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SANTRUMPOS 

ACT – AmpC tipo β-laktamazė (angl., AmpC-type-lactamase); 

AMR – antimikrobinis atsparumas (angl., antimicrobial resistance); 

Ar. – aminorūgštis; 

AST – jautrumo antimikrobinėms medžiagoms nustatymas (angl., 

antimicrobial susceptibility testing); 

BLDB – β-laktamazių duomenų bazė (Beta-Lactamase DataBas); 

BSA – jaučio serumo albuminas; 

β-ME – β-merkaptoetanolis; 

CDR1–3 – hipervariabiliosios sritys (angl., complementarity-determining 

regions 1–3,); 

CHAPS – 3-((3-cholamidopropil) dimetilamonio)-1-propanosulfonatas; 

CLSI – Klinikinių laboratorinių standartų institutas (angl., Clinical 

Laboratory Standards Institute); 

CMY – cefamiciną hidrolizuojanti β-laktamazė (angl., CephaMYcin-

hydrolyzing-lactamase); 

DHA – Dahrano ligoninės Saudo Arabijoje β-laktamazė (angl., Dhahran 

Hospital in Saudi Arabia-lactamase); 

DHA-177–93 – DHA-1 β-laktamazės homologiškas 77–93 ar. regionas; 

DMEM – Dulbecco modifikuota Eagle terpė (angl., Dulbecco‘s Modified 

Eagle Medium); 

DMSO – dimetilsulfoksidas; 

DTT – ditiotreitolis; 

EDC – 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimidas; 

ESBLs – padidinto spektro β-laktamazės (angl., extented-spectrum β-

lactamases); 
FVS – fetalinis veršelio serumas (angl., foetal calf serum); 
HAT – hipoksantinas, aminopterinas ir timidinas; 

HRP – krienų peroksidazė (angl., horseradish peroxidase); 

HT – hipoksantinas ir timidinas; 

IFA – imunofermentinė analizė; 

IgG – imunoglobulinų G klasės antikūnai; 

IPTG – izopropil-β-D-tiogalaktopiranozidas; 

Kd – tariamoji disociacijos konstanta; 

kDNR – kopijinė DNR; 

KT – kambario temperatūra; 

LB – Luria Bertani mitybinė terpė; 

MAk – monokloninis antikūnas; 

MAk-Au – MAk ir aukso nanodalelių konjugatas; 

MAk-HRP – MAk ir krienų peroksidazės konjugatas; 
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MBL – metalo β-laktamazė (angl., metallo-β-lactamase); 

MBP – maltozę surišantis baltymas (angl., maltose binding protein); 

MIC – minimali augimą slopinanti koncentracija (angl., minimum inhibitory 

concentration); 

NDM – Naujojo Delio metalo β-laktamazė (angl., New Delhi metallo-β-

lactamase); 

NFA – nepilnas Freundo adjuvantas; 

OT – optinis tankis; 

PBP – su penicilinu besijungiantis baltymas (angl., penicillin binding 

protein); 

PBS – fosfatų buferinis tirpalas; 

PBST – fosfatų buferinis tirpalas su 0,1 % Tween-20; 

PDC – angl. trump. Pseudomonas-Derived Cephalosporinases; 

PEG – polietilenglikolis; 

PFA – pilnas Freundo adjuvantas; 

PMSF – fenilmetilsulfonilfluoridas; 

PSO – Pasaulio sveikatos organizacija; 

PVDF – polivinildifluoridas; 

rACT-14 – rekombinantinė ACT-14 β-laktamazė; 

RAk – rekombinantiniai antikūnai; 

rCMY-34 – rekombinantinė CMY-34 β-laktamazė; 

rDHA-1 – rekombinantinė DHA-1 β-laktamazė; 

RE – restrikcijos endonukleazė; 

rMBP-ADC-144 – su maltozę surišančiu baltymu sulieta rekombinantinė 

ADC-144 β-laktamazė; 

rNDM-1 – rekombinantinė NDM-1 β-laktamazė; 

rPDC-195 – rekombinantinė PDC-195 β-laktamazė; 

SDS-PAGE –angl. trump. Sodium Dodecyl Sulfate-PolyacrylAmyde Gel 

Electrophoresis; 

SPR – paviršiaus plazmonų rezonansas (angl., surface plasmon resonance); 

Sulfo-NHS – N-hidroksisulfosukcinimidas; 

TAE – Tris-acetatinis buferinis tirpalas; 

TEMED – tetrametiletilendiaminas; 

TK – timidinkinazė; 

TMB – 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidinas; 

TPX – dviejų fotonų sužadinimo mikrofluorimetrinė technologija (angl., 

two-photon microlfluorometric technology); 

VH – sunkiosios grandinės variabilioji sritis; 

VL – lengvosios grandinės variabilioji sritis. 
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ĮVADAS 

Bakterijų atsparumas antimikrobiniams vaistams, remiantis Pasaulio 

sveikatos organizacijos (PSO) duomenimis, yra viena didžiausių šio amžiaus 

grėsmių žmogaus sveikatai pasaulyje. Šiuo metu apie apie 4,95 mln. mirčių 

per metus yra siejamos su antibiotikams atsparių bakterijų sukeltomis 

infekcijomis. Prognozuojama, kad šis skaičius iki 2050 m. išaugs iki 10 mln. 

ir viršys šiuo metu daugiausiai gyvybių nusinešančio vėžio sukeliamų mirčių 

skaičių. Visuomenėje, sveikatos priežiūros įstaigose bei žemės ūkyje plačiai 

naudojant antimikrobinius preparatus, bakterijos sparčiai įgyja naujus 

atsparumo antibiotikams mechanizmus. Problemą taip pat didina naujų ir 

veiksmingų antibiotikų trūkumas bei sudėtinga jų paieška ir licencijavimas. 

Todėl bakterijų įgyjamas atsparumas antibiotikams lemia šių vaistų 

neveiksmingumą ir kelia grėsmę plačiai paplitusių infekcinių ligų išgydymo 

galimybei. Ateityje antimikrobinio atsparumo (AMR) problema gali lemti 

sunkiai valdomus bakterinių infekcijų protrūkius. 

Siekiant spręsti AMR problemą, remiantis PSO rekomendacijomis, 

reikalingi inovatyvūs ir veiksmingi atsparumo antibiotikams tyrimai ir 

diagnostiniai įrankiai. Šiuo metu sveikatos priežiūros sistemoje apie 60 % 

naudojamų antibiotikų sudaro β-laktaminiai antibiotikai, todėl diagnostiniais 

taikiniais gali būti pasirenkami šiuos antibiotikus hidrolizuojantys bakterijų 

atsparumo antibiotikams veiksniai – β-laktamazės. Pažangių diagnostinių 

sistemų kūrimui, kaip molekuliniai įrankiai, gali būti naudojami β-

laktamazėms specifiški monokloniniai antikūnai (MAk). MAk taikymas 

imunologiniams detekcijos metodams leistų greitai, nesudėtingai ir atrankiai 

nustatyti β-laktamazes antibiotikams atsparių bakterijų mėginiuose. Šie 

antikūnais paremti β-laktamazių nustatymo testai gali būti taikomi 

epidemiologiniams ar atsparumo antibiotikams mechanizmų tyrimamas. 

Šiame darbe, remiantis PSO pateiktu prioritetinių antibiotikams atsparių 

patogenų sąrašu, pagal aktualumą ir svarbą buvo atrinkti diagnostiniai 

taikiniai – bakterijų atsparumą antibiotikams lemiančios AmpC ir metalo β-

laktamazės. MAk kūrimui buvo pasitelktos dvi strategijos. Taikant pirmąją, 

panaudojant Escherichia coli susintetintas ir išgrynintas rekombinantines β-

laktamazes, hibridomų technologija buvo sukurtos 4 MAk kolekcijos prieš 

ACT-14, NDM-1, PDC-195 ir CMY-34 β-laktamazes. Taikant antrąją 

strategiją, sukurta plačiu reaktyvumu AmpC β-laktamazėms pasižyminčių 

MAk kolekcija, kurios kūrimui imunogenu buvo panaudotas rekombinantinis 

chimerinis nanovamzdelius formuojantis bakteriofago baltymas gp39 su 

įterpta dideliu konservatyvumu tarp AmpC pasižyminčia DHA-1 β-

laktamazės 17 aminorūgščių ilgio seka. Sukurtų antikūnų kolekcijos buvo 

detaliai apibūdintos, nustatant jų giminingumą antigenams, reaktyvumą su 

natyviomis β-laktamazėmis bakterijų izoliatuose, įvertinant šių antikūnų 

kryžmines reakcijas bei identifikuojant atpažinimo regionus antigenuose. 

Atrinkti dideliu giminingumu antigenams pasižymintys MAk išbandyti 

įvairiose imunologinėse analitinėse sistemose, tokiose kaip: kiekybinė 
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dviepitopė imunofermentinė analizė, greitasis imunochromatografinis testas ir 

dviejų fotonų sužadinimo technologija paremta sistema. Šiems metodams 

pritaikytų MAk diagnostinis potencialas buvo patvirtintas, juos testuojant su 

natūralias β-laktamazes produkuojančiais bakterijų izoliatais. 

 

 

Darbo tikslas: sukurti antikūnus ir imunologinius analitinius metodus 

bakterijų atsparumą antibiotikams lemiančių veiksnių – β-laktamazių – 

nustatymui ir juos išbandyti su biologiniais mėginiais. 

 

 

Uždaviniai: 

 

1. Sukurti monokloninius antikūnus (MAk) prieš rekombinantines 

Escherichia coli bakterijose susintetintas β-laktamazes: ACT-14, 

NDM-1, PDC-195 ir CMY-34. 

 

2. Sukurti plačiu reaktyvumu AmpC β-laktamazėms pasižyminčius 

MAk, naudojant mielėse susintetintą chimerinį bakteriofago baltymą 

su įterpta konservatyvia AmpC β-laktamazių seka. 

 

3. Išsamiai apibūdinti sukurtuosius MAk – ištirti jų specifiškumą, 

giminingumą, epitopų lokalizaciją, taikant imunocheminius, fizikinius 

ir bioinformatinius tyrimo metodus. 

 

4. Atrinkti tinkamomis savybėmis pasižyminčius MAk ir juos pritaikyti 

kuriant β-laktamazių nustatymui skirtus imunologinius analizės 

metodus. 

 

5. Įvertinti MAk diagnostinį potencialą, taikant sukurtus imunologinius 

metodus β-laktamazes produkuojančių bakterijų izoliatų analizei. 
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MOKSLINIS NAUJUMAS 

Dėl netinkamo ir perteklinio antibiotikų naudojimo medicinoje ir 

gyvulininkystėje, bakterijos sparčiai įgyja naujus atsparumo antibiotikams 

mechanizmus. Todėl bakterijų atsparumo antibiotikams veiksnių – β-

laktamazių – nustatymas bakterijų izoliatuose yra svarbus klinikinei 

diagnostikai, epidemiologiniams ir atsparumo antibiotikams mechanizmų 

tyrimams. AmpC β-laktamazės vis dažniau aptinkamos sveikatos priežiūros 

įstaigose, gyvulių ūkiuose ar iš laukinių gyvūnų izoliuotose gramneigiamose 

bakterijose [1]. Nepaisant to, Klinikinių laboratorinių standartų institutas 

(angl., Clinical Laboratory Standards Institute) iki šiol nėra patvirtinęs AmpC 

detekcijai skirtų metodinių rekomendacijų. Todėl AmpC β-laktamazėms 

specifiški MAk ir jų taikymas šių baltymų nustatymui turi potencialią 

diagnostinę vertę. Atsižvelgiant į problematiką, šiame darbe buvo sukurtos ir 

detaliai apibūdintos 4-ios AmpC priklausančioms ACT-14, PDC-195 ir CMY-

34 β-laktamazėms specifiškų MAk kolekcijos. Taip pat, kaip diagnostinis 

taikinys, MAk kūrimui pasirinkta plačiai pasaulyje išplitusi metalo β-

laktamazė – NDM-1. Svarbu ir tai, jog MAk prieš ACT-14, PDC-195 ir CMY-

34 iki šiol nebuvo aprašyti. 

Šiame darbe buvo kryptingai sukurti ir detaliai apibūdinti plataus 

reaktyvumo MAk prieš unikalią DHA β-laktamazių šeimos fermentams 

būdingą aminorūgščių seką. Ši seka pasižymi dideliu konservatyvumu tarp 

AmpC β-laktamazių, todėl sukurti MAk, kaip universalūs molekuliniai 

įrankiai, turi didelę diagnostinę vertę. Šiuo metu identifikuota daugiau nei 63 

AmpC β-laktamazių šeimų, kurias sudaro daugiau nei 6780 šių fermentų 

alelinių variantų, o iš jų daugiau nei 37 priklauso DHA šeimai [2]. Plataus 

reaktyvumo MAk taikymas β-laktamazių nustatymui suteiktų galimybę vienu 

molekuliniu įrankiu nustatyti didelę AmpC baltymų įvairovę. Šiame darbe, 

antikūnų kūrimo procese imunizacijai panaudotas mielėse susintetintas 

chimerinis, multimerinę struktūrą formuojantis bakteriofago vB_EcoS_NBD2 

uodegėlės baltymas gp39 su įterpta konservatyvia AmpC β-laktamazių seka. 

Ankstesniais tyrimais parodyta, jog mielėse susintetintas gp39 

oligomerizuojasi ir sudaro stabilias nanovamzdenių struktūras bei sukelia 

stiprų imuninį atsaką laboratorinėms pelėms. Dėl šių ypatybių, 

nanovamzdeliai, kaip nešikliai, gali būti panaudoti tikslinių baltymų, 

pavyzdžiui, β-laktamazių, fragmentų eksponavimui [3], [4]. Taigi, šiame 

darbe aprašytas metodas parodo chimerinių nanovamzdelių taikymo 

kryptingam MAk kūrimui galimybes. Svarbu pabrėžti, kad iki šiol plataus 

reaktyvumo MAk prieš β-laktamazes, jų kūrimo strategija ir taikymas šių 

fermentų nustatymui nebuvo aprašyti. 
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GINAMIEJI TEIGINIAI 

1. E. coli susintetintos rekombinantinės β-laktamazės ir mielėse 

susintetintas chimerinis bakteriofago baltymas gp39 su įterpta 

konservatyvia β-laktamazių seka sukelia stiprų imuninį atsaką 

laboratorinėms pelėms ir yra tinkami antigenai MAk kūrimui, taikant 

hibridomų technologiją. 

 

2. Sukurti MAk prieš β-laktamazes pasižymi dideliu giminingumu ir 

specifiškumu antigenams bei geba atpažinti natyvias β-laktamazes 

bakterijų izoliatuose. 

 

3. MAk prieš ACT, NDM, PDC ir CMY β-laktamazes gali būti pritaikyti 

kuriant imunologinius analitinius metodus, skirtus β-laktamazių 

kokybiniam arba kiekybiniam nustatymui bakterijų izoliatuose. 

 

4. Plataus reaktyvumo MAk prieš AmpC β-laktamazes gali būti pritaikyti 

imunojutiklių, skirtų šių β-laktamazių nustatymui, kūrimui.  
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1. LITERATŪROS APŽVALGA 

1.1. Atsparumas antimikrobiniams junginiams 

Pasaulio sveikatos organizacijos (PSO) duomenimis, antimikrobinis 

atsparumas (angl., antimicrobial resistance, AMR) yra viena didžiausių 

grėsmių žmogaus sveikatai [5]. Antimikrobinės medžiagos, tokios kaip 

antibiotikai, priešvirusiniai, priešgrybeliniai ar priešparazitiniai vaistai, plačiai 

naudojamos medicinoje ir žemės ūkyje įvairių infekcinių ligų gydymui ar jų 

prevencijai. AMR atsiranda, kai bakterijos, virusai, grybeliai ar pirmuonys 

išvysto atsparumo mechanizmus antimikrobiniams vaistams. Todėl 

antibiotikai ar kiti antimikrobiniai junginiai tampa nebeveiksmingi, o tai 

sumažina infekcinių ligų išgydymo galimybes. Įprastos medicininės 

procedūros, tokios kaip: chirurginės operacijos ar vėžio chemoterapija, tampa 

rizikingesnėmis, kyla ligų plitimo, pacientų negalios ir mirties rizika [5]. 

Nustatyta, jog 2019 m. apie 4,95 mln. mičių pasaulyje buvo siejamos, o iš jų 

1,27 mln. buvo tiesiogiai susijusios, su antibiotikams atsparių bakterijų 

sukeltomis infekcijomis (1.1 pav.) [6]. 

 

 
 
1.1 pav. 2050 m. prognozuojamas žmonių mirčių, siejamų su AMR, skaičius per 

metus įvairiuose pasaulio regionuose. Modifikuota pagal [7]. 

 

Atsparumą antibiotikams lemia bakterijų įgyjami atsparumo šiems 

junginiams mechanizmai, apsaugantys bakterijas nuo antibiotikų poveikio. 

Antibiotikams atsparių mikroorganizmų sukeltų infekcijų gydymas yra 

sudėtingas ir ilgai trunkantis procesas [8], [9]. Remiantis AMR epidemiologiją 

vertinantinančių ir iš bendradarbiaujančių šalių sudarytų tinklų EARS-Net 

(angl., European Antimicrobial Resistance Surveillance Network) ir CAESAR 

(angl., Central Asia and Eastern European Surveillance of Antimicrobial 

Resistance) informacija, antibiotikams atsparių bakterijų paplitimas per 
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pastarąjį dešimtmetį ženkliai išaugo [10]. Remiantis Ligų kontrolės ir 

prevencijos centrų informacija, kiekvienais metais vien tik Jungtinėse 

Amerikos Valstijose apie 2 mln. žmonių susiduria su antibiotikams atsparių 

bakterijų sukeltomis infekcijomis, o iš jų – 23 tūkst. miršta. Vertinant šios 

problemos mastą, prognozuojama, kad kiekvienais metais apie 700 tūkst. 

mirčių pasaulyje bus susijusios su AMR. Manoma, kad iki 2050 m. šis 

skaičius gali išaugti iki 10 mln. mirčių per metus (1.1 pav.) [9]. Svarbu ir tai, 

kad antibiotikams atsparių bakterijų, pavyzdžiui, plačiam antibiotikų spektrui 

atsparių Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus 

aureus, sukeltų infekcijų gydymas reikalauja ilgesnės pacientų 

hospitalizacijos ir didesnių sveikatos priežiūros sistemos resursų, todėl 

papildomai didina naštą sveikatos priežiūros sistemai ir valstybės ekonomikai 

[9]. 

AMR yra natūraliai gamtoje sutinkamas procesas, laikui bėgant 

patogenuose besivystantis dėl įgaunamų pokyčių jų genetinėje medžiagoje. 

Tačiau, naujų AMR mechanizmų vystymąsi ir paplitimą spartina žmonių 

veikla [5]. Patogenų įgyjamas atsparumas antibiotikams siejamas su didelio 

masto ir neatsakingu antimikrobinių preparatų naudojimu medicinoje, 

žemdirbystėje, gyvulininkystėje ir pramonėje [11]. Skaičiuojama, kad 

pasaulyje per metus profilaktiniais ir gydymo tikslais vien tik gyvulininkystėje 

sunaudojama apie 60 000 tonų antimikrobinių preparatų [5]. 

 

 
 
1.2 pav. „Vienos sveikatos“ principo, pagal kurį žmonių, gyvūnų ir juos supančios 

aplinkos sveikatos yra glaudžiai susijusios, vizualizacija. Paveiksle pateikiama po 

keletą žmonių, gyvūnų ir aplinkos sveikatą veikiančių veiksnių pavyzdžių. 

Modifikuota pagal [12]. 
 

Taigi, AMR yra kompleksinė problema, kurios sprendimui reikalingi 

konkretūs veiksmai žmonių sveikatos, maisto gamybos, gyvūnų ir 
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aplinkosaugos sektoriuose. Vis dažniau akcentuojamas „Vienos sveikatos“ 

(angl., One Health) integruotas ir įvairius sektorius, disciplinas bei 

bendruomenes telkiantis požiūris. Šiuo principu pabrėžiama, kad žmonių, 

naminių ir laukinių gyvūnų, augalų bei mus supačios aplinkos sveikata yra 

glaudžiai susijusi (1.2 pav.) [13]. Iniciatyva siekiama sumažinti naudojamų 

antibiotikų kiekį ir subalansuoti žmonių, gyvūnų ir ekosistemų sveikatą AMR 

problemos kontekste. 

1.1.1.  Kovos su antimikrobiniu atsparumu veiksmų planas 

AMR yra pasaulinio masto problema, todėl jos sprendimui reikalingi 

koordinuoti ir strategiškai suplanuoti veiksmai. Remiantis PSO, šiuo metu yra 

prioritizuojami keli šios problemos sprendimo keliai. Vienas iš jų – infekcinių 

ligų prevencijos užtikrinimas, siekiant sumažinti netinkamo antibiotikų 

vartojimo mastą. Taip pat skatinamas prieinamumo prie moderniosios 

diagnostikos ir tinkamo infekcinių ligų gydymo užtikrinimas bei AMR 

stebėsena ir inovacijų užtikrinimas, pavyzdžiui, AMR paplitimo ir 

antimikrobinių preparatų naudojimo stebėsena, naujų vakcinų, diagnostinių 

metodų ir vaistų kūrimas [5]. 

Sprendžiant AMR problemą, reikalingi kompleksiški veiksmai medicinos, 

maisto pramonės, gyvūnų ir kituose su antibiotikų naudojimu susijusiuose 

sektoriuose. Šiuos veiksmus papildo ne tik anksčiau minėtas „Vienos 

sveikatos“ principas, bet ir kuriami visuotiniai veiksmų planai, buriamos 

pasaulinės asamblėjos, rengiami informaciniai renginiai. 2023 m. 178 

pasaulio šalys buvo įpareigotos parengti nacionalinius AMR veiksmų planus, 

kuriais remiantis, šalys turi sukurti ir inegruoti daugiasektorinį AMR valdymo 

mechanizmą, prioritetizuoti kovos su šia problema veiksmus bei sutelkti 

turimus išteklius šio plano įgyvendinimui [5]. 

Vis daugiau dėmesio pasaulyje skiriama tinkamam ir veiksmingam 

infekcinių ligų gydymo užtikrinimui. AMR kontekste siekiama šviesti ir 

skatinti sveikatos įstaigas remtis moksliniais tyrimais paremtomis antibiotikų 

ir kitų antimikrobinių preparatų skyrimo ir vartojimo rekomendacijomis. 

Siekdama pagerinti gydymo prieinamumą bei sumažinti netinkamo 

antibiotikų naudojimo mastą, PSO išleido AwaRe (angl., Access, Watch, 

Reserve) – išsamiai antibiotikus, jų dozes, skyrimą ir vartojimą aprašantį 

informacinio pobūdžio leidinį [5]. 

Dėdama pastangas inicijuoti ir tinkama linkme nukreipti naujų 

antimikrobinių preparatų, diagnostinių metodų ir vakcinų kūrimą bei tyrimus, 

2017 m. (su 2023 m. papildymu) PSO išleido antimikrobiniams preparatams 

atsparių prioritetinių bakterinių patogenų ir 2022 m. – prioritetinų grybelinių 

patogenų, sąrašus [14], [15]. 

Nepaisant dedamų globalių pastangų, sprendžiant AMR problemą, 

reikalingas aktyvesnis šalių įsitraukimas, didesnės inovacijos bei investicijos 

į AMR epidemiologinius tyrimus. 
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1.1.2.  Efektyvių antibiotikų trūkumo problema 

Atradus ir plačiai pradėjus naudoti antibiotikus, vystosi ir plinta bakterijų 

atsparumo antibiotikams mechanizmai. Šis procesas – nesibaigiantis ciklas, 

kuriame sukurtų ir patvirtintų antibiotikų poveikis palaipsniui susilpninamas 

naujai atsirandančių ir išplintančių atsparumo antibiotikams mechanizmų 

bakterijose. Įprastais atvejais, atsižvelgdama į šią padėtį, farmacija rūpinasi 

nenutrūkstamu visuomenės aprūpinimu naujais ar anksčiau sukurtais, tačiau 

modifikuotais ir pagerintomis antimikrobinėmis savybėmis pasižyminčiais, 

antibiotikais. Tačiau šiuo metu dėl spartaus AMR išplitimo pasaulyje šis 

ciklas yra sutrikdytas [16]. Skaičiuojama, kad 2020 m. pabaigoje, pirmoje, 

antroje ir trečioje klinikinių tyrimų stadijose bei galutinio patvirtinimo laukė 

tik 43 nauji antibiotikai (1.3 pav.). 

 

 
 

1.3 pav. Naujų antibiotikų kūrimo ir testavimo klinikiniuose tyrimuose etapai. (A) 

2014–2020 m. laikotarpyje tirti ir patvirtinti antibiotikai. Antibiotikai skirstomi pagal 

jų veikimo spektrą, cheminės struktūros naujumą ir veiksmingumą prieš pasaulio 

sveikatos organizacijos (PSO) atrinktus prioritetinius bakterinius patogenus. (B) 

Patvirtinti arba klinikiniuose tyrimuose esantys nauji antimikrobiniai junginiai, skirti 

gramneigiamų bakterijų sukeltų infekcijų gydymui. Modifikuota pagal [16]. 
 

Palyginimui 2020 m. šiose tyrimų stadijose buvo vertinama daugiau nei 

1300 priešvėžinių vaistų [16]. Pavyzdžiui, laikotarpiu nuo 2018 iki 2022 m. 

rugpjūčio buvo patvirtinti tik 5 nauji antibiotikai (1.4 pav.) [17]. 

Skaičiuojama, kad net trys ketvirtadaliai kuriamų antibiotikų yra jau 
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egzistuojančių antibiotikų pirmtakai, o likusią dalį sudaro naujos cheminės 

struktūros ar prieš naujus taikinius kuriami preparatai [16]. 

 

 
 
1.4 pav. Laikotarpyje nuo 1983 iki 2022 m. rugpjūčio mėn. patvirtinti nauji 

antibiotikai ir kiti vaistai. Modifikuota pagal [17]. 

 

Naujų ir veiksmingų antibiotikų paieškos ir kūrimo procesas šiuo metu 

susiduria su inovacijų trūkumu bei mokslo ir tyrimų, ieškant naujų antibiotikų 

kandidatų, iššūkiais, kurie siejami su per mažu tyrimų finansavimu (1.4 pav.). 

Dėl šių iššūkių antibiotikų kūrimas ir pateikimas rinkai kelia didelę finansinę 

riziką farmacijos įmonėms. Naujų ir kliniškai reikšmingų antibiotikų kūrimą 

ir taikymą riboja per mažas farmacijos įmonių susidomėjimas ir ribotas 

antibiotikų kūrimo bei jų klinikinių tyrimų finansavimas [17]. 

Siekdama kovoti su AMR problema ir veiksmingų antibiotikų trūkumu, 

2017 m. (su 2023 m. papildymu) PSO paskelbė prioritetinių antibiotikams 

atsparių bakterijų sąrašą, sudarytą iš 12 didžiausią grėsmę pasaulyje žmonių 

sveikatai keliančių bakterijų šeimų. Šiuo sąrašu siekiama suteikti gaires 

mokslui ir jo vystymui naujų vakcinų, diagnostinių sistemų ir antibiotikų 

kūrimo procese. Pagal naujų antibiotikų poreikio svarbą, patogenai sąraše 

suskirstyti į aukščiausio, aukšto ir vidutinio prioriteto grupes (1.5 pav.) [15]. 

Remiantis PSO, aukščiausio prioriteto patogenai kelia didelę grėsmę 

ligoninių ir slaugos namų pcientams. Didelės rizikos grupę sudaro pacientai, 

kurių gydymui reikalingas dirbtinio kvėpavimo palaikymas ar gydymui 

naudojami kateteriai. Aukščiausiam prioritetui priskiriamos bakterijos gali 

sukelti sunkias ir dažnai mirtinas infekcijas, tokias kaip: kraujo užkrėtimas ar 

pneumonija. Šioms bakterijoms yra būdingas atsparumas plačiam antibiotikų 

spektrui, įskaitant ir šiuo metu daugybiniu atsparumu pasižyminčių bakterijų 

sukeltų infekcijų gydymui naudojamiems karbapenemams ar naujausios 

kartos cefalosporinams [15]. 

Aukšto ir vidutinio prioriteto grupėms priskiriamos bakterijos, kurios 

sukelia plačiai paplitusias infekcines ligas, tokias kaip gonorėja ar salmonelių 

sukeltas apsinuodijimas maistu. Tarp šių bakterijų taip pat sparčiai plinta 

atsparumo antibiotikams mechanizmai [15]. 
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1.5 pav. PSO sudarytas antibiotikams atsparių prioritetinių bakterinių patogenų 

sąrašas. „–“ nurodo gramneigiamas bakterijas; „+“ nurodo gramteigiamas bakterijas. 

Parengta pagal [15]. 

 

Sprendžiant AMR problemą, reikalingi ne tik nauji ir veiksmingi 

antibiotikai, tačiau svarbu imtis infekcinių ligų prevencijos veiksmų. Todėl, 

reikalingas tinkamo antibiotikų skyrimo ir vartojimo užtikrinimas bei 

racionalus naujų ir būsimų antibiotikų taikymas gydymui [18]. 

1.1.3.  Antibiotikai ir jų klasifikavimas 

Antibiotikų atradimas XX a. pradžioje ir jų taikymas infekcinių ligų 

gydymui yra vienas svarbiausių laimėjimų medicinos istorijoje. Šių vaistų 

dėka padidėjo infekcinių ligų išgydymo tikimybė, todėl pagerėjo žmonių 

gyvenimo kokybė bei trukmė. Antibiotikai plačiai naudojami bakterijų sukeltų 

infekcijų gydymui ar prevencijai medicinoje ir gyvulininkystėje [18]. 

Pagal cheminę struktūrą antibiotikai skirstomi į šias klases: β-laktamai, 

makrolidai, tetraciklinai, aminoglikozidai ir chinonai. Dėl savo efektyvumo β-

laktamai sudaro du trečdalius medicinoje naudojamų antibiotikų. Šių 

antibiotikų cheminei struktūrai būdingas β-laktaminis žiedas. Skirtingoms 

klasėms priklausantys β-laktaminiai antibiotikai savo struktūroje gali turėti  

papildomas šonines grupes ar heterociklinius žiedus (1.6 pav.). β-laktamams 

priklauso penicilinai (būdingas tiazolidino žiedas ir papildoma šoninė grupė), 

cefalosporinai (turi dihidrotiazino žiedą ir dvi papildomas šonines grupes), 

karbapenemai (struktūroje yra modifikuotas tiazolidino žiedas) ir 

monobaktamai (būdingas β-laktaminis žiedas be papildomų gretimų šoninių 

grupių) [19]. 
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1.6 pav. Skirtingų klasių β-laktaminių antibiotikų cheminės struktūros. Modifikuota 

pagal [19]. 

  

Didelė antibiotikų struktūros įvairovė lemia skirtingus šių junginių 

veikimo mechanizmus. Šiais remiantis, antibiotikai gali būti klasifikuojami 

pagal bakterijų dalijimuisi svarbių molekulinių procesų slopinimą. Tai gali 

būti ląstelės sienelės, baltymų ar nukleorūgščių sintezės ar ląstelės sienelės 

funkcijų palaikymo sutrikdymas [20]. Antibiotikų klasifikavimas pagal jų 

veikimo mechanizmą pateiktas 1.1 lentelėje. 

 
1.1 lentelė. Pagrindinės antibiotikų klasės ir jų skirstymas pagal veikimo 

mechanizmą. Parengta pagal [21] 

Veikimo mechanizmas Antibiotikų klasės 

Ląstelės sienelės sintezės 

slopinimas 

Penicilinai, cefalosporinai, karbapenemai, 

daptomicinas, monobaktamai, glikopeptidai 

Baltymų sintezės slopinimas 

Tetraciklinai, aminoglikozidai, 

oksazolidononai, streptograminai, ketolidai, 

makrolidai, linkozamidai 

DNR sintezės slopinimas Fluorochinonai 

Folio rūgšties sintezės 

slopinimas 

Sulfonamidai 

RNR sintezės slopinimas Rifampinai 

Kiti Metronidazolas 

 

Pavyzdžiui, β-laktaminių antibiotikų veikimo mechanizmas yra pagrįstas 

bakterijų sienelės sintezės sutrikdymu, šiam antibiotikui kovalentiškai 

jungiantis transpeptidazės, dar kitaip vadinamos su penicilinu besijungiančiu 

baltymu (ang., penicillin binding protein, PBP), aktyviajame centre. PBP 

dalyvauja galutiniuose peptidoglikano sintezės etapuose, kryžmiškai 

tarpusavyje sujungiant peptidoglikano molekules (1.7 pav.). Skirtingoms 

bakterijų rūšims būdingi joms specifiški PBP baltymai. Paprastai, rūšiai 

priklauso 3–8 šio baltymo variantai. Peptidogligano sluoksnio sintezė yra 

gyvybiškai svarbi gramneigiamų ir gramteigiamų bakterijų augimui ir 

dalijimuisi [22]. β-laktamai, prisijungdami PBP aktyviajame centre, imituoja 

natūralų transpeptidazės substratą – D-Ala-D-Ala dipeptidą, todėl PBP 

fermentinis aktyvumas yra nuslopinamas, sutrinka peptidoglikano sintezė, 

pažeidžiamas ląstelės sienelės integralumas ir ląstelės žūva (1.7 pav.) [22]. 
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1.7 pav. β-laktamų veikimo mechanizmo gramneigiamose bakterijose schematinis 

vaizdas. β-laktamo molekulė jungiasi su penicilinu besijungiančio baltymo (PBP) 

aktyviajame centre, todėl sutrikdoma peptidoglikano sintezė, pažeidžiamas bakterijos 

sienelės integralumas ir ląstelė žūva. NAG – N-acetilgliukozaminas, NAM – N-

acetilmuramo rūgštis. Modifikuota pagal [18]. 

 

Pagal veikimą antibiotikai gali būti grupuojami į plataus ir siauro veikimo 

spektro antibiotikus. Plataus veikimo spektro antibiotikai, pavyzdžiui, 

ampicilinas, amoksicilinas, eritromicinas, yra veiksmingi tiek prieš 

gramteigiamas, tiek prieš gramneigiamas bakterijas. Tuo tapu siauro veikimo 

spektro antibiotikai, tokie kaip: penicilinai, cefalosporinai, vankomicinas ir 

kiti, yra nukreipti tik prieš gramteigiamas arba gramneigiamas bakterijas. 

Siauro spektro antibiotikai yra specifiškesni, todėl jų taikymas gydymui 

mažina naujų atsparumo antibiotikams mechanizmų atsiradimo riziką. Dėl 

šios priežasties, lyginant su plataus spektro antibiotikais, šie antibiotikai yra 

laikomi tinkamesniais antimikrobiniais agentais bakterinių infekcijų gydymui 

[21], [23]. 

Taigi, antibiotikai yra gyvybiškai svarbi šiuolaikinės medicinos dalis, 

tačiau jų poveikį silpnina bakterijų įgyjami ir sparčiai tarp šių patogenų 

plintantys atsparumo antibiotikams mechanizmai. 

1.1.4.  Bakterijų atsparumo antibiotikams mechanizmai 

Pagrindiniai antibiotikų veikimo ir bakterijų atsparumo antibiotikams 

mechanizmai yra detaliai ištyrinėti. Siekdamos išvengti antibiotikų poveikio, 

bakterijos pasitelkia įvairius atsparumo antibiotikams mechanizmus. Vieni iš 

šių mechanizmų gali būti koduojami bakterijų chromosomose lokalizuotuose 

genuose, todėl, esant antibiotikų poveikiui, gali būti tiesiogiai panaudoti 

apsaugai ir išgyvenimui. Kiti mechanizmai gali būti įgyti iš bakterijas 

supančios aplinkos mobiliųjų genetinių elementų pagalba, pavyzdžiui, 

plazmidėmis, kurios, aplinkoje atsiradus antibiotiko, šiuos genetinius 

elementus turinčioms bakterijoms suteikia išgyvenimo pranašumą. 

Pagrindinius bakterijų atsparumo mechanizmus apibendrinanti schema 

pateikta 1.8 paveiksle [8]. 

Dauguma antimikrobinių vaistų taikinių yra lokalizuoti bakterijų 

citoplazmoje, todėl, prieš patekdami į ląstelės vidų, šie junginiai turi pereiti 

ląstelės sienelę. Antibiotikų transportas per ląstelės sienelę yra itin svarbus 

gramneigiamų bakterijų atveju, kadangi šių mikroorganizmų sienelė sudaryta 
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iš dviejų membranų ir tap jų esančio peptidoglikano sluoksnio. Dėl šių 

ypatybių, gramneigiamų bakterijų sienelė yra santykinai nepralaidi 

antibiotikams ir saugo šio tipo bakterijas nuo daugumos prieš gramteigiamas 

bakterijas nukreiptų antibiotikų poveikio [8]. Bakterijos, keisdamos sienelės 

struktūrą, pavyzdžiui, keičiant porinų atrankumą, modifikuodamos 

fosfolipidų ir riebalų rūgščių sąstatą citoplazminėje membranoje, sutrikdo 

antibiotikų patekimą į ląstelę [24]. Pavyzdžiui, K. pneumoniae atsparumas 

karbapenemams yra iš dalies nulemtas OmpK35 ir OmpK36 porinų stuktūros 

pokyčių, kurie susilpnina pralaidumą karbapenemams [25]. 

 

 
 
1.8 pav. Pagrindiniai bakterijų atsparumo antibiotikams mechanizmai. Modifikuota 

pagal [8]. 

 

Bakterijos geba ne tik apsisaugoti nuo antibiotikų patekimo į ląstelę, bet ir 

aktyviai juos šalinti iš ląstelės, naudojant išnašos mechanizmus. Bakterijų 

sienelėje lokalizuotos išnašos pompos gali būti efektyviai naudojamos iš 

citoplazmos atgal į aplinką vykdomam antibiotikų transportavimui. Šios 

pompos gali pernešti įvarios cheminės struktūros antibiotikų molekules, todėl 

prisideda prie daugybiniu atsparumu pasižyminčių bakterijų, tokių kaip: E. 

coli, Pseudomonas aeruginosa, Neisseria gonorrhoeae ir A. baumannii, 

atsiradimo [26], [27]. 

Bakterijos geba išvengti antibiotikų poveikio keisdamos ir 

modifikuodamos antibiotikų taikinius. Paprastai antibiotikai slopina ląstelei 

gyvybiškai svarbias funkcijas, dideliu giminingumu jungdamiesi prie savo 

taikinių – bakterijos komponentų. Šiuo būdu slopinamas bakterijų augimas 

arba jos žūva [28]. Jei antibiotikų taikinio struktūra pakinta ar taikinys yra 

chemiškai modifikuojamas, sumažinamas antibiotikų jungimosi prie taikinių 

giminingumas ir slopinimo efektyvumas, todėl bakterijos įgyja atsparumą 
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šiems antibiotikams. Pavyzdžiui, jungdamiesi šalia ląstelei gyvybiškai svarbių 

topoizomerazių aktyviojo centro, chinonams priklausantys antibiotikai 

slopina šių fermentų aktyvumą. Aminorūgščių pasikeitimai antibiotikų 

jungimosi srityje, išsugo topoizomerazių fermentinį aktyvumą, tačiau 

sumažina chinonų jungimosi efektyvumą [29]. Antibiotikų taikinių cheminis 

modifikavimas gali erdviškai apsunkinti antibiotiko molekulių patekimą ir 

jungimąsi prie reikiamos taikinio srities. Vienas iš pavyzdžių – atsparumo 

makrolidams mechanizmas, kuriam esant, metiltransferazė metilina 

antibiotikų taikinį – 16S rRNR – tokiu būdų apsaugodama rRNR nuo 

antibiotikų jungimosi, o bakterijos tampa atspariomis šio tipo antibiotikams 

[30]. 

