo slaugytojy vaidmuo, kurios skiesdavo ir atnesdavo
antibiotikg i§ reanimacijos ] laboratorija.

Remiantis moksline literatiira, ertapenemas yra maziau stabilus uz meropenema [17, 33].
Manome, kad tai viena i§ priezasciy, kodél tikslesni tyrimo rezultatai gauti tiriant P. aeruginosa
su meropenemu. Taip pat yra prielaida, kad ertapenemo milteliai galéjo biuiti uzterSti kitais
junginiais (nepilnai iSvalyti nuo priemaisy), kurie iSkreipé masiy spektra ir nespecifiskai
hidrolizavo vaistg bei uzgoz¢ hidrolizés reakcija su karbapenemazémis.

Taip pat nerekomenduojama Saldyti karbapenemy Saldiklyje (—80°C) arba laikyti juos

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

3.2.3. Inkubacinio tirpalo sudétis

Tiriant karbapenemaziy aktyvumg MALDI-TOF MS metodu, nejmanoma nustatyti
sintetinamy fermenty klasiy. Yra zinoma, kad skirtingy klasiy karbapenemazes turi skirtingg
aktyvyjj centra, todél jy aktyvinimui reikalingi nevienodi inkubaciniai tirpalai. PavyzdZiui, B
klasés fermentams reikalingi cinko jonai, todél inkubacinio tirpalo sudétyje turi biiti cinko
chloridas. Taciau, jeigu bakterijos sintetina kitos klasés karbapenemazes, tokiu atveju cinko
jonai gali jungtis prie antibiotiko ir iSkreipti rezultatus — masiy spektre bus matomos
nespecifinés masiy smailés. D¢l Sios prieZasties, kiekvieno tyrimo metu patartina ruosti dviejy
tipy inkubacinius tirpalus (su fiziologiniu tirpalu ir su cinko chloridu) ir kiekvieng mégin;j tirti

dviejuose skirtinguose tirpaluose.

3.2.4. Matricos tirpalo sudétis

Rutininiame darbe naudojamas matricos tirpalas, kurio sudétyje yra 50% ACN ir 2,5%
TFA. Taciau, pagal MBT STAR-BL metodika, pastarosios rigsties turi biiti Zymiai maziau —

0,1%. Tokiu atveju bakterijos yra maZiau pazeidziamos ir karbapenemazes ilgesnj laikg iSlieka
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veiklios. Taip pat pastebéta, kad kiekvienas tyrimas turi biiti atlickamas su tg pacig dieng
paruostu matricos tirpalu. Tuomet masiy spektrai biina ryskiis, vertés tikslesnés, o tai didina
rezultaty patikimumg. Tyrimo metu pastebéta, kad rezultatai priklauso nuo matricos tirpalo
paruo§imo ir jo sunaudojimo laiko, bet ne nuo laSinamo ttrio. Tokiu atveju, galima naudoti
rutininio darbo matricos tirpalg, bet uztat mazesniais kiekiais (vietoje 1 pL, la§inama 0,2-0,5 pL

— sumazinamas TFA riigSties poveikis tiriamoms bakterijoms).
3.2.5. Kalibravimo tirpalo sudétis

Pats svarbiausias tyrimo etapas yra kalibravimas. Jeigu MALDI-TOF masiy
spektrometro detekcijos rodmeny patikrinimas nepavyksta, kokybiskai jvertinti rezultaty
nejmanoma. Atliekant karbapenemaziy aktyvumo nustatyma MALDI-TOF MS metodu,
kalibravimg geriausia atlikti su specialiu antibiotiky kalibravimo tirpalu (MBT STAR-ACS)
arba bakterijy standartinio testo (BTS) tirpalu. Abu $ie tirpalai yra pagaminti Bruker jmonés ir
skirti atlikti masiy spektrometro kokybés kontrole. Tai pat galima pagaminti tirpalg su
skirtingos molekulinés masés junginiais. Svarbiausia yra tai, jog $iy junginiy masiy ribos nebiity
mazesnés uz 100 Da ir nevirSyty 1000 Da. Atsizvelgiant | tiriamo antibiotiko ir jo molekuliniy

formy masiy vertes, parenkami tik panasios molekulinés masés junginiai.

