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SANTRUMPOS

AAM — antimikrobinis atsparumas

BlaZ — B-laktamazé

BVP — bendrasis vidaus produktas

ESKAPE — Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa ir Enterobacter

ET — eksfoliaciniai toksinai

GIcNAc — N-acetilgliukozaminas

Ig — imunoglobulinai

JAV — Jungtinés Amerikos Valstijos

LI-MRSA — ligoningje jgytas meticilinui atsparus S. aureus

MSSA — meticilinui jautrus Staphylococcus aureus

MurNAc — N-acetilmuramo rugstis

OTsgo - optinis tankis matuotas spektrofotometru 580 nm bangos ilgio diapazone
OTKsgo — koreguotas optinis tankis matuotas spektrofotometru 580 nm bangos ilgio diapazone
(neigiamos kontrolés optinio tankio vidurkis ir jo trijy standartiniy nuokrypiy verté)
PBP — peniciling suriSantis baltymas

PIA — tarplastelinés adhezijos polisacharidas

PGR — polimerazés grandininé reakcija

PSM — fenolyje tirpiis modulinai

PVL — Pantono—Valentino leukocidinas

SAg — superantigenai

SAL - Staphylococcus aureus lipazé

SpA - stafilokokinis baltymas A

TSS — toksinio $oko sindromas

TSST — toksinio $oko sindromo toksinas

VI-MRSA — visuomeng¢je jgytas meticilinui atsparus S. aureus



IVADAS

Staphylococcus aureus (S. aureus) yra oportunistinis patogenas, galintis sukelti jvairias
infekcijas — nuo lengvy odos pazeidimy iki gyvybei pavojingy biukliy, tokiy kaip pneumonija,
endokarditas ar sepsis (Monique R. Bennett ir kt., 2020). Tai lemia itin kompleksinis S. aureus
virulentiSkumas, kuris apima daugybe tarpusavyje susijusiy mechanizmy, leidzian¢iy bakterijai
prisitaikyti prie aplinkos, i§vengti $§eimininko imuninés sistemos, efektyviai kolonizuoti audinius bei
ardyti Seimininko Igsteles, skatinant uzdegiminius procesus (Rahima Touaitia ir kt., 2025; Abayeneh
Girma, 2024).

Ypatinga kliniking reik§me¢ turi meticilinui atsparas S. aureus (MRSA) kamienai, kurie dél savo
atsparumo B-laktaminiams antibiotikams apsunkina infekcijy gydyma ir yra susij¢ su padidéjusiu
sergamumu bei mirS§tamumu visame pasaulyje (Assefa Asnakew Abebe ir kt. 2023). Naujausi
duomenys rodo, kad 2021 m. 4,71 mln. mirciy buvo susijusios su bakteriniu AAM, o MRSA vis dar
iSlieka pagrindiné $iy miréiy priezastis. Prognozuojama, kad iki 2050 m. pasaulinés iSlaidos AAM
padariniams mazinti gali siekti 1 trilijona Jungtiniy Amerikos Valstitijy (JAV) doleriy. Dél to
efektyviy gydymo strategijy paieska, ypac susijusi su MRSA, islieka vienu aktualiausiy visuomeneés
sveikatos uzdaviniy (European Centre for Disease Prevention and Control, 2024; Naghavi Mohsen ir
kt., 2024).

Vienas svarbiausiy MRSA patogenezés aspekty — bioplévelés formavimas (Rafik Aniba ir kt.,
2024). Bioplévélé — tai mikroorganizmy bendruomené, jsiterpusi j ekstrapolimering matricg, kuri ne
tik padeda bakterijoms tvirtai prisitvirtinti prie pavirsiy, bet ir suteikia atsparuma antibiotikams bei
imuniniam atsakui. Bioplévelés formavime dalyvauja specifiniai baltymai, polisacharidai, bei
fermentai prisidedantys prie audiniy kolonizacijos ir struktiiros formavimo (Qi Peng ir kt., 2022;
Xiying Wu ir kt., 2024)

Lietuvoje $ios srities tyrimy yra labai maZzai, ypac tokiy, kurie kompleksiskai nagrinéty MRSA
klinikiniy izoliaty genetin} virulentiSkumo profil} kartu su jy fenotipinémis savybémis, jskaitant
gebéjimg formuoti biopléveles. Dazniausiai tyrimai apsiriboja pavieniais genais ar mazais izoliaty
skaiiais (Zaneta Mazelien¢ ir kt., 2022; Agné Kirkliauskien¢ ir kt., 2024). Issamiy analiziy, kurios
jungty geny buvima su bioplévelés formavimu, ypaé triksta. Siame darbe buvo tirti 22 MRSA
virulentiSkumo genai ir 5 fenotipiniai virulentiSkumo veiksniai, jskaitant gebéjimg formuoti
biopléveles. Tai pirmas Lietuvoje tyrimas, kuris apima didesnj MRSA klinikiniy izoliaty skaiciy ir
nagrinéja tokj platy genetinj virulentiSkumo veiksniy spektrg. Tokios analizés biitinos ne tik geriau
suprasti MRSA virulentiSkuma, bet ir gali prisidéti prie efektyvesniy infekcijy kontrolés bei gydymo

strategijy kiirimo.



Darbo tikslas:

Nustatyti patogenezés mechanizmy ir biopléveliy formavimo faktorius 1§ hospitalizuoty

pacienty grupiy i$skirty meticilinui atspariy Staphylococcus aureus (MRSA) izoliaty.
Darbo uzdaviniai:

1. Nustatyti genetiniy patogenezés mechanizmy ir biopléveliy formavimo faktoriy paplitima
klinikiniuose MRSA izoliatuose.

2. lvertinti rysj tarp klinikiniuose MRSA izoliatuose nustatyty genetiniy virulentiskumo
faktoriy bei biopléveliy formavimo stiprumo.

3. Nustatyti fenotipiniy virulentiSkumo faktoriy paplitimg bei jy rys$i su MRSA gebéjimu
formuoti biopléveles.

4. Jvertinti genetiniy ir fenotipiniy virulentiSkumo veiksniy tarpusavio sgsajas.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Staphylococcus aureus patogenezés mechanizmai

1.1.1. Bendra Staphylococcus aureus charakteristika

Staphylococcus aureus (S. aureus) — tai gramteigiama bakterija, zmogaus normalios
mikrobiotos dalis, dazniausiai randama nosies ertméje ir ant odos. Mikroorganizmas gali kolonizuoti
zmogy be jokiy infekcijos pozymiy ar simptomy. Suaugusiy sveiky zZmoniy populiacijoje toks S.
aureus paplitimas siekia 20-30 proc. (Thomas E. Locke ir kt., 2025) Taciau pazeidus gleiving ar odos
barjera, Si bakterija gali sukelti jvairias sunkias infekcijas, jskaitant endokardita, bakteremija,
osteomielita, odos ir minkstyjy audiniy infekcija bei pneumonija (Monique R. Bennett ir kt., 2020).

Zinoma, kad S. aureus infekcijos daZniausiai prasideda nuo besimptomés kolonizacijos. S.
aureus bakterijas neSiojantys asmenys gali jas perduoti oro laseliniu biidu, taip pat tiesioginio ar
netiesioginio kontakto metu — per uzterSta oda, rankas, asmeninés higienos priemones ar jvairius
aplinkos pavirsius. Sios bakterijos geba iSgyventi net kelis ménesius sausose aplinkos salygose
(Gordon Y C Cheung ir kt., 2021). Sunkiausios S. aureus sukeliamos infekcijos daZniausiai
pasireiskia ligoninése. Sveikatos prieziiiros jstaigose infekcijy plitimui palankias salygas sudaro
bendros pacienty patalpos, nusilpusi pacienty imuniné sistema ir invazinés medicininés procediiros,
kurios skatina greitg S. aureus plitimg (Nicholas Tsouklidis ir kt., 2020; Muhammad Shoaib ir kt.,
2023;).

S. aureus yra puikus pavyzdys itin prisitaikancio oportunistinio patogeno, galin¢io pereiti nuo
nekenksmingo Zzmogy kolonizuojancio mikroorganizmo iki pavojingo invazinio sukéléjo. Tai lemia
specifinés S. aureus savybés — gebéjimas isskirti daugybe virulentiSkumo veiksniy, iSvengti
Seimininko imuninés sistemos ir i§vystyti atsparumg jvairiems antibiotikams (Girma, 2025; Rahima
Touaitia ir kt. 2025). Sisteminei S. aureus infekcijai daznai pradzia duoda bakterijos patekimas per
pazeistos 0dos apsauginj barjerg arba per biopléveles, susiformavusias ant invaziniy medicininiy
prietaisy pavirSiy. Patekusios j kraujotaks, bakterijos gali aktyviai aptikti ir naikinti imuninés
sistemos lasteles, tokias kaip neutrofilai, pasitelkdamos citolizinius toksinus, arba — alternatyviai —
i8likti Siose lgstelése, taip pasiekdamos sisteminj pasiskirstymg organizme. Peréjimas per kepenis,
kur bakterijos susiduria su Kupferio lgsteliy fagocitiniu aktyvumu, yra laikomas svarbiu etapu
tolimesnei sisteminei infekcijos eigai. Jei bakterijos iSgyvena §j etapa, jos gali toliau cirkuliuoti
kraujotakoje, prisitvirtinti prie audiniy lgsteliy ir | jas patekti, kg daugiausia lemia pavirSiniai
baltymai. Vélesnis abscesy formavimasis priklauso nuo jvairiy virulentiSkumo veiksniy, jskaitant
specifinius pavirSinius baltymus, toksinus ir superantigenus bei fermentus (Gordon Y C Cheung ir
kt., 2021).



S. aureus pasizymi dideliu genetiniu plastiSkumu — jis geba jgyti naujg geneting informacija per
horizontaly geny perdavima, mobiliuosius genetinius elementus, tokius kaip plazmidés, transpozonai
ar patogeniSkumo salelés, bei bakteriofagus. Dél $iy mechanizmy susiformuoja platus ir daznai
tarpusavyje besidubliuojantis virulentiSkumo veiksniy rinkinys (Jodi A. Lindsay, 2019)

Pastaraisiais metais pasikeité poziiiris j S. aureus kaip tik j ekstralastelinj patogeng — dabar jis
taip pat laikomas fakultatyviniu vidulasteliniu mikroorganizmu. Jrodyta, kad S. aureus gali patekti
tiek j makrofagus, tiek j epitelio ar endotelio lasteles. Sis vidulastelinis etapas ypa¢ svarbus klinikine
prasme — jis leidzia bakterijoms ilgai islikti audiniuose, apsisaugoti nuo imuninés sistemos bei jgyti
atsparuma antibiotikams, ypac tiems, kurie pras¢iau prasiskverbia j lasteles (Gordon Y C Cheung ir
kt., 2021). Todél S. aureus virulentiSkumas yra ypa¢ kompleksinis, grindziamas gebéjimu prisitaikyti,
iSvengti imuninés sistemos, iSlikti lastelése ir efektyviai kolonizuoti audinius. Pagrindiniai
virulentiSkumo veiksniai ir mechanizmai apima adhezijos molekules, kurios leidzia bakterijai
prisitvirtinti prie $eimininko audiniy, baltymus, leidZiancias i§vengti Seimininko imuninés sistemos
bei agresyvius toksinus ir fermentus, kurie ardo Seimininko lasteles ir audinius (Abayeneh Girma,

2025).
1.1.2. S. aureus adhezinai

Viena pagrindiniy S. aureus virulentiSkumo savybiy — geb¢jimas gaminti jvairius adhezija
skatinanCius baltymus, kurie padeda bakterijai prisitvirtinti prie Seimininko lasteliy ir audiniy
(Nicoletta Schwermann ir kt. 2023). Sis patogenas apripintas jvairiais ekstralasteliniais
komponentais, sgveikaujanciais su Seimininko kolagenu, fibronektinu ir fibrinogenu:

e Kolagenas yra pagrindinis jungiamojo audinio komponentas, ir S. aureus gali prie jo
prisijungti, kad galéty prasiskverbti giliau ir kolonizuoti audinius (Gordon Y C Cheung ir kt.,
2021).

e Fibronektinas - baltymas, randamas daugelyje audiniy ekstralgstelinéje matricoje, veikia kaip
S. aureus prisijungimo vieta, padeda bakterijai prisitvirtinti ir kolonizuoti Seimininko
audinius (Casey M Gries ir kt. 2020).

e Saveika su fibrinogenu, vykstanti per S. aureus pavirSiaus baltymus, aktyvuoja kraujo
kreséjimo kelius, o bakterija geba pasinaudoti susidariusiais kreSuliais, kad iSvengty
imuningés sistemos ir sukelty infekcija (Nicoletta Schwermann ir kt. 2023).

Prisijungimas prie gyvy (biotiniy) pavir$iy vyksta per su lgstelés sienele susijusius baltymus.
Tokie baltymai, kurie geba prisitvirtinti prie Seimininko ekstralgstelinés matricos dar vadinami
MSCRAMM grupés baltymais (angl. Microbial Surface Components Recognizing Adhesive Matrix
Molecules). Yra apie 20 skirtingg MSCRAMM baltymy, kurie kovalentiS$kai jungiasi prie
peptidoglikano. Tarp jy: sukibimo faktoriai (CIfA, CIfB), fibronekting surisantys baltymai (FnBP),



kolageng suriSantis baltymas (Cna), stafilokokinis baltymas A (Spa) ir kapsulé (Mohammed Alorabi
ir kt., 2023). Manoma, kad S. aureus gebéjimas ekspresuoti daug skirtingyg MSCRAMM yra svarbus
virulentikumo veiksnys ir padeda bakterijai iSgyventi bei sukelti infekcijas. Siy baltymy jvairové
leidzia patogenui jvairiai saveikauti su $eimininko audiniais ir i§vengti imuninés sistemos. Siuos
baltymus koduojanciy geny nustatymas padeda jvertinti S. aureus virulentiSkuma. Tod¢l Sie genai yra
svarbiis bakterijy tyrimuose, ypa¢ kai néra galimybés analizuoti viso genomo. Pastebéta, kad S.
aureus kamienai, neturintys $iy geny, yra maziau virulentiski. Visi Sie baltymai skatina prisitvirtinimg
ir padeda S. aureus iSgyventi kraujotakoje, todél bakterija gali sukelti ne tik pavirSines, bet ir

sistemines infekcijas (Abayeneh Girma, 2025).

1.1.3. S. aureus veiksniai, leidziantys iSvengti imuninés sistemos

Patogeninés bakterijos turi gebéti jveikti mechaninius barjerus, atlaikyti cirkuliuojanciy
antimikrobiniy medziagy poveikj bei i§vengti Seimininko imuninés sistemos, kad galéty iSgyventi ir
plisti. Mikroorganizmo gebéjimas slopinti, apeiti ar atlaikyti imuninés sistemos atsaka lemia jo
virulentiSkuma. Atsizvelgiant j Siuos aspektus, S. aureus yra iSskirtinai virulentiSkas patogenas
(Gordon Y. C. ir kt., 2021).

Neutrofilai yra gausiausia baltyjy kraujo kineliy (leukocity) rasis, sudaranti apie 60 proc. visy
leukocity ir atliekanti svarby vaidmenj imuninéje sistemoje. Neutrofilai pirmieji reaguoja | infekcijas
ar audiniy pazeidimus. Jie aptinka bakterijas ir jas fagocituoja (Mallary Greenlee-Wacker ir kt.,
2016). S. aureus, norédamas sékmingai egzistuoti kaip zmogaus mikrobiotos dalis, i§vysté gebéjimag
slopinti pagrindines neutrofily funkcijas, tokias kaip chemotaksis ir fagocitozé. Tam jis naudoja
jvairius toksinus ir membraninius baltymus, kurie blokuoja chemokiny signaly perdavimg ir imuniniy
lasteliy migracija | infekcijos vieta (Gordon Y. C. ir kt., 2021). Galima isskirti pagrindinius btdus,
kuriais S. aureus geba i§vengti $emininko imuninés sistemos:

1) Slopindamas neutrofily judéjimg i§ kraujotakos j audinius, jy aktyvavimg ir chemotaks;j -

apie 60 proc. S. aureus kamieny i3skiria chemotaksj inhibuojantj baltyma (CHIPS). Sis baltymas
jungiasi su neutrofily pavirSiaus receptoriais (C5aR ir FPR), taip blokuodamas signalus, reikalingus
ju pritraukimui | uzdegimo vietg. Eap (iSorinis adhezijos baltymas) trukdo neutrofily i$¢jimui i$
kraujagysliy per saveika su endotelio lgstelemis. Stafilokokinis superantigeng primenantis baltymas
5 (SSL5) ir superantigenas SelX jungiasi prie leukocity pavirsiuje esancio ligando (PSGL-1) ir trukdo
neutrofily adhezijai prie endotelio, taip slopindami jy judéjima link infekcijos vietos. SSL Seimos
baltymai (pvz., SSL3, SSL4, SSL5, SSL10) blokuoja TLR2, GPCR, CXCR4 receptorius — tai slopina
neutrofily aktyvacija.

Be to, S. aureus isskiria fermentus proteazg ir lipazg, kurie trukdo neutrofily judéjimui |

uzdegimo vieta. Stafopainas (proteaze) suardo receptoriy CXCR?2, todél neutrofilai nebegali reaguoti



1 tam tikrus jy judejimg skatinancius citokinus. Tuo tarpu lipazé skaido lipoproteinus. S. aureus pats
skaido savo lipoproteinus naudodamas Geh lipaze, kuri paSalina uzdegima skatinancia dalj. Tokiu
biidu bakterija samoningai slepia save nuo imuninés sistemos, ypa¢ nuo neutrofily, kurie paprastai
atpazjsta tokius bakterijy komponentus — vadinamuosius PAMP (su patogenu susijusios molekulés)
(Nienke W. M. de Jong ir kt., 2019; Gordon Y. C. ir kt., 2021; Fernanda S. Rasquel-Oliveira ir kt.,
2025).

2) Slopindamas fagocitoz¢ per agregacija, apsaugines pavirSiaus struktiiras bei biopléveliy

formavimg - polisacharidiné kapsulé¢ laikoma vienu svarbiausiy virulentiSkumo veiksniy, padedanciy
S. aureus iSgyventi Seimininko lgstelése slopinant fagocitozés procesa. Taciau nustatyta, kad kapsule
padidina S. aureus virulentiSkuma tik kai kuriy infekcijy metu, pavyzdziui, bakteremijos atveju, bet
kitose situacijose, pavyzdziui, endokardito metu, kapsulé gali buti nenaudinga ar net trukdyti, nes
uzdengia adhezinus. Tai gali apsunkinti prisitvirtinimg prie Sirdies audiniy, o tai yra svarbu Sirdies
voztuvy infekcijos vystymuisi (Gordon Y. C. ir kt., 2021).

Kita svarbi apsauga yra tarplastelinés adhezijos polisacharidas (PIA), esantis ant bakterijos
pavir§iaus. Sis egzopolisacharidas yra pagrindiné stafilokoky biopléveliy matricos statybiné
meédziaga. Bioplévelés yra ypac efektyvus mechanizmas, slopinantis fagocitozg. Kaip ir kapsule, PIA
néra gaminamas visy S. aureus kamieny, todél svarbu pabrézti kity veiksniy svarba, siekiant i§vengti
fagocitozés (Qi Peng ir kt., 2023).

Be biopléveliy, S. aureus turi dar vieng mechanizma: bakterija geba suformuoti trombus. Kad
iSvengty Seimininko imuninés sistemos Igsteliy atpazinimo, S. aureus pavirsiaus baltymai jungiasi su
kraujo baltymais. S. aureus sudarydamas koaguliazés, vWbp baltymo ir protrombino kompleksa
stafilotrombing, skaido fibrinogeng ir suformuoja fibrino kreSulius, net jei néra kraujagysliy
pazeidimo. Toliau S. aureus naudoja fibrinogeng jungian¢ius baltymus, tokius kaip CIfA, kad prikibty
prie fibrino kreSuliy ir formuoty fibrino turincias bakterijy sankaupas. Fibronekting suriSantys
baltymai FnBPA ir FnBPB taip pat skatina trombocity agregacija. Tokiu biidu bakterija uzsidengia
fibrininiu dangalu, t.y. paties zmogaus molekulémis, ir tada Zzmogaus imuninés sistemos lastelés jau
visiSkai neatpaZjsta bakterijos (Casey M Gries ir kt., 2020).

3) Trikdydamas opsonizacijg - S. aureus naudoja kelis mechanizmus, kad slopinty opsonizacija,

kuri yra butina veiksmingai fagocitozei. Opsonizacija apima bakterijy tiksly Zenklinimg antikiinais
(imunoglobulinais (lg)) arba komplemento aktyvavimg. Ig jungiasi prie patogeny per savo F(ab)
segmentus ir prie fagocity per F(c) regiong, skatindami klasikinj ir lektino komplementy kelius. Yra
nustatyta, kad S. aureus isvysté mechanizmus, padedancius iSvengti komplemento sistemos veikimo,
gamindamas jvairius baltymus, kurie gali pakeisti ar paveikti komplemento kaskados etapus (Nienke

W. M. de Jong ir kt., 2019).



S. aureus gamina du pavirSiaus baltymus, kurie keic¢ia IgG funkcijg. Pirmasis i§ jy — tai
stafilokokinis baltymas A (SpA), o antrasis — stafilokokinis imunoglobuliny suri§imo baltymas (Sbi).
Baltymas A (SpA), sukuria ,,kamufliazo* apvalkala, jungdamasis prie IgG F(c) regiono, tokiu biidu
padengdamas bakterijos pavirSiy IgG antiktinais. Tai apsunkina bakterijos atpazinimg ir leidzia jai
1Svengti imuninés sistemos atsako. SpA taip pat veikia kaip B Igsteliy superantigenas, sukeldamas B
lasteliy apoptoze. Sbi baltymas taip pat jungiasi su IgG ir blokuoja fagocitoz¢ per Fc receptorius
(Nienke W. M. de Jong ir kt., 2019).

4) Tiesiogiai slopindamas pagrindines neutrofily funkcijas - kai neutrofilams pavyksta

fagocituoti S. aureus bakterijas, nepaisant daugybés jy iSvengty fagocitozés mechanizmy, $ios
bakterijos patenka j neutrofily fagosomas, kur neutrofilai naikina bakterijas dviem pagrindiniais
budais: nuo deguonies priklausomu (gaminant reaktyvias deguonies formas) ir nepriklausomu
(gaminant antimikrobinius peptidus). Norédamas iSgyventi, S. aureus pasitelkia kelis apsaugos
budus: neutralizuoja reaktyvias deguonies formas, apsisaugo keisdamas savo pavirSiaus kriivj - taip
trukdo prisijungti antimikrobiniams peptidams ir apsunkina lizocimo veikimg (Viktoria Rungelrath
ir kt., 2021).