Kitas plačiai tarp antibiotikams atsparių bakterijų paplitęs atsparumo 

mechanizmas – antibiotikų modifikavimas arba inaktyvavimas [8]. Šiuo 

atveju atsparumas yra užtikrinamas panaudojant pačių bakterijų susintetintus, 

antibiotikus inaktyvuojančius fermentus. Todėl, siekiant išvengti antibiotikų 

poveikio, bakterijoms nereikalingi ląstelei svarbių komponentų ir procesų 

pokyčiai. Vienas dažniausiai identifikuojamų šio tipo atsparumo mechanizmų 

yra antibiotikų inaktyvavimas, pavyzdžiui, juos hidrolizuojant [31]. Vienas iš 

pavyzdžių – β-laktamazių vykdoma β-laktamų hidrolizė. Šie fermentai 

bakterijas apsaugo nuo β-laktaminių antibiotikų poveikio, hidrolizuodami ir 

tokiu būdu inaktyvuodami antibiotikų struktūroje esantį β-laktaminį žiedą 

[32]. Bakterijos taip pat išvengia antibiotikų poveikio chemiškai 

modifikuodamos jų molekules. Identifikuoti aminoglikozidus, makrolidus ir 

kitus antibiotikus modifikuojantys fermentai [8]. Nustatyta, kad bakterijų 

acetiltransferazės, fosfotransferazės ar nukleotidiltransferazės, 

modifikuodamos antibiotiko hidroksi- ar aminogrupes, sumažina šių agentų 

jungimosi prie taikinio giminingumą [33], [34]. 

Bakterijos apsisaugo nuo antibiotikų poveikio antibiotikų taikinius 

pakeisdamos kitais alternatyviais komponentais, kurie atlieka panašią ar tą 

pačią funkciją ląstelėje. Šio mechanizmo išsivystymas yra siejamas su 

bakterijų įgyjamais naujais alternatyviais genais, koduojančiais antibiotiko 

taikinio alternatyvą, kurios funkcija, kitaip nei taikinio, nėra slopinama [35]. 

Vienas geriausiai ištyrinėtų pavyzdžių – S. aureus atsparumas meticilinui. β-

laktaminiai antibiotikai, tokie kaip meticilinas, jungiasi prie PBP baltymo, 

slopindami baltymo aktyvumą, todėl išreguliuojama ląstelės sienelės sintezė. 

Mobiliųjų genetinių elementų pagalba S. aureus gali įgyti PBP2a koduojantį 

mecA geną. Šos bakterijos tampa atsparios antibiotikams ne dėl β-laktamazių 

sintezės, bet dėl iš kitų mikroorganizmų įgyto papildomo PBP baltymo 

varianto – PBP2a – produkavimo. Antibiotikai prie PBP2a baltymo jungiasi 

žemesniu giminingumu, todėl S. aureus įgyja atsparumą visai β-laktaminių 

antibiotikų klasei [8], [36]. 

Taigi, įgaudamos įvairius atsparumo antibiotikams mechanimus, 

bakterijos geba prisitaikyti ir išvengti plačiai infekcinių ligų gydymui 

naudojamų antibiotikų poveikio. Šių mechanizmų identifikavimas, jų 

supratimas ir detalus tyrinėjimas yra itin svarbūs kuriant naujas infekcinių ligų 
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gydymo strategijas, veiksmingus antibiotikus, kitus antimikrobinius junginius 

ar jų kombinacijas. 

1.1.5.  β-laktamazės 

β-laktamazės yra β-laktaminį žiedą molekulėje turinčius junginius, 

pavyzdžiui, β-laktaminius antibiotikus, hidrolizuojantys fermentai, aptinkami 

įvairių rūšių bakterijose. Tai natūraliai gamtoje sutinkami baltymai, kurių 

atsiradimas siejamas su bakterijų gynybos mechanizmais prieš 

mikroorganizmus, gaminančius β-laktamus. Šie fermentai gali būti koduojami 

bakterijų chromosomose arba mobiliuosiuose genetiniuose elementuose 

lokalizuotų genų [37]. Nesubrendusios ir neaktyvios β-laktamazės (pre-β-

laktamazės) yra sintetinamos bakterijų citoplazmoje, N-gale prijungiant 

signalinę seką (1.9 pav.). 

 

 
 

1.9 pav. β-laktamazių biogenezės gramneigiamose bakterijose schematinis vaizdas. 

Sec ir Tat – translokacijos sistemos. Modifikuota pagal [38]. 

 

Šios sekos motyvai yra atpažįstami Sec sekrecijos sistemos arba Tat 

translokacijos komponentų, kurie pre-β-laktamazes perneša į periplazmą 

gramneigiamose bakterijose (1.9 pav.) arba, gramteigiamų bakterijų atveju, 

sekretuojamos į užląstelinę erdvę [39]. Subrendę fermentai geba inaktyvuoti 

β-laktaminius antibiotikus (1.9 pav.), hidrolizuodami β-laktaminiame žiede 

esantį amidinį ryšį [40]. Payzdžiui, hidrolizuodamos peniciliną, β-laktamazės 

jį verčia į biologiškai neaktyvią penicilino rūgštį (1.10 pav.). 

Detalūs β-laktamazių tyrinėjimai pradėti 1940 m. Nuo tyrimų pradžios 

bakterijose identifikuotų ir apibūdintų β-laktamazių sąrašas ženkliai išsiplėtė 

[8]. Remiantis β-laktamazių duomenų baze (Beta Lactamase DataBase, 

BLDB), , šiuo metu identifikuota daugiau nei 11 530 β-laktamazių alelinių 

variantų (pagal 2025 m. rugpjūčio mėn. duomenis) [2]. Dažniausiai, β-

laktamazės klasifikuojamos pagal ar. sekos panašumus, remiantis Ambler 
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klasifikacija. Pagal šią klasifikacija, β-laktamazės skirstomos į A, B, C ir D 

klases (1.11 pav.) [41]. 

 

 
 

1.10 pav. β-laktamazės katalizuojama penicilino hidrolizės reakcija. Modifikuota 

pagal [42]. 

 

Skirtingoms klasėms priklausantys fermentai evoliucionavo ir keitėsi 

nepriklausomai, todėl kiekvieną klasę sudaro didelė įvairovė filogenetiškai 

skirtingų β-laktamazių grupių [38]. A, C ir D klasių filogenetinės analizės 

pavyzdys pateiktas 1.12 paveiksle. Iš identifikuotų daugiau nei 11 530 

įvairioms šeimoms prilausančių β-laktamazių variantų, A klasei priklauso 

daugiau nei 2110 fermentų, B – daugiau nei 990, C – daugiau nei 6780 ir D – 

daugiau nei 1425 atstovų (pagal 2025 m. rugpjūčio mėn. duomenis) [2]. 

 

 
 

1.11 pav. β-laktamazių skirstymas pagal struktūrą ir funkcines grupes. Modifikuota 

pagal [43]. 

 

Pagal β-laktaminio žiedo hidrolizės mechanizmo pobūdį, β-laktamazės 

klasifikuojamos į serino β-laktamazes, aktyviajame centre turinčias 

konservatyvią Ser ar. liekaną. Šiai grupei priskiriamos A, C ir D klasės β-

laktamazės (1.11 pav.), kurios taip pat pasižymi dideliu panašumu PBP 

baltymams. B klasės β-laktamazės priskiriamos metalo β-laktamazių grupei 

(1.11 pav.). Šių baltymų fermentinio aktyvumo palaikymui aktyviajame 



26 

centre papildomai reikalingi vienas ar du Zn(II) jonai [38], [44], [45], [46]. 

Struktūriniai serino ir metalo β-laktamazių skirtumai lemia ir skirtingus šių 

fermentų katalizės mechanizmus (1.13 pav.), nuo kurių priklauso β-

laktamazių substratų įvairovė ir sąveika su β-laktamazių slopikliais, kurie 

paprastai pasitelkiami β-laktaminių antibiotikų poveikio sustiprinimui [38]. 
 

 
 

1.12 pav. A, C ir D klasėms priklausančių β-laktamazių filogenetinis medis. 

Modifikuota pagal [38]. 

 

Serino β-laktamazių katalizuojama fermentinė reakcija vyksta dviem 

etapais: pradžioje substratas yra acilinamas, dalyvaujant aktyviajame centre 

esančiai Ser ar. liekanai (1.13 pav. A, B). Kitame žingsnyje, panaudojant 

vandens molekulę, vykdomas deacilinimas, susidarant neaktyviai substrato 

formai [47]. Tuo tarpu metalo β-laktamazių fermentiniam aktyvumui 

reikalingi Zn(II) jonai, kurie aktyviajame centre yra koordinuojami 

konservatyvių His ar. liekanų (1.13 pav. C, D). Zn(II) jonai koordinuoja 

substratą fermento aktyviajame centre ir jį pozicionuoja nukleofilinėje 

atakoje, susidarant neaktyviai substrato formai. 

Pagal substratų profilį β-laktamazės gali būti skirstomos į siauro spektro 

(angl., narrow-spectrum) β-laktamazes, padidinto spektro β-laktamazes 

(angl., extented-spectrum β-lactamases, ESBLs) ir karbapenemazes. Siauro 

spektro β-laktamazės hidrolizuoja penicilinus bei pirmos ir antros kartos 

cefalosporinus. Tuo tarpu ESBLs geba hidrolizuoti daugumą β-laktaminių 



27 

antibiotikų, išskyrus naujausios kartos karbapenemus [38]. Identifikuoti 

infekcijas sukeliantys mikroorganizmai, gaminantis kelių skirtingų plataus 

spektro β-laktamazių kombinacijas. O šių bakterijų sukeltų infekcijų gydymas 

tampa itin sudėtingas. Ši problema dažnai sutinkama gydant oportunistinio 

patogeno Stenotrophomonas maltophilia sukeltas cistine fibroze sergančių 

pacientų infekcijas. Chromosomose koduojamų ESBL L2 ir B klasei 

priklausančios karbapenemazės L1 koevoliucija šiose bakterijose lėmė 

atsparumą visiems klinikoje prieinamiems β-laktaminiams antibiotikams [48]. 

 

 
 

1.13 pav. β-laktamazių struktūra ir katalizės mechanizmai. (A) (Kairėje) Serino β-

laktamazės (KPC-2, PDB 6QW9) aktyviojo centro ir substrato (slopiklio relebaktamo, 

rožinė spalva) kompleksas. Svarbios katalizėje dalyvaujančios ar. yra nuspalvintos 

(Ser70 žalsvai mėlynai, Lys73 mėlynai, Glu166 raudonai). (Dešinėje) Serino β-

laktamazės (KPC-2) katalizuojamos β-laktamo hidrolizės mechanizmas. (B) Serino 

β-laktamazės (KPC-2) ir relebaktamo (rožinė spalva) komplekso struktūra. (C) 

Metalo β-laktamazės (L1-1, PDB 6UAF) ir substrato (imipenemo, rožinė spalva) 

komplekso struktūra. L1-1 β-laktamazės atveju, Zn(II) jonai (žalsvai mėlynos sferos) 

yra koordinuojami His116, His118, His121, His196 ir His263 ar. (pažymėta mėlynai) ir 

Asp120 (pažymėta raudonai). (D) (Kairėje) Metalo β-laktamazės (L1-1) aktyviojo 

centro ir imipenemo (rožinė spalva) kompleksas. Zn(II) jonai pažymėti žalsvai 

mėlynomis sferomis. Modifikuota pagal [38]. 
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Remiantis Bush-Jacoby-Medeiros klasifikacija, β-laktamazės gali būti 

skirstomos į funkcines grupes: 1, 2, 2d ir 3, (1.11 pav.) [37]. Pastarojoje 

fermentai skirstomi pagal fermentinį aktyvumą bei sąveikos su slopikliais 

profilį, todėl ši sistema laikoma informatyvesne nei Ambler klasifikacija, 

tačiau ir ženkliai sudėtingesne [38]. 

1.1.6.  AmpC β-laktamazės 

C klasei priklausančios β-laktamazės, dar kitaip vadinamos AmpC β-

laktamazėmis, sudaro daugiausiai β-laktamazių alelinių variantų turinčią klasę 

[2]. AmpC geba hidrolizuoti penicilinus, cefalosporinus (išskyrus ketvirtos 

kartos) ir monobaktamus. Klasikiniai β-laktamazių slopikliai, pavyzdžiui, 

klavulano rūgštis, AmpC tipo β-laktamazių atveju nėra veiksmingi [1]. Šiuo 

metu yra identifikuotos 63 AmpC priklausančios β-laktamazių šeimos [2] 

(pagal 2025 m. rugpjūčio mėn. duomenis). Tai homologiški ir polimorfiški 

baltymai, tarpusavyje pasižymintys nedideliais aminorūgščių sekos 

skirtumais, nuo kurių priklauso jų fermentinis aktyvumas ir substratų įvairovė 

[8]. Pavyzdžiui, AmpC priklausančių CMY, PDC, DHA ir ACT šeimų 

atstovai pasižymi dideliu polimorfiškumu. Šių β-laktamazių naujų alelinių 

variantų skaičius bakterijose, iš kurių dalis PSO priskiriamos prioritetiniams 

patogenams, sparčiai auga [8]. 

Pirmieji AmpC produkuojantys bakterijų izoliatai identifikuoti XX a. 

devintajame dešimtmetyje. Vėliau dėl izoliatų išplitimo ir horizontaliosios 

šias β-laktamazes koduojamų genų pernašos (dažniausiai dėl plazmidėse 

koduojamų AmpC), šiuos fermentus produkuojančios bakterijos nustatytos 

visame pasaulyje. Remiantis β-laktamazių kilme, išskiriamos kelios mobiliųjų 

AmpC koduojančių genų linijos. Dalies jų kilmė siejama su natūraliai AmpC 

produkuojančiomis bakterijomis, pavyzdžiui, Enterobacter grupe (būdingos 

MIR, ACT β-laktamazių šeimos), C. freundii grupe (CMY-2 tipo, LAT, CFE), 

Morganella morganii grupe (DHA), Hafnia alvei grupe (ACC), Aeromonas 

grupe (CMY-1 tipo, FOX, MOX) ir A. baumannii grupe (ADC). Plačiausiai 

išplitę yra CMY-2 tipo fermentai, tačiau fiksuojamas spartėjantis 

indukuojamos DHA-1 tipo ir kitų AmpC β-laktamazių plitimas pasaulyje [1], 

[49]. 

Dauguma Enterobacteriaceae bakterijų natūraliai gamina AmpC β-

laktamazes. AmpC koduojamų genų raiška gali būti silpna, tačiau pastovi 

(pavyzdžiui, E. coli, Shigella spp.) arba indukuojama (pavyzdžiui, 

Enterobacter spp., C. freundii, M. morganni, P. aeruginosa). Padidėjusi 

natūraliai koduojamų AmpC raiška yra siejama su įvairiais genetiniais 

bakterijų pokyčiais ir lemia aukšto lygio atsparumą cefalosporinams ir 

penicilinų bei β-laktamazių slopiklių kombinacijoms [1], [49]. 

Enterobacteriaceae bakterijos geba ne tik natūraliai sintetinti AmpC β-

laktamazes, tačiau ir įgyti šiuos fermentus koduojančius genus kartu su 

mobiliaisias genetiniais elementais, dažniausiai plazmidėmis. Įgytų AmpC 

raiška yra pastovi, o atsparumo profilis panašus į natūraliai AmpC 
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produkuojančių bakterijų mutantų su padidinta AmpC raiška atsparumo 

profilį [1], [49]. 

AmpC produkuojančių bakterijų atsparumo lygis priklauso nuo 

susintetintų β-laktamazių kiekio ląstelėse bei kitų papildomų atsparumo 

mechanizmų. AmpC negeba efektyviai hidrolizuoti karbapenemų, todėl šie 

antibiotikai išlieka vienu pagrindinių pasirinkimų AmpC produkuojančių 

bakterijų sukeltų infekcijų gydymui. Kita vertus, mutacijos gramneigiamų 

bakterijų išorinės membranos porinus koduojančiuose genuose leidžia šioms 

bakterijoms išvengti ir karbapenemų poveikio. Siekiant spręsti problemą, 

sukurti nauji veiksmingi agentai, tokie kaip cefalosporinas, ceftolozanas ir β-

laktamazių slopiklis tazobaktamas, kurie išlaiko savo antimikrobinį poveikį, 

esant AmpC, porinų ir pernašos pompų sąstato pokyčiams bakterijose [40], 

[50]. 

Antibiotikams atsparios AmpC produkuojančios bakterijos, pavyzdžiui, E. 

coli, yra plačiai išplitusios ne tik žmogaus gyvenamojoje aplinkoje, tačiau ir 

gyvulininkystės bei augalininkystės sektoriuose [51], [52]. Tai kelia grėsmę 

antibiotikams atsparių bakterijų kontrolės užtikrinimui ir žmonių sveikatai 

visame pasaulyje [40]. Antibiotikams atsparių bakterijų išplitimas kuria 

palankias sąlygas zoonotiniam patogeniškų bakterijų perdavimui per 

užkrėstus maisto produktus. Tokiu būdu inicijuojamas grįžtamojo ryšio 

procesas naujų atsparumo antibiotikams genų evoliucijai ir atrankai [53]. 

Vienos iš AmpC atstovių – CMY (angl. trump., cephamycin-hydrolyzing-

lactamase) šeimos β-laktamazės pirmą kartą idetifikuotos iš paciento žaizdos 

izoliuotame K. pneumoniae izoliate Pietų Korėjoje 1988 m. [54]. Šios β-

laktamazės sutinkamos Enterobacteriaceae šeimai priklausančiose K. 

pneumoniae, E. coli, C. portucalensis ir kitose bakterijose. Dažniausiai, CMY 

yra koduojamos plazmidėse, šių fermentų raiška yra pastovi bei suteikia 

atsparumą penicilinams ir cefalosporinams [55]. Remiantis β-laktamazių 

duomenų baze BLDB, CMY šeimą sudaro 181 identifikuoti ir patvirtinti 

fermentai, o CMY-2 identifikuojama kaip šiuo metu labiausiai paplitusi 

AmpC β-laktamazė (pagal 2025 m. kovo mėn. duomenis) [2]. CMY-2 β-

laktamazės struktūros pavyzdys pateiktas 1.14 A paveiksle. 

AmpC priklausančios PDC (angl. trump., Pseudomonas-derived 

cephalosporinases) šeimos β-laktamazės geba hidrolizuoti cefalosporinus, 

monobaktamus ir karbapenemus bei yra identifikuojamos Pseudomonas 

genties bakterijose. Pirmą kartą PDC β-laktamazė nustatyta klinikiniame P. 

aeruginosa izoliate Prancūzijoje, 2000 m. [56]. Chromosominių genų 

koduojamų PDC sintezė yra pagrindinis P. aeruginosa atsparumo β-

laktamams mechanizmas. P. aeruginosa yra oportunistinis patogenas, 

sukeliantis sunkias hospitalines infekcijas, tokias kaip: pneumonija, šlapimo 

takų infekcijos ar bakteremija, ir yra viena pagrindinių cistine fibroze 

sergančių pacientų mirties priežasčių [57]. PDC fermentai pasižymi dideliu 

polimorfiškumu, kuris yra siejamas su atsparumu didelei β-laktamų įvairovei. 

Remiantis BLDB duomenų baze, šiuo metu identifikuota daugiau nei 570 
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PDC alelinių variantų (pagal 2025 m. kovo mėn. duomenis) [2], [57]. Vieno 

iš PDC variantų – PDC-3 – struktūros pavyzdys pateiktas 1.14 B paveiksle. 

AmpC priskiriamos DHA (angl. trump., Dhahran Hospital in Saudi 

Arabia-lactamase) šeimos β-laktamazės yra koduojamos plazmidėse ir, 

dažniausiai, identifikuojamos Enterobacteriaceae bakterijose. Šie fermentai 

lemia atsparumą cefamicinams ir cefalosporinams. Pirmą kartą DHA tipo β-

laktamazė identifikuota iš plaučių karcinoma sergančio paciento išmatų 

izoliuotose Salmonella spp., Saudo Arabijoje 1997 m. [58]. Po dvejų metų 

DHA-1 produkuojančios ir iš paciento šlapimo izoliuotos K. pneumoniae 

bakterijos aptiktos JAV. [59]. Šiuo metu DHA produkuojantys izoliatai yra 

nustatomi visuose pasaulio regionuose [60]. Priešingai nei kitų plazmidėse 

koduojamų β-laktamazių, DHA raiška yra indukuojama, o raiškos stiprumas 

priklauso nuo antibiotiko ir nuo jo koncentracijos. Remiantis BLDB duomenų 

bazės duomenimis, identifikuota daugiau nei 37 DHA variantai, iš jų DHA-1 

nustatomas dažniausiai (pagal 2025 m. rugpjūčio mėn. duomenis) [2]. 

 

 
 

1.14 pav. AmpC β-laktamazių CMY-2 ir PDC-3 kristalinės struktūros. (A) CMY-2 ir 

citrato molekulės kompleksas (PDB 1ZC2). (B) PDC-3 ir slopiklio LP-06 kompleksas 

(PDB 8SDR). 

 

ACT (angl. trump., AmpC-type-β-lactamase) šeimos β-laktamazės pirmą 

kartą identifikuotos klinikiniuose K. pneumoniae ir E. coli izoliatuose JAV, 

1997 m. [61]. ACT gali būti koduojamos chromosominiuose genuose, o jų 

raiška indukuojama antibiotikais, arba koduojamos plazmidėse esančių genų. 

Pastarajam atvejui būdinga pastovi ir aukšto lygio β-laktamazių raiška. ACT 

tipo β-laktamazės suteikia atsparumą cefamicinams, cefalosporinams, 

penemams ir karbapenemams [8]. Remiantis BLDB duomenų baze, šiuo metu 

identifikuota daugiau nei 190 ACT alelinių variantų (pagal 2025 m. kovo mėn. 

duomenis) [2]. 
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1.1.7.  Metalo β-laktamazės 

Metalo β-laktamazės (angl., metallo-β-lactamase, MBL) yra B klasei 

priklausančios metalohidrolazės. Šių fermentų aktyvumui papildomai 

reikalingas Zn(II) jonų koordinavimas aktyviajame centre [8]. MBL fermentai 

pasižymi didele hidrolizuojamų antibiotikų, tokių kaip penicilinai, 

cefalosporinai ir karbapenemai, išskyrus monobaktamus, įvairove [62]. MBL 

fermentinis aktyvumas nėra slopinamas įprastai medicinoje naudojamų β-

laktamazių slopiklių [63]. Kliniškai reikšmingiausios yra mobiliuosiuose 

genetiniuose elementuose koduojamų NDM (angl. trump., New Delhi MBL), 

VIM (angl. trump., Verona Imipenemase) ir IMP (angl. trump., imipenem-

resistant Pseudomonas) šeimų β-laktamazės [8]. Remiantis BLDB duomenų 

baze, šiuo metu identifikuoti daugiau nei 75 NDM, 90 VIM ir 105 IMP 

aleliniai variantai (pagal 2025 m. kovo mėn. duomenis) [2]. 

Vienos iš kliniškai reikšmingiausių MBL – NDM tipo β-laktamazės. Šie 

fermentai pirmą kartą apibūdinti 2009 m. Švedijoje, K. pneumoniae 

bakterijose, izoliuotose iš Indijos ligoninėse apsilankiusio paciento mėginių 

[64]. Vienas dažniausiai identifikuojamų NDM šeimos β-laktamazių – NDM-

1, kurios struktūra pateikta 1.15 paveiksle. NDM-1 būdinga nedidelė 

aminorūgščių sekos homologija su kitomis Enterobacteriaceae nustatomomis 

MBL β-laktamazėmis. Didžiausia aminorūgščių homologija NDM-1 

pasižymi su VIM-1 β-laktamaze, kuri siekia 32,4 % [65]. 

 

 
 

1.15 pav. Metalo β-laktamazės NDM-1 ir hidrolizuoto penicilino komplekso 

kristalinė struktūra (PDB 8GPD). 

 

2012–2014 m. laikotarpiu 40-yje šalių atlikto tyrimo duomenimis, NDM 

tipo β-laktamazės sudarė 44,2 % visų Enterobacteriaceae nustatytų MBL 

[66]. Daugiau nei 80 % NDM produkuojančių E. coli yra izoliuojama Azijos 

šalyse, o iš jų daugiausiai – Indijoje ir Kinijoje [67]. Skaičiuojama, kad nuo 

pirmųjų NDM nustatymo atvejų praėjus mažiau nei dešimtmečiui, NDM-1 

spėjo išplisti po visą pasaulį. NDM-1 koduojantis genas (blaNDM-1) nustatytas 

didelėje įvairovėje žarnyno mikrobiotos bakterijų, maisto produktuose 
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aptiktose Shigella spp. ir Vibrio cholerae, taip pat identifikuotas A. baumannii 

ir P. aeruginosa izoliatuose [43], [66]. NDM-1 sintetinantys bakterijų izoliatai 

pasižymi daugybiniu atsparumu antibiotikams, o blaNDM-1 perduodamas tarp 

bakterijų kartu su kitas β-laktamazes koduojančiais genais ar atsparumo 

antibiotikams mechanizmais [43]. Aprašyti NDM produkuojančių 

Enterobacteriaceae protrūkiai Graikijos, Meksikos ir Olandijos ligoninėse 

[68], [69], [70]. 

1.2. Bakterijų atsparumo antibiotikams klinikinė diagnostika 

Gydant bakterijų sukeltas infekcines ligas, klinikinėje praktikoje 

informacija apie patogenų jautrumą antimikrobiniams junginiams yra būtina. 

Siekiant parinkti gydymui tinkamus antimikrobinius vaistus, klinikinėse 

laboratorijose atliekamas mikroorganizmų identifikavimas ir jautrumo 

antimikrobinėms medžiagoms tyrimas (angl., antimicrobial susceptibility 

testing, AST). AST tyrimai yra svarbūs ne tik gydant infekcines ligas, bet ir 

leidžia identifikuoti skirtingoms šalims ar jų regionams būdingą AMR profilį 

ir parinkti tam regionui tinkamą infekcinių ligų gydymo strategiją. 

Pavyzdžiui, jei daugiau nei 20 % tirtų bakterijų izoliatų yra atsparūs 

konkrečiam antibiotikui, rekomenduojama pacientų gydymui šio vaisto iš viso 

nebenaudoti [71]. Netaikant AST tyrimų, infekcinių ligų gydymas yra 

neefektyvus ir, pabrėžtina, prisideda prie naujų atsparumo atibiotikams 

mechanizmų vystymosi ir plitimo [72]. Medicinos įstaigose AST atliekami 

vadovaujantis Klinikinių laboratorinių standartų instituto (angl., Clinical 

Laboratory Standards Institute, CLSI) ir Europos jautrumo antimikrobinėms 

medžiagoms tyrimų komiteto (angl. European Committee on Antimicrobial 

Susceptibility Testing, EUCAST) parengtomis gairėmis [72], [73]. 

 

 
 
1.16 pav. Klinikinėje diagnostikoje naudojamo bakterijų atsparumo antibiotikams 

nustatymo eiga. NAAT – nukleorūgščių pagausinimo metodai. MIC – minimali 

augimą slopinanti antibiotiko koncentracija. Modifikuota pagal [74]. 
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Remiantis EUCAST ir CLSI rekomendacijomis, patikimam 

antimikrobinio atsparumo nustatymui AST tyrimai turi būti kombinuojami 

kartu su fenotipiniais testais, kurie leidžia eksperimentiškai įvertinti 

mikroorganizmo augimą, esant antibiotikui. Pastarieji metodai yra efektyvūs 

nepaisant mikroorganizmo atsparumo mechanizmo bei suteikia atsakymus į 

praktinius klausimus: kuris antibiotikas yra veiksmingas ir kokia jo dozė turi 

būti naudojama gydymui. Klinikinėse laboratorijose AST tyrimai paprastai 

atliekami su grynų mikroorganizmų kultūrų izoliatais, todėl jautrumo 

antibiotikams tyrimai atliekami keliais žingsniais (1.16 pav.). Pirmiausia, 

klinikiniai mėginiai, pavyzdžiui, kraujas, šlapimas, gleivės, yra išsėjami ir 

kultivuojami, siekiant išgauti grynus bakterijų izoliatus. Kitame etape 

atliekamas patogeno identifikavimas, tam dažniausiai pasitelkiama MALDI-

TOF masių spektrometrija. Galiausiai, remiantis EUCAST ir CLSI standartais 

ir rekomendacijomis, vykdomas AST testavimas. Visas tyrimo procesas 

užtrunka kelias dienas [40], [74]. 

Viena iš AST tyrimų grupių – fenotipiniai AST metodai, kuriais  

nustatomas fenotipinis bakterijų jautrumas antibiotikams, vertinant bakterijų 

augimą su šiais junginiams. Taikant šiuos metodus, rezultatai paaiškėja per 1–

2 paras. Vieni dažniausiai diagnostikoje naudojamų fenotipinių AST metodų 

– diskų difuzijos testas ir mikroskiedimų arba antibiotikų gradiento metodai 

(1.17 pav.) [75]. 

 

 
 

1.17 pav. Pagrindiniai klinikinėje diagnostikoje naudojami ir naujai vystomi AST 

tyrimų metodai. Skliaustuose nurodoma vidutinė metodo atlikimo trukmė 

Modifikuota pagal [72]. 

 

Vienas iš plačiausiai naudojamų fenotipinių AST metodų – diskų difuzijos 

testas (1.18 pav. A). Atliekant šį tyrimą, testuojamas bakterijų izoliatų 

jautrumas skirtingiems antibiotikams. Šiuo metodu vizualiai vertinamas 

bakterijų augimas ant agarizuotos terpės su antibiotikais impregnuotais 

diskais. Antibiotikai iš disko difunduoja į augimo terpę, sukurdami 
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koncentracijos gradientą ir atitinkamoje zonoje, priklausomai nuo antibiotiko 

koncentracijos, slopina bakterijų augimą. Skaidrus, aplink diską susiformavęs 

žiedas (inhibicinė zona) ir jo skersmuo nurodo bakterijų augimo slopinimą bei 

jautrumo antibiotikui lygį. Jei poveikio bakterijų augimui nėra, bakterijų 

izoliatas nėra jautrus tiriamajam antibiotikui ir šis nėra tinkamas gydymui 

[73], [76]. 

Kitas diagnostikoje naudojams fenotipis AST testas – mikroskiedimų 

metodas. Jo metu mėgintuvėliuose su skysta bakterijų augimo terpe 

atliekamas serijinis antibiotikų skiedimas (pavyzdžiui, 16, 8, 4, 2 µg/mL 

konc.), vėliau inokuliuojant ant neselektyvios agarizuotos augimo terpės 

izoliuotas bakterijas iki galutinės 5·105 CFU/mL koncentracijos. Bakterijų 

augimas mėgintuvėliuose vertinamas po 24 h inkubacijos. Minimali 

antibiotiko koncentracija, ties kuria bakterijų augimas yra nenustatomas, 

identifikuojama kaip minimali augimą slopinanti (angl., minimum inhibitory 

concentration, MIC) antibiotiko koncentracija [77]. 

Diagnostikai taip pat plačiai naudojamas antibiotikų gradiento metodas 

(1.18 pav. B). Tyrimui naudojamos juostelės su antibiotiko koncentracijos 

gradientu, kurios dedamos ant agarizuotos terpės su išsėtu mikroorganizmu. 

Bakterijos auginamos per naktį, MIC nustatoma vizualiai vertinant augimo 

slopinimo zoną [78]. 

 

 
 

1.18 pav. Diskų difuzijos ir antibiotikų gradiento testai. (A) Diskų difuzijos testu 

vertinto antibiotikams atsparaus P. aeruginosa izoliato rezultatai. (B) Antibiotikų 

gradiento metodu testuoto Enterococcus spp. izoliato rezultatai. Modifikuota pagal 

[83]. 

 

Tobulėjant technologijoms, klinikinei diagnostikai vis plačiau naudojami 

automatizuoti AST metodai. Tyrimų automatizavimas yra itin svarbus didelio 

našumo laboratorijų veiklai, kuriose šie tyrimai gali būti vykdomi greičiau ir 

paprasčiau. Šiuo metu diagnostikoje sėkmingai naudojamos tokios sistemos 

kaip:  VITEK2 (bioMerieux, Prancūzija), BD Phoenix Automated 

Microbiology System (BD Diagnostics, JAV) ir Sensititre ARIS 2X (Trek 

Diagnostic Systems, JAV) [72], [79]. 
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AST diagnostikai gali būti pasitelkiami genotipiniai metodai, kurie yra 

peremti atsparumą antibiotikams lemiančių genų, jų mutacijų arba genų 

raiškos nustatymu bakterijose. Dažniausiai šie metodai kombinuojami kartu 

su fenotipiniais AST metodais, rečiau naudojami kaip pastarųjų alternatyva, 

kadangi nemaža dalis genotipinių metodų yra greitesni nei anksčiau minėtieji 

klasikiniai bakterijų kultivavimu paremti metodai [80]. Genotipiniai AST 

metodai skirstomi į kelias kategorijas: pagausinimu, hibridizacija ir sekoskaita 

paremtus metodus (1.19 pav.). Pagausinimo metodai, tokie kaip polimerazės 

grandininė reakcija (PGR) ir kiekybinė PGR (kPGR) yra vieni iš efektyviausių 

bei greičiausių molekulinių įrankių, naudojamų bakterijų atsparumo 

antibiotikams genų kokybiniam ir kiekybiniam nustatymui bei profiliavimui. 

Pavyzdžiui, OpGen (JAV) sukurta multipleksinė PGR sistema Acuitas® AMR 

Gene Panel, gebanti nustatyti 28 genetinius AMR žymenis Enterobacterales, 

P. aeruginosa ir Enterococcus faecalis bakterijose [81]. 

 

 
 
1.19 pav. Genotipiniai AST metodai ir tyrimų eiga. Modifikuota pagal [80].  
 

AMR tyrimams sėkmingai pritaikyta patogenų transkriptomo analizė 

[84]. Lyginant su įprastų AST metodų naudojimu diagnostikoje, 

transkriptomo analizės taikomumą riboja ilga tyrimo trukmė, informacijos 

apie naujus patogenų atsparumo mechanizmus trūkumas bei dideli šio tyrimo 

kaštai [85]. 

AST tyrimams taip pat gali būti taikomas DNR mikrogardelių metodas. 

Specifinės DNR sekos nustatomos naudojant ant kietos fazės imobilizuotus 

šioms sekoms komplementarius oligonukleotidus. Naudojant mikrogardeles, 

vienu metu patogiai galima identifikuoti skirtingus patogenus ir didelį kiekį 

atsparumą lemiančių genų [80]. Pavyzdžiui, Verigene system (Luminex 
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Corporation, JAV) sukurta ir komercializuota sistema Blood Culture 

Multiplex Microarray-Based Molecular assay, kuri yra skirta 12 

gramteigiamų ir 9 gramneigiamų bakterijų rūšių bei joms būdingų atsparumo 

antibiotikams genų, pavyzdžiui, mecA, vanA, vanB, blaKPC, blaNDM, blaIMP, 

blaVIM nustatymui [82]. 

Patogenų atsparumo tyrimams gali būti pasitelkiama pilno genomo 

sekoskaita. Sekoskaitos rezultatus bioinformatiškai galima lyginti su 

ankstesnių tyrimų ir duomenų bazių duomenimis, todėl tai – perspektyvus 

metodas. Pradėjus plačiai sekoskaitą taikyti diagnostikai, atsirastų galimybė 

identifikuoti visus patogenui būdingus su AMR susijusius genus, tokiu būdu 

įvertinant patogeno atsparumo antimikrobiniams vaistams profilį [72]. 

Siekiant tobulinti AST diagnostiką, kuriami nauji ir inovatyvus atsparumo 

antibiotikams nustatymo metodai. Pavyzdžiui, mikroskysčių metodas 

sėkmingai pritaikytas bakterijų jautrumo antibiotikams tyrimams [86]. Taip 

pat, aprašytas tėkmės citometrijos, bioluminescencijos ir MALDI-TOF 

metodų pritaikymas ir panaudojimas AST nustatymui [87], [88], [89]. 

1.2.1. AmpC ir metalo β-laktamazių klinikinė diagnostika 

Klinikinėje diagnostikoje β-laktamazių detekcijai dažniausiai naudojami 

diskų difuzijos ir MIC testai. Paprastai laboratorijos neatlieka rutininių AmpC 

nustatymo tyrimų, o šių pasirinkimas priklauso nuo specifinių gydymo 

įstaigos poreikių. Šiuo metu CLSI nėra patvirtinęs AmpC nustatymui 

bakterijose skirtų metodų, tačiau EUCAST yra pateikęs rekomendacinio 

pobūdžio gaires šio tipo β-laktamazių detekcijai (1.20 pav.) [49], [90]. 

 

 
 

1.20 pav. EUCAST rekomenduojama AmpC nustatymo schema. Modifikuota pagal 

[49]. 
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Rekomendacijoje teigiama, kad nustatytas atsparumas cefoksitinui (MIC 

> 8 mg/L, inhibicinė zona < 19 mm) kartu su atsparumu ceftazidimu ir/arba 

cefotaksimui gali būti naudojamas, kaip fenotipinis AmpC produkuojančių 

Enterobacteriaceae nustatymo kriterijus [49]. Tačiau, ši metodika nėra pajėgi 

identifikuoti plazmidėse koduojamos AmpC β-laktamazės ACC-1, kadangi ši 

nehidrolizuoja cefoksitino [91]. Vertinant tyrimo rezultataus, turi būti 

atsižvelgta ir į kitus atsparumo antibiotikams mechanizmus, pavyzdžiui, 

atsparumą cefoksitinui gali lemti porinų kiekio sumažėjimas bakterijose [1]. 

Fenotipiniai patvirtinamieji AmpC testai paprastai grindžiami šių β-

laktamazių slopinimu, naudojant kloksaciliną arba boro rūgšties junginius 

(1.20 pav.) Tačiau boro rūgšties junginiai taip pat slopina A klasei 

priklausančias karbapenemazes bei kai kurias A klasės penicilinazes, 

pavyzdžiui, Klebsiella oxytoca būdingas K1 šeimos β-laktamazes [49]. Nors 

duomenų apie šių metodų tikslumą ir efektyvumą nėra daug, tačiau juos 

papildo naujos literatūroje aprašytos metodikos [92], [93] bei komercializuoti 

testai, tokie kaip: AmpC Detection Disc Set (Mast, jautrumas 96–100 %, 

specifiškumas 98–100 %) [94], AmpC gradiento testas (bioMerieux, 

jautrumas 84–93 %, specifiškumas 70–100 %) [95] ir testas su cefotaksimu-

kloksacilinu bei ceftazidimu-kloksacilinu impregnuotais diskais (Rosco, 

jautrumas 96 %, specifiškumas 92 %) [96]. E. coli ir Shigella spp. bakterijų 

atveju, patvirtinamieji AmpC testai nediferencijuoja įgytų AmpC ir 

chromosominiuose genuose koduojamų bei hiperekspresuojamų AmpC. Šiuo 

atveju, įgytos AmpC gali būti papildomai tvirtinamos PGR [97], [98] ar 

mikrogardelių metodais [98] (1.20 pav.). 

 

 
 

1.21 pav. EUCAST rekomenduojama karbapenemazių nustatymo schema. 

Modifikuota pagal [49]. 

 

Karbapenemazių nustatymui, tarp jų ir MBL, EUCAST rekomenduoja 

gramneigiamų bakterijų izoliatų tyrimams naudoti diskų difuzijos testą [49]. 

Šiuo metu yra prieinami keletas komercinių šio testo variantų (Mast, Rosco), 

kuriuos sudaro meropenemu ir įvairiais β-laktamazių slopikliais impregnuoti 

diskai [99]. Testuose naudojama boroninė rūgštis slopina A klasės 

karbapenemazes, dipikolinė rūgštis ir EDTA – B klasės karbapenemazes. 

Papildomai testuose naudojamas AmpC β-laktamazių slopiklis – 
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kloksacilinas, kuri leidžia diferencijuoti AmpC hiperprodukuojančias bei 

porinų netekusias bakterijas ir karbapenemazių producentus [49]. Tyrimo su 

β-laktamazių slopikliais rezultatų interpretavimo schema pateikta 1.21 

paveiksle. 