Dé¢l jvairiy preanaliziniy ir cheminiy veiksniy, kurie buvo aptarti Siame skyriuje, kai
kurie masiy spektrai buvo nekokybiski, be konkreciy masiy smailiy ir visiSkai netinkami

analizei (inkubacija su meropenemu) (19 pav.). Tokiu atveju, tyrimas buvo kartojamas.
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19 pav. Netinkamy analizei Pseudomonas aeruginosa bakterijy masiy spektry pavyzdziai

3.3. Pacienty duomeny analizé

Duomeny analizé atlikta tik su teigiamy (karbapenemazes gaminanciy) P. aeruginosa
kultiiry grupe (n=34). Visi méginiy ir pacienty duomenys pateikti 1-3 prieduose.

Siame tyrime naudotos 2015-2017 m. bakterijy kultiros: 44,12% visy teigiamy P.
aeruginosa buvo 1§ 2015 m. méginiy, 47,06% — 2016 m. ir tik 8,82% — 2017 m.
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Analizuojant duomenis pagal pacienty tiriamaja medZziaga, i§ 34 karbapenemazéms teigiamy
bakterijy kultiiry, daugiausiai P. aeruginosa nustatyta Slapime ir zaizdy eksudatuose (20 pav.).
Pagal tai galima spresti, kad Sie patogenai dazniausiai sukelé Slapimo taky infekcijas ir kolonizavo

zaizdas.

Pacienty tiriamoji medziaga

Slapimas

Zaizdos eksudatas
[Smatos

Bronchy aspiratas

BAL

Punktatas i$ pilvo ertmés
Pleuros eksudatas
Operaciné zaizda

Nosiarykle

0 2 4 6 8 10 12
Pacienty skaicius (n=34)

20 pav. Pseudomonas aeruginosa pasiskirstymas pagal tiriamaja medziaga

Analizuojant pacienty hospitalizavimag VUL SK ligoning¢je, nustatyta, kad daugiausiai
ligoniy su karbapenemazes gaminanciomis P. aeruginosa sukeltomis infekcijomis gydyta I ir II
reanimacijos ir intensyvios terapijos skyriuose (21 pav.). Reanimuoty pacienty imunitetas
dazniausiai nusilpes, jie gydomi stipresnio poveikio ir platesnio veikimo spektro antibiotikais, o tai
yra P. aeruginosa atsparumo i$sivystymo ir infekcijy plitimo predisponuojantys veiksniai [39].

Taip pat daug tiriamosios grupés pacienty gydési jvairiuose chirurgijos skyriuose. Jie galéjo
uzsikrésti Siomis bakterijomis operacijy metu per kateterius, intubacinius vamzdelius arba per

atviras zaizdas.
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Pacienty hospitalizavimas

II RITS

I RITS

III Sirdies chirurgijos

I pilvo chirurgijos

Kritinés chirurgijos

IV Sirdies chirurgijos

IT stacionarinés reabilitacijos

I anesteziologijos-reanimacijos
Bendrosios hematologijos
Gastroenterologijos

Kauly ¢iulpy transplantacijos

0 2 4 6 8 10 12
Pacienty skaicius (n=34)

21 pav. Pacienty, su karbapenemazes gaminan¢iomis Pseudomonas aeruginosa bakterijomis,

pasiskirstymas pagal ligoninés skyrius

Pacientai taip pat buvo suskirstyti pagal lyt] ir amzZiy (22 ir 23 pav.). Nustatyta, kad didziaja
ligoniy dalj (70,59%) sudaré vyrai, o tre¢dalj (29,41%) — moterys. Amziaus vidurkiai ir dispersijos
tarp vyry ir motery skyresi statistiSkai nereikSmingai (atitinkamai p=0,785 ir p=00,127).

Puse visy tiriamyjy (52,94%) sudaré¢ pacientai, kuriy amzius svyruoja nuo 61 iki 80 mety (22
pav.). Vidutinis visy tirty Zmoniy amzius buvo 62 metai (motery amziaus vidurkis sieké 68 m., vyry
— 60 m.). Jauniausias pacientas — 28 m., o vyriausias — 85 m.