5) Tiesiogiai naikindamas neutrofilus gaminant toksinus arba inicijuodama neutrofily apoptoze

- S. aureus ne tik pasyviai vengia Ziities nuo neutrofily, bet ir aktyviai naikina $ias imuninés sistemos
lasteles naudodamas toksinus. Pagrindiniai toksinai yra a-toksinas, dvikomponenciai leukocidinai
(Pantono Valentino leukocidinai (PVL) - LukS ir LukF; LukDE; LukAB; y-toksinas (y-hemolizinas))
ir fenolyje tirptis modulinai (PSM). Galiausiai, S. aureus gali skatinti nattiralia neutrofily mirtj —
apoptoze. Toks veikimo biidas leidZzia bakterijai slopinti imuninj atsakg net nenaikinant lasteliy
tiesiogiai (Nienke W. M. de Jong ir kt., 2019).

Manoma, kad ypa¢ veiksmingi yra paskutinieji du budai, kurie yra nepriklausomi nuo
opsonizacijos. Biitent §ie mechanizmai gali biiti pagrindiné priezastis, kodél iki Siol nepavyko sukurti
veiksmingos vakcinos nuo S. aureus (Viktoria Rungelrath ir kt., 2021; Fernanda S Rasquel-Oliveira
ir kt., 2025; JR Caldera ir kt., 2024).

1.1.4. S. aureus toksinai ir superantigenai

S. aureus virulentiSkumas reik§mingai priklauso nuo jvairiy i$skiriamy toksiny. Skirtingai nei
anksCiau paminéti virulentiSkumo faktoriai, toksinai yra labiau specifiniai. Skirtingi kamienai gali
arba turéti arba neturéti toksiny. Jie gali biiti produkuojami ne po viena, o iStisomis grupémis. Be to,
bakterijos gali turéti skirtingas toksiny kombinacijas. Galima i$skirti pagrindines S. aureus toksiny
grupes: poras formuojantys toksinai, eksfoliaciniai toksinai (ET) ir superantigenai (SAQ). Tikétina,

kad jvairiis toksinai yra atsakingi uz tokias ligas kaip toksinio $oko sindromas (TSS), nuplikytos odos



sindromas, plauc¢iy uzdegimas ir kitos sunkios infekcijos. Dél Sio rysio tarp toksiny ir ligy, kyla didelis
poreikis geriau suprasti S. aureus patogeneze (Nour Ahmad-Mansour ir kt., 2021).
1) Poras formuojantys toksinai:

e Hemolizinai
Sisteminé S. aureus infekcija gali iSsivystyti tik tada, kai bakterijos pazeidZia apsauginj epitelio
sluoksnj (pvz., odg ar gleivines). Todél S. aureus ne tik pasinaudoja esamais pazeidimais — ji taip pat
aktyviai ardo epitelio vientisumg. Vienas i§ svarbiausiy veiksniy Siame procese yra a-toksinas. Jis
veikia dviem pagrindiniais buidais ir abu priklauso nuo ADAMI10 receptoriaus. Pirmu atveju a-
toksinas prisijunges prie ADAMIO susijungia su kitomis tokiomis paciomis molekulémis
sudarydamas heptamerine struktiira. Si struktiira sukuria poras jvairiy lasteliy membranose ir taip jas
pazeidzia. Antras mechanizmas: a-toksinas ardo epitelinius ir endotelinius barjerus, suardydamas
lasteliy sukibimo jungtis ir pazeisdamas lastelés viding struktiirg — citoskeletg. Toksinas suaktyvina
baltymg ADAMI10, kuris suskaido E-kadhering — molekule, atsakingg uz lasteliy sukibimg
tarpusavyje. Kai E-kadherinas yra suskaidomas, lgstelés nebesilaiko viena kitos, suyra lgsteliy
jungtys, o tai pazeidzia lasteliy vientisumg ir leidZia bakterijoms lengviau prasiskverbti i audinius. a-
toksinas yra vienas pagrindiniy virulenti$kumo veiksniy, dazniausiai randamas patogeniniuose
MRSA kamienuose. Be a-toksino S. aureus kamienai gali gaminti ir kitus hemolizinus: B, y ir 6 —
toksinus (Monique R Bennett ir kt., 2020; Nour Ahmad-Mansour ir kt., 2021).
e Dvikomponenciai leukotoksinai
Tai poras formuojantys, leukocitus naikinantys toksinai sudaryti i§ dviejy skirtingy baltymy
komponenty, kurie klasifikuojami kaip F ir S. Iki $iol i§ Zmogaus infekcijy metu iSskirty S. aureus
kamieny buvo nustatyti keturi dvikomponenciai leukotoksinai (1 lentelé):
. Pantono Valentino leukocidinas (PVL)
. v - hemolizinas
. Leukotoksinas ED
. Leukotoksinas AB
PVL — tai poras formuojantis stiprus egzotoksinas, kurj sudaro du sinergiSkai veikiantys
baltymai LUkS-PV ir LUKF-PV. Zinoma, kad PVL glaudZiai susijes su visuomeng¢je jgytais MRSA,
ypaé tais, kurie sukelia plau¢iy uzdegima arba odos bei minkstyjy audiniy infekcijas. Sis rysys su
virulentiskais kamienais leidzia manyti, kad PVL gali sukelti mirtinas infekcijas net sveikiems
zmonéms (Khawar Hussain ir kt., 2022).
PVL toksinas labiausiai pazeidzia Zmogaus imuninés sistemos lasteles, ypac granulocitus. PVL
ardo Zzmogaus neutrofily plazming membrang, skatina reaktyviyjy deguonies formy issiskyrima, IL-
8 gamyba, lizocimo bei histamino sekrecijg. Didelés PVL koncentracijos plauciuose sukelia

neutrofily ziitj, dél ko atsiranda uzdegimas, alveoliy pazeidimas, edema, hemoraginé nekroze ir net



mirtis. PVL gamybg lemia lukS-PV ir lukF-PV genai, kurie pernesami bakteriofagy (Nienke W. M.

de Jong ir kt., 2019).

1 lentelé. S. aureus dvikomponenciai leukotoksinai ir jy taikiniai (Francis Alonzo Il ir kt.,

2014)

Leukotoksinas | S komponentas | F komponentas | Toksiny taikiniai

PVL LukS-PV LukF-PV Leukocitai ir neutrofilai

LuUkAB LukA LukB Zmogaus monocitai, dendritinés
lastelés, neutrofilai ir leukocitai

LUkED LukE LukD Triusiy kraujo lgstelés ir leukocitai,
zmogaus neutrofilai, peliy fagocitai

y-hemolizinas HIgA, HigC HlgB Zmogaus eritrocitai, neutrofilai,
zmogaus ir triusiy leukocitai

e Fenolyje tirptis modulinai (PSM)

Jie skirstomi j kelias grupes (PSMa, PSM ir 6-toksing), kurios skiriasi savo struktiira ir kriiviu.
PSM molekulés prisitvirtina prie citoplazminés membranos nespecifiskai, jiems nereikia sgveikos su
receptoriumi, ir taip suardo membrang. Be to, PSM molekulés linkusios jungtis i oligomerus ir
formuoti poras. Manoma, kad PSM susije su stafilokoko gebé&jimu sukelti invazines infekcijas — tai
lemia jy gebéjimas ardyti zmogaus neutrofilus ir skatinti uzdegiminj atsakg. PSM taip pat padeda
formuoti biopléveles (Nour Ahmad-Mansour ir kt., 2021).

2) Eksfoliaciniai toksinai (ET):

Eksfoliaciniai toksinai (epidermoliziniai toksinai), kuriuos koduoja eta ir etb genai, yra labai
specifiskos serino proteazés, iSskiriamos S. aureus. Pagrindiniai Siuo metu zinomi ET yra ETA, ETB,
ETC ir ETD. ETA ir ETB dazniausiai susij¢ su zmogaus odos pazeidimais (Abayeneh Girma, 2024;
John Scully ir kt., 2024). Sie toksinai sukelia keratinocity jungéiy ir lasteliy adhezijos pazeidimus
epidermyje. Jie atpazjsta ir ardo desmogleing-1 — jungiamajj baltyma, kuris palaiko odos Igsteliy
rysius, todél epidermis atsiskiria. Tai lemia pisleliy susidaryma, odos lupimasi ir erozijas. Visa tai
sukelia stafilokokinj nuplikytos odos sindroma. Dazniausiai §i liga pasireiskia kiidikiams ir vaikams,
nes jy imuniné sistema dar nesubrendusi, o inkstai silpnai $alina toksinus (Nour Ahmad-Mansour ir

kt., 2021; Monique R. Bennett ir kt., 2020).

3) Superantigenai (SAQ):

Nuo superantigeny (SAg) atradimo prie§ daugiau nei 30 mety tapo aiSku, kad tai svarbis

virulentiSkumo veiksniai. S. aureus superantigenai sutrikdo Seimininko jgyta imuniteta skatindami



ypac¢ didelj T lasteliy aktyvavimg. SAg jungiasi prie II klasés MHC molekuliy ir prie T Iasteliy
receptoriy, dél ko vienu metu suaktyvinama labai daug T Igsteliy. Nekontroliuojama T Igsteliy
aktyvacija ir per didelis uzdegiminiy citokiny issiskyrimas (pvz., IL-2, IFN-y, TNF), sukuria reiskinj,
vadinamg ,,citokiny audra“ (John Scully ir kt., 2024; Stephen W. Tuffs ir kt., 2018).

Stafilokoky SAQ yra siejami su sunkiomis ligomis, jskaitant gyvybei pavojingas biikles, tokias
kaip TSS, pneumonija ir endokarditas. Sunkios S. aureus sukeltos pneumonijos atvejais SAg per daug
suaktyvina imuning¢ sistema, pazeidzia plauciy epitelj ir slopina neutrofily aktyvacija, sukeldami
sunky uzdegimg. SAQ gali taip pat prisideéti prie infekcinio endokardito vystymosi. Manoma, kad SAg
ekspresija kraujyje gali sukelti uzdegima, kuris pazeidzia voztuvus ir sukelia kapiliary pralaiduma, o
tai sumazina kraujo tekéjima (John Scully ir kt., 2024; Stephen W. Tuffs ir kt., 2018).

Priklausomai nuo literatiiros Saltinio ir klasifikavimo, iki Siol yra aprasyta apie 30 skirtingy S.
aureus superantigeny. S. aureus superantigeny Seimai priklauso (John Scully ir kt., 2024; Goran
Abdurrahman ir kt., 2020):

. toksinio §oko sindromo toksinas (TSST),
. enterotoksinai (SEA-SEE, SEG-SEI, SER-SET)
. ] enteretoksinus panasiis baltymai (SEIJ-SEIQ, SEIU-SEIZ).

Enterotoksinai A (SEA), B (SEB), C (SEC), D (SED) ir E (SEE) — tai klasikiniai S. aureus
enterotoksinai, kurie priskiriami supernatigenams ir dazniausiai siejami su apsinuodijimy maistu
protriikiais. Sie toksinai, ypa¢ SEA, salygoja stafilokoky sukeltg intoksikacija. Tai i3oriniai baltymai,
atsparts karS¢iui, Sal€iui ir proteolitiniams fermentams. Toksiny veikimo mechanizmas pagrijstas jy
saveika su zarnynu. Enterotoksinai iSlieka aktyviis skrandyje, atspariis skrandzio fermentams,
patenka j zarnyna ir ten jie trikdo epiteliniy Igsteliy membrany vientisuma, didina Zarnyno pralaiduma
ir sukelia jvairias imuninés sistemos reakcijas. Nors tikslus veikimo mechanizmas dar néra iki galo
aiSkus, manoma, kad jie skatina histamino iSsiskyrima i§ zarnyno putliyjy lasteliy, o tai gali lemti
pykinima ir vémima. Visi enterotoksinai, kaip ir jprasta superantigenams, skatina uzdegiminiy
citokiny gamybg ir sukelia stipry uzdegiminj atsakg. Sisteminés S. aureus sukeltos infekcijos dél
apsinuodijimo maistu yra labai retos (Mirian Yuliza Rubio Cieza ir kt., 2024; Diana Oliveira ir kt.,
2018). Kol kas néra aisku, ar ilgalaikis S. aureus buvimas zarnyne gali sukelti rimtesnes zarnyno ar
net viso organizmo ligas. Taciau tikétina, kad Zarnynas veikia kaip bakterijy ,,rezervuaras®, i§ kurio
S. aureus gali patekti j kitas kiino vietas ir sukelti infekcijas (Mirian Yuliza Rubio Cieza ir kt., 2024).
Be superantigeninio veikimo, naujausi tyrimai rodo, kad enterotoksinai turi antiangiogeninj poveikj.
SEC slopina kraujagysliy atsiSakojimy formavimasi ir angiogenezés tarpininko ekspresija, taip
prisidedant prie bakterijos sukelto endokardito (Kyle J. Kinney ir kt., 2022).

Vienas stipriausiy S. aureus superantigeny — TSST, sukelia toksinio $oko sindroma (TSS)

7monéms. TSS — tai reta, gyvybei pavojinga, toksiny sukelta infekciné buklé, kuri greitai sukelia



sunky $oka, daugybinj organy nepakankamumo sindroma ir gali baigtis mirtimi. TSST skatina TNF-
a, IL-1 ir IL-2 gamyba, taip sukeldamas pernelyg dideli uzdegiminj atsakg. Tai gali pazeisti
kraujagysles ir sukelti audiniy pazeidimus. TSST taip pat gali pereiti per gleivines (pvz., oda ar
gleivine), dél ko atsiranda viso kiino reakcijos. TSS gali sukelti labai Zema kraujosptdj (30ka), o tai
savo ruoztu gali sukelti organy nepakankamuma ir net mirtj. Si liga anks¢iau daznai istikdavo moteris
menstruacijy metu dél netinkamy tampony naudojimo, kai bakterijos sparciai dauginosi makstyje

(John Scully ir kt., 2024).

1.1.5. Ekstralgsteliniai fermentai

S. aureus yra itin virulentiSkas patogenas, kurio geb¢jimag sukelti jvairias infekcijas taip pat
lemia platus esktralgsteliniy fermenty arsenalas (Kayan Tam ir kt., 2021).

S. aureus lipazés (SAL) priklauso glicerolio esteriy hidrolaziy Seimai ir yra svarbus $ios
bakterijos virulentiSkumo veiksnys. Visy pirma, SAL dalyvauja hidrolizuojant lipidus, o tai leidZia
bakterijai kolonizuoti ir iSgyventi riebalinése kiino vietose, ypa¢ ant odos. Tyrimai rodo, kad SAL
reikSmingai silpnina odos barjering funkcija, skatina S. aureus kolonizacija, ypa¢ sergant atopiniu
dermatitu. Be to, $i lipazé inaktyvuoja Seimininko bakteriocidinius lipidus, trukdo granulocity
funkcijai bei padidina bakterijos atsparuma Seimininko imuninés sistemos poveikiui. SAL aktyvumas
taip pat yra susijes su lasteliy nekroze, kas dar labiau iSrySkina jos vaidmen;j infekcijy vystymesi ir
patogenezéje. Be viso to, jrodyta, jog S. aureus lipazé dalyvauja biopléveliy formavime (Gordon Y
C Cheung ir kt., 2021).

Be lipaziy, S. aureus gamina keturias patogenezei svarbias ekstralgstelines proteazes: serino
proteazg, cisteino proteazg, metaloproteaze ir stafilopaing. Stafilokoky proteaziy veikimo
mechanizmas priklauso nuo jy cheminés struktiiros ir aktyvaus centro pobiidZio, taCiau visos jos
skaido Seimininko baltymus, tokius kaip elastinas, fibrinogenas ir komplemento sistemos
komponentai. Siy baltymy skaidymas sutrikdo audiniy vientisuma, slopina imuniniy lasteliy
aktyvacija ir leidzia S. aureus iSgyventi bei plisti organizme (Giampiero Pietrocola ir kt., 2017).

S. aureus Zelatinazeé — tai svarbus bakterijy fermentas, skaidantis Zelating — baltymg, gaunama
i§ kolageno. Sis skaidymo procesas apriipina bakterija amino rig§timis, reikalingomis augimui ir
1Sgyvenimui. Be to, Zelatinazé prisideda prie bakterijy geb&jimo plisti ir jsiskverbti j audinius, todeél
laikoma vienu i$ svarbiy virulentiSkumo veiksniy.

Be $iy minéty fermenty, S. aureus taip pat gamina ir kitus — koagulazg, kuri aktyvuoja kraujo
kre$¢jimg ir suformuoja fibrino apsauga nuo imuninés sistemos; nukleaze, kuri skaido Seimininko
DNR ir padeda i§vengti neutrofily, hialuronidazg, ardancig jungiamajj audinj ir skatinancig bakterijos
plitimg bei stafilokinazg, kuri tirpdo fibrino kreSulius ir palengvina migracija audiniais. Visy $iy

fermenty koordinuotas veikimas leidzia S. aureus veiksmingai prisitaikyti, iSvengti imuninés



sistemos atsako ir sukelti imias bei létines infekcijas jvairiuose organizmo vietose (Kayan Tam ir kt.,

2021).

1.1.6. S. aureus sideroforai

S. aureus gelezies pasisavinimui naudoja sideroforus — mazas molekules, turincias didelj
afinitetg geleZiai, kurios yra biitinos bakterijy augimui ir virulentiSkumui. S. aureus gamina du
pagrindinius sideroforus — stafilofering A ir stafilofering B, kurie padeda bakterijai jveikti gelezies
trikuma $eimininko organizme. Sie sideroforai yra iskiriami j ekstralgsteling aplinka, o véliau per
specifinius receptorius transportuojami atgal 1 lastelg, leidZiant bakterijai klestéti gelezies
stokojanciose salygose. Tiek stafiloferinas A, tiek stafiloferinas B yra sintetinami nuo neribosominiy
peptidy sintetazés nepriklausomu keliu ir priklauso karboksilatiniy siderofory Seimai. Genai,
atsakingi uz $iy siderofory biosinteze ir jy pernasa j lastelg, yra reguliuojami Fur baltymo, todél jy
raiska bina didziausia gelezies trikumo salygomis (Ghassan Ghssein ir kt., 2022; Warinda
Prommachote ir kt., 2025).

1.2. S. aureus atsparumas antibiotikams

1.2.1. MRSA epidemiologija

S. aureus sukelty infekcijy gydymas yra sudétingas dél vis dazniau pasitaikancio antibiotiky
atsparumo, ypac dél atsparumo meticilinui. Meticilinui atspari S. aureus bakterijos forma priklauso
ESKAPE grupei (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa ir Enterobacter riisys) — svarbiausiy infekcijas
sukelian¢iy bakterijy grupei, kuri pasizymi daugelio vaisty atsparumu (Abiye Tigabu ir kt., 2021).
MRSA daznai aptinkamas ligoninése ir yra laikomas vienu 1§ daZniausiai pasitaikan¢iy oportunistiniy
patogeny. S. aureus sukeltos infekcijos yra viena dazniausiy hospitaliniy mirciy prieZastis, o jo

antimikrobinis atsparumas (AAM) yra viena didziausiy grésmiy visuomenés sveikatai ir vienas

SV —

2024;).

Naujausi duomenys rodo, kad 2021 m. 4,71 mln. mir¢iy buvo susijusios su bakteriniu AAM
(AAM buvo vienas i§ veiksniy, prisidéjusiy prie paciento mirties, tac¢iau nebitinai pagrindiné jos
priezastis), jskaitant 1,14 miln. mir¢iy, kurias tiesiogiai lémé¢ AAM. AAM salygotos mirtingumo
tendencijos per pastaruosius 31 metus labai pakito priklausomai nuo amziaus grupés ir geografinés
vietoves. Nuo 1990 iki 2021 m. mirtingumas nuo AAM tarp vaiky iki 5 mety sumazé¢jo daugiau kaip
50 proc., taciau tarp vyresniy nei 70 mety suaugusiyjy iSaugo daugiau kaip 80 proc.. Tiek mirciy,
susijusiy su AAM, tiek tiesiogiai priskiriamy AAM, skaicius labiausiai iSaugo d¢l MRSA: nuo 261



000 susijusiy mir¢iy ir 57 200 priskiriamy mir¢iy 1990 m., iki 550 000 susijusiy mirc¢iy ir 130 000
priskiriamy mir¢iy 2021 m. (Naghavi Mohsen ir kt., 2024). Lietuvoje 2020 m. atsparumui
antimikrobinéms medziagoms priskirtiny mir¢iy skai¢ius 100 000 zmoniy buvo didesnis nei Europos
Sajungos vidurkis (European Centre for Disease Prevention and Control, 2024).

Be mirciy ir nejgalumo, antimikrobinis atsparumas sukelia ir didelius ekonominius nuostolius.
2020 m. duomenimis, su AAM susijusios Europos sveikatos priezitiros sistemy i$laidos sieké 1,1
mlrd. eury per metus. Atsparumas antimikrobinéms medziagoms turi didelj poveiki pasauliniam
bendrajam vidaus produktui (BVP) (European Centre for Disease Prevention and Control, 2024).
Pasaulio bankas prognozuoja, kad dél AAM iki 2050 m. papildomos sveikatos priezitros i§laidos gali
siekti 1 trilijong Jungtiniy Amerikos Valstijy (JAV) doleriy, o BVP nuostoliai 2030 m. gali sudaryti
nuo 1 iki 3,4 trilijono JAV doleriy per metus (Naghavi Mohsen ir kt., 2024).