CLSI yra oficialiai patvirtinęs rekomendacijas karbapenemazių nustatymui 

[90]. Remiantis CLSI, izoliatai, kuriems būdinga ≥ 23 mm skersmens 

inhibicinė zona, juos testuojant su imipenemu, meropenemu ir doripenemu 

arba ≥ 22 mm inhibicinė zona su ertapenemu bei yra atsparūs trečios kartos 

cefalosporinams yra identifikuojami kaip karbapenemazių producentai [100]. 

1.2.2.  MAk ir jų taikymas 

Antikūnai yra imuninės sistemos ląstelių – B limfocitų – gaminami 

imunoglobulinai (Ig), susidarę prieš organizmui svetimus antigenus, 

pavyzdžiui, virusų ar bakterijų baltymus, toksinus. Antikūnams yra būdingos 

bendros molekulinės struktūros savybės, tačiau didžiausi skirtumai 

identifikuojami antigeną surišančiose srityse. Remiantis už efektorines 

funkcijas atsakingos antikūno Fc (angl., fragment crystallizable) dalies 

skirtumais, antikūnai grupuojami į IgA, IgD, IgE, IgG ir IgM klases. Žmogaus 

IgA ir IgG papildomai skirstomi į IgA1, IgA2 ir IgG1, IgG2, IgG3 bei IgG4 

poklasius, o pelės IgG klasės antikūnai skirstomi į IgG1, IgG2a, IgG2b ir IgG3 

poklasius. Antikūno molekulės struktūrą sudaro keturios tarpusavyje 

disulfidiniais ryšiais sujuntos polipeptidinės grandinės, iš kurių po dvi 

formuoja sunkiąsias ir lengvąsias grandines (1.22 pav.). Šios grandinės turi 

pastoviuosius ir kaičiuosius domenus [101]. 

 

 
 

1.22 pav. IgG klasės antikūno struktūros schematinis vaizdas. Lengvoji grandinė yra 

sudaryta iš pastoviojo (CL) ir variabilaus (VL) domenų, sunkioji grandinė – iš trijų 

pastoviųjų (CH1–CH3) ir vieno variabilaus (VH) domenų. Fab – už antigeno surišimą 

atsakinga antikūno dalis, Fc – už efektorines funkcijas atsakinga antikūno dalis, Ag – 

antigenas. Modifikuota pagal [102]. 
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1975 m. G. Kohlerio ir C. Milsteino sukurta bei aprašyta hibridomų 

technologija yra vienas iš dažniausiai moksliniais ir terapiniais tikslais 

monokloninių antikūnų (MAk) kūrimui naudojamų metodų (1.23 pav.) [103]. 

Pirmajame šios technologijos žingsnyje, iš antigenu, prieš kurį norime sukurti 

MAk, imunizuoto gyvūno (dažniausiai pelės) blužnies izoliuotos B ląstelės 

yra suliejamos su mielomos ląstelių linija (1.23 pav.). Po suliejimo ląstelės 

auginamos selektyviose sąlygose, kuriose mielomos ir blužnies ląstelės žūva. 

Išgyvenusios hibridinės ląstelės yra vadinamos hibridomomis, iš kurių 

kiekviena sekretuoja konkrečios klasės ir specifiškumo MAk. Toliau 

vykdoma hibridinių ląstelių klonų, sekretuojančių tiksliniam antigenui 

specifiškus MAk atranka ir klonavimas. Atrinkti klonai pagausinami, 

kriokonservuojami, o MAk gryninami iš hibridomų augimo tespės ir toliau 

naudojami tyrimams [101]. 

MAk plačiai naudojami medicinoje ligų gydymui, jų diagnostikai bei 

moksliniams tyrimams (1.24 pav.). MAk yra svarbūs medicinoje naudojamų 

diagnostinių testų komponentai, kuriais nustatomi organizmo ar patogenų 

(bakterijų, virusų, grybelių, parazitų) antigenai [104]. 

 

 
 
1.23 pav. Monokloninių antikūnų (MAk) kūrimo, taikant hibridomų technologiją, 

proceso schematinis vaizdas. HAT – hipoksantinas, aminopterinas ir timidinas. 

Modifikuota pagal [101]. 

 

MAk sėkmingai naudojami daugybei diagnostinių metodų: 

imunofermentinei analizei, imunoblotingui, imunochromatografijai, tėkmės 

citometrijai, imunohistochemijojai, radioimuninei analizei, fluorescencinei ar 

konfokalinei mikroskopijai. Keli iš MAk taikymo diagnostikoje pavyzdžių – 

imunochromatografijos metodu paremti COVID-19 bei gripo virusų antigenų 

bei nėštumo testai, dar kitaip vadinami greitaisiais testais [104]. 

Vis plačiau medicinoje MAk naudojami vėžio gydymui ir imunoterapijai. 

Pavyzdžiui, vėžio gydymui sėkmingai pritaikyti MAk paremti vaistai: 
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Trastuzumab (Herceptin), skirtas kūties vėžio, Rituximab (Rituxan) – B 

ląstelių limfomos ir Pembrolizumab (Keytruda) – įvairių vėžinių susirgimų 

gydymui [105], [106], [107]. Chimeriniais antigenų receptoriais (angl., 

chimeric antigen receptor, CAR) paremtoje T ląstelių terapijoje panaudojant 

MAk, genu inžinerijos metodais konstruojamos prieš vėžines ląsteles 

nukreiptos vėžiu sergančio paciento imuninės ląstelės. 

 

 
 

1.24 pav. Pagrindinės MAk taikymo sritys. Parengta pagal [104]. 

 

MAk pagrindu sukurti vaistai naudojami autoimuninių ligų, tokių kaip 

reumatoidinis artritas ar psoriazė gydymui. MAk gali būti pritaikyti ir 

infekcinių ligų gydymui. Pavyzdžiui, prie specifinių viruso baltymų prisijungę 

MAk gali sutrikdyti viruso patekimą į ląstelę šeimininkę, taip jį 

neutralizuojant. Moksliniuose tyrimuose MAk taikomi molekulių 

identifikavimui ir apibūdinimui ir yra svarbūs įrankiai baltymų sąveikos, 

ląstelių signalinių kelių, genų raiškos ir kituose tyrimuose. Taip pat šie 

antikūnai atlieka svarbų vaidmenį vakcinų kūrimo procese. Pastarieji 

naudojami identifikuojant potencialius vakcinos kandidatus, apibūdinant 

antigenus ar naudojami kituose vakcinos kūrimo etapuose [104]. 

1.2.3.  Imunochromatografijos testo taikymas diagnostikai 

MAk plačiai taikomi greitojoje diagnostikoje naudojamų testų, tokių kaip 

imunochromatografijos testas (angl., lateral flow immunoassay), kūrimui. 

Pastarajame dešimtmetyje šie testai tapo vienu plačiausiai greitojoje 

diagnostikoje naudojamų tyrimų metodų. Šie testai dažniausiai naudojami 

patogeniškų mikroorganizmų ar organizme susidariusių jiems specifiškų 

antikūnų nustatymui, seroepidemiologiniams tyrimams, identifikuojant 

toksiškus junginius maiste bei plačiai naudojami veterinarijoje ir 

augalininkystės sektoriuose. Tyrimui gali būti naudojami sudėtingi biologiniai 

mėginiai, pavyzdžiui, kraujas, plazma, serumas, šlapimas, gleivės, prakaitas, 

išmatos ar kiti [108]. 

Šiuo metu yra sukurti, aprašyta ir komercializuota keli β-laktamazių 

nustatymui antibiotikams atspariose bakterijose skirti imunochromatografijos 
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testai. Pavyzdžiui, multipleksiniai testai, skirti penkių pagrindinių 

karbapenemazių (NDM, IMP, VIM, OXA-48 ir KPC) nustatymui ir 

diferencijavimui: NG-Test CARBA-5 (NG Biotech, Prancūzija), O.K.N.V.I. 

RESIST‑5 (Coris BioConcept, Belgija) ir K.N.I.V.O. K-Set (Era Biology, 

Kinija) [109], [110], [111]. Taip pat, komercializuotas pagrindines CTX-M β-

laktamazes nustatantis testas NG-Test CTX-M MULTI (NG Biotech) [112]. 

Tačiau, tokio tipo greitieji testai, gebantys nustatyti AmpC β-laktamazes, iki 

šiol nėra aprašyti. 

 

 
1.25 pav. NG-Test CARBA-5 (NG Biotech) imunochromatografijos testas ir jo 

atlikimo principas [113]. 

 

Atsparumo antibiotikams nustatymui taikant imunochromatografijos testą, 

testavimas paprastai atliekams naudojant iš tiriamųjų mėginių (išmatų, 

šlapimo, kraujo ar kitų kūno skysčių) izoliuotas ir identifikuotas bakterijų 

kultūras. Sukurta greitųjų testų, kurie yra pritaikyti tiesioginiam β-laktamazių 

nustatymui kraujo mėginiuose, kuomet testavimas atliekamas tiesiogiai 

testuojant kraujo mėginį. 1.25 paveiksle pateiktas mėginių tyrimo aukščiau 

aprašytu NG-Test CARBA-5 imunochromatografijos testu procedūros 

schematinis vaizdas. Atliekant testavimą, kelios iš mėginio izoliuotų bakterijų 

kolonijos suspenduojamos lizės tirpale. Paruoštas mėginys užnešamas ant 

testo kasetės. Praėjus 15 min, rezultatai vertinami vizualiai [113]. 

β-laktamazių nustatymui skirtų imunochromatografijos testų rezultatų 

kombinavimas kartu su klinikine informacija ir papildomomis diagnostinėmis 

procedūromis, gydymo įstaigoms gali padėti pasirinkti tinkamą antimikrobinį 

gydymą bei greitai priimti sprendimus dėl infekcijų kontrolės [113]. 

1.2.4.  Dviejų fotonų sužadinimo technologijos (TPX) taikymas 

diagnostikai              

Pastaraisiais metais greitosios diagnostikos tyrimams pradėta taikyti dviejų 

fotonų sužadinimo mikrofluorimetrine technologija (angl., two-photon 
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microlfluorometric technology, TPX) paremti diagnostiniai testai. Ši 

technologija sėkmingai pritaikyta kvėpavimo takų ir virškinamojo trakto 

infekcijų sukėlėjų in vitro diagnostikai, kuri paremta imunocheminiais bei 

fermentinės reakcijos matavymų principais [114], [115], [116], [117]. Tiriant 

mėginius, detekcinio prietaiso pagalba realiu laiku matuojamas 

fluorescencijos intensyvumas bei vertinama reakcijos kinetika. Ši 

technologija sėkmingai pritaikyta mariPOC® SARS-CoV-2 sistemoje (ArcDia 

International Ltd, Suomija) koronaviruso testavimui nosies tepinėlio 

mėginiuose (1.26 pav.) [117]. 

 

 
 
1.26 pav. MariPOC® SARS-CoV-2 diagnostinės sistema ir jos veikimo principas. (A) 

Nosies tepinėlio mėginys suspenduojamas reakcijos buferiniame tirpale, mėgintuvėlis 

su mėginiu talpinamas į analizatorių, mėginys išpilstomas į reakcijos šulinėlius, 

atliekama automatizuota mėginio analizė. (B) Analitės detekcija yra paremta 

dviepitopės imunologinės sistemos ir TPX metodo principais. Pilka sfera nurodo 

polistireno rutuliukus, ant kurių imobilizuoti išgaudantys antikūnai. Žalia sfera 

vaizduoja analitę. Raudona žaigždė nurodo fluoroforu žymėtą detektuojantį antikūną. 

Modifikuota pagal [117]. 

 

Atliekant tyrimą, nosies tepinėlio mėginys testuojamas automatizuotu 

prietaisu. Analitės detekcijai pasitelkiamas dviepitopės imunologinės 

sistemos principas: ant kietosios fazės – polistireno rutuliukų – imobilizuoti 

analitei specifiški antikūnai išgaudo mėginyje esančią analitę, o susidariusių 

kompleksų detekcijai naudojami fluoroforu žymėti ir su išgaudančiu antikūnu 

dėl prisijungimo prie analitės nekonkuruojantys detektuojantys antikūnai. 

Vykstant reakcijai, nustatytais laiko momentais pavieniai rutuliukai yra 
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apšviečiami lazeriu (λ = 1064 nm) ir fluorescencijos signalas atitinkamais 

laiko momentais yra matuojamas individualiai (1.26 pav.). Tyrimo rezultatai 

paaiškėja per 15–20 min. [117]. Ši TPX technologija sėkmingai pritaikyta ne 

tik COVID-19 nustatymui, tačiau ir jautrumo antimikrobinėms medžiagoms 

diagnostinėje sistemoje mariAST® (ArcDia International Ltd) [118]. 

1.2.5.  Biojutiklių taikymas diagnostikai 

Optiniai, elektrocheminiai ir akustiniai biojutikliai, imunojutikliai ir 

imunoanalitinės sistemos gali būti taikomos įvairių biologinių molekulių, 

pavyzdžiui, virusinių antigenų, antikūnų ar kitų kliniškai svarbių biožymenų, 

nustatymui ir apibūdinimui [119], [120]. Pažangiais fizikiniais metodais – 

spektrine elipsometrija ir kvarco kristalo mikrogravimetrija su disipacija – 

paremti biojutikliai pasižymi dideliu jautrumu, o jų konstravimui 

nereikalingas papildomas molekulių žymėjimas detekcinėmis žymėmis, o 

biomolekulių sąveika, atliekant tyrimą, gali būti vertinama realiu laiku. 

Tokios sistemos gali būti automatizuotos ir pritaikytos vienos analitės ar 

multipleksiniam kelių taikinių nustatymui mėginiuose [121]. Pastaruoju metu 

tokio tipo sistemų taikymas diagnostikai išsiplėtė. Ši metodika naudojama 

maisto produktų analizei bei jų kokybės užtikrinimui, gyvenamosios aplinkos 

tyrimams ir gamybinių procesų sekimui [122]. 

 

 
 

1.27 pav. Elektrocheminio biojutiklio schematinis vaizdas. Analitės surišimui ant 

elektrodo paviršiaus gali būti imobilizuojamos nukleorūgštys, aptamerai, antikūnai, 

fermentai, peptidai, lektinai ar glikanai. Modifikuota pagal [123].  
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Biojutiklį sudaro elektrodas, kurio paviršiuje imobilizuojamos analitę 

surišančios molekulės, pavyzdžiui, nukleorūgštys, aptamerai, antikūnai ar kiti 

baltymai, peptidai, lektinai, glikanai ir kitos molekulės (1.27 pav.). Šioms 

molekulėms prisijungus prie tiriamajame mėginyje esančios analitės, įvyksta 

elektrocheminiai pokyčiai, kurie yra proporcingi analitės koncentracijai 

mėginyje. Gali būti matuojami ir analizuojami tokie parametrai kaip: 

adsorbcija, lūžio rodiklis, sklaida, atspindys, poliarizacija ar 

fotoliuminescencija [121], [123]. 

Aprašytas sėkmingas spektrinės elipsometrijos ir kvarco kristalo 

mikrogravimetrijos su disipacija metodų taikymas antikūnų ir antigeno 

sąveikos nustatymui. Pavyzdžiui, šie metodai pritaikyti SARS-CoV-2 spyglio 

baltymo ir po vakcinacijos ar persirgimo COVID-19 infekcija susidariusių 

antikūnų žmogaus kraujyje sąveikos tyrimams [124]. Taip pat ši metodika 

sėkmingai panaudota galvijų leukemijos viruso antigeno gp51 nustatymui 

[125]. 

1.2.6.  Bakteriofago baltymas gp39 ir jo taikymas chimerinių 

baltymų konstravimui 

Bakteriofago vB_EcoS_NBD2 baltymas gp39 [126] yra savaime 

susirenkantis ir multimerines ilgų bei lanksčių nanovamzdelių struktūras 

formuojantis baltymas (1.28 pav.). Baltymas gp39 gali būti susintetintas 

mielių ar E. coli baltymų sintezei skirtose sistemose, o formuojami 

nanovamzdeliai gali būti nesudėtingai išgryninti per sacharozės gradientą. 

Šios oligomerinės struktūros yra stabilios įvairiuose buferiniuose tirpaluose, 

pavyzdžiui, karbonatiniuose, fosfatiniuose, Tris, acetatiniuose ar citratiniuose 

tirpaluose, ir yra atsparūs pH svyravimams (pH 3,2–9,6) bei šilumai (stabilūs 

iki 37 °C) [4]. 

 

 
 

1.28 pav. Bakteriofago baltymo gp39 formuojamų nanovamzdelių elektroninės 

mikroskopijos nuotrauka [3]. 
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Rekombinantinio gp39 baltymo formuojama nanovamzdelių struktūra 

pasižymi morfologiniais panašumais į natūraliai sutinkamų virusų struktūras. 

Parodyta, jog šie nanovamzdeliai sukelia stiprų ląstelinį ir humoralinį atsaką 

laboratorinėms pelėms. Todėl, siekiant padidinti tikslinių baltymų 

imunogeniškumą, šios multimerinės struktūros, kaip nešikliai, gali būti 

panaudotos svetimų baltymų fragmentų eksponavimui [3], [4]. Tokiu būdu 

gali būti eksponuojami trumpi baltymų fragmentai, kurie įprastai dėl savo 

mažos molekulinės masės stipraus imuninio atsako organizme nesukeltų. 

Šiame darbe ši strategija buvo pritaikyta bakteriofago vB_EcoS_NBD2 

baltymą gp39 suliejant su DHA-1 β-laktamazės 17 aminorūgščių ilgio 

fragmentu ir sukonstruotą chimerinį baltymą, kaip imunogeną, panaudojant 

kryptingam MAk prieš β-laktamazes kūrimui. 
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2. MEDŽIAGOS IR TYRIMŲ METODAI 

2.1. Medžiagos 

2.1.1.  Reagentai 

Fetalinis veršiuko serumas (FVS, angl., fetal bovine serum, Biochrom); L-

glutaminas (Roth); gentamicino sulfatas (Roth); hipoksantinas, aminopterinas, 

timidinas (HAT, Sigma-Aldrich); hipoksantinas, timidinas (HT, Sigma-

Aldrich); pilnas Freundo adjuvantas (PFA) ir nepilnas Freundo adjuvantas 

(NFA, Thermo Fisher Scientific), polietilenglikolis (PEG, Sigma-Aldrich); 

dimetilsulfoksidas (DMSO, Roth); jaučio serumo albuminas (BSA, angl., 

bovine serum albumine, Roth); 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidinas (TMB) 

imunoblotingui Liquid Substrate System for Membranes (Sigma-Aldrich), 

TMB imunofermentinei analizei NeA-Blue Tetramethylbenzidine Substrate 

(Clinical Science Products); tetrametiletilendiaminas (TEMED, Roth); 

polivinilidenfluorido (PVDF) membrana (Roth). 

2.1.2.  Buferiniai tirpalai ir terpės 

Imunofermentinėje analizėje naudoti tirpalai: 

Imobilizacijos buferinis tirpalas: 0,05 M NaHCO3 (Roth), pH 9,5. 

Fosfatų buferinis tirpalas (PBS): 137 mM NaCl (Roth), 2,7 mM KCl 

(Roth), 8,1 mM Na2HPO4 (Roth), 1,5 mM KH2PO4 (Roth). 

Fosfatų buferinis tirpalas su detergentu Tween-20 (PBST): PBS su 0,1 % 

Tween-20 (v/v) (Roth). 

Blokavimo tirpalai: PBS su 2 % (w/v) BSA; 1 x Roti-Block® tirpalas 

(Roth); PBS su 2 % (w/v) pieno miltelių (Roth) ir 0,5 % Tween-20. 

Ryškinimo tirpalas: NeA-Blue Tetramethylbenzidine Substrate. 

Baltymų elektroforezėje denatūruojančiomis sąlygomis naudoti tirpalai: 

Akrilamido-bisakrilamido tirpalas: 30 % (w/v) akrilamido (Roth), 0,8 % 

N,N-Metilenbisakrilamido (Roth). 

1,5 M Tris-HCl (Roth) tirpalas, pH 8,8. 

0,5 M Tris-HCl tirpalas, pH 6,8. 

10 % (w/v) amonio peroksosulfato tirpalas (Roth). 

10 % (w/v) natrio dodecilsulfato (SDS, angl. sodium dodecyl sulfate, Roth) 

tirpalas. 

4 % koncentruojamasis gelis: 4 % (v/v) akrilamido-bisakrilamido, 

125 mM Tris-HCl (pH 6,8), 0,1 % (v/v) SDS, 0,05 % (v/v) amonio 

peroksosulfato, 0,1 % (v/v) TEMED. 

12 % skiriamasis gelis: 12 % (v/v) akrilamido-bisakrilamido, 0,4 M Tris-

HCl (pH 8,8), 0,1 % (v/v) SDS, 0,05 % (v/v) amonio peroksosulfato, 0,1 % 

(v/v) TEMED. 

Baltymų elektroforezės buferinis tirpalas: 24,7 mM Tris-HCl, 192 mM 

glicino, 3,5 mM SDS, pH 8,3–8,6. 
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Baltymus redukuojantis užnešimo buferinis tirpalas Pierce Lane Marker 

Reducing Sample Buffer (Thermo Fisher Scientific). 

Gelio dažas Page Blue Protein Staining Solution (Thermo Fisher 

Scientific). 

DNR ir RNR elektroforezėse naudoti tirpalai: 

0,5 M NaOH (Roth) tirpalas. 

Tris-acetatinis buferinis tirpalas (TAE) (Thermo Fisher Scientific). 

Mėginių užnešimo dažai: TriTrack DNA Loading Dye, RNA Gel Loading 

Dye (Thermo Fisher Scientific). 

DNR dažas: GelRed Nucleic Acid Gel Stain (Biotium). 

Imunoblotinge naudoti tirpalai: 

Baltymų pernešimo buferinis tirpalas: 25 mM Tris, 150 mM glicino, 10 % 

(v/v) metanolio. 

Blokavimo tirpalas: PBS su 2 % (w/v) pieno miltelių. 

Plovimo buferinis tirpalas: PBST. 

Antikūnų skiedimo buferinis tirpalas: blokavimo tirpalas su 0,1 % (v/v) 

Tween-20. 

Ryškinimo tirpalai: PBS su 0,05 % (v/v) 4-chlornaftolio (Sigma-Aldrich), 

16 % (v/v) metanolio (Roth), 0,02 % (v/v) H2O2 (Roth); Liquid Substrate 

System for Membranes. 

Imunochromatografijoje naudoti tirpalai: 

Žalias dažas – ProClin300 (Roth) santykiu 1:40 skiestas su PBS, 3,3 mM 

Orange G (Roth), 0,56 mM ksileno sianolio (Roth). 

Žydras dažas – 3,7 mM bromfenolio mėlynojo dažo (Roth). 

Mėlynas dažas – Remazol Brilliant Blue R (Roth), kuris yra žymėtas BSA. 

Blokavimo tirpalas: PBS su 2 % (w/v) BSA. 

Konservavimo tirpalas: 10 % (w/v) sacharozės (Roth), 10 mM kalio 

fosfato, pH 7,4. 

Mėginių užnešimo tirpalas: 0,5 % (w/v) BSA, 0,5 % Tween-20, 1 % 

detergento 3-((3-cholamidopropil) dimetilamonio)-1-propanosulfonato 

(CHAPS, Roth), 0,5 x PBS. 

Antikūnų žymėjimui aukso nanodalelėmis naudoti tirpalai: 

10 mg/mL 1-etyl-3-(3-dimetilaminopropyl) carbodiimido (EDC, Roth) 

tirpalas. 

10 mg/mL N-hidroksisulfosukcinimido (sulfo-NHS, Sigma-Aldrich) 

tirpalas. 

50 % (w/v) hidroksilamino chlorido (Roth) tirpalas. 

Dializės tirpalas: 10 mM kalio fosfatinis buferinis tirpalas, pH 7,4. 

Reakcijos tirpalas: 5 mM kalio fosfato (pH 7,4), 0,5 % (w/v) 

polietilenglikolio (PEG) Mr 8000 (Roth). 

Saugojimo tirpalas: 0,1 x PBS, 0,5 % (w/v) BSA, 0,5 % (v/v) Tween-20, 

0,05 % (w/v) natrio azido (Roth), pH 8. 

Antikūnų žymėjimui krienų peroksidaze naudoti tirpalai: 

Natrio karbonatinis buferinis tirpalas: 0,2 M NaHCO3 (Roth), 0,2 M 

Na2CO3 (Roth), pH 9,5. 
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4 mg/mL NaBH4 (Roth). 

0,2 M NaIO4 (Roth). 

1 M natrio acetatinis buferinis tirpalas, pH 4,5. 

Antikūnų gryninimui naudoti tirpalai: 

Užnešimo buferinis tirpalas (IgG1 gryninimui): 1,5 M glicino (Roth), 3 M 

NaCl, pH 8,9. 

Užnešimo buferinis tirpalas (IgG2a/b gryninimui): 0,1 M Tris-HCl, pH 8. 

Koncentruotas 1 M Tris-HCl buferinis tirpalas, pH 8. 

Eliucijos tirpalas: 0,1 M glicino, pH 3. 

20 % (v/v) etanolio tirpalas. 

Rekombinantinių baltymų gryninimui nikelio chelatinės 

chromatografijos metodu naudoti tirpalai: 

Užnešimo buferinis tirpalas: 20 mM Tris-HCl (pH 7,4), 0,15 M NaCl, 

20 mM imidazolo (Roth), 10 mM β-merkaproetanolio (β-ME, Roth). 

Plovimo buferinis tirpalas: 20 mM Tris-HCl (pH 7,4), 0,15 M NaCl, 80–

100 mM imidazolo, 10 mM β-ME. 

Eliucijos buferinis tirpalas: 20 mM Tris-HCl (pH 7,4), 0,15 M NaCl, 

500 mM imidazolo, 10 mM β-ME. 

Biomasės ardymo buferinis tirpalas: užnešimo buferinis tirpalas su 1 mM 

fenilmetilsulfonilfluorido (PMSF, Sigma-Aldrich). 

Rekombinantinių baltymų gryninimui jonų mainų chromatografijos 

metodu naudoti tirpalai: 

• rACT-14, rPDC-195 ir rCMY-34 gryninimui: 

Užnešimo buferinis tirpalas: 50 mM Na2HPO4 (Roth), pH 7,4. 

Eliucijos buferinis tirpalas: 1 M NaCl, 50 mM Na2HPO4, pH 7,4. 

Baltymų saugojimo buferinis tirpalas: 20 mM Tris-HCl (pH 7,4), 150 mM 

NaCl, 2 mM ditiotreitolio (DTT, Roth). 

• rNDM-1 gryninimui: 

Užnešimo buferinis tirpalas: 20 mM Tris-HCl, pH 8. 

Eliucijos buferinis tirpalas: 1 M NaCl, 20 mM Tris-HCl, pH 8. 

Baltymų saugojimo buferinis tirpalas: 20 mM Tris-HCl (pH 8), 150 mM 

NaCl, 2 mM DTT. 

Darbui su bakterijomis naudoti tirpalai ir terpės: 

Transformacijos NaCl tirpalas: 5 mM Tris-HCl (pH 8), 5 mM MgCl2 

(Roth), 100 mM NaCl. 

Transformacijos CaCl2 tirpalas: 5 mM Tris-HCl (pH 8), 5 mM MgCl2, 

100 mM CaCl2 (Roth). 

Luria-Bertani (LB) terpė Lennox (Roth). 

Agarizuota LB terpė Lennox (Roth). 

30 mg/mL kanamicino tirpalas (Sigma-Aldrich). 

100 mg/mL ampicilino tirpalas (Sigma-Aldrich). 

100 mM PMSF tirpalas. 

Izopropil-β-D-tiogalaktopiranozidas (IPTG, Thermo Fisher Scientific). 

Biomasės praplovimo buferinis tirpalas: 20 mM Tris-HCl (pH 7,4), 

200 mM NaCl. 
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Darbui su žinduolių ląstelių kultūromis naudoti tirpalai ir terpės: 

50 mg/mL gentamicino tirpalas (Sigma-Aldrich). 

200 mM L-glutamino tirpalas (Sigma-Aldrich). 

Hibridomų ir Sp2/0 augimo terpė: Dulbecco modifikuota Eagle terpė 

(DMEM, angl. Dulbecco‘s Modified Eagle Medium) su 2 mM L-glutamino, 

200 μg/mL gentamicino ir 10–15 % (v/v) FVS. 

Terpė be serumo: DMEM su 2 mM L-glutamino, 300 μg/mL gentamicino. 

Konservavimo terpė: FVS su 10 % DMSO. 

HAT terpė: hibridomų augimo terpė su HAT (1 mM hipoksantino, 0,4 μM 

aminopterino, 16 μM timidino). 

HT terpė: hibridomų augimo terpė su HT (1 mM hipoksantino, 16 μM 

timidino). 

2.1.3.  Rekombinantiniai baltymai 

Darbui naudoti rekombinantiniai baltymai, kurie buvo sukonstruoti, 

susintetinti E. coli bakterijose ir išgryninti Vilniaus universitete, Gyvybės 

mokslų centre, Biotechnologijos institute (VU GMC BTI) Eukariotų genų 

inžinerijos (EGIS) ir Imunologijos skyriuose (ILS): 

• Rekombinantinės su maltozę surišančiu baltymu (MBP) sulietos β-

laktamazės: rADC-144-MBP, rIMI-1-MBP, rIMP-1-MBP; rKPC-2-

MBP, rOXA-48-MBP, rOXA-134-MBP, rSHV-42-MBP, rSME-3-MBP; 

• Rekombinantinis MBP baltymas. 

Saccharomyces cerevisiae susintetintas chimerinis, multimerinius 

vamzdelius formuojantis gp39m baltymas, sulietas su DHA-1 77–93 

aminorūgščių (ar.) (GenBank nr. AEP68014.1) fragmentu (gp39m_J_DHA), 

gautas iš VU GMC BTI EGIS. 

2.1.4.  Antikūnai 

Krienų peroksidaze (HRP, angl. horseradish peroxidase) žymėti ožkos 

polikloniniai antikūnai (PAk) prieš pelės IgG Goat Anti-Mouse IgG (H+L)-

HRP (BioRad); ožkos PAk prieš pelės IgG Goat Anti-Mouse IgG (H+L) 

(SouthernBiotech). 

Izotipinėms kontrolėms naudoti anksčiau VU GMC BTI ILS sukurti MAk: 

IgG1 poklasio MAk 18E4 prieš namų dulkių erkių alergeną Der p 23; IgG2a 

poklasio MAk 20G11, IgG3 poklasio MAk 20D1 ir IgG1 poklasio MAk 3D7 

prieš SARS-CoV-2 spyglio baltymą. 

2.1.5.  Rinkiniai 

Plazmidinės DNR gryninimo rinkinys GeneJET Plasmid Miniprep Kit; 

PGR produktų ir DNR fragmentų gryninimo iš agarozinio gelio rinkiniai: 

Gene JET Gel Extraction Kit, GeneJET PCR Purification Kit; RNR gryninimo 

rinkinys GeneJET RNA Purification Kit; kopijinės DNR (kDNR) sintezės 

rinkinys RevertAid RT Kit, DNR fragmentų ir PGR produktų klonavimo 
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rinkiniai: Rapid DNA Ligation Kit ir CloneJET PCR Cloning Kit; baltymų 

koncentracijos nustatymo rinkinys Pierce Bradford Protein Assay Kit 

(Thermo Fisher Scientific). 

Pelės antikūnų klasės ir poklasio nustatymo rinkinys Mouse 

Immunoglobulin Isotyping ELISA Kit (BD Biosciences). 

Imunochromatografinio testo kostravimui skirtas rinkinys Lateral Flow 

Material Starter Kit (nanoComposix). 

2.1.6.  Fermentai, žymės 

Klonavimo darbuose naudoti fermentai: Fast Digest BamHI, Fast Digest 

XhoI restrikcijos endonukleazės (RE), FastAP temperatūrai jautri šarminė 

fosfatazė, dsDNase (Thermo Fisher Scientific). 

Polimerazės grandininėje reakcijoje naudoti reagentai: Phusion Flash 

High-Fidelity PCR Master Mix, DreamTaq Green PCR Master Mix (Thermo 

Fisher Scientific). 

Antikūnai žymėti su: HRP (Merck); 40 nm aukso nanodalelėmis BioReady 

40 nm Carboxyl Gold (nanoComposix). 

2.1.7.  Molekulinės masės standartai 

DNR/RNR fragmentų ilgio standartai: GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder, 

GeneRuler 50 bp DNA Ladder, RiboRuler High Range RNA Ladder (Thermo 

Fisher Scientific).  

Baltymų molekulinės masės standartai: PageRuler Prestained Protein 

Ladder, PageRuler Unstained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific). 

2.1.8.  Pradmenys, genai ir vektoriai 

Pradmenys buvo susintetinti Eurofins Genomics. 2.1 lentelėje pateikti 

pradmenys naudoti β-laktamazių persidengiančių fragmentų kūrimo 

darbuose. Tiesioginis pradmuo 5’-gale turi BamHI, o atvirkštinis – XhoI RE 

hidrolizės sritis. Atvirkštinis pradmuo papildomai koduoja STOP kodoną 

(TAA). 

 
2.1 lentelė. Persidengiančių ACT-14, NDM-1, PDC-195 ir CMY-34 baltymų 

fragmentų konstravimui naudoti pradmenys 

Fragmentas    Pradmuo                           Pradmens sekaa (5’–3’) 

Sritis 

baltyme, 

ar. 

 ACT-14  

ACT-14_1 
ACT_1_F ACAGGATCCATGATGAAGAAGAGCCTG 

1–175 
ACT_1_R ACACTCGAGTTAAATACTGGCATTGGCATAC 

ACT-14_2 
ACT_2_F ACAGGATCCGCCGTGATCTATCAGGGT 

51–175 
ACT_2_R ACACTCGAGTTAAATACTGGCATTGGCATAC 

ACT-14_3 
ACT_3_F ACAGGATCCGCCGTGATCTATCAGGGT 

51–251 
ACT_3_R ACACTCGAGTTAGGCCATATCCTGAACATTG 

ACT-14_4 
ACT_4_F ACAGGATCCAAACCGCTGAAACTGGATC 

200–335 
ACT_4_R ACACTCGAGTTATTTATGCACCCAGCTTGC 

ACT-14_5 

ACT_5_F ACAGGATCCAAACCGCTGAAACTGGATC 

200–381 ACT_5_R ACACTCGAGTTACTGCAGGGCATC 
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Fragmentas Pradmuo                        Pradmens sekaa (5’–3’) 

Sritis 

baltyme, 

ar. 

NDM-1 

NDM-1_1 
NDM_1_F ACAGGATCCATGGAACTGCCGAATATTATG 

1–119 
NDM_1_R ACACTCGAGTTAGGTAACCACGGCCAGTG 

NDM-1_2 
NDM_2_F ACAGGATCCAATGTGTGGCAGCATACC 

57–180 
NDM_2_R ACACTCGAGTTATAACGGGCCGAAGTTCG 

NDM-1_3 
NDM_3_F ACAGGATCCAATGTGTGGCAGCATACC 

57–270 
NDM_3_R ACACTCGAGTTAGCGCAGTTTATCTGCC 

PDC-195 

PDC-195_1 
PDC_1_F ACAGGATCCATGCGCGATACCCGCTTC 

1–108 
PDC_1_R ACACTCGAGTTATTTATCCTGGGCCAGTG 

PDC-195_2 
PDC_2_F ACAGGATCCCTGGCAGTGGCCATTAG 

53–139 
PDC_2_R ACACTCGAGTTAGGTATAGGTGGCCAGATC 

PDC-195_3 
PDC_3_F ACAGGATCCGCCGGTTATGCACTGGC 

100–296 
PDC_3_R ACACTCGAGTTACAGGCCCTGGGTCATATC 

PDC-195_4 
PDC_4_F ACAGGATCCAGCATTGGCCTGTTCGG 

181–296 
PDC_4_R ACACTCGAGTTACAGGCCCTGGGTCATATC 

PDC-195_5 
PDC_5_F ACAGGATCCGTGGATGCAAATCTGCATC 

262–397 
PDC_5_R ACACTCGAGTTAGCGTTTCAGCGGCACT 

PDC-195_6 
PDC_6_F ACAGGATCCCTGGGTTGGGAAGCATATG 

295–397 
PDC_6_R ACACTCGAGTTAGCGTTTCAGCGGCACT 

 CMY-34  

CMY-34_1 
CMY_1_F 

CMY_1_R 

ACAGGATCCATGATGAAAAAAAGCCTGTG 

ACACTCGAGTTAATCACCACCTAAAACACC 
1–135 

CMY-34_2 
CMY_2_F 

CMY_2_R 

ACAGGATCCGCAGCAAAAACCGAACAG 

ACACTCGAGTTAATCACCACCTAAAACACC 
22–135 

CMY-34_3 
CMY_3_F 

CMY_3_R 

ACAGGATCCGTTGCAGTTATTTATCAGGGT 

ACACTCGAGTTAATCACCACCTAAAACACC 
50–135 

CMY-34_4 
CMY_4_F 

CMY_4_R 

ACAGGATCCATTGCCCGTGGTGAAATC 

ACACTCGAGTTATTCCCAACCTAAACCTTG 
98–292 

CMY-34_5 
CMY_5_F 

CMY_5_R 

ACAGGATCCATTGGTCTGTTTGGTGC 

ACACTCGAGTTATTCCCAACCTAAACCTTG 
175–292 

CMY-34_6 
CMY_6_F 

CMY_6_R 

ACAGGATCCATTGGTCTGTTTGGTGC 

ACACTCGAGTTACTGCAGTTTTTCCAGAATAC 
175–381 

aPabrauktos RE hidrolizės sritys; TTA – STOP kodonas 
 

2.2 lentelėje pateikti pradmenys buvo naudoti MAk variabiliųjų sunkiosios 

(VH) ir lengvosios (VL) grandinių sekų nustatymui. Pradmenys parinkti 

remiantis literatūra [127], [128]. 

 
2.2 lentelė. Pradmenys naudoti MAk VL ir VH sekų nustatymui 

Pradmuo                                 Pradmens seka 

IgG1 5’–TTAATAGACAGATGGGGGTGTCGTTTTGGC–3’ 

IgG2a 5’-TTACTTGACCAGGCATCCTAGAGTCA-3’ 
IgG3 5’-TTAAGGGACCAAGGGATAGACAGATGG-3’ 

MH1 5’–CATATGSARGTNMAGCTGSAGSAGTC–3’ 

VH1FOR 5’–TGAGGAGACGGTGACCGTGGTCCCTTGGCCCCAG–3’ 
VH1BACK 5’–AGGTSMARCTGCAGSAGTCWGG–3’ 

Kc 5’–TTAGGATACAGTTGGTGCAGCATC–3’ 

Mk 5’–CATATGGAYATTGTGMTSACMCARWCTMCA–3’ 

 

Pradmenys, pateikti 2.3 lentelėje, buvo naudoti į vektorius įklonuotų 

fragmentų sekoskaitai ir jų vertinimui kolonijų PGR metodu. 

 
2.3 lentelė. Sekoskaitai ir klonavimo darbuose naudoti pradmenys 

Pradmuo                     Pradmens seka 

T7prom-fw 5’–TAATACGACTCACTATAGGG–3’ 

T7term-rev 5’–GCTAGTTATTGCTCAGCGG–3’ 
pJET1.2_F 5’–CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC–3’ 

pJET1.2_R 5’–AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG–3’ 
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Pradmenys, pateikti 2.4 lentelėje, naudoti β-laktamazes koduojančių genų 

nustatymui bakterijų izoliatuose. Pradmenys parinkti remiantis literatūra 

[129]. 