Ivertinus Siuos duomenis galima daryti iSvada, jog vyrai yra labiau linke sirgti P. aeruginosa

sukeltomis infekcijomis nei moterys, o pagal amziy — vyresni nei 60 mety amziaus Zmones.
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22 pav. Pacienty, su karbapenemazes gaminanc¢iomis Pseudomonas aeruginosa bakterijomis,

pasiskirstymas pagal lytj ir amZiy

Pacienty amzZiaus histograma
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23 pav. Pacienty, su karbapenemazes gaminan¢iomis Pseudomonas aeruginosa bakterijomis,

amziaus grupés



4. REZULTATU APTARIMAS

Tyrimo metu i§ 165 P. aeruginosa bakterijy, karbapenemazes gamino tik penktadalis. Néra
zinoma, kokios priezastys gal¢jo nulemti tokius rezultatus, nes tai buvo kokybinis tyrimas ir visas
démesys skirtas naujo MALDI-TOF MS metodo jdiegimui ir tobulinimui. Taciau, priezas¢iy galéjo
buti daug: jvairiis preanaliziniai veiksniai, silpnas antibiotiky poveikis tiriamy P. aeruginosa
paderméms arba kiti bakterijy atsparumo mechanizmai, kuriy nejmanoma nustatyti MALDI-TOF
MS metodu.

Daugiausiai P. aeruginosa nustatyta $lapime ir Zaizdy eksudatuose. Zaizdose P. aeruginosa
galéjo atsirasti nuo nesteriliy medicininiy prietaisy arba dél pacienty ir ligoninés personalo higienos
stokos. Zinoma, jog $ios lazdelés gali biti komensalai Zmoniy virskinamajame trakte, todél dideli jy
kiekiai gali buti randami iSmatose [24, 39]. Taip pat jrodyta, kad P. aeruginosa nesunkiai
kolonizuoja kvépavimo takus [39]. Misy tyrimas patvirtina kity autoriy duomenis: i§ iSmaty buvo
iSskirta 5 Pseudomonas spp., o 1§ bronchy aspirato - 4. Tokie ligoniai dazniausiai vartoja
imunosupresantus arba serga gretutinémis ligomis [24, 27, 39].

Kalbant apie pacienty su karbapenemazes gaminanciomis P. aeruginosa bakterijomis
hospitalizavimg, tyrimo rezultatai rodo, jog P. aeruginosa aktyviau plinta ligoninése nei
visuomengje, o jy sukeltos ligos priskiriamos prie hospitaliniy susirgimy. Ligoninése §is patogenas
ant sausy pavirSiy gali iSgyventi nuo 6 valandy iki 16 ménesiy — tai salygoja jo atsparumo
mechanizmy jvairovée [39].

P. aeruginosa atsparumas gali biiti paveldétas arba jgytas. Paveldétas atsparumas siejamas su
pagrindiniais mechanizmais: sumaz¢jusio membranos pralaidumu, suaktyvejusiais arba mutavusiais
1Smetimo siurbliais ir antibiotikus hidrolizuojanciy fermenty sinteze [21, 27]. MALDI-TOF MS
metodu galima nustatyti tik karbapenemaziy aktyvuma, bet kiti mechanizmai gali uzgozti fermenty
veikimg ir rezultatai gali buti klaidingai neigiami. Remiantis moksline literatira, aptariami keli
pagrindiniai mechanizmai, kurie stipriau veikia antibiotikus nei B-laktamazes.

Zinoma, jog P. aeruginosa ekspresuoja skirtingus i§metimo siurblius. Jie sudaryti i§ trijy
daliy: transporterio, esancio citoplazminéje membranoje ir naudojancio protong kaip energijos
Saltinj; jungiancio baltymo, esancio periplazminiame sluoksnyje; iSorinés membranos porino (Opr).
Taciau, OprD porino praradimas susijes tik su atsparumu imipenemui. Jdomu ir tai, jog praradus §j
poring, meropenemas Vvis tiek paveikia patogeng. Tai reiskia, kad skirtingi karbapenemai patenka per

skirtingus porinus ir skirtingus antibiotikus veikia skirtingi atsparumo mechanizmai: meropenemas
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deaktyvuojamas iSmetimo siurbliais, o imipenemas — negali praeiti pro mutavusj OprD poring [21,
27].

Kitas mechanizmas, kuris budingas P. aeruginosa bakterijoms ir trukdo aptikti
karbapenemazes yra porinai. Nors didzioji dalis bakterijy turi daug nespecifiniy poriny,
praleidzianc¢iy visas hidrofilines molekules, bet P. aeruginosa atveju yra atvirk$¢iai — daugiausiai
yra specifiniy. Sie geba keisti vaisty jsiskverbimo kryptj, todél aktyviai ismeta juos i3 lastelés [24,
27].