Nors antibiotiky naudojimas gydant bakterijy sukeltas infekcijas yra nei§vengiamas, ilgainiui
neatsakingas, netinkamas ir daznai perteklinis jy vartojimas lemia bakterijy atsparumo vaistams
vystymasi (Bandar Ali Alghamdi ir kt., 2023). Dar 1928 m. A. Flemingas pastebéjo, jog grybas
Penicillium notatum gamina antibiotikg penicilina, kuris slopina S. aureus augima. Po 15 m., 1943
m. penicilinas buvo pradétas taikyti stafilokokiniy infekcijy gydymui klinikinéje praktikoje,
reikSmingai pagerindamas infekcijy kontrole ir sumazindamas mirtingumg. Taciau atsparumas
meticilinui buvo aptiktas dar prie§ vaisto patvirtinimag - 1942 m., 0 nuo 1944 m. tokie kamienai
pradéjo plisti ne tik ligoninése, bet ir visuomenéje. Bandant kovoti su atsparumu penicilinui, 1959 m.
buvo pristatytas meticilinas (Ayliffe GA, 1997). Jis turi didele, steriskai apkrauta $onine grupe. Si
Sonin¢ grupé apsaugo P-laktaminj Zieda nuo penicilinazés, todél sumazéja meticilino afinitetas
stafilokoky B-laktamazéms. Taciau bakterijos rado kitg btida kovoti su meticilinu - S. aureus
atsparumas meticilinui, skirtingai nei atsparumas penicilinui, yra susijes ne su vaisto inaktyvacija (-
laktamo ziedo hidrolize), o su vaisto taikinio modifikavimu — bakterijos pradé¢jo gaminti nauja
peniciling suriSantj baltyma 2a (PBP2a), kuris neprisijungia meticilino (Beata Mlynarczyk-
Bonikowska ir kt., 2022).

Pirmieji MRSA kamienai pastebéti jau 1960-1961 m. ir buvo atspariis visiems tuo metu
gydymui naudotiems B-laktaminiams antibiotikams. Tik 2010 m. buvo pristatyti du nauji
cefalosporinai — ceftobiprolis ir ceftarolinas — veiksmingi prie§ MRSA. Taciau netrukus atsirado ir
Siems vaistams atspariy bakterijy. Nors atsparumas, susij¢s su B-laktamaziy gamyba, yra laikomas
siauro spektro — nes Sie fermentai inaktyvuoja tik tam tikrus penicilinus — atsparumas, susiformaves
dél PBP2a baltymo ekspresijos, yra plataus spektro. Taip yra todél, kad visy tipy B-laktaminiai
antibiotikai — jskaitant penicilinus, cefalosporinus ir karbapenemus — tampa neveiksmingi prie$

bakterijas, kurios gamina PBP2a. D¢l to tokios bakterijos jgyja atsparumg visai -laktamy grupei.



S. aureus turi gebéjimg iSvystyti atsparumg jvairiems antibiotikams, ne tik p-laktaminiams
antibiotikams. Atsparumo vystymasis ir jo vélesnis plitimas jvyksta dél horizontalaus geny
perdavimo. MRSA jgyja papildomy atsparumo geny plazmidése, transpozonuose ar kitose genetinése
struktiirose. Toks geny perdavimas leidZia atsirasti naujoms, antibiotikams atspariems kamienams.
Sis selektyvumas ypa¢ daznai stebimas ligoninése, kur pacienty gydymui daznai skiriama daug
jvairiy antibiotiky. Taciau neiSvengiamai ligoninése atsirandantys atspariis kamienai iSplinta ir
visuomengje.

Daugelj mety MRSA buvo tapatinami iSimtinai su hospitalinémis infekcijomis, t.y. ligoninéje
igytomis (LI-MRSA). Taciau paskutinj XX a. deSimtmet]j atsirado MRSA kamienai, sukéle infekcijas
ne ligoninése gydomiems pacientams, tai visuomenéje jgytas MRSA (VI-MRSA). Sie kamienai
dazniau turé¢jo PVL toksing koduojantj gena, susijusj su sunkesnémis odos infekcijomis ir
pneumonija, jprastai buvo atsparios tik p-laktamams, ta¢iau jautresnés kitiems antibiotikams. Tuo
tarpu LI-MRSA paprastai pasizyméjo platesniu atsparumo spektru — jos daznai buvo atsparios ne tik
B-laktamams, bet ir daugeliui kity antibiotiky grupiy, jskaitant makrolidus, fluorochinolonus ir
aminoglikozidus (Nicholas Tsouklidis ir kt., 2020).

1.2.2. B-laktaminiy antibiotiky veikimo mechanizmas

B-laktaminiai antibiotikai taikosi j tam tikrus fermentus — transpeptidazes, transglikozilazes ir
karboksipeptidazes, kurie dalyvauja peptidoglikano sintezéje. Peptidoglikanas, dar vadinamas
mureinu, yra esminis bakterijy lastelés sienelés komponentas, suteikiantis jai mechaninj stabiluma.
StruktiiriSkai peptidoglikanas sudarytas i§ glikano grandiniy, kurias sudaro N-acetilgliukozamino
(GIcNAC) ir N-acetilmuramo rugsties (MurNAc) disacharidy subvienetai. MurNAc dalis yra sujungta
su pentapeptidy arba tetrapeptidy grandinémis (Beata Mlynarczyk-Bonikowska ir kt., 2022; Harshad
Lade ir kt., 2023; Bandar Ali Alghamdi ir kt., 2023).

B-laktaminiy antibiotiky inaktyvuojami baltymai dar vadinami peniciling suriSanciais baltymais
(PBP). S. aureus paprastai turi keturis endogeninius peniciling suris§ancius baltymus (PBP): PBP1,
PBP2, PBP3 ir PBP4, o papildomas, jgytas PBP2a randamas MRSA kamienuose. Visi keturi
endogeniniai PBP lokalizuojasi prie citoplazminés membranos, kur vyksta peptidoglikano sintezé.
Kiekvienas i§ $iy PBP turi transpeptidazés aktyvuma, o PBP2 papildomai turi ir unikaly katalizinj
domena su transglikozilazés aktyvumu (Harshad Lade ir kt., 2023).

S. aureus PBP1 (tik su transpeptidazés aktyvumu) ir PBP2 (turintis tiek transglikozilazés, tiek
transpeptidazés aktyvumg) yra batini peptidoglikano sintezei. PBP3, turintis tik transpeptidazés
aktyvuma, néra butinas — jo praradimas neturi jtakos bakterijos augimui ar iSgyvenimui. PBP4, taip
pat turintis tik transpeptidazés aktyvuma, yra reikalingas stipriai sujungto (kryzminio) peptidoglikano
sintezei, kuris suteikia sienelei papildomo tvirtumo (Harshad Lade ir kt., 2023).



Kadangi PBP aktyvumas yra bitinas bakterijy iSgyvenimui, jie yra patrauklis antibiotiky, ypac
B-laktaminiy, taikiniai. Konkretiis PBP inaktyvacijos procesai lemia bakterijy zatj. Prisijungdami prie
PBP, kurie yra atsakingi uz GICNAcC ir MurNAc kryzminj sujungima, B-laktaminiai antibiotikai
sutrikdo bakterijy lastelés sienelés formavimasi. B-laktaminiai antibiotikai slopina paskutinj
peptidoglikano sintezés etapg — jie acilina transpeptidaze, kuri dalyvauja peptidy kryZminiame
sujungime, formuojant peptidoglikano tinkla. Sis prisijungimas sutrikdo galutinj transpeptidazés
procesa: jvyksta P-laktamo ciklinés amidinés jungties suardymas ir PBP acilinimas. Be tvirto
peptidoglikano sluoksnio bakterijy lasteliy sienelés tampa silpnos ir nesugeba iSlaikyti savo
citoplazminio turinio. Sustabdydami Igstelés sienelés formavimasi, B-laktaminiai antibiotikai slopina
bakterijy augimg ir dauginimasi, galiausiai sukeldami jy zatj (Beata Mlynarczyk-Bonikowska ir kt.,
2022; Harshad Lade ir kt., 2023; Zhuru Hou ir kt., 2023).

S. aureus atsparumas [-laktaminiams antibiotikams grindziamas dviem pagrindiniais
mechanizmais:

e taikinio pakitimas - naujo, papildomo PBP2a sintezé
e antibiotiko inaktyvavimas - B-laktamaziy sintezé (Beata Mlynarczyk-Bonikowska ir kt.,
2022).
2 lentelé. B-laktaminiy antibiotiky atsparumg lemiancios determinantés (Harshad Lade ir kt.,
2023)

B-laktaminiai | atradimo/ Atsparumo Atsparumo determinanté /
antibiotikai patvirtinimo atsiradimo metai | koduojamas baltymas

metai
Penicilinas 1928/1943 1942 blaz/Blaz (B-laktamazé

hidrolizuoja peptido jungtj f-

laktamo ziede)

Meticilinas 1959 1960 mecA/PBP2a (PBP2a turi maza
afiniteta meticilinui)

Oksacilinas 1960/1971 nezinoma mecA/PBP2a;

Cefoksitinas 1974/1978 nezinoma mecA/PBP2a

Cefazolinas 1970/1973 1970 mecA/PBP2a

Ceftarolinas 2003/2010 2013 mecA/PBP2a;

mutacijos mecA, pbp2, pbp4,
clpX, gdpP




2 lentelés tesinys. B-laktaminiy antibiotiky atsparumg lemiancios determinantés (Harshad Lade
ir kt., 2023)

B-laktaminiai | atradimo/ Atsparumo Atsparumo determinanté /
antibiotikai patvirtinimo atsiradimo metai | koduojamas baltymas

metai
Ceftobiprolis 1998/2013 2008 mecA/PBP2a;

mutacijos mecA, pbp2, pbp4,
clpX, gdpP

1.2.3. B-laktamazes

Norédamas neutralizuoti nepalanky p-laktaminiy antibiotiky poveikj, MRSA gamina (-
laktamaze (BlaZ) — fermenta, kuris skaido b p-laktaminius antibiotikus ir naikina jy antibakterinj
aktyvumg. Stafilokoky atveju atsparumo mechanizmas, pagristas B-laktamaziy (penicilinaziy)
sinteze, yra labai daznas. BlaZ veikia periplazmingje erdvéje, todél antibiotikas yra neutralizuojamas
dar prie§ jam prisijungiant prie PBP. Sj fermenta koduoja blaZ genas, kuris paprastai randamas blal-
blaR1-blaZ operone. blaZ geno koduojamas BlaZ priklauso A tipo serino -laktamazéms (Bandar Ali
Alghamdi ir kt., 2023). BlaZ pasizymi dideliu hidroliziniu aktyvumu prie§ pirmosios kartos
penicilinus, bet silpnu aktyvumu prie§ antrosios kartos penicilinus (pvz., meticiling) ir pirmosios
kartos cefalosporinus (pvz., cefazoling). BlaZ fermentas hidrolizuoja keturiy nariy p-laktamo ziedo
amidinj rysj dviejy etapy acilinimo—deacilinimo reakcijy cikle, taip apsaugodamas PBP baltymus. Sie
fermentai turi siaurg substraty spektra, nes jy aktyvioji vieta yra pritaikyta atpazinti ir suskaidyti tik
tam tikros struktGros P-laktaminius antibiotikus. Jie efektyviai hidrolizuoja vadinamuosius (-
laktamazei jautrius penicilinus, tokius kaip penicilinas ir aminopenicilinas. Taciau jie neveikia visy
peniciliny — meticilinas yra specialiai sukurtas taip, kad p-laktamazé negaléty jy veiksmingai atpazinti
ar pasiekti dél erdvinés struktiiros poky¢iy (Beata Mlynarczyk-Bonikowska ir kt., 2022).

Stafilokokinés BlaZ pagal serotipg ir substraty specifiskuma skirstomos j keturis tipus: A-D. A
tipo serino BlaZ yra dazniausiai aptinkamos S. aureus kamienuose. Kiti tipai skiriasi savo gebéjimu
hidrolizuoti skirtingus substratus, jskaitant kai kuriuos cefalosporinus. Pavyzdziui: A ir D tipo -
laktamazés efektyviau hidrolizuoja cefazoling ir nitrocefing, 0 B ir C tipo B-laktamazés yra
efektyvesnés prie§ cefaloting. blaZ gena reguliuoja du genai: antirepresorius (blaR) ir represorius
(blal). Genai, koduojantys BlaZ, jo represoriy Blal ir membranoje jsitvirtinusj sensoriy-perdaviklj
BlaR1, yra i$sidéste kartu — tiek plazmidéje, tiek bakterijos chromosomoje. blaZ raiska néra pastovi,
ji aktyvuojama, kai lastelé yra paveikiama B-laktaminiais antibiotikais. Jei f-laktaminiy antibiotiky
néra, Blal represorius slopina blaZ-blaR1-blal operono transkripcija, taip neleidziant gaminti BlaZ.
Antibiotikui esant aplinkoje, BlaR1 prisijungia prie jo. Sis prisijungimas aktyvuoja BlaR1 cinko



metaloproteazés domena, kuris suardo Blal baltymg. Tai leidzia vykti blaZ geno transkripcijai ir BlaZ
gamybai (Beata Mlynarczyk-Bonikowska ir kt., 2022; Harshad Lade ir kt., 2023; Zhuru Hou ir kt.,
2023).

1.2.4. Peniciling surisancio baltymo 2a (PBP2a) sintezé

Svarbus MRSA atsparumo antibiotikams mechanizmas yra priklausomas nuo mecA geno.
Skirtingai nei atsparumas penicilinui, atsparumas meticilinui néra susijes su vaisto inaktyvacija, t. y.
B-laktaminio ziedo hidrolize. Vietoj to, jis kyla dél vaisto taikinio modifikacijos. MRSA jgijo
chromosomos kasetéje mec (SCCmec) lokalizuota mecA gena. mecA genas koduoja pakitusj
peniciling suriSantj baltymg (PBP2a), turintj Zemga afinitetg [-laktaminiams antibiotikams, ir
reguliacinius genus mecR1 ir mecl. mecA genas gali bati horizontalaus geny perdavimo bidu
perneSamas | jvairias kitas S. aureus rasis. mecA geno pirmtakas yra mecAl genas, placiai paplites
Staphylococcus sciuri rasyje (Zhuru Hou ir kt., 2023).

PBP2a — tai naujas peniciling suriSantis baltymas, turintis sumazintg afiniteta -laktaminiams
antibiotikams, kuris MRSA bakterijose pakeicia jprasta PBP, atsakinga uz peptidoglikano kryzminj
sujungima. Sis baltymas leidzia bakterijai testi lastelés sienelés sinteze net tada, kai Kiti peniciling
suriSantys baltymai yra slopinami B-laktaminiais antibiotikais (Menna-Allah W. Shalaby ir kt., 2020).
PBP2a sintezg reguliuoja Mecl represorius ir transmembraninis sensoriaus baltymas MecR1. Kai f-
laktaminiai antibiotikai néra prisijungg prie MecR 1, Mecl prisijungia prie mec operono promotoriaus
ir slopina mecA geno raiska. Kai B-laktaminiai antibiotikai yra aplinkoje, jie prisijungia prie MecR1,
MecR1 suardo Mecl represoriy, taip sutrikdydamas jo jungimasi su mecA promotoriumi ir leidziant
jo ekspresija - PBP2a sinteze. Sis peniciling suriSantis baltymas i§laiko transpeptidazés aktyvuma,
kaip ir jprastas PBP2 baltymas S. aureus, taciau skiriasi tuo, kad turi maza afinitetg daugeliui -
laktaminiy antibiotiky. Todél lasteliy sienelés sintezé tesiasi nepaisant [-laktaminiy antibiotiky
koncentracijy, taip i$vengiant lasteliy mirties ir lizés. Sis Mecl-MecR1 reguliacinis mechanizmas yra
gana panasus j klasiking blal-blaR1 sistema, kuri reguliuoja penicilinaziy sintez¢ (Beata Mlynarczyk-
Bonikowska ir kt., 2022; Harshad Lade ir kt., 2023; Zhuru Hou ir kt., 2023).

MRSA paprastai jgyja atsparumg per mecA geng, koduojantj PBP2a, kuris leidzia iSvengti [3-
laktaminiy antibiotiky poveikio. Tac¢iau 2011 m. Jungtinése Karalystése ir Danijoje pirma kartg buvo
aptiktas naujas atsparumo meticilinui genas — mecC. Sis genas DNR lygmenyje rodo apie 70 proc.
homologiskuma su klasikiniu mecA genu. Sis genas lokalizuotas SCCmec XI kasetéje ir koduoja
PBP2c, kuris — kaip ir PBP2a — suteikia bakterijoms atsparumg B-laktaminiams antibiotikams (Zhuru
Hou ir kt., 2023).

Skirtingai nei klasikinis mecA, mecC pasizymi keliais reikSmingais bruozais. mecC-MRSA yra

atspartis visiems [-laktamams: penicilinams, cefalosporinams, karbapenemams, taciau daznai



pasizymi zemesniu atsparumo lygiu, nei mecA-MRSA. PBP2c turi keturis kartus didesn] afinitetg
oksacilinui nei PBP2a. Ankstesni tyrimai apie mecC parodé, kad minimalios slopinamosios
koncentracijos oksacilinui svyruoja nuo 0,75 iki 32 pug/mL, o cefoksitinui —nuo 4 iki 64 ug/mL. Todél
kai kuriais atvejais mecC-MRSA fenotipiSkai gali atrodyti kaip jautrios meticilinui, nors
molekuliniame lygmenyje yra atsparios (Gavin K Paterson ir kt., 2014).

Nors dauguma mecC-MRSA infekcijy aptinkamos tarp galvijy, tokie sukéléjai buvo
identifikuoti ir klinikiniuose Zmoniy izoliatuose. Iki Siol dauguma mecC-MRSA sukelty infekcijy
7monéms buvo uzfiksuotos Europoje. Siy izoliaty galimas poveikis klinikingje praktikoje kol kas
néra aiSkus. Nors mecC-MRSA infekcijos tarp Zmoniy yra labai retos, yra aprasyti sunkis ir net
mirtini zmoniy infekcijy atvejai, kuriuos sukélé mecC turintys MRSA kamienai (Carmen Lozano ir
kt., 2020).

1.2.5. PBP2a mutacijos

Literatiiroje yra apraSyti atvejai, kai taskinés mutacijos PBP2a strukturoje padidina atsparuma
kai kuriems pB-laktaminiams antibiotikams. Tai dar vienas B-laktaminiy antibiotiky atsparumo
mechanizmo budas, ypa¢ kalbant apie MRSA. Mutacijos aktyviajame centre arba $alia jo gali
sumazinti antibiotiko prisijungimo galimybes, keisti baltymo konformacija, padidinti jo stabilumg ar
aktyvuma. Tokios mutacijos gali apsunkinti gydyma, ypa¢ kai naudojami naujesni f-laktamai, kaip
ceftarolinas ar ceftobiprolis, kurie laikomi paskutinés eilés vaistais. Ceftarolinas yra pirmasis naujos
kartos cefalosporiny klasés narys, patvirtintas naudoti JAV. Viso genomo sekoskaita atskleidé dvi
mutacijas, sukelianc¢ias aminortig§¢iy pokycius, kurios buvo biidingos tik ceftarolino prisijungimo
vietai PBP2a baltymo transpeptidazés regione atspariuose izoliatuose. Tolimesni tyrimai patvirtino,
kad Sie pokyciai tiesiogiai sukelé atsparumg ceftarolinui. Taigi, buvo nustatytas molekulinis

mechanizmas, sukeliantis didelj atsparuma ceftarolinui (Harshad Lade ir kt., 2023).

1.3. MRSA biopléveliy formavimo faktoriai

1.3.1. Bendra MRSA biopléveliy charakteristika

Pirma kartg bioplévelés buvo pastebétos XVII amziuje Antonie van Leeuwenhoek, kuris aprasé
»~mikroorganizmus®, linkusius telktis j spieCius tiek ant negyvy, tiek ant gyvy pavirSiy ir kurie yra
atspariis intensyviam valymui (H C Slavkin, 1997). Siandien bioplévelé apibréziama kaip sudétinga
mikroorganizmy bendruomené ar struktiira, prisitvirtinusi prie pavirSiaus ir apsupta apsauginiu
sluoksniu — ekstralasteline polimerine matrica, kurig daugiausia sudaro polisacharidai, baltymai ir
ekstralgsteline DNR. Biopléveliy formavimosi procesas yra nattirali prokarioty gyvavimo ciklo dalis.

Bioplévelés padidina mikroorganizmy iSgyvenimo tikimybe, nes bioplévelése esancios bakterijos yra



geriau apsaugotos nuo nepalankiy fiziniy ir cheminiy aplinkos veiksniy, o aplink jas esanti
ekstrapolisacharidiné matrica padeda islaikyti drégme bei kaupti maistines medziagas. Be to,
biopléveléje pageréja maisto medziagy pernaSa tarp bakterijy, o artimas jy kontaktas skatina
horizontalig geny pernasg. Visos Sios biopléveliy savybés leidZzia bakterijoms jsitvirtinti naujose
ekologinése niSose (Ashlesha Kaushik ir kt., 2024).

Bioplévelés formavimuisi bitinas tinkamas substratas, pavirSius bei aplinka. Pavyzdziui,
kolonizacija ir vélesnis biopléveliy susidarymas dazniau vyksta ant Siurksciy pavirSiy dél didesnio
pavirSiaus ploto ir palankiy fiziniy-cheminiy savybiy. Tai reiSkia, kad implantai, medicinos prietaisai
gali biiti labai tinkama vieta biopléveliy formavimuisi. Taip pat sukibimo greitis ir mastas gali kisti
priklausomai nuo cheminiy dangy sudéties (Qi Peng ir kt., 2023; Rafik Aniba ir kt., 2024; Thamiris
Santana Machado ir kt., 2020).

Stafilokokai, jskaitant MRSA, Zinomi kaip pagrindiniai su bioplévelémis susijusiy infekcijy
sukelejai. S. aureus bioplévelés yra sudarytos i$ vandens ir organiniy medziagy. Bakterijy kolonijos
ir ekstralgsteliné matrica sudaro reikSmingg bioplévelés dalj. Biopléveliy formavimas yra esminis S.
aureus bakterijy virulentiSkumo veiksnys, lemiantis uzsitgsusias ir pasikartojancias su medicinos
prietaisais susijusias infekcijas. MRSA bioplévelés gali susidaryti ant jvairiy medicininiy pavirsiy,
tokiy kaip kateteriai, kontaktiniai l¢Siai, mechaniniai Sirdies voZtuvai ir protezai. Mikroorganizmai
bioplévelése geba ilgam laikui pereiti j ramybés biisena, trunkanéia nuo savaié¢iy iki mety. Si latentiné
bukle gali i8likti tol, kol atsiranda palankios salygos plisti ir iSprovokuoti lokalizuotg arba sistemine
infekcija (Ashlesha Kaushik ir kt., 2024).

Biopléveliy formavimas yra svarbi savybé, kuri skatina S. aureus atsparumo vaistams
vystymasi. Pasikartojancios infekcijos po gydymo antibiotikais daznai yra siejamos su biopléveliy
buvimu. D¢l savo struktiros ir polimerinés matricos bioplévelés sukuria unikaly apsauginj
mechanizma, leidZiant] bakterijoms iSvengti antibiotiky poveikio, nes apribojamas antibiotiky
difuzijos procesas. Bioplévelése gyvenancios bakterijos pasizymi iki 1000-1500 karty didesniu
atsparumu antibiotikams bei kitiems biologiniams ir cheminiams veiksniams, palyginti su laisvai
plaukiojan¢iomis (planktoninémis) bakterijomis (Muhammad Idrees ir kt., 2021).