 
2.4 lentelė. Pradmenys naudoti β-laktamazes koduojančių genų nustatymui 

Pradmuo                     Pradmens seka 

ACT-F2 5’-TNAGNAAAACCTTCACCGGC-3’ 

ACT-R2 5’-NACNGGCCAGTTGAGCATC-3’ 

NDM-F 5’-GGGGATTGCGACTTATGC-3’ 
NDM-R 5’-AGATTGCCGAGCGACTTG-3’ 

PDC-F 5’-NCTGTTCGGCTATCTCNCC-3’ 

PDC-R 5’-ANCCGGTCTTGTTCAGCA-3’ 

CMY-F1 5’-MTGGGGKAAAGCCGATATC-3’ 

CMY-R1 5’-AGTTCAGCATCTCCCANCC-3’ 

 

β-laktamazes koduojantys genai buvo susintetinti Invitrogen. ACT-14 

koduojanti seka – GenBank nr. JX440354.1, NDM-1 – GenBank 

nr. KJ018857.1, PDC-195 – GenBank nr. CP007147.1, CMY-34 – GenBank 

nr. EF394370.1, DHA-1 – GenBank nr. JN638038.1. 

Rekombinantinių β-laktamazių ir sutrumpintų baltymų fragmentų sintezei 

naudotas pET28a(+) vektorius (Merck), MAk VH ir VL koduojančių sekų 

nustatymo darbuose naudotas pJET1.2/blunt vektorius (Thermo Fisher 

Svientific). 

2.1.9.  Sintetiniai peptidai 

Visi darbe naudoti sintetiniai peptidai buvo susintetinti SB-Peptide ir 

GenScript. MAk prieš CMY-34 epitopų nustatymui naudoti sintetiniai 

peptidai, kurie N-gale jungtuku (SGSG ar.) prijungti prie biotino, pateikti 2.5 

lentelėje. 

 
2.5 lentelė. MAk 9D2 prieš CMY-34 epitopų nustatymui naudoti sintetiniai peptidai 

Peptidas Sekaa CMY-34 regionas, ar.b 

P0 SGSGAKTEQQIADIVNRTITPLMQEQAIPGMA 22–49 

P1 SGSGEQQIADIVNRTITPLMQEQAIPGMA 25–49 

P2 SGSGIADIVNRTITPLMQEQAIPGMA 28–49 
P3 SGSGIVNRTITPLMQEQAIPGMA 31–49 

P4 SGSGRTITPLMQEQAIPGMA 34–49 

P5 SGSGTPLMQEQAIPGMA 37–49 
P6 SGSGMQEQAIPGMA 40–49 

P7 SGSGQAIPGMA 43–49 

P8 SGSGPGMA 46–49 
P9 SGSGAKTEQQIADIVNRTITPLMQEQAIP 22–46 

P10 SGSGAKTEQQIADIVNRTITPLMQEQ 22–43 

P11 SGSGAKTEQQIADIVNRTITPLM 22–40 
P12 SGSGAKTEQQIADIVNRTIT 22–37 

P13 SGSGAKTEQQIADIVNR 22–34 

P14 SGSGAKTEQQIADI 22–31 
P15 SGSGAKTEQQI 22–28 

P16 SGSGAKTE 22–25 
aPeptido N-gale jungtuku (SGSG) prijungtas biotinas 
bPagal pilno ilgio CMY-34 ar. seką GenBank nr. ABN51006.1 
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MAk prieš DHA-177-93 epitopų nustatymui naudoti sintetiniai DHA-1 77–

93 ar. (GenBank nr. AEP68014.1) apimantys persidengiantys peptidai (2.6 

lentelė). Sintetiniai peptidai, naudoti MAk prieš DHA-177–93 kryžminio 

reaktyvumo tyrimuose yra pateikti 2.7 lentelėje. Šių peptidų N-galas jungtuku 

(SGSG ar.) prijungtas prie biotino. 

  
2.6 lentelė. MAk prieš DHA-177–93 epitopų nustatymui naudoti sintetiniai peptidai 

Peptidas Seka DHA-1 regionas, ar.a 

P0 TLFELGSVSKTFTGVLG 77–93 

P1 FELGSVSKTFTGVLG 79–93 
P2 LGSVSKTFTGVLG 81–93 

P3 SVSKTFTGVLG 83–93 
P4 SKTFTGVLG 85–93 

P5 TLFELGSVSKTFTGV 77–91 

P6 TLFELGSVSKTFT 77–89 
P7 TLFELGSVSKT 77–87 

P8 TLFELGSV 77–84 
aPagal pilno ilgio DHA-1 ar. seką GenBank nr. AEP68014.1 

 
2.7 lentelė. MAk prieš DHA-177–93 kryžminio reaktyvumo nustatymui naudoti 

sintetiniai peptidai 
Peptidas Sekaa 

P_1 SGSGFEIGSLSKTFT 

P_2 SGSGFEVGSLSKTFT 
P_3 SGSGFEIGSVSKVFT 

P_4 SGSGFEIGSVSKTYT 

P_5 SGSGFEIGSVSKTLT 
P_6 SGSGFEIGSVSKPLT 

P_7 SGSGFEVGSVSKPLT 

P_8 SGSGFEIGSLSKPFT 
P_9 SGSGFEVGSLSKTFA 

aPeptido N-gale jungtuku (SGSG) prijungtas biotinas 

2.1.10. Ląstelių linijos 

Hibridomų kūrimui naudota pelės mielomos Sp2/0 ląstelių linija (CRL-

1581, ATCC). Šios ląstelės nesintetina imunoglobulinų ir dėl išveiklintų 

timidinkinazę (TK) ir hipoksantinguaninfosforiboziltransferazę (HGFET) 

koduojančių genų, ši ląstelių linija neauga selektyvioje HAT terpėje [130]. 

2.1.11. Eksperimentiniai gyvūnai 

Hibridomų kūrimo darbuose naudotos BALB/c linijos pelės, kurios buvo 

veisiamos ir laikomos VU GMC Biochemijos instituto, Biologinių modelių 

skyriaus patalpose. Eksperimentai su laboratoriniais gyvūnais buvo atlikti 

pagal Lietuvos ir Europos teisės aktus. Valstybinės maisto ir veterinarijos 

tarnybos leidimas laboratorinių pelių naudojimui polikloninių ir 

monokloninių antikūnų kūrimui nr. G2-117. Eksperimentus atliko VU GMC 

BTI Imunologijos skyriaus darbuotojai (dokt. Karolina Bielskė ir dr. Indrė 

Kučinskaitė-Kodzė), turintys išduotą pažymėjimą, suteikiantį teisę dirbti su 

laboratoriniais gyvūnais Lietuvos Respublikoje. 
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2.1.12. Genų inžinerijos darbams naudoti bakterijų 

kamienai 

E. coli DH10B klonavimo kamienas (Novagen) naudotas β-laktamazes 

koduojančių genų, trumpintų baltymų fragmentų ir MAk variabiliųjų sekų 

klonavimui. 

E. coli Tuner(DE3) raiškos kamienas (Novagen) naudotas rekombinantinių 

β-laktamazių sintezei, BL21(DE3) kamienas (Novagen) – trumpintų baltymų 

fragmentų sintezei. 

2.1.13. Bakterijų izoliatai 

MAk apibūdinimo ir imunocheminių tyrimo metodų kūrimo darbams 

naudoti antibiotikams atsparių bakterijų izoliatai su žinomu koduojamų β-

laktamazių profiliu pateikti 2.8 ir 2.9 lentelėse. 2.8 lentelėje nurodytas 

Citrobacter portucalensis izoliatas gautas iš A. Hammerum ir kolegų [131], 

likę lentelėje pateikti bakterijų izoliatai gauti iš Culture Collection University 

Of Gothenburg (Švedija) kolekcijos. 

Izoliatai pateikti 2.9 lentelėje gauti iš Turku universitetinės ligoninės 

(TYKS), Klinikinės mikrobiologijos laboratorijos (Suomija). Šie izoliatai 

testuoti TPX technologija paremta sistema ir imunochromatografiniu testu. 

 
2.8 lentelė. MAk apibūdinimo ir taikymo darbuose naudoti patogeniškų bakterijų 

izoliatai 

ablaCMY nustatytas PGR metodu, CMY alelinis variantas identifikuotas po PGR 

produkto sekoskaitos 

 
2.9 lentelė. MAk diagnostinio potencialo vertinimui testuoti patogeniškų bakterijų 

izoliatai. NDM tipo ir CMY tipo β-laktamazės pabrauktos 

Eil. Nr. Identifikacijos Nr. Bakterijų rūšis β-laktamazių profilis 

1. 3826Z08 Citrobacter portucalensis CMY-34 
2. CCUG60138 Klebsiella pneumoniae NDM-1, CMY-4a 
3. CCUG68728 Klebsiella pneumoniae NDM-1, CMY-4a 
4. CCUG74036T Acinetobacter chinensis NDM-1 
5. CCUG74037 Acinetobacter chinensis NDM-1 

Eil. 

Nr. 
Identifikacijos Nr. Bakterijų rūšis β-laktamazių profilis 

1. 50627996 Klebsiella pneumoniae NDM-1, CMY-6, OXA-1, CTX-M-15, SHV-11  
2. 50639799 Escherichia coli CMY-4, OXA-1, VIM-29, CTX-M-15 
3. 50664164 Proteus mirabilis NDM-1, CMY-16, OXA-10 
4. 50664179 Escherichia coli NDM-5, SHV-12, TEM-1B 
5. 50677418 Citrobacter sp. NDM-1 

6. 50694638 Escherichia coli CMY 

7. 50816743 Escherichia coli CMY-2, OXA-48, OXA-1, CTX-M-15, TEM-1B 

8. 50700924 Klebsiella pneumoniae OXA-48, SHV-11 

9. 50531633 Klebsiella pneumoniae OXA-48, CTX-M-15, SHV-76, TEM-1B 

10. 50884375 Klebsiella pneumoniae OXA-162, CTX-M-15, SHV-28/-100, TEM-1B 

11. 50793946 Proteus mirabilis Neigiamas 

12. 50796520 Klebsiella aerogenes Neigiamas 
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2.2. Metodai 

2.2.1.  MAk kūrimui naudoti metodai 

MAk kūrimo etapai: BALB/c linijos pelių imunizacija, Sp2/0 linijos 

ląstelių kultivavimas, hibridizacija, hibridinių ląstelių atranka ir klonavimas. 

2.2.1.1. Imunizacija 

 

Imunizacijai naudotos 6–8 savaičių BALB/c linijos pelės, kurios buvo 

laikomos VU GMC Biochemijos institute, Biologinių modelių skyriuje. Su 

rACT-14, rNDM-1, rPDC-195, rCMY-34 ir gp39m_J_DHA baltymais 

imunizuota po 3 laboratorines peles. Imunizacija atlikta po 3 kartus, kas 28 

dienas suleidžiant antigeną pelei po oda. Pirmos imunizacijos metu buvo 

suleista po 50 μg baltymų PBS buferiniame tirpale, tūrio santykiu 1:1 (v/v) 

sumaišytų su PFA. Po 28 dienų pelės pakartotinai imunizuotos su 50 μg 

antigeno, tūrio santykiu 1:1 (v/v) sumaišytu su NFA. Praėjus 56 dienoms po 

pirmos imunizacijos, tokia pačia tvarka, vietoje adjuvanto naudojant PBS, 

pelės imunizuotos trečiąjį kartą. Prieš kiekvieną imunizaciją iš uodegos venos 

surinkti kraujo mėginiai, kurie buvo naudoti antigenui specifiškų polikloninių 

antikūnų titro nustatymui netiesioginės imunofermentinės analizės (IFA) 

metodu su rACT-14, rNDM-1, rPDC-195, rCMY-34 ir rDHA-1. Trys dienos 

prieš hibridizaciją pelėms, kurių antigenui specifiškų antikūnų titras kraujyje 

buvo didžiausias, papildomai suleista po 50 μg su PBS skiestų baltymų. 

 

2.2.1.2. Hibridomų kūrimas 

 

Hibridomų kūrimui naudota Sp2/0 mielomos ląstelių linija. Prieš 

hibridizaciją ląstelės auginamos DMEM terpėje su 10 % FVS 75 cm2 

flakonuose. Prieš hibridizaciją ląstelės persėjamos taip, kad hibridizacijos 

dieną būtų eksponentinėje augimo fazėje. 

Hibridizacijos dieną iš paaukotos pelės steriliai išimama blužnis ir 

sutraiškoma 10 mL DMEM terpėje be serumo. Blužnies ląstelių suspensija 

centrifuguojama 200 × g 7 min, ląstelės suspenduojamos 10 mL terpės be 

serumo. Mielomos ląstelės suspenduojamos ir centrifuguojamos 200 × g 

5 min. Nusėdusios mielomos ląstelės suspenduojamos 30 mL terpės be 

serumo. Toliau atliekamas ląstelių skaičiavimas, naudojant Burker ląstelių 

skaičiavimo kamerą. Blužnies ir mielomos lątelės sumaišomos santykiu 5:1, 

centrifuguojamos 200 × g 7 min ir suliejamos naudojant PEG-1500 suliejimo 

agentą. Suspensija skiedžiama su 50 mL terpės be serumo ir centrifuguojama 

200 × g 5 min. Ląstelės suspenduojamos hibridomų augimo terpėje su HAT 

reagentu ir išsėjamos į 96 šulinėlių plokšteles po 250 tūkst. ląstelių į šulinėlį. 
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2.2.1.3. Maitinamojo makrofagų sluoksnio paruošimas 

 

Hibridomų auginimui naudotas maitinamasis pelės makrofagų sluoksnis. 

Makrofagai gamina hibridomų augimą skatinančius veiksnius ir fagocituoja 

žuvusias ląsteles bei jų nuolaužas [132]. Makrofagai renkami iš paaukotos 

pelės pilvo ertmės, praduriant pilvaplėvę ir pilvo ertmę praplaunant su 10 mL 

DMEM terpės be serumo. Surinkta ląstelių suspensija centrifuguojama 

200 × g 5 min, ląstelės skaičiuojamos ir išsėjamos hibridomų augimo terpėje 

į ląstelių auginimui skirtus indus 1000–4000 ląst./cm2 tankiu. 

2.2.1.4. Pelės polikloninių antikūnų surinkimas 

 

Iš paaukotų imunizuotų pelių krūtinės ląstos surenkamas kraujas, ląstą 

praplaunant su 2 mL PBS. Centrifuguojama 200 × g 10 min, supernatantas 

sumaišomas su sočiu amonio sulfato tirpalu tūrio santykiu 1:1 ir inkubuojama 

16 h 4 °C. Išsodinti polikloniniai antikūnai (PAk) centrifuguojami 10 000 × g 

5 min, nuosėdos suspenduojamos PBS ir santykiu 1:1 sumaišomos su sočiu 

amonio sulfato tirpalu. Paruošti PAk saugomi 4 °C. 

2.2.1.5. Hibridomų atranka ir klonavimas 

 

Praėjus 7 dienoms nuo hibridizacijos, iš šulinėlių nusiurbiama pusė 

hibridomų augimo terpės ir užpilama šviežia hibridomų augimo terpe su HT 

reagentu. Po 3 dienų augimo terpė iš šulinėlių, kuriuose auga hibridomų 

klonai, testuojama netiesioginės IFA metodu su antigenais. Kaip teigiama 

kontrolė naudojami hibridizacijos dieną surinkti imunizuotos pelės PAk. 

Augimo terpė iš šulinėlių, kuriuose klonai neužaugo, naudojama kaip 

neigiama kontrolė. Atrenkami teigiami klonai, kurių testuotos augimo terpės 

optinis tankis (OT) buvo didesnis už neigiamos kontrolės OT. Atrinkus 

teigiamus klonus, hibridomos stabilizuojamos, jas išklonuojant. Ląstelės 

klonuotos 96 šulinėlių plokštelėse su maitinamuoju makrofagų sluoksniu, 

atliekant serijinius skiedimus. Po 6–7 dienų atrenkami šulinėliai, turintys po 

vieną ląstelių kloną. Atrinktų šulinėlių augimo terpė testuojama netiesioginės 

IFA metodu su antigenu. Atrinkti iš vienos ląstelės kilę ir MAk sekretuojantys 

teigiami klonai kriokonservuojami. 

2.2.1.6. Ląstelių kriokonservavimas ir atšildymas 

 

Atrinktos ir stabilizuotos hibridomos, esančios eksponentinėje augimo 

fazėje buvo kriokonservuojamos. Šiuo tikslu, iš ląstelių augimo indų surinktos 

hibridomos centrifuguojamos 200 × g 5 min ir skaičiuojamos. Toliau ląstelės 

suspenduojamos 1 mL kriokonservavimo terpės 1·106–5·106 ląst./mL tankiu 

ir supilamos į kriomėgintuvėlį. Mėgintuvėliai patalpinami į šaldymui skirtas 
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dėžutes ir saugomi parą –70 °C, vėliau ilgesniam saugojimui perkeliami į 

skystą azotą. 

Atšildant ląsteles, jos atplaunamos nuo šaldymo terpės ir išsėjamos ant 

maitinamojo makrofagų sluoksnio. 

2.2.2.  MAk apibūdinimo ir baltymų tyrimų metodai 

2.2.2.1. MAk gryninimas 

 

MAk iš hibridomų augimo terpės gryninti afininės chromatografijos 

metodu, naudojant sefarozės su S. aureus rekombinantiniu baltymu A, 

sorbentą. Gryninimas atliktas naudojant ÄKTA start chromatografinę sistemą 

su 1 mL tūrio sorbentu užpildyta kolonėle HiTrap Protein A HP (Cytiva). 

Kolonėlė kalibruojama su 10 mL užnešimo buferinio tirpalo. Toliau užnešama 

per 0,2 μm filtrą filtruota hibridomų augimo terpė, santykiu 1:2 (gryninant 

IgG1 poklasio antikūnus) sumaišyta su užnešimo buferiniu tirpalu. Gryninant 

IgG2a, IgG2b poklasio antikūnus, augimo terpė skiedžiama su 1 M Tris-HCl 

(pH 8) tirpalu iki galutinės 0,1 M Tris koncentracijos. Po užnešimo kolonėlė 

plaunama su 10 mL užnešimo buferinio tirpalo. Toliau vykdoma MAk eliucija 

su 10 mL eliucijos buferinio tirpalo. Į atskirus mėgintuvėlius, po 500 µL į 

mėgintuvėlį, renkamos išgrynintų antikūnų frakcijos. Po eliucijos kolonėlė 

regeneruojama su 10 mL eliucijos buferinio tirpalo, tuomet su 10 mL 

užnešimo buferinio tirpalo ir plaunama su 10 mL distiliuoto vandens. 

Kolonėlė užpildoma 20 % (v/v) etanolio tirpalu ir saugoma 4 °C. 

Spektrofotometru, esant 280 nm bangos ilgiui, išmatuojama išgrynintų IgG 

klasės antikūnų koncentracija. Atliekama frakcijų, kuriose nustatyta 

didžiausia antikūnų koncentracija, dializė prieš PBS (1 mL antikūnų frakcijos 

dializei naudojamas 1 L PBS), dializę vykdant per naktį 4 °C temperatūroje. 

Po dializės MAk filtruojami per 0,2 μm filtrą ir saugomi 4 °C. 

 

2.2.2.2. MAk žymėjimas 

 

Siekiant MAk apibūdinti ir taikyti įvairiuose IFA formatuose, MAk buvo 

žymėti HRP fermentu, taikant natrio perjodatinį metodą [133]. Išgryninti 

MAk (5 mg/mL) dializuojami prieš natrio karbonatinį tirpalą (pH 9,5). HRP 

tirpinama vandenyje iki 5 mg/mL koncentracijos, įnešama 250 µL natrio 

perjodato tirpalo, inkubuojama 20 min kambario temperatūroje (KT), maišant. 

Tirpalas dializuojamas prieš natrio acetatinį buferinį tirpalą. Po dializės su 

1 M natrio karbonato tirpalu koreguojamas HRP tirpalo pH, kol pH pasiekia 

9,5. Tuomet įnešami MAk, inkubuojama 2 h KT, maišant. Toliau įnešama 

natrio borhidrido tirpalo, inkubuojama 2 h 4 °C. Konjugatas per naktį 

dializuojamas pieš PBS. Po dializės į MAk tirpalą įnešama 2 % (w/v) BSA ir 

50 % (v/v) glicerolio, saugoma –20 °C. 
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Imunochromatografinio testo kūrimui MAk žymėti BioReady 40 nm 

Carboxyl Gold aukso nanodalelėmis (nanoComposix) pagal gamintojo 

rekomendacijas. Išgryninti MAk (50 μg, 1 mg/mL konc.) dializuojami prieš 

dializės tirpalą. Toliau visos inkubacijos atlitos KT, maišant. Į 1 mL 

nanodalelių suspensijos įnešama 20 μL EDC ir 40 μL sulfo-NHS tirpalų, 

inkubuojam 30 min. Centrifuguojama 3 800 × g 10 min. Nuosėdos 

suspenduojamos 1 mL reakcijos tirpalo, įnešami MAk ir inkubuojama 1 h. Po 

inkubacijos įnešama 10 μL hidroksilamino chlorido tirpalo, inkubuojama 

10 min. Po inkubacijos susidarę kompleksai 2 kartus praplaunami su reakcijos 

buferiniu tirpalu. Nuosėdos suspenduojamos 1 mL saugojimo tirpalo ir 

paruošti aukso nanodalelių konjugatai (MAk-Au) saugomi 4 °C. 

2.2.2.3. Netiesioginė imunofermentinė analizė (IFA) 

 

Antigenas imobilizuojamas 96 šulinėlių polistireno plokštelėje, 

imobilizacijos tirpale su 3–5 μg/mL konc. išgryninto antigeno arba 10 μg/mL 

lizato baltymų, įnešant 50 μL/šul. Inkubuojama 16 h 4 °C. Toliau inkubacijos 

vykdomos 1 h KT, purtant (250 rpm), o plokštelė plaunama su PBST. 

Šulinėliai bokuojami su blokavimo tirpalu, įnešant 250 μL/šul. Po inkubacijos 

plokštelė 2 kartus praplaunama, pilami su PBST skiesti tiriamieji mėginiai 

(2.10 lentelė), 50 μL/šul. Plokštelė 4 kartus praplaunama. Antikūno ir 

antigeno sąveikos identifikavimui toliau pilami PBST skiesti antriniai 

antikūnai (2.10 lentelė), 50 μL/šul. Po inkubacijos plokštelė 6 kartus 

plaunama su PBST ir 2 kartus dejonizuotu vandeniu. Į šulinėlius išpilstoma 

po 50 μl HRP substrato NeA-Blue Tetramethylbenzidine Substrate, ryškinama 

10–15 min tamsoje. Fermentinė reakcija stabdoma su 3,6 % (v/v) sieros 

rūgšties tirpalu, 25 μL/šul. OT matuojamas spektrofotometru Multiskan GO 

(Thermo Fisher Scientific), esant 450 nm ir palyginamajam 620 nm šviesos 

bangos ilgiams. 

MAk tariamosios disociacijos konstantos (Kd) nustatytos netiesiogine IFA. 

Kd savo skaitine verte atitinka tokią antikūnų koncentraciją, kuriai esant 

antikūnai prisijungia prie pusės tirpale esančio antigeno, t.y. OT sumažėja 

pusiau. Nustatant Kd, rekombinantinės β-laktamazės (5 µg/mL) buvo 

imobilizuotos 96 šul. plokštelėje. Po blokavimo, MAk plokštelėje skiesti 

atliekant serijinius skiedimus nuo 2–10 µg/mL, po tris pakartojimus. Kd 

apskaičiuojama remiantis netiesioginės IFA rezultatais, braižant OT 

priklausomybės nuo antikūnų koncentracijos titravimo kreivę. 

MAk klasė, poklasis ir lengvosios grandinės tipas nustatyti naudojant IFA 

metodu paremtą Mouse Immunoglobulin Isotyping ELISA Kit rinkinį pagal 

gamintojo rekomendacijas. 
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2.10 lentelė. Mėginių ir antrinių antikūnų darbinė koncentracija, naudota 

imunocheminiuose metoduose 

Mėginys 
Skiedimas (kartai)/koncentracija 

IFA IB 

Pelės kraujas 200 x – 
Pelės PAk 200 x – 

Hibridomų augimo terpė Neskiesta, 50 x – 

Išgryninti MAk 2–15 µg/mL 2–5 µg/mL 

MAk 6C2 prieš His6-žymę 
10 μg/mL (konc. 

imobilizavimui) 
2 μg/mL 

Detektuojantys antikūnai IFA IB 

HRP žymėti ožkos PAk prieš pelės IgG  
Goat anti-Mouse IgG (H+L)-HRP 

5000 x 4000 x 

MAk 7B6-HRP prieš ACT-14  500 x –  
MAk 5E2-HRP prieš NDM-1 150 x 80 x 

MAk 16F6-HRP prieš PDC-195 1000 x – 

MAk 9D2-HRP prieš CMY-34 150 x 200 x 

Antikūnai Imunochromatografinis testas 

MAk-Au 10 x 

Imobilizuoti MAk  0,3–1 mg/mL 

Imobilizuoti ožkos PAk prieš pelės IgG  
Goat anti-Mouse IgG (H+L) 

0,2 mg/mL 

MAk-HRP – krienų peroksidazės ir MAk konjugatas; MAk-Au – MAk ir aukso nanodalelių 

konjugatas 

 

2.2.2.4. Tiesioginė IFA 

 

Tiesioginė IFA naudota HRP konjuguotų MAk (MAk-HRP) tyrimams. 

Antigeno imobilizavimas, plokštelės blokavimas ir plovimas atliekami pagal 

2.2.2.3 skyriuje nurodytą metodiką. Po blokavimo plokštelė praplaunama. Į 

šulinėlius pilami santykiu 1:100 skiesti MAk-HRP, 50–100 µL/šul. Ir 

atliekami serijiniai skiedimai. Inkubuojama 1 h KT, purtant. Tuomet plokštelė 

praplaunama ir ryškinama, kaip nurodyta 2.2.2.3 skyriuje. 

 

2.2.2.5. Konkurencinė IFA 

 

Konkurencinė IFA naudota dėl prisijungimo prie antigeno 

nekonkuruojančių MAk porų atrankai. Antigeno imobilizavimas, plokštelės 

blokavimas, plovimas, inkubacijos sąlygos ir ryškinimas atliekami kaip 

aprašyta 2.2.2.3 skyriuje. Po blokavimo į šulinėlius įnešama po 50 µL 

nežymėtų MAk 5–10 µg/mL konc. Po inkubacijos MAk iš plokštelės 

neišpurtomi, į šulinėlius įnešama po 50 µL MAk-HRP, kurių skiedimas 

parenkamas pagal tiesioginės IFA rezultatus. Toliau plokštelė plaunama ir 

ryškinama. 

2.2.2.6. Dviepitopė IFA 

 

Taikant dviepitopės IFA formatą, antigenas yra nustatomas su dviem 

skirtingas antigeno sritis atpažįstančiais MAk. IFA atlikimo žingsniai, tirpalai, 

praplovimas ir inkubacijos sąlygos atitinka 2.2.2.3 skyriuje aprašytą 
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metodiką. Plokštelėje imobilizuojami MAk (išgaudantys MAk) 2,5–

10 µg/mL, 100 µL/šul. Kitą dieną plokštelė blokuojama ir atliekami serijiniai 

antigeno (nuo 1–0,01 µg/mL) ar bakterijų lizato, kurio baltymų koncentracija 

yra žinoma, skiedimai (nuo 5 µg/mL), 100 µL/šul. Po inkubacijos įnešami 

MAk-HRP (detektuojantys MAk), kurių skiedimas yra parenkamas pagal 

tiesioginės IFA rezultatus, 100 µL/šul. Toliau plokštelė plaunama, ryškinama, 

į šulinėlius įnešant po 100 µL substrato, ir stabdoma su 50 µL/šul. sieros 

rūgšties tirpalo. 

Dviepitopės IFA metodai, skirti β-laktamazių nustatymui, ir jų atlikimo 

sąlygos yra pateikti rezultatų 3.1.10 skyriuje. Sukurtų sistemų jautrumas 

nustatytas pagal anksčiau apibūdintą metodiką [134]. 

 

2.2.2.7. MAk epitopų nustatymas IFA metodu 

 

Dviepitopės IFA metodas naudotas MAk epitopų nustatymui, tiriant MAk 

sąveiką su E. coli susintetintais trumpintais β-laktamazių fragmentais. IFA 

atlikimo žingsnisi yra tapatūs 2.2.2.3 ir 2.2.2.6 skyriuose aprašytai metodikai. 

96 šulinėlių plokštelėje imobilizuoti MAk 6C2 prieš His6-žymę (2.10 lentelė). 

Kitą dieną, po blokavimo ir plovimo, į šulinėlius užnešami E. coli lizatų 

mėginiai. Ruošiant lizatus, 1 mL kultūros centrifuguojama, ląstelės 

suspenduojamos 0,3 mL PBS su 1 % (v/w) SDS ir verdamos 100 °C 10 min. 

Išvirti lizatai 20 x skiedžiami su 2 % (w/v) BSA PBST tirpalu. Plokštelėje 

atliekami paruoštų mėginių serijiniai skiedimai. Po inkubacijos ir praplovimo 

pilami tiriamieji MAk-HRP, kurių skiedimas nustatytas tiesioginės IFA 

metodu. Vėliau plokštelė plaunama ir ryškinama. 

MAk epitopų nustatymui ir patikslinimui buvo naudoti sintetiniai, N-gale 

biotinu žymėti peptidai. Atliekant IFA, plokštelėje imobilizuojamas Pierce 

avidinas (Thermo Scientific) (5 μg/mL, 50 μL/šul.). Kitą dieną, po plokštelės 

blokavimo, į šulinėlius įnešami su PBST skiesti sintetiniai peptidai 

(10 μg/mL, 100 μL/šul.). Po inkubacijos ir praplovimo žingsnio į šulinėlius 

įnešami tiriamieji MAk (5 μg/mL, 100 μL/šul.). Po inkubacijos įnešami ožkos 

PAk prieš pelės IgG, 100 μL/šul. (2.10 lentelė). Ryškinimas atliekamas pagal 

2.2.2.3 metodiką. 

2.2.2.8. Baltymų elektroforezė denatūruojančiomis 

salygomis 

 

Analizuojami baltymai frakcionuoti denatūruojančiomis sąlygomis 

poliakrilamidiniame gelyje (SDS-PAGE), sudarytame iš skiriamojo ir 

koncentruojamojo gelio dalių. Gelio kasetės statomos į elektroforezės 

buferiniu tirpalu užildytą elektroforezės aparatą (Biometra). Į gelio šulinėlį 

įnešama 0,5–1 μg išgrynintų ar 7–10 μg lizato baltymų. Mėginiai 

elektroforezei ruošiami su Reducing Sample Buffer, juos verdant 100 °C 
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10 min. Elektroforezė vykdoma 80 V įtampoje, baltymams numigravus į 

skiriamąjį gelį, tęsiama 140 V. Išfrakcionuoti baltymai gelyje dažomi su 

Coomassie Brilliant Blue dažu (Thermo Fisher Scientific), vėliau gelis 

blukinamas distiliuotu vandeniu. 

 

2.2.2.9. Imunoblotingas (IB) 

 

Elektroforezės denatūruojančiomis sąlygomis metodu išfrakcionuoti 

baltymai iš poliakrilamidinio gelio pernešami ant PVDF membranos. Gelis ir 

filtrinio popieriaus lakštai merkiami į baltymų pernešimo buferinį tirpalą, 

membrana merkiama į etanolį, tuomet į baltymų pernešimo buferinį tirpalą. 

Atliekamas pusiau sausas baltymų pernešimas ant membranos. Ant katodinio 

baltymų pernešimo aparato pado (Biometra) dedamas išmirkytas filtrinio 

popieriaus lakštas, paeiliui dedama membrana, gelis ir ant viršaus kitas 

filtrinio popieriaus lakštas. Uždedamas anodinis pernešimo aparato padas. 

Baltymų pernešimas vykdomas 45 min, esant pagal gelio plotą nustatytam 

srovės stipriui (1 mA tenka 1 cm2 gelio ploto). Membranos plovimui 

naudojamas PBST, mėginiai ir antriniai antikūnai skiedžiami 2 % pieno 

miltelių (w/v) PBST tirpalu, inkubacijos vykdomos po 1 h KT. Po pernešimo 

membrana praplaunama ir blokuojama su blokavimo buferiniu tirpalu. Vėliau 

membrana praplaunama ir užnešamas tiriamasis mėginys (2.10 lentelė). Po 

inkubacijos membrana praplaunama ir užnešami su HRP žymėti antriniai 

antikūnai (2.10 lentelė). Toliau membrana praplaunama ir ryškinama su 

ryškinimo tirpalu. Reakcija stabdoma membraną praplaunant distiliuotu 

vandeniu. 

2.2.2.10.  Imunoprecipitacija (IP) 

 

IP metodu tirta MAk sąveika su rekombinantinėmis ir natūraliomis β-

laktamazėmis. Visos inkubacijos atliktos KT, maišant. 125 μL rProtein G 

Sepharose Fast Flow sorbento (Cytiva) 4 kartus praplaunama su 0,1 M Tris-

HCl (pH 8), po kiekvieno plovimo centrifuguojant 12 000 × g 30 s. 

Blokuojama su Roti Block® 1 h. Praplaunama su 0,1 M Tris-HCl (pH 8), 

įnešami 25 μg MAk ir inkubuojama 1 h. Susidarę kompleksai 4 kartus 

praplaunami PBST ir padalijami į 5 atskirus mėgintuvėlius. Įnešami tiriamieji 

mėginiai (40 μg lizato baltymų arba 5 μg rekombinantinio baltymo), 

inkubuojama 1,5 h. Tuomet 4 kartus praplaunama PBST ir susiformavę MAk-

antigeno kompleksai eliuojami su 0,1 M glicino (pH 3) tirpalu. Eliucijos 

frakcijos analizuojamos SDS-PAGE ir IB metodais. Atliekant IB, detekcijai 

naudoti HRP žymėti MAk prieš β-laktamazes (2.10 lentelė). 
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2.2.2.11.  Imunochromatografinis testas 

 

Imunochromatografinio testo kostravimui naudotas rinkinys Lateral Flow 

Material Starter Kit, kurį sudaro testo komponentai: membranos, konjugato, 

mėginio bei šiukšlių padai bei lipnus pagrindo padas. Darbų metu atrinkti ir 

optimizuoti testo komponentai yra pateikti rezultatų 3.1.11 skyriuje. 

Atliekant testo konstravimą, pirmiausia, atskirose zonose ant membranos 

imobilizuojami MAk prieš atitinkamas β-laktamazes (2.10 lentelė) (testavimo 

zona) ir ožkos PAk prieš pelės IgG (2.10 lentelė) (kontrolinė zona). Zoną 

sudaranti linija yra formuojama iš atskirų taškų į kuriuos automatizuotu 

prietaisu sciFLEXARRAYER S3 (Scienion), sulašinama po 21,6 nL antikūnų 

mėginio. Zonų vizualizavimui, į MAk tirpalą papildomai įnešama su PBS 

santykiu 1:10 (v/v) skiesto nusiplaunančio žalio dažo. Kontrolinės zonos 

vizualizavimui naudojamas nusiplaunanti žydros spalvos dažas, kuris 

santykiu 1:20 yra skiedžiamas su PBS. Naudojant nenusiplaunantį mėlyną 

dažą, ant membranos papildomai suformuotos kontūro linijos. Po antikūnų 

imobilizavimo, membrana džiovinama 37 °C 1 h, tuomet sandariai laikoma su 

desikatoriumi per naktį KT. Paruošiamos testo komponentų juostos, kurių 

ilgis 30 cm, plotis: 1,5 cm (mėginio padas), 1 cm (konjugato padas), 1,8 cm 

(šiukšlių padas). Mėginio padas blokuojamas su blokavimo tirpalu 30 min, 

KT. Po blokavimo, padas plaunamas distiliuotu vandeniu ir merkiamas į 

konservavimo tirpalą, inkubuojant 30 min KT. Vėliau padas džiovinamas 

37 °C 1 h. Konjugato padas 10 min mirkomas konservavimo tirpale KT. Ant 

pado užnešamas (25 µL/cm2) su konservavimo tirpalu skiestas MAk-Au 

mišinys (2.10 lentelė). MAk žymėjimo nanodalelėmis protokolas nurodytas 

metodų 2.2.2.2 skyriuje. Inkubuojama 1 h KT, vėliau džiovinama 37 °C 4–

5 h. Surenkama testo juosta: ant lipnaus pagrindo pado suklijuojami paruošti 

testo komponentai taip, kad jie paeiliui persidengtų 1 mm. Suklijuota juosta 

sukarpoma į 3 mm pločio juosteles, paruoštos testo juostelės toliau saugomos 

sandariai su desikatoriumi ir yra paruoštos testavimui. 

Atliekant testavimą, bakterijų izoliatai kultivuojami ant agarizuotos LB su 

antibiotiku (16 µg/mL ceftazidimo arba meropenemo) 30 °C 20–24 h. 

Bakterijų kolonija suspenduojama 150 µL mėginio užnešimo tirpalo, gerai 

sumaišoma. 100 µL mėginio užnešama ant testo mėginio pado, rezultatai 

vizualiai vertinami po 15–20 min. 

 

2.2.2.12.  Dviejų fotonų sužadinimo (TPX) technologija 

 

MAk prieš β-laktamazes testuoti dviejų fotonų sužadinimo technologija 

(TPX) ir diagnostiniu prietaisu (ArcDia International Ltd, Suomija), kurie yra 

taikomi komerciniame mariPOC® teste (ArcDia International Ltd) [117], 

[135]. MAk aktyviai ir pasyviai žymėti polistireno mikrorutuliukais bei 
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konjuguoti su fluorescencine žyme ArcDiaTM BF530, remiantis anksčiau 

aprašyta metodika [136]. Testavimui naudotos šio darbo metu susintetintos 

rACT-14, rNDM-1, rPDC-195 ir rCMY-34 β-laktamazės ir bakterijų izoliatai, 

kurių apibūdinimas pateiktas 2.1.12 skyriaus 2.9 lentelėje. Rekombinantiniai 

baltymai ir bakterijos, atliekant jų serijinius skiedimus, skiesti su reakcijos 

buferiniu tirpalu R-B01 (ArcDia International Ltd). Izoliatų testavimui 

bakterijos kultivuotos ant kraujo agaro 30 °C 24 h. Bakterijų kolonija 

suspenduota imunochromatografininiame teste (2.2.2.11 skyrius) naudotame 

mėginių užnešimo tirpale, gauta suspensija papildomai skiesta su R-B01. 

Paruošti rekombinantinių baltymų ir bakterijų mėginiai sumaišyti su testo 

reagentų mišiniu ir analizuoti diagnostiniu prietaisu. 

2.2.3.  Genų inžinerijos ir molekulinės biologijos metodai 

2.2.3.1. Kompetentinių E. coli bakterijų paruošimas ir 

transformacija 

 

Į 5 mL sterilios LB užsėjama atitinkamo kamieno E. coli bakterijų 

kolonija. Auginama 37 °C purtant (220 rpm) iki 16 h. Kitą dieną, naktinė 

kultūra santykiu 1:100 (v/v) inokuliuojama į 5 mL LB ir auginama apie 2–3 h 

37 °C purtant, kol pasiekiama eksponentinė bakterijų augimo fazė. Ląstelės 

centrifuguojamos 3 000 × g 5 min 4 °C, tuomet suspenduojamos 5 mL 

atšaldyto transformacijos NaCl tirpalo, suspensija centrifuguojama. 

Nusėdusios ląstelės suspenduojamos 3 mL šalto transformacijos CaCl2 

tirpalo, inkubuojama 30 min lede. Nucentrifuguotos ląstelės suspenduojamos 

300 µL CaCl2 tirpalo. Kompetentinės ląstelės saugomos 4 °C ir yra tinkamos 

transformacijai apie 24 h. 

Atliekant transformaciją, į sterilų atšaldytą mėgintuvėlį pilama 50 µL 

kompetentinių ląstelių ir 5 µL ligato (ligato paruošimo protokolas pateiktas 

2.2.3.2 skyriuje) ar apie 100 ng plazmidinės DNR. Inkubuojama 30 min lede, 

vėliau atliekamas temperatūrinis šokas, mėgintuvėlį inkubuojant 1,5 min 

42 °C, po to atšaldant lede. Toliau įpilama 1 mL LB ir inkubuojama 1 h 37 °C. 