Tiriant jvairius karbapenemus ir jy poveik] P. aeruginosa bakterijoms, pastebéta, kad
ertapenemas silpniau veikia nei meropenemas ar imipenemas. Taip pat zinoma, kad atsparumas
ertapenemui i$sivysto daug grei¢iau nei kitiems karbapenemams [17, 33]. Pagal EUCAST
rekomendacijas, karbapenemaziy nustatymo tyrimui geriausiai tinka meropenemas, nes jis pasizymi
geriausiu jautrumo ir specifiSkumo santykiu. Ertapenemas yra labiau nestabilus, reikalauja
jautresnio metodo ir labiau tinkamas tirti Enterobacteriaceae $eimos bakterijas [11]. Dél visy Siy
priezasCiy, meropenemas geriausiai atspindi karbapenemaziy aktyvumg ir tai jrodo S$io tyrimo
rezultatai.

Didziausig grésme pacientams kelia jgytas P. aeruginosa atsparumas, kurj lemia mutavusiy
nechromosominiy elementy importas. Taip pat Zinoma, kad net per vieng gydymo kursa, P.
aeruginosa gali jgyti atsparumg antibiotikams [14]. Norint uzkirst] kelig atspariy bakteriy plitimui,
tikslinga profilaktiSkai tirti imunosupresinius, reanimuotus ligonius ir pacientus po transplantacijos.
Tiriamuosius reikeéty izoliuoti bent jau iki rezultaty gavimo. Taip pat reikéty nebevartoti neefektyviy
antibiotiky, daZniau plauti rankas, o ligoninés personalui laikytis griezty higienos taisykliy ir dirbti
steriliai.

Kai kurie mokslininkai teigia, kad atsiZvelgus ] atsparumo antibiotikams rizikg, kol kas
geriausias -laktaminis vaistas gydant P. aeruginosa sukeltas infekcijas yra meropenemas [24]. Taip
yra dél to, jog atsparuma meropenemui lemia ne viena, o maziausiai dvi mutacijos — porino OprD
praradimas ir pakit¢ iSmetimo siurbliai [21, 24, 27]. Taiau, meropenemas turi jtakos P. aeruginosa
morfologijos pokyc¢iams, kurie gali salygoti atsparumo iSsivystyma (susidaro siiilinés lgstelés,
kei¢iasi membrana ir vaistas negali jungtis prie PBP). Sie poky¢iai priklauso nuo meropenemo
koncentracijos ir vartojimo laiko [21, 27].

Kalbant apie antrgjg tyrimo dalj, kuri buvo skirta naujo MALDI-TOF MS metodo jdiegimui
VUL SK mikrobiologijos laboratorijoje, reikia pabrézti, kad Sis karbapenemaziy detekcijos metodas

jau placiai taikomas uzsienio Salyse. Nors Siuo metu publikuota daugiau nei 1 000 jvairiy

48



karbapenemaziy detekcijos protokoly, iki Siol nenustatyta vieno veikimo algoritmo, o visi
rekomenduojami metodai turi savy trakumy [35].

Lyginant tradicinius karbapenemaziy nustatymo metodus ir naujg MALDI-TOF MS analizés
biida, rezultatai reik§mingai nesiskiria [37]. Sis metodas pagreitina ligy diagnostika, nes ta pacia
dieng bakterijos identifikuojamos ir nustatoma jy karbapenemaziy gamyba. Tyrimas yra
automatizuotas ir uztrunka vos pora valandy, o rezultaty interpretavimas néra sudétingas. Taip yra
del to, jog kiekvieno vaisto masiy spektras yra unikalus, tad jy nereikia lyginti tarpusavyje. Be to,
rezultaty analiz¢ yra tiksli — vertinamos skaitinés reikSmés, kurias nustato masiy spektrometras, o ne
zmogus. Taciau, yra keli metodo trikumai: tuo paciu metu negalima identifikuoti bakterijos rtiSies ir
nustatyti kity atsparumo mechanizmy, kurie taip pat ir uzgozia karbapenemaziy veikima, salygoja
klaidingai neigiamus rezultatus.