Be stipraus apsauginio sluoksnio, bioplévelés taip pat sukuria palankias salygas horizontaliam
geny perdavimui - tai yra pagrindinis veiksnys, prisidedantis prie pasaulinés antimikrobinio
atsparumo krizés. Kadangi biopléveléje bakterijos yra nejudrios ir labai arti viena kitos, tai sudaro
puikias salygas intensyviems lasteliy tarpusavio kontaktams, todé¢l bioplévelé yra ideali terpé geny
mainams ir antimikrobinio atsparumo geny perdavimui jvairiais buidais. Nors intensyvus ir agresyvus
gydymas antibiotikais gali pristabdyti biopléveliy plitima, jis paprastai nesugeba visiSkai sunaikinti

visos bioplévelés bendruomenés. Siekiant pagerinti gydyma, Siuo metu tiriama daugybé molekuliy



kaip papildomos terapijos priemones Salia antibiotiky, tai sudaro aktyvig ir spar¢iai besiple¢iancig

moksliniy tyrimy sritj (Muhammad Idrees ir kt., 2021).

1.3.2. Biopléveliy formavimosi molekuliniai mechanizmai

Bioplévelés formavimosi procesas apima kelis svarbius etapus. Pirmasis — tai laisvai
plaukiojanc¢iy mikroorganizmy prisitvirtinimas prie pavirSiaus. Po prisitvirtinimo vyksta nedidelés
kolonijos (mikrokolonijos) formavimasis, susidaro sudétinga trimaté struktira (bakterijy
bendruomené). Maza bioplévelé vystosi, bresta ir galiausiai dalis jos atsiskiria (1 pav.) (Qi Peng ir
kt., 2022).

1) Prisitvirtinimo fazé:

Pradiné bakterijos prisitvirtinimo fazé prie gyvy (pvz., kraujagysliy, kauly ar sgnariy) arba
negyvy (pvz., protezy, kateteriy) pavirSiy vyksta naudojant - MSCRAMM grupés baltymus, kurie
atpazjsta adhezines matricos molekules. Pagrindiniai S. aureus adhezija salygojantys MSCRAMM
baltymai yra sukibimo faktorius A (CIfA) ir sukibimo faktorius B (CIfB). Sie baltymai inicijuoja
prisitvirtinima, jungdamiesi prie fibrinogeno. Kiti baltymai priskiriami MSCRAMM baltymy grupei,
tokie kaip kolageno adhezinas bei a-enolazé, kuri padeda jungtis prie plazminogeno, taip pat
dalyvauja pradiniame prisitvirtinime. Sis S. aureus gebéjimas jungtis prie jvairiy biotiniy pavirsiy
padeda MRSA kolonizuoti paZeistas Seimininko vietas (Xiying Wu ir kt., 2024; Qi Peng ir kt., 2022)

2) Brendimas/proliferacija:

Po sékmingo pristvirtinimo pradeda formuotis bioplévelés matrica, jungianti bakterijy lasteles.
Pagrindinis MRSA ekstralgstelinés matricos komponentas yra PIA, sudarytas i$ dalinai deacetilinty
N-acetilgliukozamino monomery. PIA atlieka svarby vaidmenj stafilokoky biopléveliy formavime
bei apsaugo bakterijas nuo Seimininko imuninés sistemos bei fagocity. PIA sintezé priklauso nuo
icaADBC operono, kurio ekspresijos produktai yra IcaA, IcaD, IcaB ir IcaC (tarplastelinés adhezijos
baltymai) (Patrice Francois ir kt., 2023). IcaA yra transmembraniné N-acetilgliukoziltransferaz¢, kuri
kartu su IcaD sintetina daugiau kaip 20 likuéiy turin¢ius N-acetilgliukozamino oligomerus. Tuomet
IcaC perkelia Siuos polisacharidus | Iastelés pavirSiy. Galiausiai IcaB deacetilina poli-N-
acetilgliukozamino molekules, o tai svarbu, kad Sie polimerai geriau prisitvirtinty prie iSorinio Igstelés
pavirSiaus ir skatinty bioplévelés formavimagsi. icAADBC geny buvimas koreliuoja su padidéjusiu
patogeniSkumu. Prie§ ica operong yra reguliacinis icaR genas. icaR veikia kaip neigiamas PIA
gamybos reguliatorius, t.y. icaR slopina PIA sinteze ir biopléveliy formavima (Khadijeh Bamneshin
ir kt., 2024).

MRSA taip pat gali formuoti biopléveles nepriklausomai nuo icaADBC sistemos. Biopléveles

formavimg gali lemti taip pat kiti pavirSiaus baltymai, tokie kaip Bap, SasG, SasC, fibronekting



suriSantys baltymai bei baltymas A (Ahmed Azzam ir kt., 2024; Eduardo Hernandez-Cuellar ir kt.,
2023).

Kiti svarbis MRSA bioplévelés komponentai: ekstralgstelinés DNR, teicho rigstys ir
amiloidines struktiiras formuojantys baltymai. Bioplévelés pasizymi iSskirtine trimate struktiira su
kanalais, kurie susidaro dél pavirSiaus aktyviyjy molekuliy poveikio bei fermenty, tokiy kaip
proteazes.

3) Atsiskyrimas:

Kai bioplévelé visiSkai subresta, ji pradeda skaidytis, iSlaisvindama prisitvirtinusias 1gsteles,
kurios gali vél kolonizuoti tg pacig (pirming) ar nauja (antring) vieta. Subrendusios bioplévelés
atsiskyrimas gali vykti aktyviai arba pasyviai. Aktyvaus atsiskyrimo metu bakterijos iSskiria
fermentus, ypac¢ fosfodiesterazes, kurios skaido ekstralasteling matricg ir palengvina mikrokolonijy
paplitima. Sis reiskinys suaktyvéja pasikeitus aplinkos salygoms. Pasyvus atsiskyrimas vyksta
veikiant mechaniniams veiksniams. Atsiskyrusios planktoninés bakterijos gali laisvai kolonizuoti
naujas vietas ir pradéti procesa i$ naujo.

Aktyvus bioplévelés atsiskyrimas priklauso nuo jvairiy veiksniy: maistiniy medziagy ir
deguonies prieinamumo, toksiny egzistavimo bei kity streso faktoriy. Sj procesa reguliuoja agr
operonas, koduojantis AgrA, AgrB, AgrC ir AgrD baltymus, kurie taip pat reguliuoja kvorumo jutima
(ang. quorum sensing) (lasteliy tarpusavio komunikacijg) (Abayeneh Girma, 2024). Agr sistemos
reguliuojamas bioplévelés atsiskyrimas vyksta isskiriant jvairius proteazés fermentus ir fenolyje
tirpius modulinus (PSM). Sios proteazés ir PSM veikia kaip pavir§iaus aktyviosios medZiagos
(surfaktantai), ardancios bioplévelg. Agr sistema aktyvuojama atpaZinus autoinduktorius (signalg
perduodanéius peptidus). Sie peptidai, susidare AgrD ekspresijos metu, kaupiasi ir suaktyvina
sistemos genus. Autoindukuojantis peptidas laikomas potencialiu taikiniu terapinéms intervencijoms

siekiant sutrikdyti biopléveliy formavimasi (Qi Peng ir kt., 2022).



Brendimas ir proliferacija Atsiskyrimas
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<> Pristvirtinimg skatinantys faktoriai: PIA, eDNR, baltymai

<> Atsiskyrimg skatinantys faktoriai: nukleazés, proteazés, PSM

1 pav. S. aureus bioplévelés formavimosi etapai. Pirmame bioplévelés formavimosi etape
planktoninés (laisvai plaukiojancios) bakterijos prisitvirtina prie pavirSiaus naudodamos pavirsiuje
esanCius baltymus. Po prisitvirtinimo lastelés palaipsniui telkiasi j grupes ir pradeda gaminti
ekstralgsteling matricg, taip formuodamos mikrokolonijas. Lasteléms dalijantis, palaipsniui
susiformuoja brandi bioplévelé. Galiausiai, atsiskyrimo etape, tokie fermentai kaip proteazés,
nukleazés ir fenolyje tirptis modulinai (PSM) skatina bioplévelés atsiskyrima, leidziant bakterijoms
atsiskirti nuo bioplévelés, grizti | planktonine biiseng ir kolonizuoti naujas ekologines niSas. PIA -
tarplastelinés adhezijos polisacharidas; eDNR — ekstralgsteliné DNR. (Qi Peng ir kt., 2023).

1.3.3 Su biopléveliy formavimu susije genai

MRSA atveju biopléveliy formavimg daugiausia reguliuoja 10 geny: tarplastelinés adhezijos
(icaA, B, C, D ir R) genai, klampumo faktoriy (CIfA ir clfB) genai, elasting surisané¢io baltymo (ebps)
genas, lamining suri§andio baltymo (eno) ir kolageng suriandio baltymo (cna) genai. Sie genai
koduoja jvairius pavirSiaus baltymus, kurie lemia Staphylococcus aureus prisitvirtinimg prie
Seimininko, kolonizacija, bioplévelés formavimg ir bendrai virulentiSkumg. cna genas koduoja
kolageng suriSancius baltymus, skatinanius pavirSiaus adhezija, o icaABCD genai — Iasteliy
tarpusavio sukibimg. CIfA ir clfB genai koduoja baltymus, jungiancius bakterijas prie Seimininko
fibrinogeno, taip palengvindami kolonizacija, bioplévelés susidaryma ir virulentiskuma (Khadijeh
Bamneshin ir kt., 2024; Muhammad Idrees ir kt., 2021; ). ebps ir eno genai koduoja elasting ir
lamining suriSancius baltymus, skatinancius prisitvirtinimg prie Seimininko audiniy ir bioplévelés
formavimasi. Be visy $iy pagrindiniy su biopléveliy formavimy susijusiy geny yra dar keli papildomi
genai, kurie nepriklausomai nuo ica operono gali lemti tarplasteling adhezija. Tai tokie pavirSiaus
baltymus koduojantys genai kaip bap, sasG, sasC (Qi Peng ir kt., 2022).

Bap yra pavirsiaus baltymas, turintis LPXTG motyva, kuris atsakingas uz nepriklausoma nuo
ica operono, t.y. nepriklausomg nuo ekstralgsteling matrica sudarancio polisacharido (PIA),
bioplévelés formavimasi MRSA. Bap, koduojamas bap geno, dalyvauja bakterijy prisitvirtinime prie

negyvy pavirsiy, tarplgstelingje adhezijoje ir bioplévelés formavime. Apibendrinant, Bap atlieka



dvejopa funkcija: tarpininkauja bakterijy tarpusavio sgveikose bei bakterijy ir Seimininko sgveikoms.
Vis délto molekuliniai mechanizmai, kuriais Bap atlieka $ias funkcijas, ir konkrec¢ios baltymo sritys,
atsakingos uz kiekvieng i$ Siy procesy, vis dar néra istirtos. Nuo Bap atradimo dauguma tyrimy buvo
skirti iStirti, kaip Sis baltymas skatina adhezija ir bioplévelés vystymasi. Nustatyta, Bap sukeltas
bioplévelés formavimasis vyksta reaguojant j aplinkos signalus (Sudhir K. Shukla ir kt., 2022; Jaione
Valle ir kt., 2020).

3 lentelé. Staphylococcus aureus bioplévelés formavime dalyvaujantys genai ir jy koduojami
baltymai (Qi Peng ir kt., 2023)

Su biopléveliy Koduojamas baltymas Funkcija

formavimy susije

genai

icaA N-acetilgliukozaminiltransferazé Sintetina N-

(IcaA) acetilgliukozamino
oligomerus, svarbi PIA
sintezei ir bioplévelés

formavimui

icaB Deacetilazé (IcaB) Deacetilina poli-N-
acetilgliukozamino
molekules, leidzia polimerui
prisitvirtinti prie lastelés
pavirSiaus, skatina

bioplévelés formavimasi

icaC Transferazé (IcaC) Perkelia sintetintus
polisacharidus ] iSorinj

lastelés pavirsiy

icaD Baltymo IcaA kofaktorius (IcaD) | Sustiprina IcaA aktyvumag

polisacharidy sintezéje

icaR Neigiamas reguliatorius (IcaR) Slopina ica operono veiklg ir

PIA gamyba

clfA, clfB Sukibimo faktorius A, B (CIfA, | Jungiasi prie fibrinogeno,
CIfB) skatina Seimininko audiniy

kolonizacija

ebps Elasting surisantis baltymas (EbpS) | Palengvina prisitvirtinimg

prie elastino turin¢iy audiniy




3 lentelés tesinys. Staphylococcus aureus bioplévelés formavime dalyvaujantys genai ir jy koduojami
baltymai (Qi Peng ir kt., 2023)

Su biopléveliy Koduojamas baltymas Funkcija

formavimy susije

genai

eno Lamining suriSantis baltymas (Eno) | Skatina prisitvirtinimag prie
Seimininko laminino

cna Kolageng surisantis baltymas (Cna) | Skatina prisitvirtinimg prie
kolageno turin¢iy audiniy

bap Su bioplévele susijgs baltymas | Dalyvauja bakterijy

(Bap) prisitvirtinime prie negyvy
pavirs$iy, tarplastelinéje
adhezijoje ir bioplévelés

formavime.




2. MEDZIAGOS IR METODALI

2.1. Darbe naudotos medziagos ir reagentai

Darbe naudotos medziagos MRSA izoliaty auginimui:

Komerciné Brain Heart Infusion (BHI) Agar terpé

Darbe naudoti reagentai ir medziagos polimerazés grandininei reakcijai (PGR) ir elektroforezei:

DNR fragmenty ilgio standartas GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific);
DNR fragmenty ilgio standartas GeneRuler 100bp Plus DNA Ladder (Thermo Fisher
Scientific);

50x TAE buferis (Thermo Fisher Scientific)

DreamTagq™ Green PCR Master Mix (2X) (Thermo Fisher Scientific);

Etidzio bromidas ( ROTH, Vokietija);

Agarozé (Lonza, Sveicarija)

Genominé DNR (isskirta i§ S. aureus izoliaty)

Darbe tirty geny (nuc, mecA, mecC, lukS/F-PV, tsst, icaA, icaB, icaC, icaD, icaR, eta, etb,
spa, fnbA, fnbB, bap, clfA, clfB, ebpS, cna, sea, sec, seb, sed, see) pradmenys (NorthSpeed
Biotech, Lietuva) (4 lentelé).

Distiliuotas dejonizuotas vanduo (dH=0) (Thermo Fisher Scientific)

Darbe naudoti reagentai ir medziagos kiekybiniam MRSA biopléveliy aktyvumo nustatymui:

Skysta terpé Luria-Bertani (LB) (Roth, VVokietija) su 0.5 proc. gliukozés
Etanolis 96 proc. (Honeywell, Vokietija)

1 proc. kristalo violeto tirpalas (Merck KGaA, Vokietija)

Teigiama kontrolé S. aureus ATCC 25923

Darbe naudotos terpés fenotipiniam MRSA virulentiSkumo nustatymui:

Komerciné Gelatin Agar (Roth, Vokietija) terpé

Chrome azurol S (CAS) terpé siderofory nustatymui gaminta pagal Louden ir kt. (2011) ir Liu
ir kt. (2024) aruo$imui naudota: Mélynas dazas (Chrome Azurol S (CAS) (AppliChem,
Vokietija), gelezies(lll) chlorido heksahidratas (AppliChem, Vokietija, HDTMA
(heksadeciltrimetilamonio bromidas) (Fisher Scientific, Vokietija), distiliuotas vanduo),
Minimalios terpés 9 koncentratas (KH:POs (kalio divandenilio fosfatas) (AppliChem,
Vokietija), natrio chloridas (AppliChem, Vokietija))), 20 proc. gliukozés (AppliChem,
Vokietija) tirpalas, Kazamino rugsties (MERCK, Vokietija) tirpalas, PIPES (AppliChem,
Vokietija ) buferis, Agaras (Agar-Agar) (Roth, VVokietija).



Brain-Heart Broth (LABM, Jungtiné Karalysté) terpé su 1,5 proc. nugriebto pieno milteliais
(Roth, Vokietija)

Nutrient Agar (OXOID, Jungtiné Karalysté) terpé su 1 proc. tributirino (Fisher Scientific,
Vokietija)

2.2. Darbe naudota jranga

e Staliné centrifuga ,,Eppendorf (Vokietija)

o Elektroforezés aparatas ,,Sub-Cell GT*

e Transiliuminatorius ,,Gel DocDNr (Minibis Pro)*

e Termostatas ,,Binder* (Vokietija)

e Il saugos klasés laminariniai boksai ,,Thermo Fisher Scientific, Scanlaf Mars* (JAV, Danija)

e Optinio tankio matuoklis ,,Biochrom CO8000* (Jungtiné Karalyst¢)

e Mikroploksteliy skaitytuvas ,, Thermo Fisher Scientific Varioskan Flash* (JAV)

e Elektroninés svarstyklés

e Mikrobangy krosnelé (Samsung);

2.3. Darbe naudoti bakterijy izoliatai

Tyrime buvo naudoti MRSA izoliatai gauti i§ dviejy Vilniaus miesto ligoniniy. MRSA izoliatai

buvo iSskirti i§ hospitalizuoty pacienty klinikiniy méginiy. S. aureus fenotipinj apibtidinima ir atranka

pagal atsparuma meticilinui atliko ligoninés personalas. ISskirty klinikiniy izoliaty atsparumas

meticilinui buvo iStirtas taikant disky difuzijos metoda.

2.4. Polimerazés grandininei reakcijai (PGR) naudoti pradmenys

Darbe PGR naudoti oligonukleotidy pradmenys buvo pasirinkti remiantis literattiros Saltiniais.

Informacija apie pradmenis pateikta 4-toje lenteléje.

4 lentelé. Darbe naudoty pradmeny sekos.

Pradmuo Pradmens seka (5°-3’) PGR Literatiiros Saltinis
produkto
dydis, bp
nuc — F GCGATTGATGGTGATACGGTT 278 Javed ir kt., 2023
nuc —R AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAG
C
mecA - F GTGGAAGTTAGATTGGGATCATA | 544 Noguchi ir kt., 2006
GC
mecA - R GTCAACGATTGTGACACGATAGC




4 lentelés tesinys.

Darbe naudoty pradmeny sekos.

Pradmuo Pradmens seka (5°-3°) PGR Literatiiros Saltinis
produkto
dydis, bp
mecC — F GCTCCTAATGCTAATGCA 304 Cuny ir kt., 2011
mecC — R TAGCAATAATGACTACC
IuKS/F-PV - F | ATCATTAGGTAAAATGTCTGGAC | 1930 Lina ir kt., 1999
ATGATCCA
IukS/F-PV -R | GCATCAASTGTATTGGATAGCAA
AAGC
tsst — F ATGGCAGCATCAGCTTGATA 350 (505, | Bertelloni ir kt.,
tsst - R TTTCCAATAACCACCCGT TT 731) 2015
icaA - F TCT CTT GCA GGA GCA ATC AA 188 (268,
icaA - R TCA GGC ACT AAC ATC CAG CA 879)
icaB - F TTGCCTGTAAGCACACTGGA 735 Aniba ir kt., 2024
icaB - R GGAGTTCGGAGTGACTGCTT
icaC - F CTTGGGTATTTGCACGCATT 209 Mahmood ir kt.,
icaC - R GCAATATCATGCCGACACCT 2022
icaD - F ATGGTCAAGCCCAGACAGAG 198 Bertelloni ir kt.,
icaD — R CGTGTTTTCAACATTTAATGC AA 2015
icaR - F TTCCAGAAAATTCCTCAGGCG 735 Aniba ir kt., 2024
icaR — R TCAGAGAAGGGGTATGACGG
eta—F ATATCAACGTGAGGGCTCTAGTA | 1155 Noguchi ir kt., 2006
C
eta— R ATGCAGTCAGCTTCTTACTGCTA
etb-F CACACATTACGGATAATGCAAG 604 (183)
etb—R TCAACCGAATAGAGTGAACTTAT
CT
spa—F CAAGCACCAAAAGAGGAA dydis Bhati ir kt., 2016
spa—R CACCAGGTTTAACGACAT varijuoja
(polimorfizm
as)
fnbA — F ACGCTCAAGGCGACGGCAAAG 191 Aniba ir kt., 2024
fnbA - R ACCTTCTGCATGACCTTCTGCACC
fnbB — F ACGCTCAAGGCGACGGCAAAG 197
fnbB — R ACGCTCAAGGCGACGGCAAAG
bap - F CCCTATATCGAAGGTGTAGAATT |971
G
bap - R GCTGTTGAAGTTAATACTGTACCT
GC
clfA-F CCGGATCCGTAGCTGCAGATGCA | 1000
CcC
clfA-R GCTCTAGATCACTCATCAGGTTGT
TCAGG
clfB-F AACTCCAGGGCCGCCGGTTG 159 Mahmood ir kt.,
clfB-R CCTGAGTCGCTGTCTGAGCCTGA 2022
G
ebps — F CAATCGATAGACACAAATTC 526 Atiyah ir kt., 2019
ebps —R CAGTTACATCATCATGTTTA




4 lentelés tesinys. Darbe naudoty pradmeny sekos.

Pradmuo Pradmens seka (5°-3°) PGR Literatiiros Saltinis
produkto
dydis, bp
cha—F AAAGCGTTGCCTAGTGGAGA 192 Zmantar ir kt., 2008
cna—R AGTGCCTTCCCAAACCTTTT
sea—F GGTTATCAATGTGCGGGTGG 102 (445) Javed ir kt., 2023
sea—R CGGCACTTTTTTCTCTTCGG
sec—F AGATGAAGTAGTTGATGTGTATG | 451 (798,
G 862)
sec—R CACACTTTTAGAATCAACCG
seb— F ACATGATGCCTGCACCAGGAGA 406 (798,
seb - R AGGTTTGACGCAAATGATGCATG | 399, 821)
G
sed—F GAATTAAGTAGTACCGCGCTAAA | 492 (301)
TAATATG
sed —R CTGTATTTTTCCTCCGAGAGT
see — F AGGTTTTTTCACAGGTCATCC 209 (774)
see — R CTTTTTTTTCTTCGGTCAATC

2.5. Bendra tyrimo eiga ir vykdymo etapai

Tyrimas atliktas 2024 m. sausio mén. - 2025 m. geguzés mén. Vilniaus universiteto Gyvybés
moksly centro (VU GMC) Biomoksly instituto Prokarioty molekulinés mikrobiologijos ir
taksonomijos laboratorijoje ir Vilniaus universiteto Medicinos fakulteto (VU MF) Biomedicinos
moksly institute bendradarbiaujant su VU MF mokslininkais.