Ląstelės centrifuguojamos 3 000 × g 5 min, suspenduojamos 200 μL LB ir 

išsėjamos ant agarizuotos LB su atitinkamu antibiotiku (ampicilinu 

100 μg/mL ar kanamicinu 30 μg/mL). Inkubuojama per naktį 37 °C. Kitą 

dieną transformantų kolonijos testuojamos kolonijų PGR (2.2.3.11 skyrius) ar 

naudojamos plazmidinės DNR gryninimui (2.2.3.13 skyrius). 

2.2.3.2. DNR hidrolizė restrikcijos endonukleazėmis 

 

pET28a(+) vektorius ir PGR produktai su RE hidrolizės sritimis 

hidrolizuoti su FastDigest BamHI ir XhoI RE pagal gamintojo 

rekomendacijas. Į vektoriaus hidrolizės reakcijos mišinį papildmai įnešta 
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temperatūrai jautrios šarminės fosfatazės FastAP (1 U/μL), remiantis 

gamintojo rekomendacijomis. Po hidrolizės vektorius ir PGR produktai iš 

reakcijos mišinio gryninti pagal 2.2.3.13 skyriaus metodiką. 

 

2.2.3.3. Klonavimas 

 

Konstruojant rekombinanines β-laktamazes ar persidengiančius β-

laktamazių fragmentus, RE hidrolizuoti DNR fragmentai klonuoti į 

pET28a(+) vektorių, naudojant Rapid DNA Ligation Kit pagal gamintojo 

pateiktas rekomendacijas. 

MAk variabiliąsias sritis koduojančių sekų nustatymui, išgryninti PGR 

produktai tiesiogiai klonuoti į pJET1.2/blunt vektorių su CloneJET PCR 

Cloning Kit, remiantis gamintojo rekomendacijomis. 

Chimerinio gp39m_J_DHA baltymo konstravimą atliko dr. Aliona 

Avižinienė ir dr. Rasa Petraitytė-Burneikienė (VU GMC BTI EGIS). 

Konstravimo metodika aprašyta Bielskė et al., 2025 publikacijoje [137]. 

 

2.2.3.4. Rekombinatinių baltymų sintezė 

 

Rekombinantinių β-laktamazių sintezei naudoti E. coli Tuner (DE3) 

kamieno, transformuoto pET28a(+) su įterptu β-laktamazę koduojančiu genu, 

producentai. Naktinė kultūra santyku 1:100 (v/v) inokuliuojama į LB 

(naudotos 1 L tūrio kolbos su 200 mL LB) su kanamicinu (30 µg/mL). 

Auginama 37 °C, purtant (220 rpm), kol ląstelių kūltūros OT ties 600 nm 

bangos ilgiu pasiekia 0,6. Tuomet atliekma baltymų sintezės indukcija su 

0,2 mM IPTG 25 °C 4 h. Kultūra centrifuguojama 3 000 × g 15 min 4 °C, 

nusėdusios ląstelės praplaunamos su biomasės praplovimo buferiniu tirpalu ir 

suspenduojamos baltymų gryninimui skirtame užnešimo buferiniame tirpale 

su 1 mM PMSF. Iki baltymų gryninimo biomasė saugoma –70 °C. 

Chimerinio gp39m_J_DHA baltymo sintezę ir gryninimą atliko dr. Aliona 

Avižinienė ir dr. Rasa Petraitytė-Burneikienė (VU GMC BTI EGIS), kurie 

aprašyti [137] ir [138]. 

 

2.2.3.5. Rekombinantinių baltymų gryninimas nikelio 

chelatinės chromatografijos metodu 

 

Užšaldyta bakterijų biomasė atitirpinama lede, įnešama užnešimo 

buferinio tirpalo su 1 mM PMSF. Ląstelės mechaniškai ardomos ultragarsiniu 

dezintegratoriumi, esant 50 % amplitudei, 3 kartus po 5 min, režimu: 15 s 

ardymas, 15 s pauzė. Po ardymo suspensija centrifuguojama 15 000 × g 

20 min 4 °C. Supernatantas filtruojamas per 0,2 μm filtrą, skiedžiamas su 

užnešimo buferiniu tirpalu ir toliau naudojamas rekombinantinių β-

laktamazių gryninimui. Baltymai gryninti naudojant ÄKTA start 

chromatografinę sistemą ir 1 mL tūrio kolonėlę HisTrap HP (Cytiva). 
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Atliekant gryninimą, kolonėlė plaunama su 5 mL dejonizuoto vandens, po to 

kalibruojama su 5 mL užnešimo buferinio tirpalo. Toliau užnešamas 

supernatantas, po užnešimo kolonėlė plaunama su 5 mL plovimo buferinio 

tirpalo. Vykdoma gradientinė eliucija (eliucijos tūris 10 mL), palaipsniui 

keičiant imidazolo koncentraciją nuo 80–100 iki 500 mM. Išgrynintų baltymų 

frakcijos analizuojamos SDS-PAGE ir apjungiamos tolesniam baltymų 

gryninimui jonų mainų chromatografijos metodu (2.2.3.6 skyrius). 

2.2.3.6. Rekombinantinių baltymų gryninimas jonų mainų 

chromatografijos metodu 

 

Nikelio chelatinės chromatografijos metodu išgryninti baltymai (2.2.3.5 

skyrius) toliau gryninti jonų mainų chromatografijos metodu. Pirmiausia, 

pagal gamintojo rekomendacijas, su PD-10 kolonėle (Cytiva) pakeičiamas 

apjungtų baltymų frakcijų buferinis tirpalas į gryninimui naudojamą užnešimo 

buferinį tirpalą. Baltymai gryninti su ÄKTA start sistema. Rekombinantinių 

ACT-14, PDC-195 ir CMY-34 baltymų gryninimui naudota 1 mL HiTrap SP 

HP, o NDM-1 – HiTrap Q HP kolonėlė (Cytiva), su atitinkamam kolonėlės 

tipui reikalingais gryninimo tirpalais. Pirmiausia, kolonėlė plaunama su 5 mL 

užnešimo buferinio tirpalo, po to su 5 mL eliucijos ir 10 mL užnešimo 

buferiniais tirpalais. Užnešama baltymų frakcija, po užnešimo kolonėlė 

plaunama su 5 mL užnešimo buferinio tirpalo. Toliau su eliucijos buferiniu 

tirpalu vykdoma gradientinė eliucija, palaipsniui iki 1 M NaCl keičiant tirpalo 

joninę jėgą. Išgrynintų baltymų frakcijos analizuojamos SDS-PAGE, frakcijos 

apjungiamos ir dializuojamos prieš baltymų saugojimo buferinį tirpalą per 

naktį 4 °C. Po dializės išgryninti baltymai analizuojami SDS-PAGE, su Pierce 

Bradford Protein Assay Kit, remiantis gamintojo rekomendacijomis, 

išmatuojama baltymų koncentracija. Baltymai išfasuojami ir saugomi –70 °C. 

2.2.3.7. Persidengiančių baltymų fragmentų sintezė 

 

Persidengiančių baltymų fragmentų sintezei naudoti E. coli Tuner (DE3) 

kamieno, transformuoto  pET28a(+) su įterpta atitinkamą fragmentą 

koduojančia seka, producentai. Naktinė kultūra santyku 1:100 (v/v) 

inokuliuojama į LB (naudotos 100 mL tūrio kolbos su 30 mL LB) su 

kanamicinu (30 µg/mL). Auginama 37 °C, purtant (220 rpm), kol ląstelių 

kūltūros OT ties 600 nm pasiekia 0,6–0,8. Įnešama 0,2–1 mM IPTG, 

auginama 37 °C 2,5 h. Kultūra centrifuguojama 3 000 × g 5 min. Nuosėdos 

saugomos –20 °C ir toliau analizuojamos SDS-PAGE bei IFA metodais. 

2.2.3.8. RNR gryninimas 

 

Suminė RNR iš hibridomos ląstelių gryninta su GeneJET RNA Purification 

Kit pagal gamintojo rekomendacijas. Iš ląstelių kultūrų augimo indų surinktos 
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ląstelės praplaunamos PBS ir skaičiuojamos. Suminė RNR skiriama iš 3·106–

5·106 ląstelių. Į išskirtą RNR įnešama 1 U/µL ribonukleazių slopiklio 

RiboLock (Thermo Fisher Scientific), mėginiai saugomi –70 °C ir toliau 

naudojami kopijinės DNR sintezei (2.2.3.10 skyrius). 

2.2.3.9. RNR elektroforezė 

 

Iš hibridomos ląstelių išgryninta suminė RNR frakcionuota 1 % 

agaroziniame gelyje. Pirmiausia, gelio ruošimo indai ir įrankiai mirkomi 

0,5 M NaOH tirpale 10 min, vėliau praplaunami dejonizuotu vandeniu. 

Agarozės milteliai išmaišomi šviežiai pagamintame TAE buferiniame tirpale, 

išlydomi kaitinant ir, tirpalui pravėsus, įnešama 0,1–0,2 μg/mL etidžio 

bromido. Išlydyta agarozė išliejama į rėmelį, dedamos šulinėlius 

formuojančios šukos. Ruošiant mėginius, 400–800 ng RNR sumaišoma su 

RNA Loading Dye ir kaitinama 70 °C 10 min, po to 3 min šaldoma lede. 

Tuomet mėginiai įnešami į gelyje suformuotus šulinėlius, įnešamas RNR 

fragmentų ilgio standartas RiboRuler High Range RNA Ladder. Elektroforezė 

vykdoma 1,5–2 h, esant 10 V/cm įtampai. Gelis analizuojams 

transiliuminatorimi MiniBis Pro (DNR Bio-Imaging Systems). 

2.2.3.10.  Kopijinės DNR sintezė 

 

MAk VH ir VL sekų nustatymui, kaip matricą naudojant iš hibridomų 

išskirtą suminę RNR, susintetinta viengrandė kDNR su RevertAid RT Kit. 

Sintezei papildomai naudota priemaišinę dvigrandę DNR hidrolizuojanti 

DNazė dsDNase. Procedūros atliktos pagal gamintojo rekomendacijas. 

2.2.3.11.  Polimerazės grandininė reakcija (PGR) 

 

PGR metodas naudotas: tikrinant E. coli transformantų kolonijas (kolonijų 

PGR), konstruojant rekombinantines β-laktamazes ir persidengiančius 

trumpintus baltymų fragmentus epitopų nustatymui. Šis metodas naudotas 

MAk variabiliąsias sritis koduojančių sekų pagausinimui ir jų vertinimui po 

fragmentų klonavimo. 

Patogeniškų bakterijų izoliatuose β-laktamazes koduojantys genai PGR 

metodu vertinti naudojant anksčiau literatūroje aprašytus pradmenis ir PGR 

sąlygas, kaip nurodyta 2.1.8 skyriuje. 

Atliekant PGR, kaip matrica, reakcijoje naudojamas 1 ng vektoriaus su 

įklonuotu genu, mikrobiologine kilpele įnešta transformantų kolonija ar 1 µL 

kDNR. PGR reakcijos komponentai ir temperatūriniai režimai pateikti 2.11 

lentelėje, pradmenys pateikti 2.1.8 skyriuje. Pagausinimas vykdytas Applied 

Biosystems SimpliAmp (Thermo Fisher Scientific) prietaisu. 
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2.11 lentelė. PGR mišinio komponentai ir temperatūriniai režimai, kai reakcijos tūris 

25 µL 

Kolonijų PGR DNR pagausinimas klonavimui 

Komponentai 
Koncentracija/tūris 

reakcijoje 
Komponentai 

Koncentracija/tūris 

reakcijoje 

Dream Taq 

Green PCR 

Master Mix 

1 x 

Phusion Flash 

High-Fidelity PCR 

Master Mix 

1 x 

Tiesioginis 

pradmuo, 10 µM 
0,2 µM 

Tiesioginis 

pradmuo, 10 µM 
0,4 µM 

Atvirkštinis 

pradmuo, 10 µM 
0,2 µM 

Atvirkštinis 

pradmuo, 10 µM 
0,4 µM 

H2O be nukleaziu Iki galutinio tūrio H2O be nukleaziu Iki galutinio tūrio 

Temperatūrinis režimas 

95 °C – 5 min 

95 °C – 30 s 

60 °C – 30 s             30 ciklų 

72 °C – 30–80 s 

72 °C – 5 min 

98 °C – 30 s 

98 °C – 5 s 

45 °C – 10 s       35  ciklai 

72 °C – 10 s 

72 °C – 1 min 

 

2.2.3.12.  DNR elektroforezė 

 

PGR produktai frakcionuoti 1,2–2 % agaroziniame gelyje, į kurį 

papildomai įnešta GelRed Nucleic Acid Gel Stain DNR dažo. Gelio ruošimo 

procedūra aprašyta metodų 2.2.3.6 skyriuje. Į gelyje suformuotus šulinėlius 

įnešama po 5–10 µL PGR reakcijos mišinio. Jei PGR reakcijos mišinio 

sudėtyje dažo nėra, mėginiai papildomai maišomi su TriTrack DNA Loading 

Dye, į šulinėlį įnešama DNR fragmentų ilgio standarto: GeneRuler 1 kb Plus 

DNA Ladder arba GeneRuler 50 bp DNA Ladder. Elektroforezė vykdoma 40–

50 min, esant 10 V/cm įtampai, gelis analizuojamas transiliuminatorimi 

MiniBis Pro. 

2.2.3.13.  DNR išskyrimas 

 

Plazmidinė DNR iš E. coli bakterijų skirta su GeneJET Plasmid Miniprep 

Kit rinkiniu pagal gamintojo rekomendacijas. Išgryninta plazmidinė DNR 

naudota E. coli transformacijai, hidrolizei RE ar sekoskaitai. 

PGR produktai iš PGR mišinio gryninti su GeneJET PCR Purification Kit. 

Išgryninti DNR fragmentai naudoti RE hidrolizei ar klonavimui. 

RE hidrolizuoti vektoriai ir PGR produktai iš reakcijos mišinio gryninti su 

Gene JET Gel Extraction Kit pagal gamintojo rekomendacijas. 

Bakterijų izoliatų DNR ruošta suspenduojant bakterijų koloniją 100 µL 

dejonizuoto vandens ir verdant 95 °C 10 min. Toliau centrifuguojama 

10 000 × g 5 min, supernatantas saugomas –20 °C. 
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2.2.3.14.  Bakterijų lizatų paruošimas 

 

Bakterijų izoliatų lizatai naudoti MAk apibūdinimo ir taikymo darbuose. 

Bakterijų izoliatai kultivuojami skystoje LB su antibiotiku (16 µg/mL 

ceftazidimo arba meropenemo) 20–24 h 30 °C. Centrifuguojama 3 000 × g 

5 min, ląstelės suspendujamos PBS ir ardomos ultragarsiniu 

dezintegratoriumi, esant 50 % amplitudei, režimu: 5 s ardymas, 3 s pauzė. 

Centrifuguojama 15 000 × g 20 min 4 °C, Bradfordo metodu matuojama 

supernatante esančių baltymų koncentracija, kaip aprašyta 2.2.3.6 skyriuje. 

Lizatai išfasuojami ir saugomi –70 °C. 

2.2.3.15.  β-laktamazių fermentinio aktyvumo nustatymas BL 

Cefinase testu 

 

Fermentinis β-laktamazių aktyvumas tikrintas BL Cefinase testu (BD 

Bioscience). Šiame teste naudojami chromogeniniu β-laktamazių substratu – 

nitrocefinu – impregnuoti popieriniai diskai. β-laktamazei hidrolizuojant 

nitrocefiną, junginys keičia spalvą iš geltonos į raudoną. Atliekant testavimą, 

popieriniai diskai pincetu patalpinami ant sterilios Petri lėkštelės. 2,5 µg 

rekombinantinės β-laktamazės ar 5 µg bakterijų lizato baltymų skiedžiami su 

PBS iki galutinio 20 µL tūrio. Ant popierinių diskų užnešami paruošti 

mėginiai, inkubuojama 1 h RT. Rezultatai vertinami vizualiai. 

Fermentinio aktyvumo slopinimo su MAk tikrinimui 1–10 µg MAk 

sumaišoma su 1 µg rekombinantinės β-laktamazės ar 5 µg bakterijų lizato 

baltymų, juos skiedžiant PBS iki galutinio 20 µL tūrio. Inkubuojama 1 h RT, 

purtant (250 rpm). Mėginiai užnešami ant popierinių diskų, rezultatai vizualiai 

vertinami po 1 h. 

 

2.2.3.16.  Transmisijos elektroninė mikroskopija 

 

Transmisijos elektroninė mikroskopija atlikta pagal anksčiau aprašytą 

metodiką [3]. 

 

2.2.3.17. Spektrinė elipsometrija 

 

Spektrinės elipsometrijos analizė atlikta su M-2000X J.A. Woollam 

(Lincoln) elipsometru su besisukančiu kompensatoriumi, BK7 70° stiklo 

prizme ir auksu padengtu paviršiaus plazmonų rezonanso (angl., surface 

plasmon resonance, SPR) sensoriaus disku. Matavimai atlikti naudojant 70° 

kritimo kampą spektrinių bangų ilgių diapazone nuo 200 iki 1000 nm. MAk 

ir antigeno sąveika vertinta realiu laiku matuojant elipsometrinius parametrus 

Ψ ir Δ, kuriais remiantis, apskaičiuotos baltymų sąveikos kinetinės konstantos. 

Matavimų rezultatai apdoroti su Complete EASE programine įranga (J. A. 

Woollam Company). 
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Susiformavusių MAk-antigeno kompleksų kinetiniai parametrai tirti 

spektrine elipsometrija pagal anksčiau aprašytą protokolą [139]. Pirmiausiai, 

ant SPR sensoriaus disko suformuotas 11-merkaptoundekano rūgšties (11-

MUA) monosluoksnis. Šis sluoksnis aktyvuotas NHS ir EDC junginiais. 

Toliau, į matavimo kamerą įnešta 20 μM baltymo G, inkubuota 30 min, KT. 

Susiformavus baltymo G monosluoksniui, likusios laisvos karboksi- grupės 

sensoriaus paviršiuje užblokuotos su 1 M etanolamino (pH 8). Kitame etape, 

į matavimo kamerą įnešta 200 nM su PBS skiestų MAk. Po 50–60 min 

inkubacijos sistemai pasiekus pusiausvyros būseną, kamera praplauta su PBS. 

Toliau, ant sensoriaus užnešta 300 nM (14 μg/mL) su PBS skiesto rCMY-34, 

inkubuojama 1 h, KT. Siekiant baltymo G monosluoksnį panaudoti skirtingų 

MAk klonų testavimui, paruošto paviršiaus regeneravimui naudotas 2 M 

glicino tirpalas. Atliekant regeneraciją, matavimo kamera užpildyta glicino 

tirpalu, po 3 min inkubacijos, kamera praplauta PBS ir naudota kitų MAk 

testavimui. 

2.2.4.  Antikūnų ir baltymų sąveikos modeliavimas 

Sąveika tarp MAk kaičiųjų domenų ir CMY-34 β-laktamazės ar AmpC β-

laktamazių peptidų modeliuota pagal AlphaFold2 ir AlphaFold3 [140], [141] 

paremtą Afsample metodiką [142]. Afsample sugeneruoti AlphaFold modeliai, 

turintys didesnį nei 0,8 patikimumo įvertį, apdoroti OpenMM įrankiu [143]. 

Atrinkti patikimiausi modeliai vertinti, taikant VoroIF-jury procedūrą [144]. 

MAk sąveikos su antigenu sritys analizuotos su VoroContacts įrankiu [145]. 

Detali metodika aprašyta [137]. 

2.2.5.  Duomenų bazės ir programiniai įrankiai 

β-laktamazes koduojantys genai, ar. sekos ir informacija apie β-laktamazių 

šeimas rinkta naudojantis Beta-Lactamase DataBase (BLDB) duomenų baze 

[2] (http://www.bldb.eu/). 

Sekų sugretinimas atliktas Clustal Omega įrankiu [146] 

(https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/msa/clustalo), sekų analizė atlikta su 

Jalview įrankiu [147]. 

Klonavimo bei pradmenų kūrimo darbuose naudota SnapGene Viewer 

(7.0.3) programa, pradmenys analizuoti su Multiple Primer Analyzer (Thermo 

Fisher Scientific) įrankiu 

(https://www.thermofisher.com/lt/en/home/brands/thermo-

scientific/molecular-biology/molecular-biology-learning-center/molecular-

biology-resource-library/thermo-scientific-web-tools/multiple-primer-

analyzer.html). 

Baltymų molekulinė masė, izoelektrinis taškas ir kitos savybės vertintos su 

ExPaSy įrankiu [148] (https://www.expasy.org/). 

Baltymų erdvinės struktūros vizualizuotos su RasMol (2.7.5) programa. 

http://www.bldb.eu/
https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/msa/clustalo
https://www.thermofisher.com/lt/en/home/brands/thermo-scientific/molecular-biology/molecular-biology-learning-center/molecular-biology-resource-library/thermo-scientific-web-tools/multiple-primer-analyzer.html
https://www.thermofisher.com/lt/en/home/brands/thermo-scientific/molecular-biology/molecular-biology-learning-center/molecular-biology-resource-library/thermo-scientific-web-tools/multiple-primer-analyzer.html
https://www.thermofisher.com/lt/en/home/brands/thermo-scientific/molecular-biology/molecular-biology-learning-center/molecular-biology-resource-library/thermo-scientific-web-tools/multiple-primer-analyzer.html
https://www.thermofisher.com/lt/en/home/brands/thermo-scientific/molecular-biology/molecular-biology-learning-center/molecular-biology-resource-library/thermo-scientific-web-tools/multiple-primer-analyzer.html
https://www.expasy.org/
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MAk variabiliosios sekos analizuotos su IgBlast ir IMGT/V-QUEST 

įrankiais [149], [150], [151] (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/igblast/, 

https://www.imgt.org/IMGTindex/V-QUEST.php). Vizualizacijos sudarytos 

su IMGT/Collier-de-Perles įrankiu [152], [153] 

(https://www.imgt.org/3Dstructure-DB/cgi/Collier-de-Perles.cgi). 

Duomenys apdoroti ir vizualizuoti OriginPro (9.1) ir GraphPad Prism 

(10.1.2) programomis. 

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/igblast/
https://www.imgt.org/3Dstructure-DB/cgi/Collier-de-Perles.cgi
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3. REZULTATAI 

3.1. MAk prieš β-laktamazes kūrimas, apibūdinimas ir taikymas 

diagnostinių sistemų kūrimui 

Šiame darbe siekta sukurti β-laktamazėms specifiškus monokloninius 

antikūnus (MAk), juos išsamiai apibūdinti ir išbandyti įvairiose 

imunocheminių analitinių metodų sistemose. Remiantis pasaulio sveikatos 

organizacijos (PSO) sudarytu prioritetinių patogenų sąrašu ir jiems būdingu 

atsparumo antibiotikams profiliu, šiame darbe, kaip diagnostiniai taikiniai, 

buvo pasirinktos AmpC priklausančios ACT-14, PDC-195 ir CMY-34 β-

laktamazės bei viena plačiausiai identifikuojamų metalo β-laktamazių – 

NDM-1. Šios β-laktamazės buvo sukonstruotos ir susintetintos Escherichia 

coli bakterijose, o išgryninti baltymai, kaip imunogenai, naudoti β-

laktamazėms specifiškų MAk kūrimui, taikant hibridomų technologiją. 

Sukurti MAk buvo detaliai apibūdinti įvairiais imunocheminiais metodais, 

naudojant rekombinantinių β-laktamazių kolekciją ir β-laktamazes 

produkuojančių bakterijų izoliatus. Taikant genų inžinerijos ir 

bioinformatinius metodus, identifikuotos MAk atpažinimo sritys (epitopai) 

antigenų molekulėse, kuriomis remiantis atlikta β-laktamazių sekų analizė bei 

įvertintas galimas MAk kryžminis reaktyvumas. Atsižvelgiant į MAk 

apibūdinimo rezultatus, atrinktos didžiausiu giminingumu β-laktamazėms 

pasižyminčių ir tarpusavyje dėl sąveikos su antigenu nekonkuruojančių MAk 

poros. Atrinktos MAk poros išbandytos kuriant skirtingus analitinius metodus 

– kiekybinę dviepitopę imunofermentinę analizę (IFA), greitąjį 

imunochromatografinį testą bei dviejų fotonų sužadinimo technologija (TPX) 

premtą diagnostinę sistemą (ArcDia Oy Ltd, Suomija). MAk reaktyvumas 

šiais metodais testuotas su rekombinantinėmis β-laktamazėmis ir β-

laktamazes produkuojančiais bakterijų izoliatais. Remiantis gautais 

rezultatais, įvertintas sukurtų MAk diagnostinis potencialas. 

3.1.1.  Rekombinantinių β-laktamazių sintezė ir gryninimas 

MAk kūrimo darbams pirmiausia buvo sukonstruotos raiškos plazmidės ir 

E. coli bakterijose susintetintos rekombinantinės ACT-14 (rACT-14), NDM-

1 (rNDM-1), PDC-195 (rPDC-195) ir CMY-34 (rCMY-34) β-laktamazės. 

Šiuo tikslu sintetiniai β-laktamazes koduojantys genai ties BamHI ir XhoI 

restrikcijos endonukleazių hidrolizės sritimis klonuoti į baltymų sintezei skirtą 

vektorių pET28a(+), baltymus C-gale suliejant su His6 seka. Susintetintų 

rekombinantinių β-laktamazių charakteristikos pateiktos 3.1 lentelėje.  

Po klonavimo konstruktai patikrinti sekoskaitos metodu. Toliau, atrinktos 

optimalios baltymų sintezės sąlygos, išbandant skirtingus rekombinantinių 

baltymų sintezei skirtus E. coli Tuner (DE3), BL21 (DE3) kamienus, skirtingą 

sintezės indukcijos temperatūrą (25–37 °C) ir induktoriaus IPTG 

koncentraciją (1–0,2 mM) augimo terpėje. Pritaikius skirtingas baltymų 

sintezės sąlygas, buvo vertintas tikslinių rekombinantinių baltymų tirpumas. 
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Šiuo tikslu po baltymų sintezės indukcijos bakterijų biomasė suardyta 

ultragarsiniu dezintegratoriumi ir suardytų ląstelių tirpi bei netirpi frakcijos 

analizuotos baltymų eletroforezės denatūruojančiomis sąlygomis metodu 

(SDS-PAGE). rNDM-1 sintezės indukcijos sąlygų tikrinimo pavyzdys 

pateiktas 3.1 A paveiksle. 

 
3.1 lentelė. Rekombinantinių β-laktamazių apibūdinimas 

Pavadinimas Molekulinė masė, kDa pI GenBank nr. 

rACT-14 44,8 9,1 AFU25647.1 

rNDM-1 32 6,5 AHM26723.1 

rPDC-195 46,9 9 AHH52937.1 

rCMY-34 45,4 9,2 ABN51006.1 

 

Rekombinantinių β-laktamazių sintezei atrinktos sąlygos, kurioms esant 

SDS-PAGE gelyje tikslinių baltymų juosta stebima tirpiojoje frakcijoje, o 

netirpaus baltymo netirpiojoje frakcijoje sumažėja, tarpusavyje lyginant 

skirtingų sintezės indukcijos sąlygų rezultatus. Atsižvelgiant į rezultatus, 

šiame darbe rekombinantinių β-laktamazių sintezei pasirinkta naudoti E. coli 

Tuner (DE3) kamieną, baltymų sintezę indukuojant 0,2 mM IPTG 4 h 25 °C. 

 

 
 

3.1 pav. Rekombinantinių β-laktamazių sintezės ir gryninimo rezultatų vertinimas 

SDS-PAGE. (A) rNDM-1 sintezės indukcijos E. coli Tuner (DE3) kamiene sąlygų 

vertinimas. Sintezės indukcija atlikta su 0,2 mM IPTG 30 ᵒC 3 h ir 25 ᵒC 4 h. Juoda 

rodyklė nurodo rNDM-1 baltymo juostos poziciją gelyje. N – netirpioji baltymų 

frakcija; T – tirpus supernatantas. (B) Išgrynintos rekombinantinės β-laktamazės. M 

– baltymų molekulinės masės standartas. 

 

Toliau atliktas E. coli susintetintų rekombinantinių β-laktamazių 

gryninimas. Kadangi buvo sukonstruoti ir susintetinti su His6 seka sulieti 

rekombinantiniai baltymai, pirmajame etape atliktas šių baltymų gryninimas 

nikelio chelatinės chromatografijos metodu, naudojant ÄKTA start 

chromatografinę sistemą. Išgrynintų baltymų frakcijos įvertintos SDS-PAGE 

metodu, ir tos frakcijos, kuriose buvo nustatyta mažiausiai priemaišinių 

baltymų, apjungtos. Toliau, išgryninti baltymai papildomai gryninti jonų 

mainų chromatografijos metodu. Rekombinantinių β-laktamazių grynumas po 
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dviejų gryninimo etapų analizuotas SDS-PAGE metodu (3.1 pav. B). 

Remiantis gautais rezultatais, nustatyta, jog visų išgrynintų rekombinantinių 

β-laktamazių grynumas yra pakankamas imunizacijoms ir kitiems MAk 

kūrimo darbams. 

Kadangi β-laktamazės yra β-laktamo žiedą molekulėje turinčius junginius 

hidrolizuojantys fermentai, šiame darbe BL Cefinase testu patikrintas 

išgrynintų rekombinantinių β-laktamazių fermentinis aktyvumas (3.2 pav.). Šį 

testą sudaro chromogeniniu β-laktamazių substratu – nitrocefinu – 

impregnuoti popieriniai diskai. Ant disko užnešus tiriamąją β-laktamazę ar 

antibiotikams atsparių bakterijų, sintetinančių β-laktamazes, mėginį, 

nitrocefinas yra hidrolizuojamas, todėl disko spalva iš geltonos virsta raudona. 

Šiuo testu patikrinus išgrynintus baltymus, nustatyta, jog visoms 

rekombinantinėms β-laktamazėms yra būdingas fermentinis aktyvumas – 

testuojant baltymus, popieriniai diskai nusidažė raudona spalva, lyginant su 

neigiama kontrole, kuomet testuotas β-laktamazių nesintetinačio E. coli BL21 

kamieno lizatas (3.2 pav.). 

 

 
 

3.2 pav. Rekombinantinių β-laktamazių fermentinio aktyvumo tyrimo BL Cefinase 

testu rezultatai. Neigiamai kontrolei naudoti β-laktamazių skiedimo buferinis tirpalas 

(PBS) ir E. coli BL21 kamieno lizatas. Raudona spalva nurodo nitrocefino hidrolizę 

(teigiamas rezultatas), geltona – hidrolizė nevyksta (neigiamas rezultatas). 
 

Šie rezultatai leidžia daryti prielaidą, jog rekombinantinų baltymų erdvinė 

struktūra atitinka natyvioms β-laktamazėms būdingą struktūrą, todėl šie 

baltymai yra tinkami MAk prieš β-laktamazes kūrimui. 

3.1.2.  MAk prieš β-laktamazes kūrimas 

Siekiant sukurti β-laktamazėms specifiškus MAk, rACT-14, rNDM-1, 

rPDC-195 ir rCMY-34 baltymais 3 kartus imunizuota po 3 BALB/c linijos 

peles. Svarbu paminėti, jog MAk kūrimui turi būti naudojami stiprų imuninį 

atsaką sukeliantys baltymai. Todėl, atliekant imunizaciją, buvo įvertintas 

rekombinantinių β-laktamazių imunogeniškumas. Šiuo tikslu po kiekvienos 

imunizacijos buvo rinkti pelių kraujo mėginiai, kurie vėliau ištirti 

netiesioginės IFA metodu, 96 šulinėlių plokštelės paviršiuje imobilizuojant 

rekombinantines β-laktamazes. Šiuo būdu siekta įvertinti pelėse susidariusių 

antigenui specifiškų IgG klasės antikūnų titrą (antikūnų skiedimas, kuriam 

esant išmatuota didžiausia optinio tankio (OT) vertė sumažėja perpus). 

Nustatyti antikūnų titrai pelių kraujo mėginiuose pateikti 3.3 paveiksle. 
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Nustatyta, jog imunizacijai naudotos β-laktamazės sukėlė imuninį atsaką 

pelėms, kadangi pelių kraujo mėginiuose nustatytų antigenams specifiškų IgG 

antikūnų titras didėjo po kiekvienos imunizacijos (3.3 pav.). Po trečiosios 

imunizacijos rACT-14 specifiškų IgG titras siekė 1:77000, rNDM-1 – 

1:53300, rPDC-195 – 1:73000 ir rCMY-34 – 1:111700. 

 

 
 

3.3 pav. Rekombinantinių β-laktamazių imunogeniškumo vertinimo netiesioginės 

IFA metodu rezultatai. Pateikti pelių (n = 3) kraujo mėginiuose nustatytų antigenui 

specifiškų IgG antikūnų titro vidurkiai su standartiniais nuokrypiais. 

 

Nustačius, jog rekombinantinės β-laktamazės yra imunogeniškos, MAk 

kūrimui iš kiekvienos imunizuotų pelių grupės buvo pasirinkta po 1 pelę. 

Atrinktos tos pelės, kurių antigenui specifiškų antikūnų titras po trečiosios 

imunizacijos buvo didžiausias: rACT-14 ateju jis siekė 1:100000, rNDM-1 – 

1:65000, rPDC-195 – 81000 ir rCMY-34 – 120000. Toliau buvo atliktas 

atrinktų pelių blužnies ląstelių suliejimas su mielomos Sp2/0 linijos ląstelėmis 

– hibridizacija, po kurios vykdyta antigenams specifiškus MAk sekretuojančių 

hibridomų atranka. Iš viso buvo atrinktos 4-ios antikūnus sekretuojančių 

hibridinių ląstelių linijų kolekcijos: 12 hibridinių ląstelių linijų, sekretuojančių 

MAk prieš ACT-14, 11 – prieš NDM-1, 23 – prieš PDC-195 ir 14 – prieš 

CMY-34. Sukurti MAk ir jų apibūdinimo rezultatai pateikti 3.1.3 skyriuje. 

3.1.3.  MAk specifiškumo ir giminingumo tyrimai 

imunocheminiais metodais 

Norint sukurtus MAk taikyti β-laktamazių nustatymui, reikalingas detalus 

antikūnų apibūdinimas. Šiame darbe buvo sukurtos 4-ios MAk kolekcijos 

prieš ACT-14, NAM-1, PDC-195 ir CMY-34 β-laktamazes. Visi MAk buvo 

IgG klasės. Sukurtų MAk kolekcijų apibūdinimas pateiktas 3.2 lentelėje. Šie 

MAk buvo detaliai apibūdinti imunoblotingo (IB) ir IFA metodais, nustatytas 

IgG poklasis (3.2 lentelė). 
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3.2 lentelė. Sukurtų MAk prieš β-laktamazes apibūdinimo rezultatai 

Nr. 
MAk 

klonas 

IgG 

poklasis 
Kd

a, nM Giminingumas 

atigenuib 
IB 

Atrikta 

konkurencinei 

analizei 

MAk prieš ACT-14 

1. 8F12 IgG2a 0,05 ++ + + 

2. 3C6 IgG1 0,1 ++ + + 

3. 1F5 IgG1 0,1 ++ + + 

4. 12H2 IgG1 0,05 ++ + – 

5. 1F2 IgG2a 0,2 ++ + + 

6. 7B6 IgG2a 0,02 ++ + + 

7. 5B11 IgG1 0,06 ++ + – 

8. 3C4 IgG2a 0,1 ++ – + 

9. 8D1 IgG2b 0,05 ++ + + 

10. 6H3 IgG2a 0,1 ++ + + 

11. 4G1 IgG2b 0,05 ++ + – 

12. 5G11 IgG1 20,3 + – – 

MAk prieš NDM-1 

1. 2F7 IgG1 0,02 ++ + – 

2. 5F7 IgG1 0,01 ++ + + 

3. 8E5 IgG2b 0,003 ++ + + 

4. 5E2 IgG1 0,01 ++ + + 

5. 10B6 IgG2b 0,003 ++ + + 

6. 1G8 IgG1 0,01 ++ + – 

7. 2C1 IgG1 0,004 ++ + + 

8. 3F10 IgG1 0,01 ++ + + 

9. 4E12 IgG1 0,02 ++ + + 

10. 9B11 IgG1 0,01 ++ + + 

11. 3D8 IgG1 0,01 ++ + – 

MAk prieš PDC-195 

1. 3G7 IgG1 0,2 ++ + – 

2. 9B6 IgG1 0,9 ++ + – 

3. 11H4 IgG2b 0,2 ++ + + 

4. 10B4 IgG2b 0,3 ++ + – 

5. 8E7 IgG2a 0,07 ++ + + 

6. 2D3 IgG2 0,4 ++ + – 

7. 16F6 IgG2a 0,07 ++ + + 

8. 20A6 IgG1 0,2 ++ + + 

9. 5D1 IgG1 0,1 ++ + – 

10. 13E12 IgG2a 0,08 ++ + + 

11. 19E7 IgG1 0,08 ++ + – 

12. 9G2 IgG1 0,01 ++ + + 

13. 8B6 IgG1 0,1 ++ + – 

14. 15E12 IgG1 0,02 ++ + – 

15. 13C9 IgG1 0,3 ++ + – 

16. 19F2 IgG1 0,1 ++ + + 

17. 11A5 IgG1 0,1 ++ + – 

18. 13D9 IgG1 0,01 ++ + – 

19. 21H10 IgG2b 0,1 ++ + + 

20. 8D2 IgG1 0,03 ++ + – 

21. 18B5 IgG1 0,05 ++ + – 

22. 3H11 IgG1 0,05 ++ + – 

23. 9H10 IgG2a 0,1 ++ + – 
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Nr. MAk 

klonas 
IgG 

poklasis Kd
a, nM Giminingumas 

atigenuib IB 
Atrikta 

konkurencinei 

analizei 
MAk prieš CMY-34 

1. 1A2 IgG1 0,3 ++ + – 
2. 7H12 IgG2a 0,05 ++ + + 
3. 8G6 IgG1 0,3 ++ + – 
4. 9D2 IgG1 0,2 ++ + + 
5. 7F1 IgG1 0,1 ++ + – 
6. 2E11 IgG2a 0,1 ++ + + 
7. 12F4 IgG2a 0,2 ++ + + 
8. 12E5 IgG1 0,1 ++ + – 
9. 7D10 IgG2a 2,5 + + – 

10. 3A2 IgG1 0,1 ++ + – 
11. 14C7 IgG1 0,1 ++ + – 
12. 13A8 IgG1 0,06 ++ + – 
13. 12F8 IgG1 0,08 ++ + + 
14. 3E9 IgG1 0,2 ++ + + 

aKd nustatymui netiesogine IFA naudotos rekombinantinės β-laktamazės. 
b„++“ – didelis giminingumas antigenui, kai Kd ≤ 1 nM; „+“ – žemas giminingumas antigenui, 

kai Kd > 1 nM. 
cIB metode vizualiai matoma antigeną atitinkanti juostelė nurodo teigiamą rezultatą (+), jei 

juostelė nenustatyta – neigiamą rezultatą (–). 

 

Atliekant MAk apibūdinimą, IB metodu įvertintas MAk reaktyvumas su 

rekombinantinėmis β-laktamazėmis. Apibendrinti MAk tyrimo IB metodu 

rezultatai pateikti 3.2 lentelėje, IB rezultatų pavyzdžiai pateikti 3.4 paveiksle, 

likę IB rezultatai pateikti 1 priede. Nustatyta, jog sukurtieji MAk prieš ACT-

14, išskyrus klonus 3C4 ir 5G11, tiriant IB metodu specifiškai atpažįsta 

denatūruotą ir redukuotą rACT-14 baltymą ir nereaguoja su neigiamos 

kontrolės E. coli lizato ir jaučio serumo albumino (BSA) baltymais. Taip pat 

nustatyta, kad visi sukurtieji MAk prieš NDM-1, PDC-1 ir CMY-34 tiriant IB 

metodu atpažįsta denatūruotus ir redukuotus rekombinantinius antigenus. 