Yra nuomoniy, jog S8is metodas neturi jokios klinikinés reikSmés, nes vien tik
karbapenemaziy detekcija bakterijose néra jy atsparumo jrodymas. Taciau, Siy fermenty nustatymas
leidzia parinkti efektyviausia gydymo taktikg. Visy pirma, reikéty atidziai jvertinti E-testy MIK
vertes arba disky difuzijos zony skersmenis. Jei Enterobacteriaceae $eimos atstovy tyrimo atveju
meropenemo MIK daugiau nei 0,12 mg/L arba disko zonos skersmuo didesnis nei 27 mm, tada $ig
bakterijg bitina tirti dél karbapenemaziy aktyvumo. Antra, nustacius antibiotikus hidrolizuojancius
fermentus bakterijose, §] fakta bitina pranesti klinicistams ir infekcijy kontrolés specialistams.
Tokiu atveju, pacientams turéty biiti tatkoma kombinuota terapija su maziausiai dviem vaistais
(vienas 1§ jy turi biiti karbapenemas). Nustatyta, jog kombinuota terapija yra efektyvesné nei
monoterapija [28]. Taciau, tokios terapijos efektyvumas priklauso nuo infekcijos zidinio vietos,
sukeéléjo, pasirinko karbapenemo, vaisty dozavimo ir gretutiniy ligy.

Nepaisant visy privalumy, naujas B-laktamaziy aktyvumo nustatymo biidas MALDI-TOF
masiy spektrometru nepakeis referentiniy metody, nes atsparumo antibiotikams mechanizmas yra

kompleksinis ir reikia kritiSkai vertinti rezultatus.
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ISVADOS

1. Masiy spektrometrijos metodu MALDI-TOF iStyrus VUL Santaros kliniky atsparias
karbapenemams P. aeruginosa bakterijas nustatyta, kad $iy padermiy karbapenemaziy sintezé néra

daznas reiskinys, o atsparumas turéty biiti sietinas su kitais mechanizmais.

2. Remiantis skirtingy karbapenemy (meropenemo ir ertapenemo) palyginamgja analize
nustatyta, kad tikslesni rezultatai gauti tiriant meropenemg. P. aeruginosa gaminamos
karbapenemazés sugebéjo deaktyvuoti antibiotika, o jo molekulinés masés pokytis uzfiksuotas

masiy spektre.

3. MALDI-TOF MS karbapenemaziy aktyvumo nustatymo metodas yra greitas ir tikslus, o
masiy spektry interpretavimas nesudétingas. Taciau, tyrimo sékmé priklauso nuo preanaliziniy

veiksniy ir kity atsparumo mechanizmy.
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Evelina Gorbikova

Karbapenemaziy fenotipinis nustatymas masiy spektrometrijos metodu

Santrauka

Sio darbo tikslas buvo nustatyti karbapenemaziy aktyvuma masiy spektrometrijos metodu
Pseudomonas genties bakterijose, iSskirtose VUL Santaros kliniky pacientams.

Remiantis Bruker jmonés rekomendacijomis, Siam tyrimui atlikti sukurta nauja MALDI-TOF
programiné jranga, gebanti nustatyti karbapenemaziy aktyvumg. Masiy spektrai analizuoti pagal
gamintojy parengta metodika — ieSkota specifiniy masiy smailiy, kurios atitikty skirtingy
karbapenemy molekuliniy formy molekulines mases. Pagal Sias masiy vertes bakterija vertinta kaip
jautri (negaminanti karbapenemaziy) arba atspari (gaminanti karbapenemazes).

Tyrimo metu (2015-2017 m.) i§ 165 karbapenemams atspariy P. aeruginosa bakterijy
kultiiry, 34 (20,61%) gamino antibiotikus hidrolizuojan¢ius fermentus. Daugiausiai patogeny
i§skirta 1§ Slapimo ir zaizdy eksudaty (po 10 bakterijy), maziau i§ iSmaty ir bronchy aspirato
(atitinkamai 5 ir 4 bakterijos). Tyrimo rezultatai taip pat parodé, kad didzioji dalis pacienty su
karbapenemazes gaminaniomis P. aeruginosa bakterijomis gydyti reanimacijos ir intensyvios
terapijos (52,94%) bei chirurgijos (32,35%) skyriuose. Daugiau nei puse¢ tiriamyjy (70,59%) sudaré
vyrai, o jvertinus pacienty amziy nustatyta, kad vyresni nei 60 mety amziaus zmones turi didZiausig
rizikg susirgti P. aeruginosa sukeltomis infekcijomis.