Tyrimas buvo atliekamas keliais etapais. S. aureus kultivavimas, genominés DNR i$skyrimas,
fenotipinis virulentiSkumo faktoriy nustatymas ir biopléveliy formavimo kiekybinis jvertinimas buvo
vykdomi VU MF Biomedicinos moksly institute, o geny nustatymas ir selektyviy terpiy paruosimas
atlikti VU GMC Biomoksly instituto Prokarioty molekulinés mikrobiologijos ir taksonomijos
laboratorijoje.

Darbe naudoti klinikiniai izoliatai buvo renkami nuo 2024 m. sausio 1 d. iki 2024 m. lapkric¢io
30 d. i$ dviejy Vilniaus miesto ligoniniy. IS viso per §j laikotarpj buvo surinkti 95 klinikiniai MRSA
izoliatai. Visi surinkti klinikiniai izoliatai buvo saugomi Vilniaus universiteto Medicinos fakulteto
Biomedicinos moksly institute -70 °C temperatiiroje.

Tyrimo eiga, vykdyti etapai ir naudoti metodai pavaizduoti bendroje tyrimo atlikimo schemoje
1 pav. Pries kiekvieng tyrimo etapa bakterijos kultivuotos BHI agare aerobinémis salygomis

termostate 24 val. 35 + 1 °C temperatiiroje.
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2 pav. Bendra tyrimo atlikimo schema.

2.6. MRSA identifikavimas

I$ ligoniniy gauti fenotipiskai ir disky difuzijos metodu patvirtinti MRSA izoliatai pakartotinai

buvo identifikuoti molekuliniais metodais nustatant nuc ir mecA genus. Genai nustatyti atliekant

PGR. Geny nustatymui PGR metodu buvo isskirtas bakterijy DNR.

1)

2)

3)

4)

5)
6)

7)

MRSA lizaty paruoSimas:

-70 °C temperaturoje saugoti klinikiniai izoliatai buvo i$séti ir kultivuojami BHI agare (24
val., 35 + 1 °C temperataroje).

I sterilius 1,5 ml Eppendorf mégintuvélius jpilta 500 pL sterilaus dejonizuoto vandens;
Plastikine 1 pL sterilia kilpele nukabintos vidutiniskai 3—4 bakterijy kolonijos, uzaugusios
neselektyvioje terpéje (BHI agare) ir suspenduotos paruoStuose Eppendorf mégintuvéliuose
su dejonizuotu vandeniu;

Meégintuvéliai su bakterijy kultlira sumaiSyti maiSykle iki tolygaus bakterijy pasiskirstymo
dejonizuotame vandenyje, kol nesimaté terpes elementy;

Mégintuvéliai sustatyti ] kar§¢iui atspary stova;

Mégintuvéliai su bakterijy kulttira buvo kaitinami 96 °C 10 min., o véliau atvésinti kambario
temperatiiroje;

Lizatai centrifuguoti 10 min., 10 000 aps./min. greiiu;



8) Po centrifugavimo j naujus sterilius Eppendorf mégintuvélius perpilta virSutiné skaidri lizato
dalis (supernatantas), o mégintuvéliuose likusios nuosédos buvo tinkamai utilizuotos.
9) Meégintuvéliai su paruostais supernatantais buvo uzsaldyti -20 °C temperatiiroje ir taip laikyti
iki tyrimo.
25 uL PGR reakcijos misinj sudaré: DreamTaq Green PCR Master Mix (2x), dejonizuotas
vanduo, 1 pL kiekvieno pradmens ir 1 pL izoliato genominés DNR. PGR reakcijy salygos parinktos
remiantis remiantis Javed ir kt. (2023) bei Noguchi ir kt. (2006) darbais ir nurodytos 5-toje lenteléje.

5 lentelé. PGR reakcijy etapai ir sglygos

Genai | Pradiné Denatiiracija | Pradmeny Sintezé Galutiné Cikly
denatiiracija prisijungimas sintezé skailius*
nuc 94°C,3min. | 94°C,90sek. | 55°C,2min. |72°C, 90| 72°C, 3130
sek. min.
mecA | 95°C,3min | 95°C, 30sek. | 58°C,30sek. | 72°C, 30| 72°C, 3125
sek. min.

*Cikly skai¢ius aktualus tik Siems etapams: denatiiracija, pradmeny prisijungimas, sintezé.

PGR produkty aptikimas ir vizualizavimas atliktas horizontalios elektroforezes 1 proc. agarozés
gelyje. I gelio Sulinélius suleista 10 ul PGR produkto. Elektroforezé atlikta naudojant 120 V srove
elektroforezés aparate ,,Sub-Cell GT“ (BIO-RAD, JAV) 1,5 val. PGR amplifikuotas produktas
vizualizuotas apsvieciant gelj 302 nm bangos ilgio ultravioletiniais spinduliais transiliuminatoriuje
,Gel DocDNr (Minibis Pro)“. Elektroforezés rezultatai buvo vertinami remiantis literatiiros
Saltiniuose nurodytais amplifikuoty produkty dydziais, naudojant komercinius molekulinés mases

zymenis (GeneRuler 100 bp ir 1 Kb Ladder).
2.7. Fenotipinis virulentiSkumo faktoriy nustatymas

1) Siderofory gamybos jvertinimas:

Siderofory gamybai vertinti buvo taikytas spalvinis Chrome Azurol S (CAS) testas, paruoSiant
specialig indikacing terpe remiantis literatiroje pateiktomis metodikomis (Louden ir kt., 2011; Liu ir
kt., 2024). Bakterijy kultiiros buvo kultivuojamos CAS agaro terpéje ir inkubuojamos 37 °C
temperatiiroje 24 valandas. Apie teigiamg siderofory gamybag rodé geltony aureoliy susidarymas
aplink kolonijas.

CAS agaro terpés paruoSimui buvo reikalingi mélynas dazas, minimalio terpés koncentratas ir
kiti komponentai.

Meélyno dazo (Blue Dye) paruosimui buvo parengti trys atskiri tirpalai:

e Tirpalas I: 0,06 g Chrome Azurol S (CAS) istirpinta 50 mL dH-O;
e Tirpalas II: 0,0027 g FeCls-6H-O istirpinta 10 mL dH-O;



e Tirpalas Ill: 0,073 g HDTMA istirpinta 40 mL dH-O.
Tirpalas I buvo sumaiSytas su 9 mL tirpalo II, tuomet  ji buvo létai supiltas tirpalas III. MiSinys
nusidazé mélynai ir buvo sterilizuotas autoklave bei laikytas plastikiniame butelyje iki
naudojimo.
Minimalios terpés (MM9) ir kity komponenty paruoSimas:
e« MM9 koncentratas: 15 g KH2PO4, 25 g NaCl ir 50 g NH4Cl istirpinti 500 mL dH-O ir
sterilizuoti autoklave.
e 20 proc. gliukozés tirpalas: 20 g gliukozés istirpinta 100 mL dH-0O, autoklavuoti.
o Kazamino riigsties tirpalas: 3 g casamino rigsties iStirpinta 27 mL dH-O, autoklavuota.
CAS agaro terpés paruoSimas:
I 375 mL dH:0 buvo jpilta 50 mL sterilizuoto MM9 koncentrato. Misinio pH sureguliuotas iki
6,0, po to i létai maiSomga tirpalg buvo jberta 16,12 g PIPES buferio. Pamazu pH pakeltas iki 6,8
(nevir$ijant Sios ribos). ] misinj buvo jberta 7,5 g agaro (nepilnai istirpintas), kuris véliau sterilizuotas
autoklave. Po autoklavavimo, sustingusi terpé istirpinta mikrobangy krosneléje, atvésinta iki ~50 °C,
ir i ja ipilta 15 mL kazamino ragsties tirpalo bei 5 mL 20 proc. gliukozés tirpalo. Galiausiai, létai
maiSant, buvo supilta 50 mL Blue Dye dazo palei indo sienelg. Paruosta terpé supilstyta j Petri
leksteles

2) Proteazés aktyvumo jvertinimas:

Proteazés aktyvumas buvo jvertintas taikant kazeino hidrolizés testa, remiantis Gundogan ir kt.
(2013) ir Hashem ir kt. (2021) metodikomis. Klinikiniai MRSA izoliatai buvo paséti ant maistinés
agaro (NA, Oxoid) terpés, papildytos 1,5 proc. nugriebto pieno milteliais. Lékstelés inkubuotos 37
°C temperattroje 24 val. Skaidrios zonos aplink kolonijas rodé teigiamg proteazes aktyvuma.

3) Zelatinazés aktyvumo jvertinimas:

Zelatinazés aktyvumas buvo nustatytas remiantis Chaudhari ir kt. (2022) ir Hashem ir kt. (2021)
darbuose pateiktais metodais. | agaro terpe su zelatina (paruosta pagal gamintojo nurodymus, Roth,
aerobingje aplinkoje. Po inkubacijos 1¢kStelés 1 val. buvo laikytos 2—8 °C temperatiiroje, o véliau
uzlasintas 4,1 M amonio sulfato tirpalas. Skaidri zona aplink kolonijas rodé Zelatinos hidrolizg.

4) Lipazés aktyvumo jvertinimas

MRSA lipazés aktyvumas buvo jvertintas taikant tributirino agaro testa pagal Saising ir kt.
(2012). Pagal gamintojo nurodymus buvo paruostas maistinis agaras (NA, Oxoid), papildytas 1 proc.
tributirino (Fisher Scientific, Vokietija), ir j ji paséti klinikiniai MRSA izoliatai. Kultiiros inkubuotos
37 °C temperatiiroje 24 val. Skaidriy zony susidarymas aplink kolonijas rodé¢ teigiama lipazés

aktyvuma Vertinimas atliktas remiantis MsangoSoko ir kt., (2022).



2.8. VirulentiSkumo geny nustatymas

Patogenezés mechanizmus koduojanciy geny ir su biopléveliy formavimy susijusiy geny
nustatymas atliktas tik molekuliniais metodais patvirtintuose MRSA Klinikiniuose izoliatuose (t. y.
izoliatai, kuriuose buvo nustatyti nuc ir mecA genai). IS viso buvo nustatomi ir analizuoti 22 MRSA
virulentiSkumo genai: lUKS/F-PV, tsst, icaA, icaB, icaC, icaD, icaR, eta, etb, spa, fnbA, fnbB, bap,

clfA, cIfB, ebpS, cna, sea, sec, seb, sed, see. PGR reakcijy salygos parinktos remiantis literatiiros

Saltiniais. PGR reakcijy etapai ir saglygos nurodyti 6-toje lenteléje.

6 lentelé. MRSA virulentiSkumo geny PGR reakcijy etapai ir saglygos

Genai | Pradiné Denatiiracija | Pradmeny Sintezé Galutiné Cikly
denatiiracija prisijungimas sintezé skaitius*
IukS/F- | 94 °C,5min | 94 °C, 90 sek. | 55°C, 30 sek. | 72°C, 60 72°C, 3 30
PV sek. min.
tsst 94°C,5min [ 94°C,2min. |55°C,2min. | 72°C, 60 72°C, 3 29
sek. min.
icaA 94 °C, 5 min. | 94 °C, 30 sek. | 55,5°C, 30 72 °C, 30 72 °C, 60 30
sek. sek. sek.
icaB 94 °C, 5 min. | 94 °C, 30 sek. | 55,5 °C, 30 72°C, 30 72 °C, 60 30
sek. sek. sek.
icaC 94 °C, 5 min. | 94 °C, 30 sek. | 55,5°C, 30 72°C, 30 72 °C, 60 30
sek. sek. sek.
icaD 94 °C, 5 min. | 94 °C, 30 sek. | 55,5°C, 30 72°C, 30 72 °C, 60 30
sek. sek. sek.
icaR 95 °C, 1 min. | 94 °C, 60 sek. | 54 °C, 60 sek. | 72 °C, 30 72°C, 10 35
sek. min.
eta 94°C,5min | 95°C, 30sek. | 52°C, 30 sek. | 72°C, 90 72°C, 2 25
sek. min.
eth 94°C,5min | 95°C, 30sek. | 52°C, 30sek. | 72°C, 90 72°C, 2 25
sek. min.
spa 94°C,5min | 94°C, 60 sek. | 55°C, 60 sek. | 70 °C, 60 72°C, 5 34
sek. min.
fnbA 94 °C, 4 min. | 94 °C, 45 sek. | 58 °C, 40 sek. | 72 °C, 40 72°C, 5 30
sek. min.
fnbB 94 °C, 4 min. | 94 °C, 45 sek. | 58 °C, 60 sek. | 72 °C, 40 72°C, 5 30
sek. min.
bap 94 °C, 4 min. | 94 °C, 45 sek. | 58 °C, 40 sek. | 72 °C, 40 72°C, 5 30
sek. min.
clfA 94 °C, 4 min. | 94 °C, 45 sek. | 58 °C, 60 sek. | 72 °C, 40 72°C, 5 30
sek. min.
clfB 94 °C, 5 min. | 94 °C, 30 sek. | 55,5°C, 30 72 °C, 30 72°C, 1 30
sek. sek. min.
ebpS 94 °C, 5 min. | 94 °C, 60 sek. | 50°C, 60 sek. | 72 °C, 60 72°C, 2 30
sek. min.
cna 94 °C, 5 min. | 94 °C, 30 sek. | 55,5°C, 30 72°C, 30 72°C, 1 30
sek. sek. min.

*Cikly skaic¢ius aktualus tik Siems etapams: denatiiracija, pradmeny prisijungimas, sinteze.




6 lentelés tesinys. MRSA virulentiskumo geny PGR reakcijy etapai ir salygos

Genai | Pradiné Denatiiracija | Pradmeny Sintezé Galutiné Cikly
denatiiracija prisijungimas sintezé skaicius*
sea 94 °C, 2min. | 94°C, 25sek. | 54°C,2 min. | 72°C, 40 72°C, 6 30
sek. min.
sec 94 °C,2min. | 94°C, 25sek. | 54°C,2 min. | 72°C, 40 72°C, 6 30
sek. min.
seb 94°C, 10 94°C,5min. | 58°C, 1 min. |72°C,1 72°C, 10 35
min. min. min.
sed 95°C, 5min. | 95°C, 30 sek. | 55 °C, 30 sek. | 72 °C, 60 72°C, 10 35
sek. min.
see 95°C, 5min. | 94°C, 60sek. | 50°C, 1 min. | 72°C, 60 72°C, 5 30
sek. min.
mecC | 95°C, 2 min. | 94 °C, 30 sek. | 50°C, 30 sek. | 72°C, 30 72°C, 4 30
sek. min.

*Cikly skaicius aktualus tik Siems etapams: denatiiracija, pradmeny prisijungimas, sintezé.

PGR misinio sudétis ir DNR produkty frakcionavimo gelyje procesas anks¢iau apraSytas Siame
darbe 2.6. MRSA identifikavimas skyriuje.

2.9. MRSA biopléveliy formavimo kiekybinis jvertinimas

MRSA gebé¢jimas formuoti biopléveles buvo jvertintas taikant kolorimetrinj metoda, pagrista
kristalvioleto dazymu ir optinio tankio (OT) matavimu mikroploksteliy spektrofotometru. Tyrimas
atliktas naudojant 96-iy Sulineliy mikroploksteles, remiantis Christensen ir kt. (1985), Adilson
Oliveira ir kt., (2010) bei Ghazvinian ir kt. (2024) metodais.

MRSA klinikiniy izoliaty bakterijy kultiiros buvo kultivuojamos skystoje LB terpéje
papildytoje 0,5 proc. gliukozés 2 ml tiirio mégintuvélyje 37 °C temperatiiroje 24 val. aerobinémis
salygomis be maiSymo. | kiekvieng mikroplokstelés Sulinélj buvo jpilta 20 puL inkubuoty bakterijy
kultaros bei pridéta 180 uL LB skystos terpés. Tyrimai atlikti tris kartus kiekvienam izoliatui. Kaip
neigiamas kontrolinis éminys naudota neinokuliuota LB skysta terpé su 0,5 proc. gliukozés, o kaip
teigiamas kontrolinis kamienas — S. aureus ATCC 25923. Inkubacija mikroplokstelése atlikta 37 °C
temperatiiroje 24 val. aerobinémis saglygomis be maiSymo. Po 24 val. inkubacijos, ploksteliy Sulinéliy
turinys buvo i8piltas, o Sulinéliai praskalauti tris kartus 200 pL distiliuotu vandeniu siekiant paSalinti
planktonines ir silpnai prisitvirtinusias bakterijas. Mikroplokstelés buvo dziovinamos kambario
temperatiiroje, apverstos ant vienkartinio popierinio rank§luoscio, mazdaug 1 valanda.

Sulinéliy dugne susidariusi bioplévelé buvo fiksuojama 96 proc. etanoliu (200 uL j kiekviena
Sulin¢lj) 5 minutéms. Po fiksacijos etanolis buvo iSpiltas ir plokStelé buvo iSdZiovinta ore.
Uzfiksuotos mikroploksteliy $linéliy dugne bioplévelés dazytos 1 proc. kristalvioletiniu tirpalu 10

minuciy. Perteklinis dazas buvo pasalintas tris kartus plaunant 200 pL distiliuotu vandeniu, o



plokstelés dziovintos 1 val. Biopléveléje susikaupgs kristalvioletinis dazas buvo iStirpintas
kiekviename Sulinélyje jpilant po 200 pL 96 proc. etanolio. Optinis tankis buvo matuojamas
spektrofotometru 580 nm bangos ilgio diapazone (OTsgo). Matavimai buvo atlikti tris kartus.

OTsgo duomenys buvo analizuojami skaiciuojant kiekvieno méginio ir neigiamos kontrolés
vidurkius bei medianas pagal Stepanovi¢ S ir kt. (2000) aprasytg formule. Gauti OTsso vidurkiai buvo
naudojami kaip pagrindinis kriterijus bioplévelés formavimo geb¢jimui vertinti, kadangi vidurkis
tiksliau atspindéjo rezultaty pasiskirstyma. Remiantis neigiamos kontrolés optinio tankio vidurkiu ir
jo trijy standartiniy nuokrypiy verte (OTKsgo), izoliatai buvo suskirstyti j keturias grupes pagal
gebé¢jimg formuoti biopléveles.

o Neformuojantys biopléveliy: OTsgo < OTKsgo

o Silpnai biopléveles formuojantys: OTKsgo < OTsgo < 2x OTKsgg

e Vidutiniskai bioplévelés formuojantys: 2x OTKsgo < OTsgo < 4% OTKsgo
o Stipriai biopléveles formuojantys: OTsgo > 4x OTKsgo

2.10. Statistiné analizé

Statistinei duomeny analizei buvo naudotas programinis statistiniy duomeny paketas R
Commander 4.4.1. Kategoriniai duomenys apibtidinti dazniais — absoliuciais skaiCiais Ir procentais.
Kokybiniy duomeny skirtumy statistiniam reikSmingumui jvertinti taikytas Pirsono > kriterijus, o
tais atvejais, kai bent vienas tikétinas daznis dazniy lentel¢je buvo mazesnis nei 5, naudotas FiSerio
tikslusis kriterijus. Koreliaciniams rysiams tarp kintamyjy nustatyti buvo taikyta Pirsono koreliacijos
analizé. Rezultaty skirtumas laikytas statistiskai reik§mingu, kai p < 0,05. Atliekant daugkartinius
palyginimus, p reik§més buvo koreguotos naudojant Holm’o metods, siekiant sumazinti klaidingai
teigiamy rezultaty tikimybe. Duomeny vizualizacija atlikta naudojant R Commander ir Microsoft

Excel programas.



3. REZULTATAI

3.1. Tiriamy MRSA kamieny bendra charakteristika

izoliatai buvo identifkuoti kaip S. aureus. Penki (5,26 proc.) klinikiniai izoliatai neturéjo atsparumag
meticilinui koduojancio geno mecA. Visiems izoliatams papildomai buvo nustatomas alternatyvus
atsparumg meticilinui koduojantis genas mecC, taciau nei viename tirtame izoliate Sis genas nebuvo
aptiktas. Toliau analizuojami buvo tik nuc ir mecA teigiami izoliatai, identifikuoti kaip MRSA, taigi
i§ viso ] tolimesng analiz¢ buvo jtraukti 90 klinikiniy S. aureus izoliatai.

Apskaic¢iuota MRSA biopléveliy vidutiné OTsgo reik§mé buvo 0,62 + 0,31, OTKsgo reiksmeé
(97,8 proc). Pusé izoliaty biopléveles formavo vidutiniskai (51,1 proc.), Siek tiek mazesné dalis
izoliaty biopléveles formavo silpnai (42,2 proc.). Tik labai nedidel¢ dalis izoliaty buvo stipriai
bioplévelg formuojantys (4,4 proc.) ir vos 2,2 proc. visai neformavo biopléveliy (3 pav.). Analizuojant
tyrimo duomenis pagal biopléveliy formavimo gebé&jima, stipriai formuojanciy ir neformuojanciy

MRSA klinikiniy izoliaty duomenys nebuvo jtraukti dél per mazos izoliaty imties.

2,2 4,4

42,2

B Stiprus W VidutiniSkas ® Silpnas Neformuoja

3 pav. Tirty MRSA klinikiniy izoliaty pasiskirstymas pagal geb¢jimg formuoti biopléveles (proc.).

Duomenys apie pacientus, klinikiniy infekcijy iSraiska ir klinikiniy éminj kilme nebuvo pateikti

ligoniniy ir Siame tyrime nebuvo analizuojami.



3.2. Genetiniy patogenezés mechanizmy ir biopléveliy formavimo faktoriy paplitimas

klinikiniuose MRSA izoliatuose

3.2.1. Patogenezés mechanizmus koduojanciy geny paplitimas klinikiniuose MRSA izoliatuose

Tyrimo metu buvo istirti 9 MRSA toksinus koduojantys genai: lUKS/F-PV, tsst, eta, etb, sea,
sec, seb, sed, see.