Siekiant detaliau apibūdinti MAk ir rekombinantinių β-laktamazių sąveiką, 

nustatytos MAk tariamosios disociacijos konstantos (Kd) reikšmės. Kd nurodo 

antikūnų giminingumą antigenui ir atitinka tokią antikūnų koncentraciją, 

kuriai esant, antikūnai prisijungia prie pusės tirpale esančio antigeno 

molekulių, t. y. OT sumažėja perpus. Antikūnai laikomi giminingais 

antigenui, kai Kd reikšmė yra mažesnė nei 1 nM. Šiame darbe Kd nustatymui 

MAk tirti netiesioginės IFA metodu su rekombinantinėmis β-laktamazėmis ir, 

remiantis IFA rezultatais, braižytos OT priklausomybės nuo MAk 

koncentracijos kreivės. Nustatytos Kd reikšmės pateiktos 3.2 lentelėje. Po 

MAk prieš ACT-14 testavimo nustatyta, kad visų MAk, išskyrus kloną 5G11, 

Kd reikšmės siekė 0,02–1 nM, todėl šiems MAk yra būdingas didelis 

giminingumas antigenui. Tuo tarpu MAk 5G11 pasižymėjo žemu 

giminingumu rACT-14, kadangi Kd siekė 20,3 nM. Taip pat nustatyta, jog visi 

MAk prieš NDM-1 (Kd 0,003–0,02 nM) ir PDC-195 (Kd 0,01–0,9 nM) 

pasižymi dideliu giminingumu atitinkamiems baltymams – rNDM-1 ir rPDC-

195. Visi MAk prieš CMY-34, išskyrus kloną 7D10, pasižymėjo dideliu 
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giminingumu antigenui – jų Kd reikšmės siekė nuo 0,05 iki 0,3 nM. Tuo tarpu 

nustatyta MAk 7D10 Kd reikšmė siekė 2,5 nM. 

 

 
 

3.4 pav. MAk reaktyvumo su antigenais tyrimas IB metodu. Pavaizduotos IB ir SDS-

PAGE nuotraukos, kai buvo tirti MAk 7B6 prieš ACT-14, MAk 5E2 prieš NDM-1, 

MAk 16F6 prieš PDC-195 ir MAk 9D2 prieš CMY-34. E. coli lizatas ir jaučio serumo 

albuminas (BSA) naudoti kaip neigiama kontrolė. M – baltymų molekulinės masės 

standartas. 

 

Imunocheminiais metodais įvertinus sukurtų MAk reaktyvumą su 

rekombinantinėmis β-laktamazėmis, kitame darbo etape siekta nustatyti MAk 

atpažinimo sritis tikslinių antigenų struktūroje. 

 

3.1.4.  MAk epitopų analizė, naudojant persidengiančius β-

laktamazių fragmentus 

 

Siekiant nustatyti sukurtų MAk prieš ACT-14, NDM-1, PDC-195 ir CMY-

34 atpažinimo sritis (epitopus) antigenų molekulėse, kiekvieno antigeno 

atveju buvo sukontruoti persidengiantys ir su His6 seka sulieti β-laktamazių 

fragmentai. Šiame darbe MAk prieš ACT-14 epitopų nustatymui buvo 

sukonstruoti 5 ACT-14, MAk prieš NDM-1 atveju – 3 NDM-1 ir MAk prieš 

PDC-195 atveju – 6 PDC-195 fragmentai. MAk prieš CMY-34 testavimui 

buvo panaudoti 6 CMY-34 fragmentai, kurių schematinis vaizdas pateiktas 

3.5 paveiksle. Fragmentų konstravimui naudoti pradmenys ir jų apibūdinimas 

pateikti Metodų 2.1.8 skyriuje, 2.1 lentelėje. 
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3.5 pav. Persidengiančių CMY-34 β-laktamazės fragmentų, naudotų MAk prieš 

CMY-34 epitopų nustatymui, schematinis vaizdas. Baltymo fragmentai (CMY-34_1–

CMY-34_6) pavaizduoti šviesiai pilka, nustatytos MAk 9D2 ir 7F1 prieš CMY-34 

atpažinimo sritys – tamsiai pilka, pilno ilgio CMY-34 baltymas – žalsvai mėlyna 

spalva. Pagal CMY-34 ar. seką GenBank nr. ABN51006.1. 

 

Sukonstruoti β-laktamazių fragmentai buvo susintetinti E. coli bakterijose, 

o jų sintezė patvirtinta IB metodu, testuojant E. coli lizatus po baltymų 

fragmentų sintezės indukcijos su MAk prieš His6 seką. CMY-34 fragmentų 

sintezės tyrimo IB metodu rezultatų pavyzdys pateiktas 3.6 A paveiksle. 

Remiantis IB rezultatais, patvirtinta β-laktamazių fragmentų sintezė E. coli. 

Toliau šių bakterijų lizatai IB metodu testuoti su sukurtais MAk prieš β-

laktamazes. MAk 9D2 prieš CMY-34 testavimo su CMY-34 baltymo 

fragmentais (CMY-34_1–CMY-34_6) IB rezultatų pavyzdys pateiktas 

3.6 B paveiksle. Išanalizavus šiuos rezultatus, nustatyta, kad MAk 9D2 prieš 

CMY-34 IB reagavo su CMY-34_1 ir CMY-34_2 fragmentais ir neatpažino 

likusių CMY-34_3–CMY-34_6 fragmentų. Šie antikūnai nereagavo su 

neigiamai kontrolei naudotais E. coli lizato ir BSA baltymais. Atsižvelgiant į 

rezultatus, MAk 9D2 atpažinimo sritis buvo lokalizuota CMY-34 baltymo 22–

49 ar. regione. 

Šia metodika ištyrus likusių MAk reaktyvumą su trumpintais β-laktamazių 

fragmentais, iš viso identifikuotos 3-jų MAk prieš ACT-14, 9-ių MAk prieš 

NDM-1, 8-ių MAk prieš PDC-195 ir 2-jų MAk prieš CMY-34 atpažinimo 

sritys antigenuose (3.3 lentelė). Nustatytos 3.3 lentelėje pateiktų MAk 

atpažinimo sritys vizualizuotos erdvinėse β-laktamazių struktūrose (3.7 pav.). 

Nustatyta, kad MAk prieš ACT-14 epitopai yra išsdėstę ACT-14 baltymo 1–

50, 176–203 ir 336–381 ar. regionuose. Šios sritys baltyme formuoja signalinę 

seką (1–20 ar.) ir α-spiralės struktūras baltymo išorėje (3.7 pav. A). Tuo tarpu 

visi 9 MAk klonai prieš NDM-1 atpažino NDM-1 baltymo 1–56 ar. regioną, 

kuris antigeno molekulės išorėje sudaro signalinę seką (1–38 ar.) ir β-klostės 

struktūrą (3.7 pav. B). Nustatyta, kad visų 8 MAk klonų prieš PDC-195 
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epitopai yra išsidėstę PDC-195 baltymo 1–53 ar. regione, kuris formuoja 

signalinę seką (1–26 ar.) bei α-spiralės ir β-klostės struktūras (3.7 pav. C). 2 

MAk klonų prieš CMY-34 atpažinimo regionai yra išsidėstę CMY-34 baltymo 

22–49 ir 136–174 ar. srityse, taip pat formuojančiose antrines baltymo 

struktūras baltymo išorėje (3.7 pav. D). 

 

 
 

3.6 pav. MAk prieš CMY-34 atpažinimo sričių nustatymo su CMY-34 baltymo 

fragmentais IB rezultatai. (A) CMY-34 baltymo fragmentų (CMY-34_1–CMY-34_6) 

nustatymas E. coli lizatuose po baltymų sintezės indukcijos, detekcijai naudojant  

MAk 6C2 prieš His6-žymę. (B) MAk 9D2 prieš CMY-34 reaktyvumo su CMY-34 

baltymo fragmentais E. coli lizatuose po baltymų sintezės indukcijos tyrimas. E. coli 

BL21 lizatas ir jaučio serumo albuminas (BSA) naudoti kaip neigiama kontrolė. M – 

baltymų molekulinės masės standartas. 

 

Gauti tyrimo rezultatai leidžia daryti prielaidą, jog 3.3 lentelėje pateikti 

MAk atpažįsta linijinius antigeno epitopus, kadangi antikūnai tiriant IB 

metodu reaguoja su denatūruotais ir redukuotais antigenų fragmentais. Tačiau, 

dalies sukurtų MAk atpažinimo sričių β-laktamazėse, taikant šią metodiką, 

nustatyti nepavyko. Galimai šių antikūnų epitopai yra suardomi, antigeną 

padalijant į fragmentus. 
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3.3 lentelė. Nustatytos MAk prieš β-laktamazes atpažinimo sritys antigenuosea 

MAk prieš 

ACT-14 

MAk prieš 

NDM-1 

MAk prieš 

PDC-195 

MAk prieš 

CMY-34 

MAk 
Regionas 

antigene 
MAk 

Regionas 

antigene 
MAk 

Regionas 

antigene 
MAk 

Regionas 

antigene 

1F5 1–50 ir  

336–381 ar. 

2F7 1–56 ar. 5D1 1–53 ar. 9D2 22–49 ar. 

12H2 336–381 ar. 5F7 1–56 ar. 9G2 1–53 ar. 7F1 136–174 ar. 
4G1 176–203 ar. 8E5 1–56 ar. 13C9 1–53 ar.   

  10B6 1–56 ar. 19F2 1–53 ar.   

  1G8 1–56 ar. 11A5 1–53 ar.   
  2C1 1–56 ar. 13D9 1–53 ar.   

  3F10 1–56 ar. 3H11 1–53 ar.   

  4E12 1–56 ar. 9H10 1–53 ar.   
  9B11 1–56 ar.     

aPagal ACT-14 ar. seką GenBank nr. AFU25647.1, NDM-1 – GenBank nr. AHM26723.1, PDC-

195 – GenBank nr. AHH52937.1, CMY-34 – GenBank nr. ABN51006.1 

 

 

 

3.7 pav. Nustatyti MAk atpažinimo regionai β-laktamazėse. (A) MAk prieš ACT-14 

(PDB 2ZC7). (B) MAk prieš NDM-1 (PDB 7VQJ). (C) MAk prieš PDC-195 (PDB 

6S1S). (D) MAk prieš CMY-34 (PDB 7PA5). Pavaizduotos β-laktamazių struktūros 

be signalinio peptido. 

3.1.5.  MAk atranka imunologinių analitinių sistemų kūrimui 

Antikūnais paremtų imunologinių detekcijos sistemų kūrimui dažniausiai 

naudojamos antigenams specifiškų antikūnų poros. Tokią porą gali sudaryti 

du skirtingi dėl prisijungimo prie antigeno tarpusavyje nekonkuruojantys 

MAk. Vienas iš antikūnų yra imobilizuojamas ant kietosios fazės ir atlieka 

antigeno „išgaudymo“ iš tiriamojo mėginio funkciją, o antrasis, detekcine 

žyme žymėtas MAk, jungdamasis prie imobilizuoto MAk-antigeno 

komplekso, atlieka nustatymo funkciją. Todėl, šiame darbe, siekiant MAk 

pritaikyti β-laktamazių nustatymui ir atrinkti imunologinių detekcijos sistemų 

kūrimui tinkančias antikūnų poras, pirmiausia atliktas MAk konkurencijos 

tyrimas. Šiuo tikslu, reminatis IB ir Kd nustatymo rezultatais (3.2 lentelė), iš 
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kiekvienos MAk prieš ACT-14, NDM-1, PDC-195 ir CMY-34 kolekcijos 

konkurencijos tyrimui atrinkta po 6–8 MAk klonus (3.4 lentelė). 

 
3.4 lentelė. Konkurencijos tyrimui atrinkti MAk prieš β-laktamazes 

Nr. 
MAk prieš 

ACT-14 

MAk prieš  

NDM-1 

MAk prieš  

PDC-195 

MAk prieš  

CMY-34 

1. 1F5 8E5 11H4 12F4 

2. 8F12 9B11 20A6 2E11 

3. 1F2 10B6 13E12 12F8 

4. 3C4 2C1 8E7 3E9 

5. 3C6 5F7 16F6 7H12 

6. 8D1 3F10 9G2 9D2 

7. 7B6 4E12 19F2  

8. 6H3 5E2 21H10  

 

Atrinkti MAk buvo pažymėti detekcine žyme – krienų peroksidazės 

fermentu (angl., horse radish peroxidase, HRP) ir konkurencinės IFA metodu 

testuotos MAk ir HRP žymėtų MAk (MAk-HRP) kombinacijos. Remiantis 

konkurencinės IFA rezultatais, MAk suskirstyti į grupes pagal 

persidengiančias arba tik jiems būdingas atpažinimo sritis antigeno 

molekulėje (3.8 pav.). 

 

 
 

3.8 pav. Konkurencinės IFA rezultatai. MAk suskirstyti į grupes pagal 

persidengiančius arba tik jiems būdingus epitopus. 
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Atskirą grupę sudaro MAk, kurie konkurencinėje IFA konkuravo arba 

dalinai konkuravo dėl prisijungimo prie antigeno. Remiantis konkurencinės 

analizės rezultatais, MAk prieš ACT-14 suskirstyti į 2, MAk prieš NDM-1 ir 

PDC-195 – 4 ir MAk prieš CMY-34 – 3 grupes (3.8 pav.). Kombinuojant 

skirtingoms grupėms priklausančius MAk, atrinkta po dvi potencialiai 

imunologinėms detekcinėms sistemoms tinkančias MAk poras, kurias sudaro 

tarpusavyje dėl prisijungimo prie antigeno nekonkuruojantys antikūnai. 

Atrinktos poros pateiktos 3.5 lentelėje. 
 

3.5 lentelė. Atrinktos tarpusavyje dėl prisijungimo prie antigeno nekonkuruojančios 

MAk poros 

Nr. 
MAk prieš 

ACT-14 

MAk prieš  

NDM-1 

MAk prieš  

PDC-195 

MAk prieš  

CMY-34 

1. 1F5 ir 7B6 5E2 ir 3F10 16F6 ir 20A6 9D2 ir 2E11 

2. 1F5 ir 6H3 2C1 ir 5F7 11H4 ir 8E7 2E11 ir 7H12 

 

Norint atrinktas MAk poras taikyti detekciniuose metoduose, svarbu atlikti 

išsamų šių porų ir jiems priklausančių antikūnų apibūdinimą, kuris aprašytas 

tolesniuose skyriuose. 

3.1.6.  MAk reaktyvumo su natyviomis β-laktamazėmis tyrimas, 

naudojant bakterijų izoliatus 

Siekiant detaliai apibūdinti 3.1.5 skyriuje atrinktas potencialiai 

imunologiniams analitiniams metodams tinkančias MAk prieš β-laktamazes 

poras, toliau vertintas šių antikūnų reaktyvumas su natyviomis β-

laktamazėmis. Šiuo tikslu atrinktieji MAk prieš NDM-1 ir CMY-34 buvo tirti 

su NDM ir CMY tipo β-laktamazes produkuojančiais bakterijų izoliatais. 

Tačiau MAk prieš ACT-14 ir PDC-195 su natyviomis β-laktamazėmis nebuvo 

testuoti, nes nepavyko gauti tam reikalingų bakterijų izoliatų. Todėl toliau 

šiame skyriuje aprašomi tik atrinktų MAk prieš CMY-34 ir NDM-1 tyrimo su 

bakterijų izoliatais rezultatai. 

MAk testavimui buvo naudoti anksčiau apibūdinti bakterijų izoliatai: 

CMY-34 produkuojantis Citrobacter portucalensis (3826Z08), NDM-1 

produkuojantys Klebsiella pneumoniae (CCUG60138, CCUG68728) ir 

Acinetobacter chinensis (CCUG74036T, CCUG74037), kurių apibūdinimas 

peteiktas Metodų 2.1.13 skyriuje. β-laktamazes koduojantys blaCMY ir blaNDM 

genai izoliatuose papildomai patvirtinti PGR metodu, naudojant anksčiau 

aprašytus 701 bp blaCMY ir 258 bp blaNDM regionams specifiškus pradmenis 

[129] (2 priedas). Atlikus PGR, abiejuose K. pneumoniae izoliatuose 

(CCUG60138, CCUG68728) patvirtintas blaNDM (2 priedas). Šiuos izoliatus 

patikrinus su blaCMY specifiškais pradmenimis, nustatytas CMY tipo β-

laktamazę koduojantis genas, kuris anksčiau šiuose izoliatuose nebuvo 

apibūdintas (2 priedas). Atlikus PGR produkto sekoskaitą ir analizę, 

patvirtinta, kad abu K. pneumoniae izoliatai koduoja CMY-4 β-laktamazę, 
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todėl toliau MAk apibūdnimo darbuose šie izoliatai naudoti kaip natyvių 

NDM-1 ir CMY-4 β-laktamazių producentai. 

Šiame darbe MAk reaktyvumas su natyviomis β-laktamazėmis tirtas 

panaudojant bakterijų izoliatų lizatus. Bradford metodu nustatyta lizato 

baltymų koncentracija, o po lizatų ruošimo procedūros išlikęs natyvių β-

laktamazių fermentinis aktyvumas patvirtintas BL Cefinase testu (3.9 pav.). 

 

 
 

3.9 pav. β-laktamazes produkuojančių bakterijų lizatų tikrinimas BL Cefinase testu. 

Kaip neigiamos kontrolės naudoti lizatų skiedimo buferinis tirpalas (PBS) ir E. coli 

BL21 kamieno lizatas. Raudona spalva nurodo nitrocefino hidrolizę (teigiamas 

rezultatas), geltona – hidrolizė nevyksta (neigiamas rezultatas). 
 

Toliau paruoštieji bakterijų lizatai IB, imunoprecipitacijos (IP) ir 

netiesioginės IFA metodais testuoti su atrinktų MAk prieš NDM-1 porų 

klonais 3F10, 5E2, 2C1 ir 5F7. Ištyrus NDM-1 produkuojančių 

K. pneumoniae lizatus, nustatyta, kad visi tirtieji MAk imunoprecipituoja ne 

tik rNDM-1, bet ir natyvią NDM-1 β-laktamazę iš bakterijų lizato. MAk 

nesąveikauja su neigiamos kontrolės (E. coli BL21 lizato) baltymais – tai 

patvirtina, kad MAk sąveika su tiksliniu antigenu yra specifiška. MAk 5E2 ir 

3F10 IP rezultatų pavyzdys pateiktas 3.10 A paveiksle, MAk 2C1 ir 5F7 IP 

rezultatai – 3 priede. Analizuojant rezultatus, matomos IB metodu 

identifikuotos ⁓24 kDa dydžio natyvų NDM-1 baltymą atitinkančios juostos. 

⁓32 kDa juosta atitinka rNDM-1, galimai dėl šio baltymo degradacijos žemiau 

matoma papildoma mažesnės molekulinės masės baltymo juosta (3.10 pav. 

A). 

IB ir netiesioginės IFA metodais ištyrus NDM-1 produkuojančių 

A. chinensis ir K. pneumoniae lizatus, papildomai patvirtintas visų tirtų MAk 

prieš NDM-1 reaktyvumas su natyviu antigenu. MAk 5E2 ir 3F10 IB rezultų 

pavyzdys pateiktas 3.11 A paveiksle, MAk 2C1 ir 5F7 – 3 priede. IFA 

rezultatai pateikti 3 priede. 

Imunocheminiais metodais atliktas atrinktų MAk 9D2, 2E11 ir 7H12 prieš 

CMY-34 reaktyvumo su natyviais antigenais testavimas. IP metodu testuojant 

CMY-34 produkuojantį C. portucalensis ir K. pneumoniae, kuriam būdinga 

CMY-4, lizatus, nustatyta, jog visi MAk imunoprecipituoja natyvias CMY-34 

ir CMY-4 β-laktamazes iš bakterijų lizato. Patvirtinta, kad nevyksta MAk  

nespecifinė sąveika su neigiamai kontrolei naudoto E. coli BL21 lizato 

baltymais. MAk 9D2 ir 2E11 testavimo rezultatų pavyzdys pateiktas 3.10 B 

paveiksle, MAk 7H12 – 3 priede. 
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3.10 pav. Natyvių ir rekombinantinių β-laktamazių IP su MAk prieš NDM-1 ir CMY-

34 rezultatai. C. portucalensis lizatas naudotas kaip natyvios CMY-34, 

K. pneumoniae – CMY-4 ir NDM-1, šaltinis. (A) IP su MAk 5E2 ir 3F10 prieš NDM-

1. Detekcijai naudotas HRP-konjuguotas MAk 5E2 prieš NDM-1. (B) IP su MAk 9D2 

ir 2E11 prieš CMY-34. Detekcijai naudotas HRP konjuguotas MAk 9D2 prieš CMY-

34. Izotipinėms kontrolėms naudoti: IgG1 MAk prieš Der p 23 alergeną ir IgG2a MAk 

20G11 prieš SARS-CoV-2 spyglio baltymą. E. coli BL21 lizatas ir mėginių skiedimo 

buf. tirpalas (PBST) tirti kaip neigiama kontrolė. M – baltymų molekulinės masės 

standartas. 

 

IB rezultatuose matomos ⁓38 kDa natyvius CMY-34 ir CMY-4 baltymus 

atitinkančios juostos, aukščiau 25 kDa standarto žymės esančios juostos 

galimai atitinka dėl degradacijos sutrumpėjusias tikslinio baltymo formas 
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(3.10 pav. B). Taip pat nustatyta, kad abu MAk imunoprecipitavo rCMY-34 

baltymą, kurio atveju baltymo juosta matoma ties 40 kDa žyme, o žemiau yra 

išsidėsčiusios degraduoto rCMY-34 baltymo formos (3.10 pav. B). 

IB ir netiesiogine IFA su CMY-34 ir CMY-4 produkuojančių izoliatų 

lizatais patvirtintas visų MAk prieš CMY-34 reaktyvumas su natyviais CMY-

34 bei CMY-4 baltymais. MAk 9D2 ir 2E11 IB rezultatų pavyzdys pateiktas 

3.11 B paveiksle, MAk 7H12 – 3 priede. IFA rezultatai pateikti 3 priede. 
 

 
 

3.11 pav. MAk prieš NDM-1 ir CMY-34 reaktyvumo su natyviomis β-laktamazėmis 

IB rezultatai. C. portucalensis lizatas naudotas kaip natyvios CMY-34, 

K. pneumoniae – CMY-4 ir NDM-1, šaltinis. (A) MAk 5E2 ir 3F10 prieš NDM-1 

tyrimas. (B) MAk 9D2 ir 2E11 prieš CMY-34 tyrimas. BSA – jaučio serumo 

albuminas. E. coli BL21 lizatas ir jaučio serumo albuminas (BSA) naudoti kaip 

neigiama kontrolė M – baltymų molekulinės masės standartas. 

 

Imunocheminiais tyrimų metodais patvirtinus MAk prieš NDM-1 ir CMY-

34 reaktyvumą su natyviomis β-laktamazėmis bakterijų lizatuose, toliau siekta 

įvertinti MAk kryžminį specifiškumą. 

3.1.7.  MAk kryžminio specifiškumo tyrimas 

Žinoma didelė β-laktamazių įvairovė, todėl MAk, kaip molekulinių β-

laktamazių nustatymo įrankių, taikymui svarbu ištirti jų kryžminį reaktyvumą 
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su šiais baltymais. Šiuo tikslu 3.1.5 skyriuje atrintų porų MAk ištirti IB ir 

netiesioginės IFA metodais, naudojant 12-os rekombinantinių β-laktamazių 

kolekciją. Tyrimui atrinktos pagal Ambler klasifikaciją A, B, C ir D β-

laktamazių klasėms priklausančios β-laktamazės. 

Atlikus MAk 1F5, 7B6 ir 6H3 prieš ACT-14 analizę IB ir IFA metodais, 

nustatytas MAk 1F5 kryžminis reaktyvumas su rCMY-34 β-laktamaze 

(4 priedas). Sugretinus ACT-14 ir CMY-34 ar. sekas, nustatytas 76,1 % sekų 

panašumas (3.6 lentelė), kadangi šie baltymai priklauso tai pačiai C β-

laktamazių klasei. 

3.6 lentelė. β-laktamazių ar. sekų identiškumo matrica, išreikšta procentais. 

Palyginimas atliktas su Clustal O 

 ACT-14 NDM-1 PDC-195 CMY-34 

ACT-14 100 % 22,9 % 43,9 % 76,1 % 

NDM-1 22,9 % 100 % 20 % 21,3 % 

PDC-195 43,9 % 20 % 100 % 42,1 % 

CMY-34 76,1 % 21,3 % 42,1 % 100 % 

Pagal ACT-14 ar. seką GenBank nr. AFU25647.1, NDM-1 – GenBank nr. AHM26723.1, PDC-

195 – GenBank nr. AHH52937.1, CMY-34 – GenBank nr. AFU25647.1 

 

Detaliau išanalizavus nustatytą MAk 1F5 epitopą (3.1.4 skyrius), matoma, 

jog pastarasis yra sudarytas iš dviejų, erdviškai greta ACT-14 molekulėje 

išsidėsčiusių 1–50 ir 336–381 ar. regionų (3.1.4 skyrius, 3.3 lentelė, 3.7 pav.). 

Palyginus šiuos regionus su kryžmiškai reagavusio CMY-34 baltymo ar. seka, 

buvo identifikuoti tarpusavyje dideliu panašumu pasižymintys ar. segmentai 

(3.12 pav. A). Šis panašumas galėjo lemti MAk 1F5 kryžminį reaktyvumą su 

rCMY-34. 

Palyginus MAk 1F5 epitopą su ACT šeimai priklausančių β-laktamazių ar. 

sekomis, nutatyta, kad ACT-14 1–50 ar. regionas yra identiškas 7-ioms (ACT-

5, -21, -23, -39, -47, -57, -90) ACT β-laktamazės. 1 ar. skirtumas šiame 

regione būdingas 5-oms ACT tipo β-laktamazėms, 2 ar. skirtumai – 33, 3 arba 

4 ar. skirtumai – 14 ir daugiau nei 5 ar. – likusiems ACT variantams. Sekų 

palyginio pavyzdžiai, kai nustatyti 1, 2 ir daugiau ar. skirtumų, pateiki 3.12 B 

paveiksle. 

Atlikus MAk 1F5 epitopo 336–381 ar. ACT regiono analizę, šiai sričiai 

100 % identiškų ACT šeimos fermentų nenustatyta, tačiau identifikuota 13 

ACT atstovų, kuriems būdingas 1 ar. pasikeitimas, 22 variantai su 2 ar. 

pakaitomis, 50 variantų su 3 arba 4 ar. ir likę – su 5  arba daugiau ar. 

skirtumais šiame regione. Sekų analizės pavyzdžiai pateikti 3.12 B paveiksle. 

Tačiau, norint detaliau įvertinti MAk 1F5 reaktyvumą su ACT šeimos β-

laktamazėmis, reikalingas MAk epitopo ACT-14 baltyme patikslinimas, 

sukonkretinant ir sutrumpinant šiuo metu identifikuotą atpažinimo regioną. 

Svarbu ir tai, kad lyginant ACT-14 336–381 ar. regioną, didelei daliai ACT-

tipo β-laktamazių yra būdingi 5 ir daugiau ar. skirtumų šioje srityje. 

Patikslinus MAk epitopą, būtų galima tiksliau apibūdinti potencialų MAk 

reaktyvumą su skirtingais ACT variantais. 
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Paminėtina, jog atrinktų porų MAk 7B6 ir 6H3 prieš ACT-14 epitopų 

šiame darbe nustatyti nepavyko, todėl šių MAk atpažinimo sričių sugretinimas 

su ACT β-laktamazėmis nebuvo atliktas. 

 

 
 
3.12 pav. MAk 1F5 prieš ACT-14 epitopo (1–50 ir 336–381 ar.) sugretinimo 

rezultatai. (A) MAk 1F5 epitopo sugretinimo su CMY-34 baltymo 1–50 ir 336–

381 ar. regionais rezultatai. (B) MAk 1F5 epitopo sugretinimo su ACT tipo β-

laktamazėmis pavyzdžiai. Sutampančios ar. pažymėtos pilkai, nesutampančios – 

geltonai. Pagal CMY-34 ar. seką GenBank nr. AFU25647.1, ACT-14 – AFU25647.1, 

ACT-5 – ACJ05689.1, ACT-7 – ACJ05688.1, ACT-24 – AHL39336.1, ACT-52 – 

AIX56560.1, ACT-83 – QIC04101.1, ACT-116 – AOL14308.1. Sugretinimas atliktas 

su Clustal O. 

 

Ištyrus MAk 3F10, 5E2, 2C1 ir 5F7 prieš NDM-1 reaktyvumą su 

rekombinantinių β-laktamazių kolekcija, nustatyta, jog MAk 3F10 

netiesioginės IFA tyrime kryžmiškai reagavo su rPDC-195 (3.13 pav. A). 

Tačiau antikūnų kryžminis reaktyvumas IB metodu nebuvo nustatytas. 

Galimai MAk 3F10 atpažinimui reikalinga erdvinė epitopo struktūra, kuri 

buvo suardyta rPDC-195 tiriant IB metodu. Šiame darbe nustatytas MAk 3F10 

prieš NDM-1 epitopas (NDM-1 1–56 ar.) (3.1.4 skyrius, 3.3 lentelė, 3.7 pav.) 

buvo palygintas su PDC-195 ar. seka. Šio palyginio fragmentas pateiktas 3.14 

A paveiksle. Atlikus sekų analizę, nustatyti keli PDC-195 baltymo regionai, 

pasižymintys NDM-1 1–56 ar. regionui identiškomis ar panašiomis ar. 

Galimai, šios sritys erdvinėje PDC-195 baltymo struktūroje formuoja 

konformacinį MAk 3F10 epitopą, kuris, kaip parodyta eksperimentiškai 

(3.13 pav. A), yra atpažįstamas MAk IFA tyrime, tačiau šios sąveikos 

nepavyko nustatyti IB metodu, kuomet PDC-195 baltymas yra denatūruotas ir 

redukuotas. 
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3.13 pav. MAk prieš NDM-1 ir CMY-34 kryžminio specifiškumo su 

rekombinantinėmis β-laktamazėmis tyrimo rezultatai. (A) MAk 3F10 prieš NDM-1 

netiesioginės IFA rezultatai. MAk 9D2 prieš CMY-34 netiesioginės IFA (B) ir IB (C) 

rezultatai. Neigiamai kontrolei naudoti maltozę surišantis baltymas (MBP) ir E. coli 

BL21 lizatas. IFA atveju naudota papildoma neigiama kontrolė, kuomet vietoje MAk 

ant antigeno užneštas MAk skiedimo buf. tirpalas (PBST). MAk 9D2 kryžminis 

reaktyvumas su rPDC-195 (C) pažymėtas rodykle. M – baltymų molekulinės masės 

standartas. 
 

Svarbu paminėti, kad MAk 3F10 epitopas NDM-1 baltyme taip pat 

sutampa su atrinktų potencialių porų MAk 2C1 ir 5F7 nustatytais epitopais 

(3.1.4 skyrius, 3.3 lentelė). Tačiau, atrinktoms poroms priklausančio MAk 

5E2 atpažinimo srities nustatyti nepavyko. Bioinformatiniu BLDB įrankiu 

išanalizavus NDM-1 1–56 ar. regioną, nustatytas 100 % ar. sekos 

identiškumas su 43-imis NDM β-laktamazių variantais. 1 ar. nesutapimas 
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šiame regione nustatytas 14-oje NDM variantų ir 5 ar. skirtumai – viename 

NDM variante. Palyginio pavyzdys, kai sugretintos 1–56 ar. regione nei 

vieno, 1 arba 5 ar. skirtumus turinčių NDM baltymų sekos, pateiktas 3.14 B 

paveiksle. 

 

 
 

3.14 pav. MAk 3F10 prieš NDM-1 epitopo (1–56 ar.) NDM-1 baltyme sugretinimas 

ir analizė. (A) PDC-195 ir MAk 3F10 epitopo NDM-1 baltyme sugretinimo rezultatai. 

(B) MAk 3F10 epitopo NDM-1 baltyme sugretinimo su NDM tipo β-laktamazėmis 

rezultatų pavyzdžiai. Sutampančios ar. pažymėtos pilkai, nesutampančios – geltonai. 

Pagal PDC-195 ar. seką GenBank nr. AHH52937.1, NDM-1 – AHM26723.1, NDM-

2 – AEA41876.1, NDM-6 – AEX08599.1, NDM-10 – AGT37351.1, NDM-18 – 

APZ75411.1. Sugretinimas atliktas su Clustal O. 

 

IB ir netiesioginės IFA metodais ištyrus MAk 16F6, 20A6, 11H4 ir 8E7 

prieš PDC-195 kryžminį specifiškumą, nustatyta, kad MAk 16F6 ir 11H4 

netiesioginėje IFA kryžmiškai reagavo su rNDM-1, tačiau kryžminis 

reaktyvumas su denatūruotomis ir redukuotopmis β-laktamazėmis, tarp jų ir 

rNDM-1, IB metodu nebuvo nustatytas. MAk tyrimo IB ir IFA rezultatai 

pateikti 4 priede. Paminėtina, jog MAk 16F6, 20A6, 11H4 ir 8E7 epitopų 

PDC-195 baltyme nustatyti nepavyko. Detaliau išanalizavus PDC-195 ir 

NDM-1 ar. sekas, nustatyta, jog šių baltymų ar. sekos identiškumas siekia 

20 % (3.6 lentelė). Palyginus pilno ilgio PDC-195 ir NDM-1 ar. sekas, 

nustatyti 4–7 ar. ilgio NDM-1 regionai, kuriuos sudaro PDC-195 identiškų 

arba panašių ar. motyvai (4 priedas). Dalis šių segmentų galimai sudaro 

erdvinius MAk 16F6 ir 11H4 atpažinimo regionus NDM-1 baltymo 

molekulėje, todėl IFA metodu nustatyta silpna MAk sąveika su šia β-

laktamaze. 

Atlikus atrinktas poras sudarančių MAk 9D2, 2E11 ir 7H12 prieš CMY-

34 kryžminio specifiškumo tyrimą IB ir netiesiogine IFA, abiem metodais 

nustatytas MAk 9D2 kryžminis reaktyvumas su rPDC-195 (3.13 pav. B, C). 

Paminėtina, kad CMY-34 ir PDC-195 ar. sekos tarpusavyje pasižymi 42,1 % 

ar. sekos panašumu (3.6 lentelė). 



90 

Atsižvelgiant į MAk 9D2 savybes ir jo potencialą diagnostinių sistemų 

kūrimui ir siekiant detaliau įvertinti šio MAk kryžminio reaktyvumo savybes, 

šiame darbe nustatytas MAk 9D2 epitopas, (CMY-34 22–49 ar. regionas 

(3.1.4 skyrius, 3.3 lentelė, 3.7 pav.)), buvo detaliau išanalizuotas. Pirmiausia, 

atliktas MAk 9D2 atpažinimo srities CMY-34 22–49 ar. regione 

detalizavimas. Šiuo tikslu MAk 9D2 reaktyvumas buvo tirtas IFA metodu su 

persidengiančiais sintetiniais peptidais (P0–P16), apimančiais CMY-34 22–

49 ar. sritį (3.15 pav. A, B). Tyrime P0 peptidas atitinko pilno ilgio CMY-34 

22–49 ar. regioną. Atlikus šį testavimą, identifikuotas MAk 9D2 reaktyvumas 

su P0 ir P9–P13 peptidais (3.15 pav. B). Remiantis šiais rezultatais, nustatyta, 

kad MAk 9D2 epitopą sudaro 13 ar. ilgio segmentas, kuris yra lokalizuotas 

CMY-34 22–34 ar. regione (3.15 pav. C). 

 

 
 

3.15 pav. MAk 9D2 prieš CMY-34 epitopo patikslinimas, naudojant sintetinius 22–

49 ar. CMY-34 regioną apimančius peptidus (P0–P16). (A) Epitopo nustatymui 

naudotų sintetinių peptidų (P0–P16) ar. sekos. P0 peptidas atitinka anksčiau nustatytą 

MAk 9D2 22–49 ar. atpažinimo sritį CMY-34 baltyme. Peptidai, su kuriais nustatytas 

MAk 9D2 reaktyvumas, pažymėti geltonai. (B) MAk 9D2 testavimo su sintetiniais 

peptidais IFA rezultatai. Kaip neigiama kontrolė testuoti šulinėliai be MAk (PBST). 

Pateikti trijų pakartojimų vidurkiai su standartiniais nuokrypiais. (C) Patikslinto MAk 

9D2 epitopo ar. seka. Patikslintas epitopas lokalizuotas CMY-34 22–34 ar. regione. 

 

Atlikus išsamią patikslinto MAk 9D2 epitopo analizę BLDB įrankiu, 

nustatytas 100 % ar. identiškumas 173-ims iš 181-os identifikuotos ir 

patvirtintos CMY šeimos β-laktamazės, įskaitant ir MAk apibūdinimo 

darbuose testuotą CMY-4 variantą. Likusios CMY šeimai priklausančios β-

laktamazės pasižymėjo 1 arba 2 ar. skirtumais šiame regione (3.16 pav. A). 

MAk 9D2 epitopą palyginus su kryžmiškai reagavusio PDC-195 baltymo ar. 
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seka, identifikuotas PDC-195 152–164 ar. regionas, kuriame išsidėstę CMY-

34 baltymui identiški 1 arba 2 ar. segmentai (3.16 pav. B). 

Atlikus detalesnę MAk 9D2 prieš CMY-34 analizę, nuspręsta išsamiau 

išanalizuoti kartu su šiuo antikūnu poroje atrinkto MAk 2E11 savybes. 

Nustatyta, kad šis MAk nepasižymi kryžminiu reaktyvumu su tirtomis 

rekombinantinėmis β-laktamazėmis, naudojant  IFA ir IB metodus. Šio MAk 

atpažinimo srities CMY-34 molekulėje eksperimentiškai identifikuoti 

nepavyko. Todėl atliktas šio antikūno epitopo prognozavimas, pasitelkiant 

bioinformatinius metodus. Šiuo tikslu, bioinformatiniais modeliavimo 

metodais buvo identifikuoti potencialūs MAk 2E11 ir CMY-34 sąveikos 

regionai. Modeliavimui buvo panaudotos šiame darbe nustatytos MAk 2E11 

sunkiosios (VH) ir lengvosios (VL) grandinių variabiliosios sekos (VH ir VL 

nustatymas aprašytas 3.1.9 skyriuje). Modeliavimo tikslais VH ir VL domenai 

buvo sujungti su pelės IgG2a klasės antikūno Fab dalimi (be variabiliųjų 

domenų). Naudojant standartinį AlphaFold2 protokolą, buvo sugeneruota 

daugiau nei 6000 MAk-CMY-34 sąveikos modelių, iš kurių 20 turėjo aukštą 

patikimumo įvertį, o 19 modelių iš atrinktų 20-ies pasižymėjo dideliu 

panašumu. 

 

 
 

3.16 pav. β-laktamazių ar. sekų palyginys su MAk 9D2 prieš CMY-34 epitopu (CMY-

34 22–34 ar.). (A) CMY tipo β-laktamazių, kurių 22–34 ar. regione identifikuoti sekos 

skirtumai, palyginys. Nesutampančios ar. pažymėtos geltonai. (B) MAk 9D2 epitopo 

ir kryžmiškai reaguojančių CMY-4 bei PDC-195 β-laktamazių palyginys. 

Sutampančios ar. pažymėtos geltonai. Sugretinimas atliktas su Clustal O. 

 

Gauti modeliavimo rezultatai leidžia daryti prielaidą, jog jie yra tinkami 

MAk ir CMY-34 sąveikos nustatymui, todėl, remiantis baltymų sąveikos 

modelių parametrais, detalesnei analizei buvo pasirinktas patikimiausias 

modelis (3.17 pav. A). Remiantis juo, nustatyta, kad tikėtinas MAk 2E11 

epitopas yra konformacinis ir yra sudatytas iš trumpų, erdviškai greta 
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išsidėsčiusių CMY-34 baltymo fragmentų, esančių 38–44, 299–311 ir 362–

379 ar. regionuose (3.17 pav. B). Antikūno variabiliųjų sričių ir CMY-34 

sąveikos srityse identifikuota daug vandenilinių ryšių ir keli druskų tilteliai, 

kurie papildomai parodo tikėtiną epitopo poziciją (3.18 pav. A). 