Tyrimo metu pastebéta, kad rezultatai priklauso nuo jvairiy preanaliziniy veiksniy:
antibiotiko koncentracijos ir jo praskiedimo laiko; karbapenemy cheminiy savybiy; inkubacinio,
kalibravimo ir matricos tirpaly sudéties. Taip pat svarbu Zinoti, kad MALDI-TOF masiy
spektrometras nesugeba nustatyti visy P. aeruginosa atsparumo mechanizmy, dél kuriy
karbapenemaziy aktyvumas gali biiti uzgoztas.

Nepaisant visy MALDI-TOF MS karbapenemaziy aktyvumo nustatymo privalumy (tyrimas
trunka 2 valandas, o masiy spektrai lengvai interpretuojami), kol kas §is metodas néra pritaikytas

diagnostikoje.

55



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: Pacienty skaiCius su karbapenemazes gaminanciomis Pseudomonas aeruginosa

bakterijomis jvairiuose ligoninés skyriuose ir poskyriuose

VUL SK skyriai (poskyriai)

Pacienty skaicCius

I reanimacijos ir intensyvios terapijos (RITS)

—
g

II reanimacijos ir intensyvios terapijos (RITS)

—
g

Kauly ¢iulpy transplantacijos

f—
f—

I pilvo chirurgijos

=}

Bendrosios hematologijos

Kriitinés chirurgijos

111 Sirdies chirurgijos

Pulmonologijos ir alergologijos

Nefrologijos ir inksty transplantologijos

Dermatovenerologo konsultacijy kabinetas

Nefrologo konsultacijy kabinetas

Urologo konsultacijy kabinetas

Autologinés kauly ¢iulpy transplantologijos

Dermatovenerologijos

Intensyvios kardiologijos, reanimacijos ir intensyvios
terapijos

WW AR RARONWOA|I|I[(

Ortopedijos traumatologijos

Hepatologijos ir gastroenterologijos

Urologijos

IV Sirdies chirurgijos

Intensyvios pulmonologijos

Diagnostikos centras

Kraujagysliy chirurgijos

11 vidaus ligy

LOR ligy gydytojo konsultacijy kabinetas

I stacionarinés reabilitacijos

Akiy ligy gydytojo konsultacijy kabinetas

I stacionarinés reabilitacijos

Hematologijos ir onkologijos dienos stacionaro

Plastinés ir rekonstrukcinés chirurgijos

Gastroenterologijos

IIT reanimacijos ir intensyvios terapijos (RITS)

I pilvo chirurgijos

Vidaus ligy diagnostikos

I anesteziologijos ir reanimacijos

IT anesteziologijos ir reanimacijos

IIT anesteziologijos ir reanimacijos

Mokami tyrimai
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1 priedo tesinys

VUL SK Vaiky ligoninés skyrius

Pacienty skaicCius

I vaiky intensyvios terapijos

Nacionalinio véZio instituto skyriai

Kriitinés chirurgijos ir onkologijos

Anesteziologijos, reanimacijos ir operacinés

Onkoginekologijos

Onkourologijos

Chemoterapijos

— = N W

Kitos ligoninés

Pacienty skaicius

V3] Mykolo Marcinkeviciaus ligoniné

(91

VS| Respublikiné Vilniaus psichiatrijos ligoniné

2 priedas: Tiriamosios medZziagos jvairové ir pacienty skaicius su karbapenemazes gaminanc¢iomis

Pseudomonas aeruginosa bakterijomis

Tiriamoji medZiaga

Pacienty skailius

Slapimas

(O8]
(9]

Zaizdos eksudatas

\®}
O

ISmatos

[\
(U]

Bronchy aspiratas

—
oo

IS trofinés opos

—_
\9)

Kraujas

O

Skrepliai

Punktatai

IS 1Sorinés ausies landos

Bronchoalveolinis lavazas (BAL)

Stentas

Pleuros eksudatas

Skystis 1§ dreno

Tracheostomos skystis

Operaciné zaizda

Nuo liezuvio

| [ | [ = [ N[O | [ | 0O

Kita

Pacienty skaicius

Puliai

Pilvo ertmé

Kvépavimo takai

Nosis, nosiaryklé

Akis

— NN |W
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3 priedas: Visy pacienty, su karbapenemazes gaminanciomis Pseudomonas aeruginosa bakterijomis,

amziaus duomenys

Lytis Vyrai Moterys
Pacienty skaiCius 100 65
Jauniausias pacientas 3 m. 21 m.
Vyriausias pacientas 87 m. 90 m.
Vidutinis amZius 56 m. 65 m.

Bendras vidutinis amzius

59 m.
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4 priedas
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