Tyrimo duomenimis, dauguma MRSA klinikiniy izoliaty tur¢jo tik 1 18 9 tirty geny, kas sudaré
vos 10,6 proc. visy tirty patogenezeés mechanizmus koduojanciy geny. Mazas Siy geny paplitimas
rodé jy ribotg pasiskirstyma tirtuose méginiuose. PVL toksing koduojantis genas (lukS/F-PV) buvo
labiausiai paplites tarp tirty izoliaty (78,9 proc.). Eneterotoksiny genai (Seb, sec, sed, see), kaip ir TSS
toksing koduojantis genas (tsst), nustatyti tik pavieniais atvejais, jy paplitimas sieké nuo 2,2 proc. iki
4.4 proc (4 pav.). Eksfoliacinius toksinus koduojantys genai (eta, etb) bei enterotoksing koduojantis

genas sea nebuvo aptikti nei viename izoliate.
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4 pav. Patogenezés mechanizmus koduojanéiy geny paplitimas tirtuose MRSA klinikiniuose

izoliatuose

Nors 82,2 proc. tirty izoliaty turéjo bent vieng patogenezés mechanizmus koduojantj gena, geny
kombinacijos nebuvo daznos. Vienas izoliatas (1,1 proc.) turéjo 3 geny kombinacijg (lukS/F-PV, seb,
sec), kas deSimtas izoliatas turéjo dviejy skirtingy geny kombinacijas, o visi like izoliatai (71,1 proc.)
turéjo vos po vieng toksing koduojantj geng.

11,1 proc. tirty izoliaty turéjo bent vieng enterotoksing koduojantj gena: sea, seb, sec, sed, see.
Taciau enterotoksiny kombinacijos irgi nebuvo daznos. Tik du klinikiniai izoliatai turéjo daugiau

negu | enterotoksing koduojantj gena.



3.2.2. Su biopléveliy formavimu susijusiy geny paplitimas

Tyrimo metu buvo jvertintas jvairiy virulentiSkumo geny, susijusiy su biopléveliy formavimu,
paplitimas. Visi tirti genai priskirti Siai grupei buvo tiesiogiai arba netiesiogiai susij¢ su ekstralgsteline
arba tarplasteline adhezija. IS viso buvo istirta 13 skirtingy geny (icaA, icaB, icaC, icaD, icaR, spa,
bap, clfA, clfB, cna, ebps, fnbA, fnbB), palengvinanciy arba skatinan¢iy MRSA adhezija ir biopléveliy
formavima.

Pusés tirty geny paplitimas izoliatuose sieké 73-100 proc. Nustatyta, kad dazniausias genas
buvo spa, aptiktas visuose (100 proc.) klinikiniuose izoliatuose. Kiti daznai nustatyti genai buvo icaR
(96,7 proc.), fnbA (94,4 proc.) clfB (86,5 proc.), icaD (83,3 proc.) ir icaB (78,9 proc.) ir clIfA (73,3
proc.). Keturiy tirty geny (icaC, cna, ebps, fnbB) paplitimas buvo maZesnis ir sieké 11-28 proc., o du

genai (bap, icaA) nebuvo aptikti ne viename tirtame izoliate (5 pav.).
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5 pav. Geny, koduojanciy su bioplévelés formavimu susijusius baltymus, paplitimas tirtuose MRSA

klinikiniuose izoliatuose

Tolimesnei analizei Sie genai buvo suskirstyti i dvi grupes:
e genai, koduojantys tarplastelinés adhezijos baltymus (icaA, icaB, icaC, icaD, icaR, bap, spa)
e genai, koduojantys ekstralgstelinés adhezijos baltymus (CIfA, clfB, cna, ebps, fnbA, fnbB)
Vertinant vidutinj turimy geny skaiciy santykinai nuo visy tirty, ekstralastelinés adhezijos geny
paplitimas buvo reikSmingai didesnis nei tarplastelinés adhezijos geny (49,4 proc. ir 40,8 proc.

atitinkamai, p < 0,05).



Tirtas spa genas pasizyméjo polimorfizmu ir pagal amplifikuoto DNR fragmento dydj buvo
suskirstytas j 3 grupes: < 350 bp, 350 — 400 bp, > 400 bp (6 pav.). Dauguma (81,1 proc.) izoliaty
turéjo spa gena, kurio apmfilikuoto DNR fragmento dydis buvo nuo 350 bp iki 400 bp. 16,7 proc.
izoliaty nustatytas mazesnis nei 350 bp amplifikuoto geno fragmento dydis ir vos dviejuose

izoliatuose (2,2 proc.) nustatytas didesnis nei 400 bp PGR produkto dydis.
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6 pav. PGR metodu nustatytas ir 1 proc. agarozés gelyje vizualizuotas spa genas

Skirtingi izoliatai pasiZzyméjo jvairiu geny rinkiniu. Dazniausiai nustatyti Sesiy geny rinkiniai,
kuriuos turéjo 28,9 proc. izoliaty. AStuoniy geny kombinacijas turéjo 22,2 proc. izoliaty. Tiek
septynis, tiek devynis genus tur¢jo 17,8 proc. tirty izoliaty. DidZiausias nustatytas geny skaicius
viename izoliate buvo 10, taciau tai sudaré tik 3,3 proc. visy atvejy, o maziausias nustatytas geny
skaiCius viename izoliate buvo 4 ir tai sudaré irgi 3,3 proc. visy tirty izoliaty (7 pav.).
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7 pav. Aptikty geny, susijusiy su biopléveliy formavimu, skai¢ius tirtuose klinikiniuose MRSA

izoliatuose



3.2.3. Dazniausios geny kombinacijos klinikiniuose MRSA izoliatuose

Dazniausiai pasitaikiusi geny kombinacija buvo: icaB, icaD, icaR, spa, clfA, clfB, fnbA ir
lukS/F-PV. Tokj geny rinkinj turéjo 17,8 proc. visy tirty izoliaty. Antroji pagal daznj kombinacija
(14,4 proc. ) buvo identiska, taciau neturéjo fnbB geno. Trecia pagal daznumg kombinacija (6,7 proc.)
buvo: icaD, icaR, spa, clfA, clfB, fnbA, IukS/F-PV. Kitos retesnés, bet vis dar pasikartojancios
kombinacijos buvo aptiktos nuo dviejy iki penkiy izoliaty (2,2 —5,6 proc) (8 pav).

icaD, icaR, spa, clfB, fnbA, lukS/F-PV [ 4.4
icaB, icaD, icaR, spa, clfA, clfB, fnbA, fnbB, luks/F-Pv [ 44
icaB, icaR, spa, clfA, clfB, fnbA, luks/F-Pv | 5,6

icaD, icaR, spa, clfA, clfB, fnbA, luks/F-Pv [ 6,7

Geny kombinacijos

icaB, icaD, icaR, spa, clfB, fnbA, lukS/F-Pv [ 144
icaB, icaD, icaR, spa, clfA, clfB, fnbA, luks/F-Pv [N 178
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8 pav. Dazniausios geny kombinacijos tirtuose klinikiniuose MRSA izoliatuose

3.2.3. Patogenezés mechanizmy ir biopléveliy formavimo geny koreliacija klinikiniuose MRSA
izoliatuose

Siame tyrime buvo analizuojama, kaip daznai patogenezés mechanizmus koduojantys genai
pasireiSkia kartu su biopléveliy formavima koduojanciais genais tirtuose klinikiniuose MRSA
izoliatuose. Atlikta statistiné analizé parodé¢, jog toksinus koduojantys genai jvairiai koreliavo tiek
tarpusavyje, tiek su genais, susijusiais su biopléveliy formavimu. PVL toksing koduojantis genas
statistiskai reikSmingai teigiamai koreliavo su fnbA (0,469) ir clfB (0,358) genais (p < 0,05), t.y. esant
PVL toksing koduojan¢iam genui dazniau buvo aptinkami ir fnbA bei clfB genai. Genai fnbA ir clfB
taip pat teigiamai koreliavo tarpusavyje (0,150). ReikSmingos teigiamos koreliacijos pastebétos taip
pat su fnbB genu, kuris tegiamai koreliavo su sec genu. Nors teigiamos koreliacijos buvo aptiktos
dazniau, kai kurie genai vieni su Kkitais turéjo neigiamas koreliacijas. Pavyzdziui, genas icaC

statistiskai reikSmingai neigiamai koreliavo su clfB genu (-0,355) (p < 0,05) (9 pav.).
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9 pav. Pirsono tiesinés koreliacijos koeficientai tarp tirty geny. *koreliacija statistiskai reikSminga —

p < 0,05; Kai kurioms koreliacijoms apskaiciuoti triiko duomeny (-).

3.3. Ry8ys tarp genetiniy virulentiSkumo faktoriy ir MRSA biopléveliy formavimo

stiprumo

Vienas 1§ Sio tyrimo tiksly buvo nustatyti, ar egzistuoja rySys tarp biopléveliy formavimo
stiprumo ir tam tikry geny, susijusiy su patogenezés mechanizmais, adhezija ir biopléveliy
formavimu, buvimo.

Tiek silpnai, tiek vidutiniSkai biopléveles formuojanciuose izoliatuose dazniausiai aptinkamas
toksinus koduojantis IukS/F-PV genas pasiskirsté labai panasiai (~80 proc.), o enterotoksiny genai
(seb, sec, sed, see) nustatyti tik silpnai biopléveles formuojanciose grupése. Tyrimo metu nustatytas

statistiSkai reik§mingas rySys tarp seb geno ir biopléveliy formavimo stiprumo (p > 0,05). (7 lentel¢).



7 lentelé. Toksinus koduojanciy geny pasiskirstymas priklausomai nuo bioplévelés formavimo

stiprumo tirtuose klinikiniuose MRSA izoliatuose

Bioplévelés formavimo stiprumas

Genai Silpnas Vidutiniskas IS viso p reik§meé
(n=38) (n =46) (n=84)
Proc. (abs. ské.) | Proc. (abs. ské.) | Proc. (abs. sk¢.)

Toksinus koduojantys genai

IUKS/F-PV 84,21 (32) 76,1 (35) 79,8 (67) p=0,317

tsst 53 (2) 22 (1) 36 (3) p = 0,866

Enterotoksinus koduojantys genai

sea 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) i
seb 10,5 (4) 0,0 (0) 4.4 (4) p = 0,047
sec 793) 0,0 (0) 33(3) p = 0,089
sed 793) 0,0 (0) 33(3) p = 0,089
see 2,6 (1) 0,0 0) 22 (1) i

Eksfoliacinius toksinus koduojantys genai

eta 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) -

etb 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) -

Tyrimo duomenys parodé, kad tarp ica operone esanciy geny ir biopléveliy formavimo
stiprumo nebuvo nustatyta statistiskai reikSmingo rysio (visi p > 0,05). Nors icaD genas dazniau
aptiktas  vidutiniSkai  biopléveles formuojanciuose izoliatuose (91,3 proc.) nei silpnai
formuojanciuose (76,3 proc.), $is skirtumas nepasieké statistinés reikSmés ribos (p = 0,074). Kiti

genai pasiskirsté labai panasSiai tarp dviejy grupiy, bendros tendencijos nepastebéta (8 lentelé).



8 lentelé. Tarplastelinés adhezijos baltymus koduojanciy geny pasiskirstymas priklausomai nuo

bioplévelés formavimo stiprumo tirtuose klinikiuose MRSA izoliatuose

Bioplévelés formavimo stiprumas

Genai Silpnas Vidutiniskas IS viso p reik§meé
(n=38) (n =46) (n=84)
Proc. (abs. ské.) | Proc. (abs. ské.) | Proc. (abs. sk¢.)

ica operono gena

icaA 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) -

icaB 81,6 (31) 76,1 (35) 78,6 (66) p=0,731
icaC 18,4 (7) 28,3 (13) 23,8 (20) p=0,426
icaD 76,3 (29) 91,3 (42) 84,5 (71) p=0,074
icaR 97,4 (37) 95,7 (44) 96,4 (81) p= 1

Baltyma A koduojantis genas

spa 100 (38) 100 (46) 100 (84) -

Su biopléveliy formavimu susijusio baltymo genas

bap 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) -

Kaip jau minéta anks¢iau, tirtas spa genas pasizyméjo polimorfizmu ir pagal amplifikuoto DNR
fragmento dydj buvo suskirstytas j 3 grupes: < 350 bp, 350 — 400 bp, > 400 bp. Vidutiniskai
biopléveles formuojantys tirti MRSA klinikiniai izoliatai dazniau turéjo 350-400 bp PGR produkta,
o silpnai formuojantys dazniau tur¢jo mazesnius amplifikuoto geno fragmentus. Taciau Sie rezultatai
nebuvo statistiskai reikSmingi (p > 0,05). Kito dydzio PGR produktai pasiskirsté vienodai tarp silpnai
ir vidutiniSkai biopléveles formuojanc¢iy MRSA, tafiau kadangi jy buvo tik du, rezultatai
nereprezentuoja visos populiacijos ir negali biiti laikomi statistiS$kai reikSmingais.

Tarp biopléveliy formavimo stiprumo ir adhezijos baltymus koduojanciy geny paplitimo
nebuvo nustatyta statistiSkai reik§Smingy skirtumy (p > 0,05). Nors visi tirti genai buvo nustatyti
panasiu dazniu tiek silpnai, tiek vidutiniSkai biopléveles formuojanciuose izoliatuose, pastebéta
bendra tendencija, jog izoliatai, turintys ekstralgstelinés adhezijos baltymus koduojancius genus
procentaliai aktyviau formavo biopléveles, t.y. dazniaus formavo vidutiniSkas, o ne silpnas

biopléveles. O vienas i$ tirty geny - ebps reikSmingai dazniau buvo aptinkamas vidutiniskai



biopléveles formuojanciuose izoliatuose (17,4 proc.) nei silpnai formuojanciuose (7,9 proc.) (p =

0,05) (9 lentel¢).

9 lentelé. Ekstralgstelinés adhezijos baltymus koduojanciy geny pasiskirstymas priklausomai nuo

bioplévelés formavimo stiprumo tirtuose MRSA klinikiuose izoliatuose

Bioplévelés formavimo stiprumas

Genai Silpnas Vidutiniskas IS viso p reik§mé

(n=38) (n =46) (n=84)

Proc. (abs. sk¢.) | Proc. (abs. ské.) | Proc. (abs. sk¢.)
Sukibimo faktorius koduojantys genai
clfA 71,1 (27) 73,9 (34) 72,6 (61) p=1
clfB 84,2 (32) 89,1 (41) 88,1 (74) p=1
Kolagena suriSantj baltyma koduojantis genas
cna 13,2 (5) 17,3 (8) 15,5 (13) p=0,817
Elasting suriSantj baltyma koduojantis genas
ebps 7,9 (3) 17,4 (8) 13,1 (11) p = 0,050
Fibronekting suriSancius baltymus koduojantys genai
fnbA 92,1 (35) 95,7 (44) 94,1 (79) p = 0,654
fnbB 10,5 (4) 13,0 (6) 11,9 (10) p=1

Siame tyrime taip pat buvo siekiama nustatyti, ar geny kombinacijos gali lemti biopléveliy
formavimo stipruma. Sesiy dazniausiy geny kombinacijy paplitimas buvo palygintas tarp silpnai ir
vidutiniskai biopléveles formuojanciais MRSA izoliatais. Nors tam tikri geny deriniai buvo daznesni
vienoje ar kitoje grup¢je, statistiSkai reikSmingo rysio tarp konkre€iy geny deriniy ir biopléveliy
formavimo stiprumo nenustatyta (visi p > 0,05). Vis délto matoma tendencija, jog vidutiniSkai
biopléveles formuojantys MRSA dazniau pasizymi didesne geny jvairove, t.y. geny kombinacijos,
kurias sudaré SeSi ar maziau geny, dazniau buvo paplitusios silpnai biopléveles formuojanciuose
izoliatuose, o geny kombinacijos, kurias sudaré septyni ar daugiau geny, labiau buvo paplitusios

vidutiniskai biopléveles formuojanciuose izoliatuose. Be to, dazniausias geny rinkinys su didziausia



geny jvairove (astuoni genai) buvo aptiktas tik vidutiniskai biopléveles formuojanciuose izoliatuose

(10 pav.).
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Biopléveliy formavimo stiprumas

M icaD, icaR, spa, clfB, fnbA, lukS/F-PV

W jcaB, icaD, icaR, spa, clfA, clfB, fnbA, fnbB, lukS/F-PV
icaB, icaR, spa, clfA, clfB, fnbA, lukS/F-PV

W icaD, icaR, spa, clfA, clfB, fnbA, fnbB, lukS/F-PV

M icaB, icaD, icaR, spa, clfB, fnbA, lukS/F-PV

M icaB, icaD, icaR, spa, clfA, clfB, fnbA, lukS/F-PV

10 pav. Dazniausiy geny kombinacijy pasiskirstymas priklausomai nuo bioplévelés formavimo

stiprumo tirtuose klinikiniuose MRSA izoliatuose

3.4. Fenotipiniy virulentiSkumo faktoriy paplitimas bei jy rySys su MRSA gebéjimu

formuoti biopléveles

3.4.1. Fenotipiniy virulentiSkumo faktoriy paplitimas tarp tirty izoliaty

Fenotipinio virulentiSkumo faktoriy tyrimo metu buvo vertintas trijy fermenty aktyvumas:
lipaziy, proteinaziy ir zelatinaziy. Taip pat tirtas siderofory iSskyrimas. Lipaziy aktyvumas buvo

nustatytas visuose tirtuose izoliatuose. Zelatinaziy aktyvumas taip pat buvo vienas i§ labiausiai



paplitusiy — jj turéjo 94,4 proc. tirty S. aureus izoliaty. MaZiau nei pusé izoliaty turéjo proteinaziy
aktyvumg (42,2 proc.). Sideroforus gamino 86,7 proc. izoliaty.

Pastebéta, jog dazniausiai izoliatai turéjo trys (54,4 proc.) ar visus keturis virulentiSkumo
veiksnius (35,6 proc.). 7,8 proc. turéjo du aktyvius virulentiSkumo veiksnius ir tik 2,2 proc. izoliaty

turéjo vieng aktyvy virulentiSkumo veiksnj — fermentg lipazg.

3.4.2. Ry8ys tarp fenotipiniy virulentiSkumo faktoriy ir MRSA biopléveliy formavimo stiprumo

Tyrimo metu buvo vertinta keturiy virulentiSkumo veiksniy (lipaziy, proteinaziy, Zelatinaziy ir
siderofory) raiska priklausomai nuo izoliato bioplévelés formavimo stiprumo. Zelatinazés aktyvumas
nustatytas dazniau vidutini§kai biopléveles formuojanciuose izoliatuose (97,8 proc.) nei silpnai (89,5
proc.), bet Sis skirtumas nebuvo statistiSkai reikSmingas. Proteinazés ir siderofory aktyvumas dazniau
nustatytas silpnai biopléveles formuojanciuose izoliatuose, bet Sis skirtumas taip pat nebuvo
reikSmingas. Nei vienas 1§ tirty virulentiSkumo veiksniy netur¢jo statistiSkai reik§Smingos sgsajos su

gebéjimu formuoti biopléveles (10 lentelé).

10 lentelé. Virulentiskumo faktoriy pasiskirstymas tirtuose MRSA izoliatuose priklausomai nuo

bioplévelés formavimo stiprumo

Bioplévelés formavimo stiprumas
VirulentiSkumo | Silpnas Vidutiniskas IS viso p
faktori
aKtorius (n = 38) (n = 46) (n = 84)
Proc. (abs. ské.) | Proc. (abs. sk¢.) Proc. (abs. sk¢.)
Lipaze 100 (38) 100 (46) 100 (84) -
Proteinazé 44,7 (17) 36,9 (17) 40,5 (34) p=0,617
Zelatinaze 89,5 (34) 97,8 (45) 94,0 (79) p=0,251
Sideroforai 94,7 (36) 80,4 (37) 86,9 (73) p =0,108

3.5. Genetiniy ir fenotipiniy virulentiSkumo veiksniy tarpusavio sgsajos

Siekiant geriau suprasti MRSA patogenezés mechanizmus ir juos lemiancius faktorius, buvo
analizuojama, kaip patogenezés mechanizmus, adhezija bei biopléveliy formavimg koduojantys genai
susij¢ su esktralgsteliniy fermenty ir/ar siderofory aktyvumu. Kadangi lipazés aktyvumas buvo

nustatytas visuose tirtuose izoliatuose, tolimesné analizé su Siuo fermentu atlieckama nebuvo.



Nustatyta, kad IukS/F-PV genas daZniau buvo aptinkamas tarp proteinazés teigiamy izoliaty
(81,6 proc.) nei tarp proteinazés neigiamy (76,9 proc.), taciau skirtumas nebuvo statistiSkai
reikSmingas (p = 0,785). tsst ir sec genai buvo aptikti tik proteinazés teigiamuose izoliatuose
(atitinkamai 7,9 proc. ir 7,9 proc.), o neigiamuose — Visai neaptikti. seb genas taip pat nustatytas tik
proteinazés aktyviuose izoliatuose (10,5 proc.) ir Sis skirtumas buvo statistiSkai reikSmingas (p =
0,029) (x lentel¢). Taciau reikety atsizvelgti | labai maza imtj, dél kurios rezultatas gali buti klaidingai
reik§mingas.

Tarp tarplgstelinius adhezijos baltymus koduojanciy geny reikSmingas skirtumas pastebétas tik
icaC geno atveju — jis dazniau buvo aptinkamas proteinazés teigiamuose izoliatuose (39,5 proc.) nei
neigiamuose (17,3 proc.) (p = 0,035). Kiti ica genai ( icaB, icaD, icaR) buvo placiai paplitg¢ abicjose
grupése, be reikSmingo skirtumo.

Kalbant apie ekstralgstelinius adhezijos baltymus koduojancius genus, statistiSkai reikSmingai
dazniau proteinazés aktyviuose izoliatuose aptiktas CIfA genas (86,8 proc. ir 63,5 proc. atitinkamai, p
=0,025) ir ebps (26,3 proc. ir 7,7 proc. atitinkamai, p = 0,020). Tuo tarpu clfB buvo dazniau aptiktas
proteinazés neaktyviose izoliatose, taciau $is skirtumas nepasieké statistinio reik§mingumo ribos (p
=0,068). Kity geny (fnbA, fnbB, cna) paplitimas tarp grupiy reikSmingai nesiskyré.

Taigi visi tirti genai, i$skyrus clfB, teigiamai koreliavo su proteinazés aktyvumu, o seb, icaC,

clfA, ebps geny buvimas statistiSkai reikSmingai dazniau sutapo su proteinazés aktyvumu.

11 lentelé. Tirty geny pasiskirstymas MRSA izoliatuose priklausomai nuo proteazés aktyvumo

Proteazés aktyvumas

Genai Proteinazé (+) Proteinazé (-) IS viso p reik§meé
(n=38) (n=52) (n=90)
Proc. (abs. sk&.) Proc. (abs. ské.) | Proc. (abs. sk&.)