 

 
 

3.17 pav. AlphaFold2 sugeneruotas CMY-34 ir MAk 2E11 sąveikos modelis (A) 

Nustatytas patikimiausias CMY-34 (žymima pilkai, vaizduojamas baltymas be 

signalinės 1–20 ar. sekos) ir MAk 2E11 (žymima mėlynai) modelis. (B) MAk 9D2 

(nustatytas eksperimentiškai, žymima žaliai) ir MAk 2E11 (prognozuojamas, 

žymimas mėlynai) epitopų CMY-34 baltymo molekulėje (be signalinės 1–20 ar. 

sekos) vizualizacija. 

 

Taip pat pastebėta, kad erdvinis spėjamo MAk 2E11 epitopo išsidėstymas 

CMY-34 baltyme yra greta eksperimentiškai nustatyto MAk 9D2 epitopo 

(3.17 pav. B). Šiame darbe konkurencinės IFA metodu buvo patvirtinta, kad 

šie MAk nekonkuruoja tarpusavyje dėl prisijungimo prie CMY-34, todėl 3.17 

pav. B nurodytas epitopų išsidėstymas neprieštarauja eksperimentiniams 

rezultatams. Tai buvo papildomai patvirtinta su AlphaFold3 sugeneruotu 

CMY-34-MAk 9D2 ir 2E11 sąveikos modeliu (3.18 pav. B). Juo parodyta, jog 



93 

MAk 9D2 jungiasi prie CMY-34 skirtingoje nei MAk 2E11 sąveikos srityje, 

o pastaroji atitinka eksperimentiškai nustatytą MAk 9D2 epitopą (3.18 pav. 

B). Modeliavimą atliko dr. Justas Dapkūnas (VU GMC BTI). 

 

 

3.18 pav. MAk 2E11 ir CMY-34 sąveikos modeliai. (A) MAk 2E11 ir CMY-34 

sąveikos kontaktinės sritys. Pavaizduoti sąveikoje dalyvaujantys vandeniliniai ryšiai 

(kairėje) ir kontaktinės sritys (dešinėje). (B) Su AlphaFold3 sugeneruotas CMY-34-

MAk 2E11 ir 9D2 modelis. CMY-34 baltymas vaizduojamas be signalinės sekos (1–

20 ar.). Eksperimentiškai nustatytas MAk 9D2 epitopas nuspalvintas raudonai. 
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Atlikus spėjamo MAk 2E11 epitopo sugretinimą su CMY šeimos β-

laktamazėmis, nustatyta didelė ar. sekos homologija daugeliui šiai šeimai 

priklausančių CMY baltymų. Nustatyta, kad 38–44 ar. CMY-34 regionas yra 

100 % identiškas visoms CMY šeimai priklausančioms β-laktamazėms. 

Palyginus 299–311 ar. epitopo fragmentą, nustatyti 1 arba 2 ar. skirtumai 19-

oje CMY baltymų (3.7 lentelė). Atlikus 362–379 ar. regiono analizę, 48-iems 

CMY fermentams buvo būdingas 1-os ar. nesutapimas ir 5-iems fermentams 

– 2-jų ar. nesutapimai šiame segmente. 
 

3.7 lentelė. Spėjamo MAk 2E11 epitopo segmento (299–311 ar.) CMY-34 baltyme 

palyginimas su CMY šeimos β-laktamazėmis 
CMY 

β-laktamazė 

CMY-34 299–311 ar. regiono 

palyginimasa 
GenBank nr. 

CMY-34 299-KADSIINGSDSKV-311  ABN51006.1 

CMY-20, CMY-28, 
CMY-140, CMY-146 

299-KADSIINGSDNKV-311  AAX58682.2, ABQ51091.1, 
ANJ78051.1, APD79117.2 

CMY-133 299-KADSIINGNDSKV-311  AKZ20821.1 

CMY-56 299-KTDSIINGSDSKV-311  ADT91162.1 

CMY-70, CMY-74, 

CMY-82, CMY-83, 
CMY-93, CMY-100, 

CMY-101, CMY-125, 

CMY-137, 
CMY-179, 

CMY-182 

299-KADSIISGSDSKV-311 

 

KKC62625.1, AFU25632.1, 

AHL39324.1, AFU25638.1, 
AHM76768.1, AHA80101.1, 

EOQ33708.1, AKO62862.1, 

WP_053390271.1, 
MBC6501781.1,  

AUV24482.1 

CMY-157 299-KADTIINGSDSKI-311  ASW32315.1 

CMY-18 299-KADSIINGNGSDSKV-313  AAU95778.1 
aSu CMY-34 nesutampančių ar. pozicijos pažymėtos geltonai 

Grįžtant prie atrinktų porų MAk prieš CMY-34, paminėtina, jog šioms 

poroms priklausančio MAk 7H12 atpažinimo sities šiame darbe nustatyti 

nepavyko, todėl potencialaus kryžminio reaktyvumo su CMY baltymais 

analizė nebuvo atlikta. 

3.1.8.  MAk neutralizuojančių savybių tyrimas 

Šiame darbų etape, išsamiai apibūdinant MAk savybes, siekta įvertinti 

atrinktų MAk gebėjimą neutralizuoti β-laktamazių fermentinį aktyvumą. 

Ankstesnių darbų metų parodyta, jog šiame darbe susintetintos 

rekombinantinės ir bakterijų lizatuose esančios natyvios β-laktamazės 

pasižymi fermentiniu aktyvumu (3.1.1 ir 3.1.6 skyriai). Todėl, atliekant 

neutralizuojančių savybių tyrimą, MAk buvo inkubuoti su rekombinantinėmis 

β-laktamazėmis arba su natyvias β-laktamazes produkuojančių bakterijų 

lizatais. Po inkubacijos, MAk ir rekombinantinės β-laktamazės arba bakterijų 

lizato mišiniai testuoti BL Cefinase testu. MAk 5E2, 3F10, 2C1 ir 5F7 prieš 

NDM-1 ir MAk 9D2, 2E11 ir 7H12 prieš CMY-34 inkubuoti atitinkamai su 

rNDM-1 ir rCMY-34 baltymais. MAk prieš CMY-34 papildomai testuoti su 

CMY-34 produkuojančio C. portucalensis izoliato (3826Z08) lizatu, o MAk 

prieš NDM-1 – su NDM-1 teigiamu A. chinensis (CCUG74036T) lizatu. MAk 

prieš NDM-1 tyrimo BL Cefinase testu rezultatų pavyzdys pateiktas 3.19 
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paveiksle, MAk priš CMY-34 – 5 priede. Lyginant su antigeno ir lizato 

kontrolėmis, kai baltymai su MAk neinkubuoti, nustatyta, jog MAk 

prisijungimas prie β-laktamazių neslopina jų fermentinio aktyvumo – 

hidrolizuotas nitrocefinas nudažo testavimo diskus raudona spalva. 

MAk 1F5, 7B6 ir 6H3 prieš ACT-14 ir MAk 16F6, 20A6, 11H4 ir 8E7 

prieš PDC-195 atitinkamai inkubuoti su rACT-14 ir rPDC-195 baltymais 

(bakterijų lizatai netestuoti). Lyginant su antigeno kontrole be MAk, 

nustatyta, kad MAk sąveika su antigenu neblokuoja jo fermentinio aktyvumo 

– rACT-14 ir rPDC-195 hidrolizuoja nitrocefiną, vizualiai stebima raudona 

disko spalva. MAk prieš ACT-14 ir PDC-195 tyrimo rezultatai pateikti 5 

priede. 

 

 
 

3.19 pav. MAk 3F10, 5E2, 2C1 ir 5F7 prieš NDM-1 neutralizuojančių savybių tyrimo 

BL Cefinase testu rezultatai. Testuotas rNDM-1 ir NDM-1 produkuojančio 

A. chinensis lizato fermentinis aktyvumas po inkubacijos su kiekvienu iš MAk. 

Teigiamai kontrolei testuoti rNDM-1 ir A. chinensis lizatas be MAk. Kaip neigiama 

kontrolė testuoti MAk be β-laktamazių, E. coli BL21 lizatas ir mėginių skiedimo buf. 

tirpalas (PBS). Raudona spalva nurodo nitrocefino hidrolizę (teigiamas rezultatas), 

geltona – hidrolizė nevyksta (neigiamas rezultatas). 

 

Taigi, nustatyta, jog nė vienas iš atrinktų MAk prieš ACT-14, NDM-1, 

PDC-195 ir CMY-34 neslopino β-laktamazių fermentinio aktyvumo, kai 

testavimas atliktas BL Cefinase testu. 

3.1.9.  MAk variabiliųjų sričių nustatymas 

Tęsiant MAk apibūdinimo darbus, nuspręsta pasirinkti perspektyviausią 

bei detaliai apibūdintą MAk porą ir atlikti šių antikūnų variabiliųjų sričių sekų 

analizę. Šiam tyrimui pasirinkta MAk 9D2 ir 2E11 pora prieš CMY-34. Šie 
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MAk pasižymi reaktyvumu su natyvia CMY-34, jų epitopai yra žinomi, o 

atlikus išsamią epitopų analizę, įvertintas tikėtinai platus MAk reaktyvumas 

su daugeliu CMY šeimos β-laktamazių. 

Šio darbo metu buvo nustatyti MAk 9D2 ir 2E11 variabilieji sunkiosios 

(angl., variable heavy chain, VH) ir lengvosios (angl., variable light chain, 

VL) grandinių regionai. Šiuo tikslu, iš hibridomų 9D2 ir 2E11 išskirta suminė 

RNR, kuri toliau panaudota kopijinės DNR sintezei. VH ir VL koduojačios 

sekos pagausintos PGR metodu su anksčiau aprašytais [127], [128] pelės 

imunoglobulinų variabiliesiems regionams specifiškais pradmenimis (2.1.8 

skyrius, 2.2 lentelė). Pagausinti PGR produktai klonuoti, nusekvenuoti ir 

išanalizuoti su IgBlast ir IMGT/V-QUEST įrankiais [149], [150], [151]. Šių 

įrankių pagalba buvo nustatytos VH ir VL koduojančios ar. sekos ir 

identifikuotos jose išsidėsčiusios hipervariabiliosios sritys (angl., 

complementarity-determining regions 1–3, CDR1–3). Nustatytų MAk 9D2 ir 

2E11 VL regionų pavyzdžiai pateikti 3.20 paveiksle. Nustatytos MAk 9D2 ir 

2E11 sekos pateiktos į ABCD duomenų bazę [154] 

(https://web.expasy.org/abcd/), joms suteikiant atitinkamai ABCD_BD767 ir 

ABCD_BD768 identifikacijos numerius. 

 

 
 

3.20 pav. MAk 9D2 ir 2E11 prieš CMY-34 VL regionų vizualizacija. Žydros spalvos 

pozicijos nurodo hidrofobines ar. arba triptofaną (W). Raudonos spalvos raidėmis 

žymimos penkios konservatyvios variabiliojo domeno pozicijos. Inkarinės pozicijos 

žymimos kvadratais. Užbrūkšniuotos pozicijos žymi tarpus, remiantis IMGT būdingu 

variabiliojo domeno išdėstymu. Geltonos spalvos pozicijos žymi proliną (P). 

Rodyklės nurodo β-klostes ir jų kryptį. Sekos analizuotos su IMGT/DomainGapAlign 

įrankiu [155], [156], vizualizacija sudaryta su IMGT/Collier-de-Perles [152], [153]. 

 

Taigi, šie variabiliųjų sričių nustatymo rezultatai patvirtina MAk 9D2 ir 

2E11 klonų skirtumus, kadangi, palyginus nustatytų regionų sekas, 

identifikuoti ar. skirtumai už antigeno atpažinimą atsakinguose CDR 

regionuose. 

https://web.expasy.org/abcd/
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3.1.10. MAk taikymas dviepitopės IFA kūrimui 

 

Atrinktos apibūdintų MAk prieš ACT-14, NDM-1, PDC-195 ir CMY-34 

poros (3.1.5 skyrius) taikytos imunologinių analitinių sistemų, skirtų β-

laktamazių nustatymui bakterijų izoliatuose, kūrimui. Pirmajame žingsnyje, 

taikant dviepitopės IFA metodą, siekta ištirti MAk porų gebėjimą nustatyti 

rekombinantines arba natyvias β-laktamazes mėginiuose ir toliau šiuos MAk 

išbandyti įvairiems analitiniams metodams. 

Dviepitopė IFA skirta kiekybiniam tiriamosios analitės nustatymui 

mėginiuose, sistemoje naudojant du tarpusavyje dėl prisijungimo prie analitės 

nekonkuruojančius MAk ar MAk ir polikloninių antikūnų kombinacijas. Ant 

kietos fazės imobilizuoti išgaudantieji MAk suriša analitę, pavyzdžiui, β-

laktamazę, o detekcine žyme, pavyzdžiui HRP, žymėti MAk (MAk-HRP) 

jungiasi prie MAk-analitės komplekso ir atlieka nustatymo funkciją sistemoje 

(3.21 pav. A). 

 

 
 

3.21 pav. Dviepitopės IFA schematinis vaiztas (A) ir optimizuotos dviepitopės IFA, 

skirtos CMY β-laktamazių nustatymui, kalibracinė kreivė (B). HRP – krienų 

peroksidazė. Paveikslas A sukurtas su BioRender.com. 

 

Šiame darbe dviepitopėje IFA buvo išbandyti atrinktų MAk deriniai, kai 

vienas iš porą sudarančių antikūnų atlieka išgaudymo, o kitas – detekcinę 

funkciją, ir atvirkščiai. MAk poros testuotos ir IFA sistemos optimizuotos, 

naudojant rekombinantines β-laktamazes. Remiantis IFA rezultatais, buvo 

atrinktos tos MAk kombinacijos, kurios gebėjo aptikti antigeną bei 

pasižymėjo didžiausiu jautrumu. Pagal tai tolesniam dviepitopės IFA sistemų 

optimizavimui buvo atrinktos šios poros: ACT β-laktamazių nustatymui 

atrinkti MAk 1F5 ir 7B6-HRP, NDM detekcijai – MAk 3F10 ir 5E2-HRP, 

PDC nustatymui – 20A6 ir 16F6-HRP ir CMY detekcijai – MAk 2E11 ir 9D2-

HRP (3.8 lentelė). 
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Siekiant padidinti ACT, NDM, PDC ir CMY nustatymo dviepitopės IFA 

sistemų jautrumą, atliktas jų optimizavimas, išbandant įvairias skirtingų 

sistemos parametrų sąlygas, kurios nurodytos 3.8 lentelėje. IFA optimizavimo 

rezultatai analizuoti OriginPro programa, pagal kuriuos, taikant logistinį 

kreivės modelį, nubaižytos kalibracinės kreivės. Optimizuotos CMY sistemos 

kalibracinės kreivės pavyzdys pateiktas 3.21 B paveiksle. Remiantis 

rezultatais, buvo atrinktos sąlygos, kurioms esant dviepitopės IFA sistemų 

jautrumas, atitinkamai testuojant rACT-14, rNDM-1, rPDC-195 ar rCMY-34 

serijinius skiedimus, buvo didžiausias (3.8 lentelė). Po optimizavimo ACT 

nustatymui skirtos dviepitopės IFA jautrumas siekė 56 pg/mL, NDM sistemos 

– 23 pg/mL, PDC sistemos – 17 pg/mL ir CMY – 43 pg/mL antigeno. 
 

3.8 lentelė. Optimizuotos dviepitopės IFA sistemos, skirtos ACT, NDM, PDC ir 

CMY β-laktamazių nustatymui ir optimizavimui išbandytos sistemos sąlygos 

Sistemos 

parametras 
Išbandytos sąlygos 

Atrinktos sąlygos 

ACT 

sistema 

NDM 

sistema 

PDC 

sistema 

CMY 

sistema 

Išgaudantis 

MAk 
Skirtingi MAk klonai 1F5 3F10 20A6 2E11 

Detektuojantis 

MAk-HRP 
Skirtingi MAk klonai 7B6 5E2 16F6 9D2 

IFA plokštelė 

(pagal 

baltymų 

adsorbciją) 

1. 600–650 ng/cm2 

(MaxiSorp, Nunc) 

2. 250 ng/cm2 (Nerbe 

plus) 

MaxiSorp (Nunc) 

Imobilizacijos 

tirpalas 

1. Imobilizacijos buf. 

tirpalas 

2. PBS 

Imobilizacijos buf. tirpalas 

Blokavimo 

tirpalas 

1. PBS su 2 % BSA 

2. PBS su 4 % pieno 

miltelių ir 0,05 % 

Tween-20 

3. Roti®-Block 

PBS su 

4 % pieno 

miltelių ir 

0,05 % 

Tween-20 

Roti®-Block 

Imobilizuoto 

MAk 

koncentracija 

1. 2,5 µg/mL 

2. 5 µg/mL 

3. 10 µg/mL 

2,5 µg/mL 

MAk-HRP 

skiedimas 

1. 150 x 

2. 500 x 

3. 1000 x 

4. 2000 x 

500 x 150 x 1000 x 150 x 

BSA – jaučio serumo albuminas; MAk-HRP – krienų peroksidaze žymėtas MAk 

Kitame tyrimų etape siekta įvertinti, ar optimizuotos dviepitopės IFA geba 

aptikti ir kiekybiškai nustatyti natyvias β-laktamazes bakterijų izoliatų 

lizatuose. Šiame etape su bakterijų lizatais, kurių baltymų koncentracija yra 

žinoma, testuotos NDM ir CMY sistemos (3.22 pav.). ACT ir PDC sistemos 

su natyvias β-laktamazes produkuojančių bakterijų izoliatais nebuvo 

testuotos. 

NDM sistema buvo tirti NDM-1 produkuojančių K. pneumoniae 

(CCUG60138, CCUG68728) ir A. chinensis (CCUG74036T, CCUG74037) 
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lizatai. CMY-34 produkuojančio C. portucalensis (2826Z08) ir E. coli BL21 

kamieno lizatai naudoti kaip neigiama kontrolė. Tuo tarpu CMY sistemos 

testavimui naudoti CMY-34 ir CMY-4 variantus produkuojančių 

C. portucalensis (3826Z08) ir K. pneumoniae (CCUG60138, CCUG68728) 

lizatai atitinkamai, o neigiamai kontrolei naudoti NDM-1 produkuojančio 

A. chinensis (CCUG74036T) ir E. coli BL21 lizatai. 

 

 
 

3.22 pav. Dviepitopės IFA sistemų taikymo natyvių β-laktamazių nustatymui 

bakterijų lizatuose rezultatai. Grafikuose pavaizduotos dviepitopės IFA optinio tankio 

(OT) reikšmės, kai testuota 555 μg/mL lizato baltymų. Lentelėse nurodytos nustatytos 

β-laktamazių koncentracijos lizatuose. (A) NDM sistema testuoti NDM-1 teigiami 

K. pneumoniae ir A. chinensis lizatai. CMY-34 teigiamo C. portucalensis ir E. coli 

BL21 lizatai bei mėginių skiedimo buf. tirpalas (PBST) naudoti neigiamai kontrolei. 

(B) CMY sistema testuoti CMY-34 ir CMY-4 teigiami C. portucalensis ir 

K. pneumoniae lizatai. NDM-1 produkuojančio A. chinensis ir E. coli BL21 lizatai bei 

PBST naudoti kaip neigiama kontrolė. Pateikti OT reikšmių vidurkiai su standartiniais 

nuokrypiais. Punktyrine linija žymimos NDM ir CMY sistemų ribinės reikšmės – 

0,013 ir 0,043 atitinkamai. 
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Lizatų testavimas patvirtino sukurtų analitinių sistemų veiksmingumą. 

NDM sistema buvo nustatyti visi NDM-1 teigiami, o CMY sistema – visi 

CMY-34 ir CMY-4 teigiami izoliatai. Dviepitopės IFA rezultatai, kai testuotų 

lizatų baltymų koncentracija siekė 555 µg/mL pateikti 3.22 paveiksle. Esant 

555 µg/mL lizato baltymų koncentracijai, NDM sistema nustatė nuo 133,5 iki 

703,5 ng/mL NDM-1 baltymo (3.22 pav. A). CMY sistema nustatytų CMY-

34 ir CMY-4 β-laktamazių koncentracija siekė nuo 9,3 iki 34,5 ng/mL 

(3.22 pav. B). 

Siekiant įvertinti optimizuotas ACT ir PDC sistemas, į E. coli BL21 

kamieno lizatą buvo įnešta rACT-14 ir rPDC-195 baltymų. Sistemomis buvo 

testuota 555 µg/mL lizato baltymų, atitinkamai praturtintų 50 ir 10 ng/mL 

rACT-14 ar rPDC-195 β-laktamazėmis. CMY-34 produkuojančio 

C. portucalensis ir E. coli BL21 lizatai naudoti kaip neigiama kontrolė 

(3.23 pav.). 

 

 

3.23 pav. ACT ir PDC dviepitopės IFA sistemų testavimas su rekombinantinėmis β-

laktamazėmis praturtintu E. coli BL21 lizatu. Pavaizduotos dviepitopės IFA 

sistemomos optinio tankio (OT) reikšmės, kai testuota 555 μg/mL E. coli BL21 lizato 

baltymų su 50 ir 10 ng/mL rACT-14 arba rPDC-195 atitinkamai. Kaip neigiama 

kontrolė testuota 555 μg/mL CMY-34 produkuojančio C. portucalensis ir E. coli 

BL21 lizato baltymų. Punktyrine linija žymimos ACT ir PDC sistemų ribinės 

reikšmės – 0,042 ir 0,026 atitinkamai. 

 

Nustatyta, kad ACT ir PDC sistemos gebėjo aptikti rACT-14 ir rPDC-195 

baltymus lizatuose, kai β-laktamazių koncentracija siekė 50 ir 10 ng/mL. 

Nespecifinė MAk sąveika su C. portucalensis ir E. coli lizato baltymais 

nebuvo stebima – tai patvirtina analinių sistemų specifiškumą. Detalesniam 

šių sistemų apibūdinimui ateityje jas reikėtų išbandyti su natyvias ACT ir PDC 

β-laktamazes produkuojančių bakterijų izoliatais. 
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Įvertinus, jog atrinktos MAk prieš β-laktamazes poros dviepitopės IFA 

formate gerba nustatyti β-laktamazes bakterijų lizatuose, toliau šios poros 

išbandytos kituose imunologinių detekcinių metodų formatuose. 

3.1.11. MAk taikymas imunochromatografinio testo 

kūrimui 

Dviepitopės IFA formatu įvertinus ir atrinkus β-laktamazes mėginiuose 

išgaudančių ir detektuojančių MAk poras, toliau šie MAk taikyti 

imunochromatografinio testo (angl., lateral flow immunoassay), dar kitaip 

vadinamo greituoju testu, kūrimui. Šie testai yra skirti greitam kokybiniam 

analitės nustatymui mėginiuose ir diagnostikoje plačiai naudojami ligos 

sukėlėjų ar žmogaus organizme susidariusių jiems specifiškų antikūnų, 

nustatymui. Greitojo testo veikimo principas toks: mėginyje esanti analitė yra 

atpažįstama detekcine žyme, pavyzdžiui, aukso nanodalelėmis, žymėtų 

antikūnų (3.24 pav.). Susidarę analitės ir detektuojančių antikūnų kompleksai 

dėl kapiliarinių jėgų migruoja membrana, ant kurios paviršiaus imobilizuotos 

išgaudančių antikūnų juostos ar taškai. Dėl išgaudančių antikūnų sąveikos su 

analitės-detektuojančių antikūnų kompleksais, testavimo zonoje vizualiai 

matome teigiamą rezultatą. Su analite nesusijungę pertekliniai detektuojantys 

antikūnai yra išgaudomi kontrolinėje zonoje, imobilizuotų jiems specifiškų 

antikūnų. Ši zona nurodo, jog testas veikia. Tyrimo rezultatai paaiškėja per 5–

15 min [157]. 

 

 
 

3.24 pav. Greitojo testo, skirto β-laktamazių nustatymui, schematinis vaizdas. MAk-

Au – aukso nanodalelėmis žymėti detektuojantis MAk, Ak – antikūnai. Modifikuota 

pagal [157]. 

 

Šiame darbe greitojo testo kūrimui naudotos optimizuotoms IFA 

sistemoms (3.1.10 skyrius) atrinktos MAk poros: MAk 1F5 ir 7B6 prieš ACT-

14, MAk 3F10 ir 5E2 prieš NDM-1, MAk 20A6 ir 16F6 prieš PDC-195 bei 
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MAk 2E11 ir 9D2 prieš CMY-34. Išgaudantieji IFA sistemų MAk greitajame 

teste taip pat naudoti antigeno išgaudymui, o detektuojantys MAk – detekcijai. 

Konstruojant greitąjį testą, pirmiausiai detektuojantys MAk buvo 

kovalentiškai pažymėti detekcine žyme – 40 nm skersmens aukso 

nanodalelėmis. Kitame žingsnyje atliktas atskirų testo komponentų ir sąlygų 

optimizavimas, testavimui naudojant rekombinantines β-laktamazes. Atrinkti 

tie testo komponentai ir sąlygos, kuriems esant pasiektas didžiausias testo 

jautrumas. Išbandytos ir atrinktos analizės sąlygos apibendrintos 3.9 lentelėje. 

 
3.9 lentelė. Išbandyti ir atrinkti greitojo testo, skirto β-laktamazių nustatymui, 

parametrai 

aNaudoti Lateral Flow Material Starter Kit (nanoComposix) rinkinio komponentai 

MAk-Au – su aukso nanodalelėmis konjuguotas MAk; BSA – jaučio serumo albuminas; 

CHAPS – detergentas 

 

Atrinkus testo komponentus, nuspręsta sukonstruoti ir išbandyti du 

greitojo testo variantus – multipleksinį, skirtą ACT, NDM, PDC ir CMY tipo 

 Teste naudoti MAk prieš: 

 ACT-14 NDM-1 PDC-195 CMY-34 

Išgaudantis MAk 1F5 3F10 20A6 2E11 

Detektuojantis 

MAk-Au 
7B6 5E2 16F6 9D2 

Sistemos 

parametras 
Išbandytos sąlygosa 

Atrinktos 

sąlygos 

MAk-Au 

skiedimas 

1. 10 x 

2. 15 x 

3. 20 x 

4. 25 x  

5. 30 x 

10 x 

Imobilizuotų 

MAk 

koncentracija 

1. 0,3 mg/mL 

2. 0,5 mg/mL 

3. 1 mg/mL 

1 mg/mL 

Membrana 

1. CN95 

2. Vivid120 

3. MDI70 

4. MDI90 

5. MDI150 

Vivid120 

Konjugato padas 

1. Stiklo pluošto 8950 

2. Stiklo pluošto 8950 

3. Poliesterio 6613 

4. Poliesterio 6614 

Poliesterio 6613 

Mėginio padas 

1. Kraują atskiriantis 1660 

2. Kraują atskiriantis 1662 

3. Medvilninis 1281 

Medvilninis 

1281 

Mėginio pado 

paruošimas 

1. Blokuotas 

2. Neblokuotas 
Blokuotas 

Mėginių užnešimo 

tirpalas 

1. PBS, 0,5 % BSA, 0,5 % Tween-20 su 0,5 ar 

1 % CHAPS 

2. Tris-HCl pH 8, 0,15 M NaCl, 0,5 % Tween-

20, 0,1 % BSA su 0,5 ar 1 % CHAPS 

3. Užnešimo tirpalas kartu su mėginio 

kaitinimu (100 °C 10 min) 

PBS, 0,5 % 

BSA, 0,5 % 

Tween-20 su 

1 % CHAPS (be 

kaitinimo) 
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β-laktamazių nustatymui, ir supaprastintą testo variantą, kuriuo būtų 

nustatomos tik vienos šeimos β-laktamazės. Šio testo atveju pasirinkta 

sukonstruoti CMY β-laktamazių nustatymo sistemą, kadangi šiame darbe 

MAk prieš CMY-34 buvo detaliai apibūdinti ir pasižymėjo plačiu reaktyvumu 

CMY šeimos β-laktamazėms. Konstruojant greituosius testus, pirmiausiai 

buvo paruoštos testo membranos. Automatizuotu prietaisu ant membranos 

užneštos kontrolinės ir testavimo linijos, jas formuojant iš nedidelio tūrio lašų 

su antikūnais. Testavimo zonoje užnešti išgaudantys β-laktamazėms specifiški 

MAk, o kontrolinėje zonoje – ožkos polikloniniai antikūnai (PAk) prieš pelės 

IgG. Vizualiai patogesniam testo rezultatų vertinimui ant membranos 

papildomai užneštos mėlynos kontūro linijos, testavimo zonos nudažytos 

žalia, o kontrolinė – šviesiai mėlyna spalvomis. Sukonstruotų greitųjų testų 

schematinis vaizdas pateiktas 3.25 A ir C paveiksluose. 

 
3.10 lentelė. MAk apibūdinimui ir imunologinių detekcinių sistemų kūrimui naudoti 

bakterijų izoliatai ir jų testavimo rezultatai 

Bakterijų rūšis 
Identifikacijos 

numeris 
β-laktamazių profilisa 

Greitasis 

testasc 
TPXc 

C. portucalensis 3826Z08 CMY-34 + N 

K. pneumoniae CCUG60138 NDM-1, CMY-4b ++ N 

K. pneumoniae CCUG68728 NDM-1, CMY-4b ++ N 

A. chinensis CCUG74036T NDM-1 + N 

A. chinensis CCUG74037 NDM-1 + N 

K. pneumoniae 50627996 

CMY-6, NDM-1,  

OXA-1, CTX-M-15, 

SHV-11 

++ ++ 

K. pneumoniae 50531633 NDM-1, OXA-181 + + 

E. coli 50639799 
CMY-4, OXA-1,    

VIM-29, CTX-M-15 
+ + 

P. mirabilis 50664164 
CMY-16, NDM-1, 

OXA-10 
++ ++ 

E. coli 50664179 
NDM-5, SHV-12, 

TEM-1B 
+ + 

Citrobacter sp. 50677481 NDM-1 + + 

E. coli 50694638 CMY + + 

E. coli 50816743 

CMY-2, OXA-1,  

OXA-181, CTX-M-15,   

TEM-1 

+ + 

K. aerogenes 50796520 Neigiamas - - 

P. mirabilis 50793946 Neigiamas - - 
aNDM ir CMY tipo β-laktamazės yra paryškintos 
bblaCMY nustatytas PGR metodu, CMY variantas identifikuotas atlikus PGR produkto 

sekoskaitą 
cTeigiamas rezultatas, kai nustatyta atitinkamai NDM arba CMY tipo β-laktamazė (+), kai 

nustatytos ir NDM, ir CMY tipo β-laktamazės (++), neigiamas rezultatas (–), netestuota (N) 
 

Testuojant rekombinantinių β-laktamazių serijinius skiedimus, nustatytas 

multipleksinio testo jautrumas siekė 11 ng/mL rACT-14, rNDM-1, rPDC-195 

ir rCMY-34. CMY β-laktamazių nustatymui skirto greitojo testo jautrumas 

taip pat buvo 11 ng/mL rCMY-34. 
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Kitame etape, sukonstruoti testai tikrinti su β-laktamazes produkuojančių 

bakterijų izoliatais. Iš viso testuoti 9 NDM-1 arba NDM-5 variantą ir 8 CMY-

2, CMY-4, CMY-6, CMY-16, CMY-34 bei vieną nepatikslintą CMY variantą 

produkuojantys patogeniškų bakterijų izoliatai (3.10 lentelė). 

 

 
 

3.25 pav. Greitųjų testų, skirtų β-laktamazių nustatymui, kūrimo rezultatai. (A) ACT, 

NDM, PDC ir CMY tipo β-laktamazių nustatymui skirto multipleksinio testo 

schematinis vaizdas ir (B) testavimo su rekombinantinėmis β-laktamazėmis bei 

bakterijų izoliatais resultatai. (C) CMY tipo β-laktamazių nustatymui skirto testo 

schematinis vaizdas ir (D) testavimo su rekombinantinėmis β-laktamazėmis bei 

bakterijų izoliatais rezultatai. Testuoti: CMY-34 produkuojantis C. portucalensis, 

NDM-1 ir CMY-4 produkuojantys K. pneumoniae ir NDM-1 produkuojantis 

A. chinensis izoliatas. „*“ – nurodo neigiamos kontrolės bakterijų mėginius. Kaip 

papildoma neigiama kontrolė testuotas mėginių ruošimui naudotas mėginių užnešimo 

tirpalas. 
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Atliekant tyrimą, bakterijų kolonija suspenduota mėginių užnešimo tirpale 

ir mėginys užneštas ant testo juostos. Testavimo rezultatų pavyzdžia pateikti 

3.25, B ir D paveiksluose, apibendrinti rezultatai nurodyti 3.10 lentelėje. 

Nustatyta, jog multipleksinis testas gebėjo aptikti visus NDM ir CMY 

teigiamus izoliatus (3.25 pav. B, 3.10 lentelė). Visi CMY teigiami izoliatai 

sėkmingai nustatyti su CMY nustatymui skirtu greituoju testu (3.25 pav. D). 

Nespecifinė MAk sąveika, kai neigiamai kontrolei testuotos β-laktamazių 

neprodukuojančios K. aerogenes, Proteus mirabilis ir E. coli BL21 bakterijos 

bei mėginių užnešimo tirpalas, nenustatyta – tai patvirtina testų specifiškumą. 

Taigi, atrinkti MAk prieš β-laktamazes gali būti pritaikyti šių baltymų 

nustatymui imunochromatografiniu metodu. Kitame etape MAk buvo 

išbandyti diagnostinėje dviejų fotonų sužadinimo (angl., two-photon 

excitation microluorometric, TPX) technologiją taikančioje platformoje. 

Imunochromatografinai testai paruošti bendradarbiaujant su dr. Martynu 

Simanavičiumi (VU GMC BTI Imunologijos skyrius) ir UAB 

Imunodiagnostika. 

3.1.12  MAk taikymas TPX sistemoje 

Šiame žingsnyje siekta įvertinti, ar sukurtieji MAk prieš β-laktamazes geba 

atpažinti natyvias β-laktamazes bakterijų izoliatuose, juos išbadant su ArcDia 

Oy Ltd sukurta ir patentuota TPX technologija ir automatizuotu detekcijos 

prietaisu [136], [158]. Šis prietaisas, matuodamas fluorescencijos 

intensyvumą, realiu laiku vertina reakcijos kinetiką, o rezultatai paaiškėja per 

15–20 min. TPX sistema yra paremta dviepitopės IFA principu, tačiau TPX 

sistemos atveju kietąja faze naudojami polistireno mikrorutuliukai. Pastarieji 

yra pažymėti išgaudančiais antikūnais, kurie suriša mėginyje esančią analitę, 

o detekcijai naudojami nekonkuruojantys fluoroforu žymėti antikūnai. 

Antikūnų-analitės kompleksų susidarymas automatizuotu prietaisu sekamas 

realiu laiku (3.26 pav.). 

 

 
 

3.26 pav. TPX sistemos veikimo principo schematinis vaizdas. Antigenas mėginyje 

yra surišamas išgaudančių, su polistireno mikrorutuliukais konjuguotų MAk. 

Susidariusių kompleksų detekcijai naudojami analitei specifiški fluoroforu žymėti 

MAk. Ant kiekvieno rutuliuko susiformavę MAk-analitės kompleksai detektuojami 

individualiai, panaudojant TPX technologiją. Paveikslas sukurtas su BioRender.com. 
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Šiame darbe TPX sistemoje buvo išbandytos 3.1.5 skyriuje atrinktos ir 3.5 

lentelėje nurodytos MAk prieš ACT-14, NDM-1, PDC-195 ir CMY-34 poros. 

Pirmiausia, siekiant įvertinti MAk savybę iš mėginio išgaudyti β-laktamazes, 

visi MAk aktyviai (kovalentiškai) ir pasyviai (pasyvios adsorbcijos būdu) 

konjuguoti su polistireno mikrorutuliukais. Siekiant įvertinti MAk detekcines 

savybes, visi antikūnai konjuguoti su florescencine ArcDiaTM BF530 žyme. 

Toliau TPX sistema buvo testuotos visos galimos išgaudančių ir 

detektuojančių MAk kombinacijos su atitinkamais baltymais – rACT-14, 

rNDM-1, rPDC-195 ir rCMY-34. Keli testuotų kombinacijų pavyzdžiai 

pateikti 3.27 paveiksle ir 6 priede. 

 

 
 

3.27 pav. TPX sistema su rekombinantiniais antigenais tirtos MAk prieš β-laktamazes 

poros ir jų kombinacijos. MAk porą sudaro aktyviai arba pasyviai su mikrorutuliukais 

žymėti išgaudantys MAk ir fluoroforu žymėti detektuojantys MAk (MAk-F). (A) 

Testuotos MAk prieš PDC-195 poros: 16F6 ir 20A6, 11H4 ir 8E7. (B) Testuotos MAk 

prieš CMY-34 poros: 2E11 ir 9D2 ir 2E11 ir 7H12. 

 

Remiantis gautais rezultatais, atrinktos kelios MAk kombinacijos, kurias 

testuojant sistemoje gautas stipriausias detekcijos signalas. Atrinktos MAk 

porų kombinacijos pateiktos 3.11 lentelėje. 

Toliau siekta įvertinti, ar atrinktos MAk poros TPX sistemoje atpažįsta 

natyvias β-laktamazes bakterijų izoliatuose. Šiuo tikslu, atrinktos MAk prieš 

NDM-1 ir CMY-34 kombinacijos šia sistema testuotos su 5-iais NDM-1 arba 

NDM-5 variantus ir 5-iais CMY-2, CMY-4, CMY-6, CMY-16 bei 

nepatikslintą CMY variantą produkuojančiais bakterijų izoliatais, kurių 
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apibūdinimas pateiktas 3.1.11 skyriaus 3.10 lentelėje. Neigiamai kontrolei 

naudoti β-laktamazių neprodukuojantys P. mirabilis ir K. aerogenes izoliatai. 

Atliekant testavimą, bakterijų kolonija suspenduota mėginio užnešimo tirpale, 

suspensija sumaišyta su TPX reakcijos komponentais ir analizuota 

diagnostiniu prietaisu. Gauti rezultatai pateikti 3.28 A ir B paveiksluose. 

 
3.11 lentelė. Atrinktos MAk porų kombinacijos po antikūnų testavimo TPX sistema 

su rekombinantinėmis β-laktamazėmis 

 Atrinktos MAk porų kombinacijos 

 MAk prieš  

ACT-14 

MAk prieš 

NDM-1 

MAk prieš  

PDC-195 

MAk prieš  

CMY-34 

1. 1F5-P ir 7B6-F 5E2-P ir 3F10-F 20A6-P ir 16F6-F 9D2-P ir 2E11-F 

2. 1F5-P ir 6H3-F 5E2-P ir 5F7-F 20A6-P ir 8E7-F 7H12-P ir 2E11-F 

3.  2C1-P ir 5F7-F 11H4-A ir 16F6-F  

4.  5F7-P ir 5E2-F 11H4-A ir 8E7-F  

5.  5F7-P ir 2C1-F   

MAk-P – MAk pasyviai žymėti su mikrorutuliukais; MAk-A – MAk aktyviai žymėti su 

mikrorutuliukais; MAk-F – MAk ir fluoroforo konjugatas 

 

Išanalizavus TPX analizės rezultataus, nustatyta, jog MAk prieš NDM-1 

gebėjo nustatyti NDM-1 ir NDM-5 visuose NDM teigiamuose bakterijų 

izoliatuose (3.28 pav. A). Atsižvelgiant į testavimo metu gautas signalo 

reikšmes, atrinkta aukščiausią signalą generuojanti MAk pora: pasyviai 

mikrorutuliukais žymėtas MAk 5F7 ir fluoroforu žymėtas MAk 2C1. Tuo 

tarpu TPX sistemoje MAk prieš CMY-34 gebėjo nustatyti CMY-2, CMY-4, 

CMY-6, CMY-16 ir vieną napatikslintą CMY variantą visuose CMY 

teigiamuose bakterijų izoliatuose (3.28 pav. B). Atrinkta geriausiai veikianti 

MAk prieš CMY-34 pora: pasyviai mikrorutuliukais žymėtas MAk 9D2 ir 

fluoroforu žymėtas MAk 2E11. 