Toksinus koduojantys genai

IukS/F-PV 81,6 (31) 76,9 (40) 78,9 (71) p=0,785

tsst 7.93) 0,0 (0) 33(3) p=0,072




11 lentelés tesinys. Tirty geny pasiskirstymas MRSA izoliatuose priklausomai nuo proteazés

aktyvumo
Proteazés aktyvumas

Genai Proteinazé (+) Proteinazé (-) IS viso p reikSmé

(n=38) (n=52) (n=90)

Proc. (abs. ské.) | Proc. (abs. skE.) | Proc. (abs. ské.)
Enterotoksinus koduojantys genai
sea 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) -
seb 10,5 (4) 0,0 (0) 4,4 (4) p =0,029
sec 7,9 (3) 0,0 (0) 3,3(3) p=20,072
sed 53(2) 1,9 (1) 3,3(3) p=0,571
see 2,6 (1) 1,9 (1) 2,2 (2) p=1
eta 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) -
eth 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) -

Tarplastelinés adhezijos baltymus koduojantys genai

icaA 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) -

icaB 78,9 (30) 78,8 (41) 78,9 (71) p=1
icaC 39,5 (15) 17,3(9) 26,7 (24) p=0,035
icaD 86,8 (33) 80,8 (42) 83,3 (75) p=0,633
icaR 97,4 (37) 96,2 (50) 96,7 (87) p=1

spa 100 (38) 100 (52) 100 (0) -

bap 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) -




11 lentelés tesinys. Tirty geny pasiskirstymas MRSA izoliatuose priklausomai nuo proteazés

aktyvumo
Proteazés aktyvumas

Genai Proteinazé (+) Proteinazé (-) IS viso p reikSmé

(n=38) (n=52) (n=90)

Proc. (abs. sk¢.) Proc. (abs. sk¢é.) | Proc. (abs. skc.)
Ekstralastelinés adhezijos baltymus koduojantys genai
clfA 86,8 (33) 63,5 (33) 73,3 (66) p = 0,025
clfB 76,3 (29) 92,3 (48) 86,5 (77) p = 0,068
cna 18,4 (7) 15,4 (8) 16,7 (15) p=0,924
ebps 26,3 (10) 7,7 (4) 15,6 (14) p = 0,020
fnbA 97,4 (37) 92,3 (48) 94,4 (85) p =0,392
fnbB 13,2 (5) 9,6 (5) 11,1 (10) p = 0,850

Apibendrinant Zelatinazés aktyvumo rysj su tirtais genais, pastebéta, kad dauguma geny buvo
dazni tiek Zelatinazés teigiamose, tiek neigiamose izoliatuose, o statistiSkai reikSmingy skirtumy
nenustatyta. Apskritai, rezultatai neatskleidé aiskios koreliacijos tarp geny paplitimo ir Zelatinazés
aktyvumo. Taciau reikéty atsizvelgti | tai, jog viena i§ galimy priezasCiy yra ypa¢ neproporcingai

pasiskirs¢iusios grupés ir labai maza zelatinazés neigiamy izoliaty imtis.

12 lentelé. Tirty geny pasiskirstymas MRSA izoliatuose priklausomai nuo Zelatinazés aktyvumo

Zelatinazés aktyvumas
Genai Zelatinazé (+) Zelatinazeé (-) I3 viso p reik§mé
(n=85) (n=5) (n=90)
Proc. (abs. sk¢.) Proc. (abs. ské.) | Proc. (abs. skc.)
Toksinus koduojantys genai
IukS/F-PV 80,0 (68) 60,0 (3) 78,9 (71) p=0,284
tsst 3,5(3) 0,0 (0) 3,3(3) p=1




12 lentelés tesinys. Tirty geny pasiskirstymas MRSA izoliatuose priklausomai nuo Zelatinazés

aktyvumo
Zelatinazés aktyvumas
Genai Zelatinazé (+) Zelatinazé (-) IS viso p reikSmé
(n=285) (n=5) (n=90)
Proc. (abs. sk¢.) Proc. (abs. sk¢é.) | Proc. (abs. skc.)
Enterotoksinus koduojantys genai
sea 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) -
seb 3,5(3) 20,0 (1) 4,4 (4) p = 0,208
sec 2,4 (2) 20,0 (2) 3,3(3) p =0,159
sed 3,5(3) 0,0 (0) 3,3(3) p=1
see 2,4 (2) 0,0 (0) 2,2 (2) p=1
eta 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) -
eth 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) -

Tarplastelinés adhezijos baltymus koduojantys genai

icaA 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) -

icaB 77,6 (66) 100 (5) 78,9 (71) p=0579
icaC 25,9 (22) 40,0 (2) 26,7 (24) p = 0,606
icaD 83,5 (71) 80,0 (4) 83,3 (75) p=1
icaR 96,5 (82) 100 (5) 96,7 (87) p=1

spa 100 (85) 100 (5) 100 (90) i

bap 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) -




12 lentelés tesinys. Tirty geny pasiskirstymas MRSA izoliatuose priklausomai nuo Zelatinazés

aktyvumo

Zelatinazés aktyvumas

Genai Zelatinazeé (+) Zelatinazeé (-) IS viso p reikSmé
(n=85) (n=5) (n=90)
Proc. (abs. sk¢.) Proc. (abs. sk¢é.) | Proc. (abs. skc.)

Ekstralgstelinés adhezijos baltymus koduojantys genai

clfA 74,1 (63) 60,0 (3) 73,3 (66) p = 0,606
clfB 84,7 (72) 100 (5) 86,5 (77) p=1

cna 17,6 (15) 0,0 (0) 16,7 (15) p=0,585
ebps 14,1 (12) 40,0 (2) 15,6 (14) p=0,171
fbA 95,3 (81) 80,0 (4) 94,4 (85) p=0,254
fnbB 9,4 (8) 40,0 (2) 11,1 (10) p=0,093

Tiriant ar siderofory aktyvumas gali buti susijes su tirtais genais, bendrai matoma tendencija,
kad bakterijos turinCios tirtus genus dazniau gamino siderforus, o fnbA geno atveju §i teigiama
koreliacija buvo statistiskai reikSminga (p = 0,016). Taciau cna ir icaC genai iSsiskyré i§ bendros
tendencijos — izoliatai su §iais genais reciau gamino sideroforus ir §is rezultatas buvo statistiskai
reikSmingas (p < 0,05) (x lentele).

13 lentelé. Tirty geny pasiskirstymas MRSA izoliatuose priklausomai nuo siderofory aktyvumo

Siderofory aktyvumas

Genai Sideroforai (+) Sideroforai (-) IS viso p reikSmé
(n=78) (n=12) (n=90)
Proc. (abs. sk¢.) Proc. (abs. ské.) | Proc. (abs. skc.)

Toksinus koduojantys genai

lUKS/F-PV 79,5 (62) 75,0 (9) 78,9 (71) p=0,712

tsst 38(3) 0(0) 33 (3) p=1

sea 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) -




13 lentelés tesinys. Tirty geny pasiskirstymas MRSA izoliatuose priklausomai nuo siderofory

aktyvumo
Siderofory aktyvumas
Genai Sideroforai (+) Sideroforai (-) IS viso p reikSmé
(n=178) (n=12) (n=90)
Proc. (abs. ské.) | Proc. (abs. skE.) | Proc. (abs. ské.)
Toksinus koduojantys genai
seb 5,1 (4) 0,0 (0) 4,4 (4) p=1
sec 3,8 (3) 0,0 (0) 3,3(3) p=1
sed 3,8(3) 0,0 (0) 3,3(3) p=1
see 2,6 (2) 0,0 (0) 2,2 (2) p=1
eta 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) -
etb 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) -
Tarplastelinés adhezijos baltymus koduojantys genai
icaA 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) -
icaB 79,5 (62) 75,0 (9) 78,9 (71) p=0,712
icaC 21,8 (17) 58,3 (7) 26,7 (24) p =0,021
icaD 84,6 (66) 75,0 (9) 83,3 (75) p=0414
icaR 97,4 (76) 96,7 (11) 96,7 (87) p=0,352
spa 100 (78) 100 (12) 100 (0) -
bap 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) -
Ekstralastelinés adhezijos baltymus koduojantys genai
clfA 73,1 (57) 66,7 (9) 73,3 (66) p = 0,504
clfB 87,2 (68) 75,0 (9) 86,5 (77) p =0,202
cha 12,8 (10) 41,7 (5) 16,7 (15) p =0,036
ebps 16,7 (13) 8,3 (1) 15,6 (14) p=0,683




13 lentelés tesinys. Tirty geny pasiskirstymas MRSA izoliatuose priklausomai nuo siderofory

aktyvumo
Siderofory aktyvumas
Genai Sideroforai (+) Sideroforai (-) IS viso p reikSmé
(n=178) (n=12) (n=90)
Proc. (abs. sk¢.) Proc. (abs. sk¢é.) | Proc. (abs. skc.)
Ekstralastelinés adhezijos baltymus koduojantys genai
fnbA 97,4 (76) 75,0 (9) 94,4 (85) p =0,016
fnbB 12,8 (10) 11,1 (0) 11,1 (10) p=0,347




4. REZULTATU APTARIMAS

Tyrimy, nagrinéjanéiy klinikiniy MRSA izoliaty genetinj profilj ir virulentiSkumo veiksnius
Lietuvoje yra labai nedaug. Esami tyrimai dazniausiai analizuoja skirtumus tarp MRSA ir MSSA
nesifokusuojant j detalesnj ir kompleksinj virulentiSkumg salygojantj genetinj profilj . Be to, labai
truksta tyrimy iSimtinai su MRSA. Esami darbai daznai apsiriboja nedideliais izoliaty skaiciais, o
analizuojamy virulentiSkumo veiksniy spektras yra ribotas. Turimi tyrimai daugiausia démesio skiria
pavieniams genams (IlukS/F-PV, mecA, spa) ar fenotipiniams bruozams, tokiems kaip toksiny gamyba
ar atsparumas antibiotikams (Zaneta Mazeliené ir kt., 2022; Agné Kirkliauskiené ir kt., 2024), tatiau
i$samiy, kompleksiniy analiziy, kurios apimty ir genetinius, ir fenotipinius virulentiskumo aspektus,
vis dar triiksta ne tik Lietuvoje, bet ir pasaulyje. Sis informacijos stygius apsunkina MRSA izoliaty
virulentiSkumo profilio vertinimg ir gali riboti efektyviy infekcijy kontrolés bei gydymo strategijy
kiirima. Siame darbe buvo tirti 22 MRSA virulentiskumo genai ir 5 fenotipiniai virulentiikumo
veiksniai. Tai pirmas Lietuvoje tyrimas, kuris apima didesnj MRSA klinikiniy izoliaty skaiéiy ir

nagringja tokj platy genetinj virulentiSkumo veiksniy spektra.

4.1. Patogenezés mechanizmus koduojanciy geny paplitimas

Nustatytas rySys tarp toksiny ir tam tikry ligy bei virulentiSkumo skatina nuodugnesni MRSA
patogenezés mechanizmus koduojanéiy geny tyrimus (Zeinab Fagheei Aghmiyuni ir kt., 2024). PVL
yra vienas svarbiausiy MRSA virulentiskumo veiksniy. Sis poras formuojantis toksinas yra susijes su
audiniy nekroze ir taip pat sukelia leukocity membrany pazeidimg (Khawar Hussain ir kt., 2022; Amit
Karmakar ir kt., 2018). PVL gamina ne visi S. aureus kamienai, bet reik§mingai dazniau §is genas
randamas tarp MRSA kamieny, nei tarp MSSA (Mohamed Shohayeb ir kt., 2023; Zeinab Fagheei
Aghmiyuni ir kt., 2024). PVL koduojancio geno paplitimas tarp MRSA izoliaty skirtingose pasaulio
vietose labai jvairus ir netolygus - gali varijuoti nuo 5 proc. iki 100 proc. (Biruté Petraitiené, 2020;
Dharm R. Bhatta ir kt., 2016). Kai kuriose Piety Europos salyse MRSA PVL teigiami atvejai yra
retesni. Maziausias paplitimas (< 10 proc.) nustatytas Pietvakariy Europoje. Tuo tarpu PVL toksino
genas ypa¢ daznas Siaurés Ryty Europoje, jskaitant Lietuva, Latvija, Lenkija (Biruté Petraitiené,
2020). Lietuvoje atliktas tyrimas parodé, jog PVL toksing koduojantis genas buvo paplites tarp 42,2
proc. tirty MRSA izoliaty (Agné Kirkliauskiené ir kt., 2024). Misy tyrimo duomenys parodé Zenkliai
didesnj paplitimo daznj — 78,2 proc. Pastaruoju metu visame pasaulyje pastebimas padidéjes PVL
teigiamy S. aureus paplitimas (Khawar Hussain ir kt., 2022; Hiroshi Kaneko ir kt., 2023). Todél
neatmetama galimyb¢, jog bendras §io geno paplitimas S. aureus kamienuose didé¢ja ir Lietuvoje,
taciau reikia atlikti daugiau tyrimy, siekiant patvirtinti §j teiginj.

Toksinio Soko sindromo toksinas, kurj koduoja genas tsst, sukelia Gimias gyvybei pavojingas

infekcijas skatindamas citokiny, tokiy kaip IL-1, IL-2, TNF-a ir kt., i8siskyrimg. MRSA gaminantis



§] toksing gali padidinti sunkesniy simptomy rizikg infekcijos metu. Tchamou MF Potindji ir kt.
(2022) parodé, kad $is genas buvo aptiktas tik pavieniais atvejais, mazdaug 2,63 proc. MRSA izoliaty,
Marinda Dwi Puspitarini ir kt. (2021) nustaté panasy $io geno paplitimg — 3,8 proc. Msy tyrime $is
genas buvo aptiktas 3,3 proc. MRSA izoliaty ir atitinka minéty autoriy duomenis.

Stafilokoky enterotoksinai yra pagrindiné apsinuodijimo maistu priezastis daugelyje pasaulio
Saliy. Ypac PietryCiy Azijoje Siy apsinuodijimy maistu daznis iSlieka didelis dél $ilto ir drégno
klimato. Nors dominuojanéiy MRSA enterotoksinus koduojanéiy geny paplitimas Europoje ir Siaurés
Amerikoje néra didelis, jis gali skirtis priklausomai nuo $alies (Mirian Yuliza Rubio Cieza ir kt.,
2024; Diana Oliveira ir kt., 2018). Pavyzdziui, Lenkijoje atlikto tyrimo duomenimis, 25 proc. MRSA
izoliaty buvo aptiktas enterotoksing koduojantis sea genas, o kiti enterotoksiny genai buvo nustatyti
tik keliuose izoliatuose (Barbara Kot ir kt., 2022). Portugalijoje sea - see genai buvo aptikti tik
pavieniais atvejais (Ricardo Oliveira ir kt., 2022). Siame tyrime visy tirty enterotoksinus koduojanéiy
geny (sea - see) paplitimas buvo labai mazas (iki 4,4 proc.).

Siame tyrime nebuvo aptikta né¢ vieno MRSA izoliato, turin¢io eta ir etb gena, o tai atitinka
kity autoriy pateiktus rezultatus, kur Sie genai buvo nustatyti tik pavieniais atvejais (Tchamou MF
Potindji ir kt., 2022).

Taigi, $io tyrimo rezultatai atitinka anks¢iau publikuotus duomenis i§ kity $aliy, nurodancius
panasy toksinus koduojanciy geny paplitimg tarp MRSA izoliaty. Vis d¢lto, svarbu atkreipti démes]
1 galimai did¢jant] PVL toksing koduojancio geno paplitima.

4.2. Patogenezés mechanizmus koduojantys genai ir MRSA gebéjimas formuoti

biopléveles

Biopléveliy formavimas yra dar vienas labai svarbus veiksnys, padedantis MRSA bakterijoms
sukelti ligas, iSvengti imuninés sistemos ir tapti atsparioms antibiotikams. Todél svarbu tirti ir suprasti
MRSA biopléveliy formavimo mechanizmus ir sglygojancius veiksnius (Khasawneh ir kt., 2020).

Literatiiroje vis dazniau akcentuojama, kad MRSA kamienai geba stipriau formuoti
biopléveles, nei meticilinui jautriis S. aureus kamienai. Tyrimai parodo statistiSkai reikSmingg rysj
tarp mecA geno ir biopléveliy formavimo, taciau kaip buitent mecA genas veikia §ig savybe vis dar
néra aiSku. Svarbu suprasti, ar kiti genai irgi gali turéti jtakos biopléveliy formavimui (Zeinab Fagheeli
Aghmiyuni ir kt., 2024). Sis tyrimas siekia geriau suprasti MRSA genetinj profilj ir jo sasajas su
biopléveliy formavimu. Nusta¢ius MRSA gebéjima formuoti biopléveles, buvo analizuojama ar
biopléveliy formavimui daro jtakg virulentiSkumo genai.

Remiantis literatiiroje pateiktais duomenimis, MRSA biopléveliy paplitimas gali labai skirtis ir
varijuoja nuo 10 iki 100 proc. (Khadijeh Bamneshin ir kt., 2024). 2022 m. Lietuvoje atliktas tyrimas



parod¢, jog 60 proc. tirty MRSA klinikiniy izoliaty formavo biopléveles. IS jy 34 proc. biopléveles
formavo vidutiniskai, o 26 proc. — stipriai (Zaneta Mazelien¢ ir kt., 2022). Tagiau 2024 m. atlikta
metaanalizé parod¢, jog dazniausiai MRSA biopléveliy paplitimas yra didesnis. Minéto tyrimo
duomenimis, dauguma MRSA izoliaty — 95,4 proc. gebéjo formuoti biopléveles. IS jy 26,9 proc.
biopléveles formavo stipriai, 33,5 proc. formavo vidutiniskai, o 30,6 proc. — silpnai. Panasis
rezultatai gauti ir §iame tyrime - beveik visi (97,8 proc.) tirti MRSA klinikiniai izoliatai formavo
biopléveles (Khadijen Bamneshin ir kt., 2024). Tac¢iau MRSA kamieny pasiskirstymas pagal
biopléveliy formavimo aktyvuma skirtinguose tyrimuose daznai labai varijuoja. Siame tyrime
nustatyta, jog pusé (51,1 proc.) tirty izoliaty biopléveles formavo vidutiniskai, 42 proc. — silpnai, 0
like stipriai (4,4 proc.) arba neformavo visai (2,2 proc.). Sie rezultatai sutampa su Nabi Jomehzadeh
ir kt. (2025) tyrimu.

Naujausi tyrimai atskleidzia reik§mingg sasajg tarp IUKS/F-PV geno buvimo ir biopléveliy
formavimo stiprumo. Remiantis Zeinab Fagheei Aghmiyuni ir kt, (2024) tyrimo duomenimis, PVL
teigiami S. aureus izoliatai dazniausiai pasizymeéjo silpnu arba vidutiniSku, bet ne stipriu bioplévelés
formavimo geb¢jimu. Panasias iSvadas pateiké ir Nilufer Cakir Aktas ir kt. (2013), kurie pabrézé, kad
bioplévelés formavimas, o ne pvl geno buvimas, gali biiti svarbesnis virulentiskumo veiksnys. Sia
tendencijg 18 dalies atspindi ir miisy tyrimo rezultatai — visi tirti patogeniskumo genai, jskaitant PVL
toksing koduojantj geng - luKS/F-PV, dazniau buvo aptinkami izoliatuose, pasizyminc¢iuose silpnu
bioplévelés formavimu. Nors §is skirtumas nebuvo statistiSkai reikSmingas, jis atitinka kity autoriy
pasteb¢jimus, kad Sis genas daZniau budingas izoliatams su maZesniu bioplévelés formavimo
aktyvumu. Tai leidzia manyti, kad PVL toksinas susij¢s su imiu patogeniSkumu, o ne su létine
kolonizacija, kuriai butinas aktyvus bioplévelés formavimas.

Misy tyrime taip pat pastebéta panasi tendencija su Kitais toksinus koduojancéiais genais - Visi
tyrime aptikti enterotoksinus koduojantys genai (seb, sec, sed, see) nustatyti tik silpnai biopléveles
formuojanciose grupése. Be to, tyrimo metu nustatytas statistiskai reikSmingas rySys tarp seb geno ir
biopléveliy formavimo stiprumo. Tai rodo, kad skirtingi virulentiSkumo mechanizmai gali veikti
pagal skirtinga ,,strategija“ — bakterija pasirenka greitam plitimui reikalingas savybes arba ilgalaikiam
i8likimui. Vis délto svarbu pazyméti, kad Siuo metu truksta iSsamiy tyrimy, nagrin¢janciy rysj tarp
biopléveliy formavimo ir kity toksinus koduojan¢iy geny. Dél mazo tokiy geny paplitimo tyrimy
rezultatai daznai btina riboti. Misy tyrimo metu visi kiti tirti toksinus koduojantys genai buvo aptikti
tik tarp silpnai biopléveles formuojanéiy izoliaty, bet dél mazos imties sunku vertinti rezultatus. Sie
duomenys dar karta pabrézia poreikj iSplésti tyrimus siekiant suprasti, kaip toksiny genai sgveikauja

su bioplévelés formavimu.



4.3. Biopléveliy formavimg lemiantys genai ir MRSA gebéjimas formuoti biopléveles

Vis dazniau atlieckami tyrimai siekiant nustatyti rysj tarp S. aureus biopléveliy formavimo
stiprumo ir tam tikry adhezija lemianc¢iy geny. Placiausiai iStirtas yra ica operonas (icaA, icaB, icaC,
icaD), kuris koduoja PIA sinteze, svarby bioplévelés komponenta (Khadijeh Bamneshin ir kt., 2024).
Be to, svarbus vaidmuo biopléveliy vystymosi procese tenka ir MSCRAMM grupés baltymy genams,
tokiems kaip fnbA, fnbB, clfA, clfB, cna ir ebpS, kurie koduoja baltymus, prisitvirtinancius prie
Seimininko audiniy komponenty — fibronektino, fibrinogeno, kolageno ir elastino. Sie baltymai lemia
efektyvig prading bakterijy adhezija prie pavirSiy — svarby zingsnj bioplévelés susidarymo pradzioje.
Kai kurie tyrimai parodé, kad $iy geny buvimas gali biiti susijes su stipresniu bioplévelés formavimu
(Khadijeh Bamneshin ir kt., 2024; Chi-Hsiang Lai ir kt., 2024; Yun Li Chan ir kt., 2024)

Daugybé tyrimy jrodé rysj tarp S. aureus biopléveliy formavimo ir ica operono buvimo (Ana
Carolina Silva-de-Jesus ir kt., 2025). Vis délto, Khadijeh Bamneshin ir kt. 2024 m. apzvalgos
duomenys parod¢, kad ica operono geny paplitimas svyravo nuo 28,0 iki 51,5 proc., o bendras ica
operono geny paplitimas S. aureus kamienuose sieké 42,4 proc. Toks paplitimas rodo, kad S. aureus
formuojamos bioplévelés priklauso ne tik nuo Siy geny buvimo — yra ir kity, nuo Siy geny
nepriklausomy mechanizmy. Anis Mohammadi ir kt. (2020) irgi pastebéjo, kad MRSA kamienai,
kurie neturéjo nei vieno ica geno, vis tiek stipriai formavo biopléveles. Misy tyrime icaA genas
nebuvo aptiktas né viename i8 tirty MRSA izoliaty, taip pat icaC geno paplitimas sieké tik 23,8 proc.,
0 icaR genas, zinomas kaip neigiamas reguliatorius, slopinantis nuo ica operono priklausoma
biopléveliy formavima, buvo aptiktas beveik visuose izoliatuose (96,4 proc.). Tai patvirtina kity
autoriy iSvadas, kad MRSA kamienai gali naudoti papildomus biopléveliy formavimo mechanizmus.

Pastebéta, kad meticilinui jautrts S. aureus (MSSA) kamienai daznai formuoja i§ PIA sudarytas
biopléveles, t.y. jy biopléveliy formavimas priklauso nuo ica operono. Tuo tarpu MRSA biopléveliy
matricoje dominuoja ekstralgsteliné DNR ir baltymai ir tokiy biopléveliy formavimas priklauso nuo
alternatyviy mechanizmy. Yra Zinoma, jog tokius alternatyvius mechanizmus salygoja baltymas A,
pavirSiniai baltymai (pavyzdZiui, baltymas BAP) ar fibronekting jungiantys baltymai (Merino ir kt.,
2009). Misy tyrime nebuvo aptiktas bap genas, taciau visi tirti izoliatai turéjo spa gena, o fibronetking
suriSant] baltyma koduojantis genas fnbA buvo labai paplites tirtuose klinikinuose MRSA izoliatuose
(94,4 proc.). Tai suteikia pagrindg manyti, jog misy tirti MRSA izoliatai biopléveles formavo
nepriklausomai nuo ica operono ir naudojo alternatyvius mechanizmus, kuriuos galbiit salygojo
placiai paplite spa ir fnbA genai. Taciau nei ica operono genai, nei alternatyvius biopléveliy
formavimo mechanizmus koduojantys genai neturé¢jo statistiSkai reikSmingo rySio su MRSA

geb¢jimu formuoti biopléveles.



Kity autoriy tyrimuose irgi pastebéta, jog bap genas MRSA Kklinikiniuose izoliatuose
aptinkamas retai, Sis genas dazniaus sutinkamas gyviininés kilmés izoliatuose. Pavyzdziui, Hossein
Goudarzi ir kt. (2020) tyrime bap genas buvo nustatytas tik viename klinikiniame izoliate . Tai rodo,
kad nors bap genas gali prisidéti prie biopléveliy formavimo, jis néra placiai paplitecs MRSA
kamienuose. Tuo tarpu spa genas yra placiai paplitgs S. aureus izoliatuose (Abdulah N S ir kt., 2022;
Gurjeet Singh ir kt., 2020)

S. aureus baltymas A, koduojamas geno spa, yra lastelés sienelés komponentas, trukdantis
neutrofilams vykdyti fagocitoze. Sis genas turi iskirtinj X-segmenta, kurio nedidel¢ dalis — XR-
regionas — pasizymi daznais pasikartojimais (apie 24 nukleotidy ilgio pasikartojimai). D¢l
pasikartojanéiy seky variacijos XR regione spa genas pasizymi polimorfizmu. Siy pasikartojimy
skaicius skiriasi tarp skirtingy kamieny, ta¢iau jie neturi jtakos geno raiskai (Xin Wang, 2020). Geno
spa analizé parode¢, kad Siame tyrime aptikty amplifikuoto spa geno fragmenty dydziy jvairoveé buvo
kaip Sri Amelia ir kt. (2023) tyrime. Kity autoriy atlikti tyrimai parodé, kad spa geno jvairové gali
biiti didesné. Kai kurie tyrimai parodé, kad tam tikri spa tipai, pasizymintys skirtingu X regiono ilgiu,
gali biiti susije su kamienais, formuojanciais stipresnes ar silpnesnes biopléveles (Abdulah N S ir kt.,
2022), tac¢iau musy tyrime spa geno tipavimas nebuvo atliktas, o spa geno amplifikuoto fragmento
ilgis nebuvo susijes su bioplévelés formavimo stiprumu.

Ekstralgstelinés adhezijos baltymai irgi yra susije su bioplévely formavimu, o jy paplitimas ir
rySys su biopléveliu formavimo aktyvumu ypa¢ daznai tiriamas (Jingyi Yu ir kt., 2024; Chi-Hsiang
Lai ir kt., 2024). Misy tyrime tiek sukibimo faktorius koduojantys genai (CIfA, clfB), tiek jau pries tai
minétas fibronekting suriSantj baltyma koduojantis genas fnbA buvo daZnai aptinkami tirtuose
klinikinuose MRSA izoliatuose, jy paplitimas sieké 72-94 proc. Toks minéty geny paplitimas
nustatytas ir kity autoriy tyrimuose. Pabréziama, jog Sie genai dazniausiai randami biopléveles
formuojan¢iuose MRSA (Ghasem Azizi Leila ir kt., 2025; Chi-Hsiang Lai ir kt., 2024; Dali Wang ir
kt., 2024, Mehdi Goudarzi ir kt., 2019). Ta patvirtina ir misy tyrimas, nes fnbA ir clfB genai
statistiSkai reikSmingai teigiamai koreliavo tarpusavyje.

Kolagenas yra gausiausia baltymy grupé organizme ir pagrindiné jungiamojo audinio
sudedamoji dalis. cna genas laikomas svarbiu virulentiSkumo veiksniu stafilokoky infekcijose. Misy
izoliatuose cna geno paplitimas sieké 15,5 proc. Panasus §io geno paplitimas buvo nustaytas Fahimeh
Nourbakhsh ir kt. (2016). Didelis Sio geno paplitimas buvo nustatytas Chi-Hsiang Lai ir kt. (2024)
(58,3 proc.). Sio tyrimo metu nustatyti cna geno paplitimo skirtumai tikétina yra susije su
Staphylococcus aureus genotipo paplitimo skirtumais skirtingose Salyse.

Elastinas yra pagrindinis elastiniy skaiduly komponentas — tai baltymai, suteikiantys

jungiamajam audiniui tvirtumo ir elastingumo. Mes nustatéme, kad ebpS genas buvo aptiktas



13,1 proc. tirty izoliaty. Nors kai kurie tyrimai parodo labai panasSy §io geno paplitimg, daznai jis gali
siekti ir 50-90 proc. (Barbara Kot ir kt., 2022).

Siuo metu vis dar trilksta pakankamai i§samiy tyrimy, kurie leisty susidaryti vienareikime
nuomong apie konkrecCiy geny jtakg MRSA gebéjimui formuoti biopléveles. Nors mokslinéje
literatiiroje minimi keli genai, tokie kaip icaA, icaD, fnbA, bap, kurie gali bati siejami su stipresniu
biopléveliy formavimu, bendras vaizdas isliecka fragmentiskas ir nevienodas (Jingyi Yu ir kt., 2024;
Khadijeh Bamneshin ir kt., 2024). Skirtingi tyrimy metodai, geografiniai regionai, izoliaty kilmé taip
pat fenotipinio bioplévelés vertinimo skirtumai apsunkina rezultaty palyginimg ir interpretacija.
Misy tyrime pastebéta tendencija, kad izoliatai, turintys genus, koduojancius ekstralgstelinius
adhezijos baltymus, dazniau sudar¢ vidutinio stiprumo biopléveles nei silpnas, tai rodo didesnj jy
bioplévelés formavimo aktyvumg. Taciau reikSmingas rySys nustatytas tik ebps genui — jis dazniau
buvo aptinkamas vidutinis$kai biopléveles formuojanciuose izoliatuose (17,4 proc.) nei silpnai
formuojanciuose (7,9 proc.). Daugiau reik§mingy rySiy tarp tirty geny ir biopléveliy formavimo

stiprumo nepastebéta.

4.4. Ekstralasteliniy fermenty ir siderofory saveika su virulentiSkumo genais

S. aureus virulentiskumg lemia daugybé veiksniy, tarp jy — ekstralgsteliniai fermentai ir
sideroforai, kurie atlieka svarby vaidmenj infekcijos vystymesi. MRSA gaminamos lipazés,
Zelatinazés, proteazeés ir sideroforai prisideda prie audiniy paZeidimo, kolonizacijos bei plitimo
Seimininko organizme. Ypac svarbu tai, kad Sie egzofermentai ne tik pazeidzia Seimininko audinius,
bet ir stabilizuoja kitus virulentiSkumo veiksnius — tiek sekretuojamus, tiek susijusius su Igstelés
sienele (Kayan Tam ir kt., 2021). Taip pat pabréziamas siderofory — gelezj suriSanc¢iy molekuliy —
vaidmuo, kurie leidZia bakterijoms iSgyventi ir daugintis Zmogaus organizme esant ribotam gelezies
kiekiui. Siy virulentiskumo veiksniy analizé yra svarbi siekiant geriau suprasti MRSA patogeneze,
ta¢iau tokiy tyrimy vis dar labai triikksta (Warinda Prommachote ir kt., 2025; Ghassan Ghssein ir kt.,
2022).

MRSA lipazes yra fermentai, skaidantys riebalus ir lipidus. Jie padeda bakterijai sukelti ligg ir
iSvengti Seimininko imuninés sistemos. Tai svarbu MRSA i§likimui ir virulentiSkumui. Be to, lipazés
lipazes, kaip i beveik visi formavo biopléveles. Toks didelis lipazés aktyvumo paplitimas sutampa ir
su kity autoriy tyrimais (Seraphine Nkie Esemu ir kt., 2024).

Misy tyrime ekstralgstelinj proteaziy aktyvuma demonstravo 42,2 proc. tirty izoliaty, 0 tai yra
maziau nei kai kuriuose kituose tyrimuose (Amit Karmakar ir kt., 2016), taciau vis tiek rodo

reikSmingg $io virulentiSkumo veiksnio paplitimg tarp MRSA kamieny. Pastebéta, kad



ekstralgstelinés proteazés gali veikti kaip svarbiis infekcijos reguliatoriai, padedantys kontroliuoti
infekcijos eiga. Stacey L. Kolar ir kt. (2013) proteomikos analizé parodé, jog paSalinus proteazes,
daugiau kaupési tiek sekretuojamy toksiny (PVL, a-toksinas), tiek pavirSiniy baltymy (CIfA, FnbA).
Tai rodo, kad proteazés padeda reguliuoti toksiny ir virulentiSkumo faktoriy stabiluma, t. y., jy
skaidymu palaiko infekcijos pusiausvyrg. Didelis sekretuojamy toksiny ir kity virulentiSkumo
faktoriy kiekis gali labai greitai nuzudyti Seimininkg. Taciau tai néra naudinga paciai bakterijai, nes
jei Seimininkas mirSta per greitai, bakterija neturi laiko plisti. Todé¢l jjungdama toksiny ir kity
virulentiSkumo faktoriy veikimg tik tada, kai proteazés taip pat aktyvios, bakterija automatiskai
apsisaugo nuo per didelio zalingumo (Brittney D Gimza ir kt., 2021). Misy tyrime visi tirti genai,
i8skyrus cIfB, teigiamai koreliavo su proteinazés aktyvumu, o seb, icaC, clfA, ebps geny buvimas
statistiSkai reikSmingai dazniau sutapo su proteinazés aktyvumu. Tai patvirtina ir kity autoriy
pastebéjimus, kad ekstralgstelinés proteazés gali skaidyti iSskiriamus toksinus ir sukibimo faktorius
tam, kad reguliuoty virulentiSkumo veiksniy kiekj. Taigi proteazés gali reguliuoti jvairiy
virulentiSkumo faktorius koduojanciy geny raiska ir aktyvuma, taip darydamos jtaka bendram MRSA
virulentiskumui (Stacey L. Kolar ir kt., 2013).

MRSA gamina Zelatinaze, kuri hidrolizuoja Zelatina, kolagena, kazeing ir kitus baltymus. Sis
fermentas dalyvauja bioplévelés formavime ir yra susijes su endokardito i§sivystymu (Jung-Whan
Chon ir kt., 2020). Masy tyrime, daugumoje tirty MRSA Kklinikiniy izoliaty buvo nustatytas
zelatinazés aktyvumas. PanaSius rezultatus pateiké ir daugelis kity autoriy (Seraphine Nkie Esemu ir
kt., 2024; Amit Karmakar ir kt., 2016). Miisy tyrime geny paplitimas tiek zelatinazés teigiamose, tiek
neigiamose izoliatuose buvo labai panasus, statistiSkai reikSmingy skirtumy nenustatyta. Apskritai,
rezultatai neatskleidé aiskios koreliacijos tarp geny paplitimo ir Zelatinazés aktyvumo. Zinoma, kad
Zelatinazé gali padéti bakterijoms pradéti formuoti bioplévelg pradinése stadijose — jis ardo audinius
ir leidzia bakterijoms lengviau prisitvirtinti bei daugintis ant pavir§iy. Siame tyrime beveik visi
MRSA izoliatai formavo biopléveles ir gamino Zelatinaze, o vidutiniskai biopléveles formuojantys
izoliatai dazniau pasizyméjo zelatinazés aktyvumus, nei silpnai formuojantys, taciau skirtumas
nebuvo statistiSkai reikSmingas.

Siderofory aktyvumas MRSA klinikiniuose izoliatuose daznai btina reik§mingas, nes Sie
fermentai leidZia bakterijai efektyviai jsisavinti gelezj, kuri yra biitina jos augimui ir virulentiSkumui,
ypac gelezies stokojancioje aplinkoje, kaip Zmogaus organizmas (Warinda Prommachote ir kt., 2025;
Ghassan Ghssein ir kt., 2022). Miisy tyrime siderofory aktyvumas sieké 86,7 proc. tirty izoliaty. Nors
sideroforai yra svarbiis MRSA i§gyvenimui ir gali turéti jtakos bakterijy virulentiSkumui, tiesioginés
sasajos su specifiniais toksiny genais ar biopléveliy formavimu néra pladiai istirtos. Siame tyrime
matoma tendencija, kad bakterijos, turinCios patogenezés mechanizmus koduojancius ir su

biopléveliy formavimus susijusius genus, dazniau gamino sideroforus, 0 fnbA geno atveju $i teigiama



koreliacija buvo statistiSskai reik§minga (p = 0,016). Taciau cna ir icaC genai iSsiskyré i§ bendros
tendencijos — izoliatai su S$iais genais reCiau gamino sideroforus ir S$is rezultatas statistiSkai
reikSmingas. Daugiau tyrimy $ioje srityje padéty geriau suprasti lipazés, Zelatinazés, proteinaziy ir

siderofory vaidmenj] MRSA patogenezéje bei biopléveliy formavime.



ISVADOS

1. Dazniausiai aptikti genai buvo susije¢ su biopléveliy formavimu - spa (100 proc.), icaR
(96,7 proc.), fnbA (94,4 proc.) clfB (86,5 proc.), icaD (83,3 proc.) ir icaB (78,9 proc.). PVL toksing
koduojantis genas (lukS/F-PV) buvo labiausiai paplites (78,9 proc.) tarp tirty patogenezés
mechanizmus koduojanc¢iy geny. Geny poros IUKS/F-PV ir fnbA, IukS/F-PV ir clfB, fnbA ir clfB,
bei fnbB ir sec daznai buvo aptinkamos kartu (p < 0,05).

2. Genas seb statistiSkai reikSmingai dazniau aptiktas silpnai (10,5 proc) biopléveles
formuojanciuose izoliatuose, nei vidutiniskai (0,0) (p < 0,05), 0 genas ebps reikSmingai dazniau
aptiktas vidutiniskai biopléveles formuojanciuose izoliatuose (17,4 proc.) nei silpnai (7,9 proc.)
(p = 0,05). Vidutiniskai biopléveles formuojantys MRSA daZniau turéjo didesng geny jvairove.

3. Visi tirti MRSA izoliatai pasizyméjo lipaziy aktyvumu. Dauguma taip pat turéjo
zelatinaziy (94,4 proc.) ir siderofory aktyvuma (86,7 proc.). Proteaziy aktyvumas buvo reciausiai
aptiktas (42,2 proc.). Né vienas i§ Siy virulentiSkumo veiksniy neturéjo statistiSkai reikSmingos
sasajos su MRSA gebé¢jimu formuoti biopléveles.

4. Proteaziy aktyvumas statistiSkai reik§Smingai teigiamai koreliavo su kai kuriais
biopléveliy formavimag lemianéiais genais (icaC, clfA, ebps), o siderofory aktyvumas reik§mingai

koreliavo su fnbA, cna ir icaC genais.



REKOMENDACIJOS

1. Rekomenduojama tegsti PVL toksing koduojancio geno paplitimo stebéseng klinikiniuose
MRSA izoliatuose, atsizvelgiant j pastebéta jo didéjimo tendencijg tiek misy, tiek kity autoriy
tyrimuose.

2. Rekomenduojama iSsamiau nagrinéti bioplévelés formavimo ir toksinus koduojanciy geny
tarpusavio rySius, ypatingg démes] skiriant ne tik daznai pasitaikantiems genams, tokiems kaip
IukS/F-PV, bet ir reCiau aptinkamiems enterotoksinams, kadangi pastebéta galima neigiama
koreliacija tarp bioplévelés formavimo ir toksiny geny.

3. Atsizvelgiant | tai, kad spa genas buvo aptiktas visuose izoliatuose ir galimai daro jtaka
biopléveliy formavimui, rekomenduojama atlikti spa geno tipavima ir jvertinti jo rysj su biopléveliy
formavimo stiprumu.

4. Rekomenduojama atlikti panaSy tyrima j analize jtraukiant klinikinius MRSA izoliatus, kurie
visiSkai neformuoja arba stipriai formuoja biopléveles. Tai leisty tiksliau jvertinti galimas sasajas tarp

bioplévelés formavimo intensyvumo ir virulentiSkumo veiksniy.
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Patogenezés mechanizmy ir bioplévelés formavimo faktoriy nustatymas meticilinui

atspariuose Staphylococcus aureus (MRSA) kamienuose
SANTRAUKA

Staphylococcus aureus infekcijos yra viena dazniausiy hospitaliniy miréiy priezaséiy Lietuvoje
ir pasaulyje. Dél sudétingy virulentiSkumo mechanizmy $i bakterija geba iSvengti imunings sistemos,
kolonizuoti audinius ir gyvybei pavojingas biikles. Ypa¢ pavojingi meticilinui atspartis (MRSA) ir
biopléveles formuojantys kamienai, kurie apsunkina gydyma.

Siame tyrime tirti ir analizuoti MRSA genetiniai ir fenotipiniai virulentiskumo veiksniai bei jy
tarpusavio rySiai. Buvo tirti 22 virulentiSkumo genai (taikant PGR), bioplévelés formavimo
geb¢jimas (kolorimetriniu metodu), taip pat ekstralgsteliniy fermenty bei siderofory aktyvumas
(Ieksteliy metodu). Analizuota 90 klinikiniy MRSA izoliaty i§ dviejy Vilniaus miesto ligoniniy.
Tyrimas svarbus siekiant geriau suprasti MRSA patogenezés mechanizmus.

Dazniausiai aptikti genai buvo susije su biopléveliy formavimu (Spa, icaR, fnbA, clfB, ir icaD).
Jy paplitimas sieké 83,3 — 100 proc. Nustatyta, jog kai kurie genai turéjo jtaka biopléveliy formavimo
stiprumui: genas seb statistiSkai reikSmingai daZniau aptiktas silpnai (10,5 proc.) biopléveles
formuojanéiuose izoliatuose, nei vidutiniskai (0,0) (p < 0,05), o genas ebps reikSmingai dazniau
aptiktas vidutiniSkai biopléveles formuojanciuose izoliatuose (17,4 proc.) nei silpnai (7,9 proc.) (p =
0,05). Nors ekstralgsteliniy fermenty ir siderofory aktyvumas buvo placiai paplites tirtuose MRSA
izoliatuose, n¢ vienas i§ $iy virulentiSkumo veiksniy netur¢jo statistiSkai reikSmingos sgsajos su
MRSA gebé¢jimu formuoti biopléveles. Taciau proteaziy aktyvumas statistiSkai reikSmingai teigiamai
koreliavo su kai kuriais biopléveliy formavimg lemianciais genais (icaC, clfA, ebps), o siderofory

aktyvumas reikSmingai koreliavo su fnbA, cna ir icaC genais.
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Identification of Pathogenesis Mechanisms and Biofilm Formation Factors in Methicillin-

Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) Strains
ABSTRACT

Staphylococcus aureus infections are among the leading causes of hospital-associated mortality
in Lithuania and worldwide. Due to complex virulence mechanisms, this bacterium can evade the
immune system, colonize tissues, and cause life-threatening conditions. Particularly concerning are
methicillin-resistant S. aureus (MRSA) strains and those capable of biofilm formation, which
complicate treatment.

This study investigated the genetic and phenotypic virulence factors of MRSA and their
correlation. 22 virulence-associated genes were analyzed by PCR, biofilm formation was assessed
using a colorimetric method, and extracellular enzyme and siderophore activities were evaluated by
plate assays. A total of 90 clinical MRSA isolates from two Vilnius hospitals were examined. The
findings contribute to a better understanding of MRSA pathogenesis mechanisms.

Genes related to biofilm formation (spa, icaR, fnbA, clfB, and icaD) were the most prevalent,
detected in 83.3-100% of isolates. Certain genes were significantly associated with biofilm formation
strength: the seb gene was more frequently found in weak biofilm producers (10.5%) compared to
moderate producers (0.0%) (p < 0.05), while the ebps gene was more common in moderate biofilm
producers (17.4%) than in weak producers (7.9%) (p = 0.05). Although extracellular enzyme and
siderophore activities were widespread among MRSA isolates, no statistically significant association
with biofilm formation ability was observed. However, protease activity positively correlated with
specific biofilm-related genes (icaC, clfA, ebps), and siderophore activity correlated significantly with

fnbA, cna and icaC genes.
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