Atrinktos MAk prieš ACT-14 ir PDC-195 kombinacijos su šio tipo β-

laktamazes produkuojančiais izoliatais nebuvo testuotos, nes nepavyko gauti 

tyrimui reikalingų bakterijų izoliatų. Tačiau įvertintas šių MAk kryžminis 

reaktyvumas, juos testuojant su dviem NDM, CMY, OXA, SHV ir CTX-M 

tipo β-laktamazes produkuojančiais K. pneumoniae ir P. mirabilis izoliatais, 

kurių tyrimo rezultatai pateikti 3.28 C ir D paveiksluose. TPX sistema ištyrus 

MAk prieš ACT-14 ir PDC-195 porų kombinacijas, MAk kryžminis 

reaktyvumas, kai buvo tirti minėtas β-laktamazes produkuojantys bakterijų 

izoliatai, nenustatytas (3.28 pav. C ir D). Tolesniam tyrimui pasirinkta 

naudoti MAk poras, kurios anksčiau sėkmingai pritaikytos dviepitopės IFA ir 

greitojo testo formatuose: MAk 1F5 ir fluoroforu žymėtą MAk 7B6 prieš 

ACT-14 bei MAk 20A6 ir detektuojantį MAk 16F6 prieš PDC-195. 

Kitame etape siekta įvertinti TPX sistemos analitinį ir klinikinį jautrumą, 

naudojant testavimo su β-laktamazes produkuojančiais bakterijų izoliatais 

metu atrinktas MAk poras. Vertinant sistemos analitinį jautrumą, MAk poros 

tirtos su skirtingomis rekombinantinių β-laktamazių koncentracijomis. 

Signalo intensyvumo priklausomybės nuo rCMY-34 koncentracijos grafiko 

pavyzdys pateiktas 3.29 paveiksle, rACT-14, rNDM-1 ir rPDC-195 titravimo 
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rezultatai pateikti 6 priede. Remiantis antigenų titravimo rezultatais, 

nustatytas sistemų analitinis jautrumas siekė nuo 0,07 iki 1,9 ng/mL antigeno. 

Apibendrinti rezultatai pateikti 3.12 lentelėje. 

 

 
 

3.28 pav. TPX sistema su bakterijų izoliatais tirtos atrinktų MAk prieš β-laktamazes 

porų kombinacijos. MAk porą sudaro su mikrorutuliukais žymėti išgaudantys MAk ir 

fluoroforu žymėti detektuojantys MAk (MAk-F). (A) MAk prieš NDM-1 testavimas. 

(B) MAk prieš CMY-34 testavimas. (C) MAk prieš ACT-14 testavimas. (D) MAk 

prieš PDC-195 testavimas. „*“ – žymi neigiamą kontrolę. 

 

Vertinant analitinių sistemų klinikinį jautrumą, atrinktos MAk prieš NDM-

1 ir CMY-34 poros TPX sistema testuotos su NDM ir CMY tipo β-laktamazes 

produkuojančiais bakterijų izoliatais, atliekant bakterijų serijinius skiedimus. 
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Po testavimo gauti signalo intensyvumo priklausomybės nuo bakterijų 

koncentracijos grafikai pateikti 3.30 paveiksle. Nustatyto klinikinio jautrumo 

reikšmės skyrėsi kiekvieno bakterijų izoliato atveju ir siekė nuo 8,17·104 iki 

4,79·105 ląstelių/mL MAk prieš NDM-1 atveju ir nuo 8,73·103 iki 

2,49·104 ląstelių/mL MAk prieš CMY-34 atveju. Apibendrinti rezultatai 

pateikti 3.12 lentelėje. 

 

 
 

3.29 pav. Signalo intensyvumo priklausomybės nuo rCMY-34 koncentracijos 

grafikas, skirtas analitinio jautrumo nustatymui. Tirta išgaudančio MAk 9D2 ir 

fluoroforu žymėto MAk 2E11 pora prieš CMY-34. Punktyrinė linija žymi ribinę 

reikšmę 0,28. 

 

 

3.12 lentelė. Nustatytas TPX sistemos, kai tirti MAk prieš β-laktamazes, analitinis ir 

klinikinis jautrumas 

 MAk prieš 

ACT-14 

MAk prieš 

NDM-1 

MAk prieš 

PDC-195 

MAk prieš 

CMY-34 

MAk pora 
1F5 ir 

7B6-F 

5F7 ir 

2C1-F 

16F6 ir 

20A6-F 

9D2 ir 

2E11-F 

Analitinis 

jautrumas, ng/mL 
0,1 1,9 0,07 0,3 

Klinikinis 

jautrumas, 

ląstelės/mL 

Netestuota 
8,17·104–

4,79·105 
Netestuota 

8,73·103–

2,49·104 

 

Taigi, šiuo tyrimu buvo parodytas sukurtų MAk prieš β-laktamazes 

pritaikomumas įvairaus tipo metoduose, įstaitant ir TPX technologiją. 

Siekiant detalesnio MAk vertinimo, reikalingas išbandytų sistemos 

komponentų optimizavimas ir optimizuotos sistemos tyrimas su didesne 

natyvias β-laktamazes produkuojančių izoliatų įvairove. 
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3.30 pav. Signalo intensyvumo priklausomybės nuo bakterijų koncentracijos grafikai, 

skirti klinikinio jautrumo nustatymui. (A) Tirti išgaudantis MAk 5F7 ir fluoroforu 

žymėtas MAk 2C1-F NDM-1. (B) Tirti išgaudantis MAk 9D2 ir fluoroforu žymėtas 

MAk 2E11 prieš CMY-34. Punktyrinė linija žymi ribines reikšmes: MAk prieš NDM-

1 atveju – 0,24, MAk prieš CMY-34 – 0,2. 

3.2. Plataus reaktyvumo MAk prieš β-laktamazes kūrimas ir apibūdinimas 

Šiame darbe buvo kryptingai sukurti plačiu reaktyvumu AmpC β-

laktamazėms, kurios taip pat vadinamos C klasės β-laktamazėmis, 

pasižymintys MAk. Kryptingam antikūnų kūrimui buvo atrinkta dideliu 

konservatyvumu tarp skirtingų AmpC atstovų pasižyminti DHA-1 β-

laktamazės 17 ar. ilgio seka. Kuriant platų β-laktamazių spektrą atpažįstančius 

MAk, imunogenu naudotas mielėse susintetintas chimerinis, multimerinę 

struktūrą formuojantis bakteriofago vB_EcoS_NBD2 uodegėlės baltymas 

gp39 su įterpta tiksline DHA-1 β-laktamazės seka. Hibridomų technologija 

sukurti MAk detaliai apibūdinti imunocheminiais, fizikiniais ir 

bioinformatiniais metodais, panaudojant rekombinantines ir natūralias β-

laktamazes. Atliktas MAk epitopų nustatymas ir detali atpažinimo sričių tarp 

AmpC β-laktamazių analizė. Remiantis gautais rezultatais, įvertintas šių MAk 

diagnostinis potencialas. 

3.2.1. Chimerinio antigeno sintezė ir apibūdinimas 

Pirmajame MAk kūrimo žingsnyje buvo atrinkta tarp skirtingų AmpC β-

laktamazių konservatyvumu pasižyminti ar. seka. Šiuo tikslu, palygintos 

AmpC priklausančių β-laktamazių šeimų sekos. DHA-1, CMY-34, ACT-14, 

PDC-195 ir ADC-144 β-laktamazių ar. sekų palyginio fragmentas, kaip 

pavyzdys, pateiktas 3.31 paveiksle. Išanalizavus rezultatus, nustatytas dideliu 

konservatyvumu tarp šių baltymų pasižymintis 17 ar. ilgio regionas 

(3.31 pav.). Remiantis sugretinimu, antigeno sintezei univertalią AmpC β-

laktamazių seka toliau pasirinkta naudoti DHA-1 77–93 ar. regione 
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lokalizuotą 17 ar. fragmentą (pagal DHA-1 seką GenBank AEP68014.1), 

kuris tekste toliau įvardijamas, kaip DHA-177-93. 

 

 
 

3.31 pav. Dideliu konservatyvumu tarp AmpC β-laktamazių DHA-1, CMY-34, ACT-

14, PDC-195 ir ADC-144 pasižyminčio ar. regiono palyginys. DHA-1 seka apibraukta 

geltonai. Sugretinimas atliktas su Clustal O. 

 

Kitame etape kryptingam MAk prieš homologišką β-laktamazių 

fragmentą kūrimui imunogeno konstravimui pasirinkta tikslinio fragmento 

eksponavimo baltymo nešiklio paviršiuje strategija. Nešikliu pasirinktas 

anksčiau aprašytas [3] chimerinis nanovamzdelius formuojantis bakteriofago 

vB_EcoS_NBD2 uodegėlės baltymas gp39. Konstruojant imunogeną, 

baltymas gp39 buvo modifikuotas, C-gale prijungiant serino-glicino 

[GGGGS]3x jungtuką, sukonstruojant baltymo variantą gp39m-J, kuris ties 

jungtuku buvo sulietas su DHA-177-93 fragmentu, gaunant chimerinį gp39m-J-

DHA baltymą (3.32 pav. A, 7 priedas). 

Sukonstruotas chimerinis baltymas buvo susintetintas Saccharomyces 

cerevisiae AH22-214 mielėse, o jo sintezė įvertinta baltymų elektroforezės 

denatūruojančiomis sąlygomis ir IB metodais (3.32 pav. B). Testuojant mielių 

lizatus po baltymų sintezės, nustatyta gp39m-J-DHA (27,5 kDa) atitinkanti 

baltymų juosta, kuri gelyje yra išsidėsčiusi aukščiau už gp39 baltymo 

(24,4 kDa), prie kurio nėra prijungtas jungtukas ir DHA-177–93 seka, juostą. 

Chimerinių baltymų sintezė mielėse papildomai patvirtinta, mielių lizatus 

analizuojant IB metodu su pelės polikloninias antikūnais [159] prieš gp39 

(3.32 pav. B). Chimerinio baltymo sintezę ir gryninimą atliko dr. Rasa 

Petraitytė-Burneikienė ir dr. Aliona Avižinienė (VU GMC BTI Eukariotų ir 

genų inžinerijos skyrius). 

Chimerinio gp39m-J-DHA baltymo savybė formuoti savaime 

susirenkančius nanovamzdelius buvo patvirtinta elektroninės mikroskopijos 

metodu (3.32 pav. C). Lyginant su gp39 baltymo formuojamais 

nanovamzdeliais, nustatyta, kad gp39m-J-DHA formavo panašia morfologija 

į gp39 formuojamus nanovamzdelius pasižyminčias oligomerines 12–14 nm 

pločio ir nuo 0,1 iki daugiau nei 1 μm ilgio siekiančias struktūras. Papildomai 

prijungtas 17 ar. ilgio DHA-1 fragmentas nesutrikdė vamzdelių formavimo. 

Atsižvelgiant į rezultatus, nuspręsta, jog sukonstruotas chimerinis baltymas 

yra tinkamas MAk prieš universalų β-laktamazių fragmentą kūrimui. 
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3.32 pav. Chimerinio gp39m-J-DHA baltymo konstravimas ir sintezė. Bakteriofago 

baltymas gp39m jungtuku (J) sulietas su universalia DHA-1 seka (77–93 ar. regionas, 

DHA-177–93). (A) Chimerinio gp39m-J-DHA baltymo konstravimo schema. (B) 

Susintetintų chimerinių gp39 ir gp39m-J-DHA baltymų variantų tyrimo mielių 

lizatuose IB rezultatai. „–“ nurodo kontrolę, kai tirtas mielių, tranformuotų vektoriumi 

be gp39 koduojančios sekos, lizatas. Tyrimui naudoti pelės polikloniniai antikūnai 

prieš gp39. M – baltymų molekulinės masės standartas. (C) gp39 ir gp39m-J-DHA 

formuojamų nanovamzdelių elektroninės mikroskopijos nuotraukos. Skalės juosta 

atitinka 200 nm. 

3.2.2. Plataus reaktyvumo MAk kūrimas ir apibūdinimas 

imunocheminiais metodais 

Kuriant β-laktamazėms specifiškus MAk, chimeriniu gp39m-J-DHA 

baltymu 3 kartus imunizuota po 3 BALB/c linijos peles. Prieš kiekvieną 

imunizaciją buvo surinkti pelių kraujo mėginiai. Netiesiogine IFA su gp39m-

J-DHA testuojant pelių kraują po kiekvienos imunizacijos, įvertintas antigeno 

imunogeniškumas. Remiantis gautais rezultatais, nubraižytos OT 

priklausomybės nuo kraujo serumo skiedimo logistinės kreivės (3.33 pav.) ir 

įvertintas antigenui specifiškų IgG antikūnų titras. Nustatyta, kad po 

imunizacijų pelėms susidarė stiprus imuninis atsakas prieš gp39m-J-DHA, 

kuris buvo šiek tiek didesnis už susidariusį atsaką prieš nešiklį gp39 

(3.33 pav.). Baltymui gp39m-J-DHA specifiškų IgG titras po II imunizacijos 

(1:9041) buvo apie 2,2 kartus didesnis nei IgG titras po I imunizacijos 

(1:4140). Kadangi visų imunizuotų pelių antigenui specifiškų IgG titras po III 

imunizacijos buvo panašus, viena iš pelių buvo pasirinkta hibridomų kūrimui. 

Po pelės blužnies ląstelių ir mielomos ląstelių hibridizacijos atlikta antigenui 

specifiškus MAk sekretuojančių hibridinių ląstelių atranka, augimo terpę 

testuojant netiesiogine IFA su gp39m-J-DHA, gp39m_J ir rekombinantine 
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DHA-1 (rDHA-1) β-laktamaze. Atrinktos hibridomos, kurių augimo terpėje 

nustatyti su gp39m-J-DHA ir rDHA-1 reaguojantys MAk. Iš viso buvo 

atrinkta 13 IgG klasės MAk prieš DHA-177–93 sekretuojančių hibridinių 

ląstelių linijų (3.13 lentelė). Hibridomų kūrimo darbai buvo atlikti kartu su  dr. 

Indre Kučinskaite-Kodze (VU GMC BTI Imunologijos skyrius). 

 

 
 

3.33 pav. Chimerinio gp39m-J-DHA baltymo imunogeniškumo tyrimo netiesiogine 

IFA rezultatai. Pateikti optinio tankio (OT) vidurkiai su standartiniais nuokrypiais, 

atliekant pelių (n = 3) kraujo serumo serijinius akiedimus. 

 

Sukurti MAk buvo detaliai apibūdinti IB ir IFA metodais (3.13 lentelė). 

MAk tirti su AmpC priklausančiomis giminingomis rekombinantinėmis 

DHA-1, PDC-195, ACT-14, CMY-34 ir su maltozę surišančiu baltymu 

(MBP) sulieta ADC-144 (rMBP-ADC-144) β-laktamazėmis. IB metodu 

nustatyta, jog visi MAk klonai, išskyrus MAk 24F1 ir 15F2, reagavo su 

visomis tirtomis denatūruotomis ir redukuotomis rekombinantinėmis β-

laktamazėmis (3.13 lentelė, 3.34 pav., 8 priedas). 

Tiriant IB metodu, MAk 24F1 ir 15F2 sąveika su rPDC-195 ir rMBP-

ADC-144 baltymais nenustatyta (3.13 lentelė, 3.34 pav., 8 priedas). Tirtų 

MAk sąveika su neigiamos kontrolės baltymais – B klasei priklausančia 

rNDM-1 β-laktamaze, gp39m-J, suliejimo partneriu MBP ir mielių lizatu – 

taip pat nenustatyta. 

Kitame etape MAk prieš DHA-177–93 apibūdinti netiesioginės IFA metodu, 

serijinius MAk skiedimus testuojant su giminingomis rekombinantinėmis β-

laktamazėmis. Remiantis IFA rezultatais, apskaičiuotos MAk Kd reikšmės, 

kurios pateiktos 3.13 lentelėje. Nustatyta, kad visi tirtieji MAk pasižymėjo 

dideliu giminingumu pilno ilgio rDHA-1 baltymui – Kd siekė nuo 0,05 iki 

0,4 nM. Dauguma MAk pasižymėjo dideliu giminingumu tai pačiai klasei 

priklausančioms β-laktamazėms – rPDC-195, rACT-14, rCMY-34 ir rMBP-

ADC-144 (Kd siekė nuo 0,03 iki 1 nM). MAk 24F1 ir 15F2 atveju nustatytas 
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nedidelis giminingumas rPDC-195 baltymui (Kd buvo atitinkamai 60,5 ir 

9,1 nM). Pastarieji MAk silpnai reagavo ir su rMBP-ADC-144 baltymu – Kd 

> 100 nM (3.13 lentelė). Silpnesnę MAk 24F1 ir 15F2 sąveiką su rPDC-195 

ir rMBP-ADC-144 patvirtina ir anksčiau gauti IB rezultatai (3.34 pav., 

8 priedas). 

 

 
 

3.34 pav. MAk 24F1, 5C12 ir 3B12 prieš DHA-177–93 reaktyvumo su giminingomis 

rekombinantinėmis β-laktamazėmis tyrimo IB metodu rezultatai. Neigiamai kontrolei 

naudota B klasei priklausanti rNDM-1 β-laktamazė, gp39m-J, maltozę surišantis 

baltymas (MBP) ir mielių lizatas. M – baltymų molekulinės masės standartas. 

 

MAk prieš DHA-177–93 ištyrus IB metodu su natyvią CMY-34 β-laktamazę 

produkuojančių C. portucalensis bakterijų (3826Z08) lizatu (izoliato 

apibūdinimas pateiktas 3.1.13 skyriuje, 2.8 lentelėje), patvirtintas visų 

sukurtųjų MAk reaktyvumas su denatūruota ir redukuota natyvia CMY-34 β-

laktamaze (matoma juosta virš 35 kDa standarto žymės) (3.35 pav., 

9 priedas). MAk sąveika su neigiamos kontrolės E. coli BL21 lizato ir MBP 

baltymais nenustatyta. 
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3.13 lentelė. MAk prieš DHA-177–93 apibūdinimo rezultatai 
aIFA rezultatai pateikti kaip 

tariamosios disociacijos 

konstantos (Kd) reikšmės (nM), 

nustatytos netiesogine IFA 

testuojant rekombinantines β-

laktamazes. „–“ nurodo neigiamą 

rezultatą, kai nustatyta Kd reikšmė 

yra > 100 nM. 

Imunoblotinge vizualiai matoma 

antigeno juosta atitinka teigiamą 

rezultatą (+), jei juosta nenustatyta 

– neigiamą rezultatą (–). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nr. 
MAk 

klonas 

IgG 

poklasis 
Metodasa 

MAk reaktyvumas su rekombinantinėmis β-laktamazėmis 

rDHA-1 rPDC-195 rACT-14 rCMY-34 rMBP-ADC-144 

1. 21C12 IgG3 
IFA 0,4 0,2 0,5 0,2 1,1 

IB + + + + + 

2. 24F1 IgG3 
IFA 0,3 60,5 0,3 0,2 – 

IB + – + + – 

3. 15F7 IgG1 
IFA 0,07 0,1 0,2 0,05 0,3 

IB + + + + + 

4. 3B9 IgG2a 
IFA 0,06 0,05 0,1 0,04 0,2 

IB + + + + + 

5. 25C2 IgG3 
IFA 0,4 0,3 0,4 0,1 0,9 

IB + + + + + 

6. 26C9 IgG1 
IFA 0,08 0,2 0,4 0,9 0,4 

IB + + + + + 

7. 13F9 IgG3 
IFA 0,3 0,3 0,4 0,2 0,8 

IB + + + + + 

8. 15F2 IgG3 
IFA 0,2 9,1 0,4 0,2 – 

IB + – + + – 

9. 16E6 IgG3 
IFA 0,2 0,2 0,4 0,2 0,7 

IB + + + + + 

10. 6A7 IgG3 
IFA 0,3 0,2 0,4 0,2 0,6 

IB + + + + + 

11. 5G8 IgG3 
IFA 0,4 0,3 0,5 0,2 0,9 

IB + + + + + 

12. 5C12 IgG2a 
IFA 0,05 0,07 0,1 0,03 0,2 

IB + + + + + 

13. 3B12 IgG3 
IFA 0,3 0,05 0,5 0,2 0,7 

IB + + + + + 
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3.35 pav. MAk prieš DHA-177–93 reaktyvumo su natyvia CMY-34 β-laktamaze tyrimo 

IB metodu rezultatai. C. portucalensis lizatas naudotas kaip natyvios CMY-34 

šaltinis. E. coli BL21 lizatas ir matozę surišantis baltymas (MBP) tirti kaip neigiama 

kontrolė. M – baltymų molekulinės masės standartas. 

 

MAk prieš DHA-177–93 reaktyvumas su pilno ilgio rDHA-1 ir natyvia 

CMY-34 papildomai patvirtintas IP metodu. Gauti rezultatai parodė, kad visi 

MAk specifiškai imunoprecipitavo natyvų CMY-34 baltymą (matoma juosta 

virš 35 kDa standarto žymės) iš C. portucalensis (3826Z08) lizato bei rDHA-

1 baltymą (matoma juosta ties 40 kDa standarto žyme) (3.36 pav., 10 priedas). 

Apibendrinant MAk prieš DHA-177–93 kūrimo ir apibūdinimo rezultatus, 

šiame darbe, panaudojant chimerinį gp39m-J-DHA baltymą su įterpta 

universalia 17 ar. ilgio AmpC β-laktamazių seka, buvo sukurta 13-os MAk 

kolekcija. Visi sukurtieji MAk reagavo su rDHA-1 baltymu, o iš jų 11 MAk 

klonų pasižymėjo reaktyvumu su AmpC priklausančiomis giminingomis 

rekombinantinėmis PDC-195, ACT-14 ir MBP-ADC-144 β-laktamazėmis bei 

rekombinantine ir natyvia CMY-34 β-laktamazės formomis. 
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3.36 pav. Natyvios CMY-34 ir rDHA-1 β-laktamazių IP su MAk prieš DHA-177–93. 

C. portucalensis lizatas naudotas kaip natyvios CMY-34 β-laktamazės šaltinis. 

Detekcijai naudotas HRP konjuguotas MAk 26C9 prieš DHA-177–93. E. coli BL21 

lizatas ir mėginių skiedimo buf. tirpalas (PBST) naudoti kaip neigiama kontrolė. IgG3 

klasės MAk 20D1 prieš SARS-CoV-2 spyglio baltymą naudotas kaip izotipinė 

kontrolė. M – baltymų molekulinės masės standartas. 

3.2.3. Plataus reaktyvumo MAk epitopų patikslinimas ir analizė 

Šiame darbų etape atliktas sukurtųjų MAk prieš DHA-177–93 atpažinimo 

sričių patikslinimas. Šiuo tikslu, MAk testuoti konkurencinės IFA metodu su 

DHA-1 77–93 ar. regioną apimančiais trumpintais sintetiniais peptidais P0–

P8. Peptidų apibūdinimas nurodytas 2.1.9 skyriaus 2.6 lentelėje, o testavimo 

rezultatai pateikti 3.14 lentelėje. 

Atlikus tyrimą, buvo identifikuotos dvi MAk prisijungimo DHA-1 77–93 

ar. regione sritys, pagal kurias antikūnai suskirstyti į dvi grupes (3.14 lentelė). 

I grupės MAk reagavo su P0–P2 ir P5–P7 peptidais ir atpažino 11 ar. ilgio 

epitopą, lokalizuotą DHA-1 79–89 ar. regione (3. 14 lentelė, 

3.37 pav. A ir B). MAk 24F1 ir 15F2 buvo priskirti II-ai grupei, kadangi šie 

antikūnai reagavo su P0–P5 peptidais, kurie atitinka 9 ar. ilgio epitopą, esantį 

DHA-1 85–93 ar. srityje (3.14 lentelė, 3.37 pav. A ir B). 
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3.14 lentelė. MAk prieš DHA-177–93 atpažinimo sričių nustatymo, naudojant 

sintetinius, DHA-1 77–93 ar. regioną apimančius peptidus, rezultatai 

aPagal pilno ilgio DHA-1 baltymo seką: GenBank nr. AEP68014.1 
bKonkurencine IFA nustatytas MAk reaktyvumas su peptidu (+) 

 

Palyginus DHA-177–93 ar. seką su MAk apibūninimo darbuose naudotų 

ACT-14, PDC-195, CMY-34 ir ADC-144 β-laktamazių ar. sekomis, 

sugretinto segmento C-galas pasižymėjo sekos heterogeniškumu 

(3.38 pav. A). Identifikuoti 3 ar. skirtumai PDC-195 baltymo 84–100 ar. 

regione ir 4 ar. nesutapimai ADC-144 82–98 ar. segmente. Galimai šie sekos 

skirtumai lėmė apibūdinimo metu nustatytą silpną MAk 24F1 ir 15F2, kurių 

epitopas yra lokalizuotas DHA-177–93 C-gale, reaktyvumą su rPDC-195 ir 

rMBP-ADC-144 baltymais. 

Nustatyta, kad I-os grupės MAk epitopas pasižymėjo dideliu panašumu 

giminingoms ACT-14, PDC-195, CMY-34 ir ADC-144 β-laktamazėms 

(3.38 pav. A). Įžvelgiant didelį plataus reaktyvumo MAk potencialą, 

nuspręsta detaliau ištirti I-os grupės MAk kryžminį reaktyvumą. Šiuo tikslu, 

I-os grupės MAk epitopas buvo sugretintas su C klasei priklausančių β-

laktamazių šeimomis, kurios sugrupuotos pagal konservatyvaus regiono ar. 

sekos panašumus. Atlikus analizę, nustatyta, kad I-os grupės MAk epitopas 

buvo identiškas tarp visų DHA šeimai priklausančių β-laktamazių alelinių 

variantų bei identiškas tarp kitų 14-os β-laktamazių šeimų, kurios pateiktos 

3.38 B paveiksle. Pagal ar. sekos panašumus konservatyviame regione, PDC 

šeima sugrupuota su kitomis 6-iomis, ACT – su 1, CMY – su 2-iem β-

laktamazių šeimomis (3.38 pav. B). Kadangi MAk apibūdinimo darbuose IFA 

ir IB metodais parodytas I grupei priklausančių antikūnų reaktyvumas su 

rekombinantinėmis DHA-1, ACT-14, PDC-195, CMY-34 ir ADC-144 β-

laktamazėmis, šios analizės rezultatai rodo galimai platų MAk specifiškumą 

β-laktamazių šeimoms (3.38 pav. B). 

MAk 

Nustatyta 

atpažinimo 

sritis 

DHA-1 

baltyme a 

MAk reaktyvumas su sintetiniais peptidaisb 

MAk 

skirstymas 

pagal 

epitopus 

P0 P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8  

21C12 

79–89 ar. 

+ + +   + + +  

I grupė 

15F7 + + +   + + +  

3B9 + + +   + + +  

25C2 + + +   + + +  

26C9 + + +   + + +  

13F9 + + +   + + +  

16E6 + + +   + + +  

6A7 + + +   + + +  

5G8 + + +   + + +  

5C12 + + +   + + +  

3B12 + + +   + + +  

24F1 
85–93 ar. 

+ + + + + +    
II grupė 

15F2 + + + + + +    
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3.37 pav. MAk prieš DHA-177–93 epitopų nustatymo rezultatai. (A) Nustatytos MAk 

atpažinimo sritys DHA-1 77–93 ar. regione. Pagal atpažinimo regionus MAk 

suskirstyti į I ir II grupes. (B) MAk epitopų vizualizacija DHA-1 baltymo erdvinėje 

struktūroje. DHA-177–93 atitinkantis 77–93 ar. regionas pažymėtas oranžine, nustatytas 

I grupės MAk epitopas (79–89 ar.) – violetine, II grupės MAk epitopas (85–93 ar.) – 

geltona spalvomis. Pavaizduota DHA-1 baltymo struktūra (23–397 ar.) be signalinės 

sekos (AlphaFold Protein Structure Database, AF-G5DDZ0-F1-v4). 

 

MAk reaktyvumas su DHA, ACT, PDC, CMY ir ADC grupėms 

nepriskirtomis C klasės β-laktamazių šeimomis buvo įvertintas tyrimui 

panaudojant šių β-laktamazių šeimų konservatyvias sritis atitinkančius 

sintetinius peptidus (P_1–P_9). Tirtos β-laktamazių šeimos ir jų konservatyvią 

sritį atitinkantys peptidai pateikti 3.39 A paveiksle. Atlikus tyrimą, 

netiesioginės IFA metodu nustatytas I-os grupės MAk reaktyvumas su visais 

analizuotais sintetiniais peptidais (3.39 pav. B). Nustatyta, kad 8 iš 11 tirtų 

MAk pasižymėjo dideliu giminingumu visiems tirtiems peptidams – 

nustatytos Kd reikšmės siekė nuo 0,03 iki 1 nM (3.39 pav. B). Tuo tarpu MAk 

26C9 pasižymėjo mažesniu giminingumu (Kd 3,7, 1,3 ir 1,6 nM) P_5, P_6 ir 

P_7, MAk 5G8 – P_6 ir P_7 (Kd 1,8 ir 1,5 nM) ir MAk 3B12 – P_6 (Kd 

1,2 nM) peptidams (3.39 pav. B). Antikūnų testavimas su peptidais leidžia 

daryti prielaidą, kad I-os grupės MAk galimai pasižymi plačiu reaktyvumu su 

3.39 A paveiksle nurodytomis C klasės β-laktamazių šeimomis. 
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3.38 pav. MAk prieš DHA-177–93 epitopų analizė. (A) DHA-177–93 ir β-laktamazių, 

naudotų MAk apibūdinimui, konservatyvaus regiono palyginys. (B) I grupės MAk 

epitopo palyginys su ACT, PDC, CMY, ADC ir kitų C klasės β-laktamazių šeimų 

konservatyviais regionais. Nesutampančių ar. pozicijos pažymėtos geltonai. 

 

Nustačius, kad I-ai grupei priklausantys MAk pasižymi panašiomis 

savybėmis ir plačiu reaktyvumu su AmpC β-laktamazėmis, toliau nuspręsta 

pasirinkti ir detaliau apibūdinti tris MAk prieš DHA-177–93 klonus, kurie 

priklausytų skirtingiems antikūnų poklasiams. Todėl, detalesniems tyrimams 

buvo atrinkti šie MAk: IgG1 poklasio MAk 26C9, IgG2a MAk 5C12 ir IgG3 

MAk 21C12. 

Taikant fizikinius metodus – spektrinę elipsometriją kartu su paviršiaus 

plazmonų rezonansu, buvo įvertinti MAk 26C9, 5C12 ir 21C12 sąveikos su 

β-laktamazėmis kinetiniai parametrai. Šiuo metodu pasirinkta ištirti antikūnų 

sąveiką su kryžmiškai reaguojančia rCMY-34 β-laktamaze. Atliekant tyrimą, 

ant sensorinės aukso plokštelės suformuotas baltymo G monosluoksnis ir 

užnešti tiriamieji MAk. Nusistovėjus sistemos pusiausvyrai, įneštas rCMY-34 

baltymas (3.40 pav. A). Sukonstruotu imunojutikliu MAk ir rCMY-34 sąveiką 

analizuojant realiu laiku, buvo išmatuoti elipsometrinių parametrų Δ ir Ψ 

spektrai. Tyrimo metu matuoti fazės skirtumo (Δ) ir amplitudės pokyčio (Ψ) 

parametrai. Tiek fazės, tiek amplitudės pokyčiai atsiranda poliarizuotai šviesai 

atsispindėjus nuo bandinio, šiuo atveju lusto su imobilizuotais MAk bei prie 

antikūnų prisijungusio rCMY-34 baltymo. Pritaikius modelius, nustatytos Δ ir 

Ψ parametrų reikšmės normalizuotos, gauti rezultatai pateikti 3.40 B 

paveiksle. 
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3.39 pav. MAk prieš DHA-177–93 tyrimas su sintetiniais peptidais (P_1–P_9), 

atitinkančiais AmpC β-laktamazių konservatyvų regioną. (A) MAk kryžminio 

reaktyvumo tyrimui naudoti sintetiniai peptidai (P_1–P_9) ir jų palyginys su I grupės 

MAk epitopu. Kiekvienas peptidas atitinka C klasės β-laktamazių šeimų grupę, 

kurioms būdingas identiškas regionas. Su DHA-1 79–89 ar. regionu nesutampančių 

ar. pozicijos pažymėtos geltonai. (B) I grupės MAk kryžminio reaktyvumo su 

sintetiniais peptidais (P_1–P_9) tyrimo netiesiogine IFA rezultatai. Rezultatai 

pateikti, kaip tariamosios disociacijos konstantos (Kd) reikšmės (nM).  
 

Eksperimentiškai išmatuotiems parametrams pritaikius matematinius 

modelius [160] (3.40 B pav.), kurie atsižvelgia į tarpinių imuninių kompleksų 

susidarymą, apskaičiuostos kinetinės MAk ir rCMY-34 sąveikos konstantos 

(3.15 lentelė). Nustatytos MAk 26C9, 5C12 ir 21C12 afiniškumo konstantos 

(Kd) reikšmės siekė atitinkamai 5,51, 2,98 ir 1,7 nM, patvirtinant netiesiogine 

IFA gautus rezultatus, kurie parodė didelį MAk giminingumą rCMY-34 (3.13 
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lentelė). Tai parodo ir nustatytos aukštos pusiausvyros asociacijos konstantos 

(ka) vertės, kurios siekė nuo 1,25·104 iki 4,32·104 M–1 s–1 (3.15 lentelė). 

Kinetinius matavimus atliko dr. Ieva Plikusienė, dokt. Silvija Juciutė ir 

dokt. Miglė Stančiauskaitė (VU, Chemijos ir geomokslų fakultetas, Chemijos 

institutas). 

 

 
 

3.40 pav. MAk 26C9, 5C12 ir 21C12 prieš DHA-177–93 tyrimas spektrine 

elipsometrija. (A) MAk ir rCMY-34 sąveikos tyrimui naudoto imunosensoriaus 

schematinis vaizdas. 11-MUA – 11-merkaptoundekano rūgštis. Paveikslas sukurtas 

su BioRender.com. (B) Nustatyta MAk ir rCMY-34 sąveika, pritaikius dviejų žingsnių 

kinetinės sąveikos modelį. Kreivė nurodo modelį, aplink kreivę išsibarstę taškai 

atitinka eksperimentinius rezultatus. 

 

 
3.15 lentelė. Nustatytos MAk 26C9, 5C12 ir 21C12 prieš DHA-177–93 sąveikos su 

rCMY-34 kinetinės konstantos 

MAk 

klonas 

ka, M–1 s–1 kd, s–1 kr, s–1
 Ka, M–1

 Kd, M 

26C9 4,32·104 2,38·10-4 2,49·10-5 1,82·108 5,51·10-9 

5C12 1,25·104 3,72·10-5 1,03·10-5 3,36·108 2,98·10-9 

21C12 2,29·104 3,89·10-5 1,21·10-5 5,89·108 1,70·10-9 
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MAk 26C9, 5C12 ir 21C12 prieš DHA-177–93 detaliau apibūdinti IB 

metodu, įvertinant rekombinantinės ir natūralios CMY-34 β-laktamazės 

nustatymo jautrumą. Skirtingi rCMY-34 baltymo ar natūralią CMY-34 β-

laktamazę produkuojančio C. portucalensis lizato kiekiai buvo frakcionuoti 

SDS-PAGE metodu, toliau atliekant įprastas IB procedūras. Jautrumu laikytas 

mažiausias baltymų ar lizato kiekis takelyje, kuriam esant išryškėjo vizualiai 

matoma CMY-34 juosta. Nustatyta, kad IB jautrumas, naudojant MAk 26C9 

yra 6,25 ng, MAk 5C12 – 1,6 ng ir MAk 21C12 – 12,5 ng rCMY-34 baltymo 

(3.41 pav.). Visi tirti MAk gebėjo nustatyti natūralią CMY-34 β-laktamazę, 

kai mėginyje buvo 78 ng C. portucalensis lizato baltymų (11 priedas). 

 

 
 
3.41 pav. MAk 26C9, 5C12 ir 21C12 prieš DHA-177–93 reaktyvumo su skirtingais 

rCMY-34 baltymo kiekiais tyrimas IB metodu. Į takelį užnešta nuo 1,563 iki 200 ng 

rCMY-34 baltymo. Jaučio serumo albuminas (BSA) naudotas kaip neigama kontrolė. 

M – molekulinės masės standartas. 

 

Tęsiant MAk 26C9, 5C12 ir 21C12 prieš DHA-177–93 apibūdinimo darbus, 

remiantis rezultatų 3.1.9 skyriuje aprašyta metodika, nustatytos antikūnų VH 

ir VL sritys. Identifikuotų VL sekų pavyzdžiai pateikti 3.42 paveiksle 

(likusios nustatytos antikūnų sekos nėra atskleidžiamos). Atlikus VH ir VL 

sekų analizę, nustatyti 1–3 ar. skirtumai antikūnų CDR-1 ir CDR-3 

regionuose. Taigi, šie sekoskaitos rezultatai patvirtina I-ai grupei 

priklausančių ir panašiomis savybėmis pasižyminčių MAk kloninius 

skirtumus. Nustatytos MAk 21C12 VH ir VL regionų sekos pateiktos į ABCD 

duomenų bazę [154] (https://web.expasy.org/abcd/), suteikiant identifikacijos 

numerį ABCD_BD769. 

Kitame etape, I-os grupės MAk buvo detaliau apibūdinti in silico, 

įvertinant potencialų MAk reaktyvumą su likusiomis eksperimentiškai 

https://web.expasy.org/abcd/
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netestuotomis C klasės β-laktamazių šeimomis ar jų aleliniais variantais. Šiuo 

tikslu, analizei buvo atrinkta 17-a konservatyvių β-laktamazių regionų, 

atpažįstamų I-os grupės MAk (3.43 A pav.). Ankstesnės analizės metu 

pastebėta, jog eksperimentiškai testuoti sintetiniai peptidai, su kuriais MAk 

reaktyvumas buvo nustatytas, pasižymi C-galo panašumu (3.43 B pav.). 

Atrinkti netestuoti peptidai taip pat pasižymi dideliu ar. sekos panašumu su 

eksperimentiškai testuotais peptidais (3.43 pav. A, B). Taigi, siekiant įvertinti 

I-os grupės MAk reaktyvumą su netestuotais peptidais, atliktas MAk ir 

peptidų sąveikos modeliavimas, panaudojant nustatytas MAk 21C12 VH ir 

VL domenų sekas. Pasitelkiant AlphaFold2 [140], [141], [142], kiekvieno 

peptido ir MAk sąveikos atveju buvo sugeneruota po 6000 modelių, iš kurių 

atrinkti tik aukščiausius patikimumo įverčius turintys MAk-peptidų sąveikos 

modeliai (12 priedas). Daugumoje atrinktų modelių peptidų jungimosi su 

antikūno variabiliaisiais domenais orientacija buvo panaši, lyginant su DHA-

1 79–89 ar. peptido, atitinančio I-os grupės MAk epitopą, sąveika (3.43 pav. 

C, D). 

 

 
 
3.42 pav. MAk 5C12 ir 21C12 prieš DHA-177–93 VL regionų vizualizacija. Žydros 

spalvos pozicijos nurodo hidrofobines ar. arba triptofaną (W). Raudonos spalvos 

raidėmis žymimos penkios konservatyvios variabiliojo domeno pozicijos. Inkarinės 

sritys žymimos kvadratais. Užbrūkšniuotos pozicijos žymi tarpus, remiantis IMGT 

būdingu variabiliojo domeno išdėstymu. Geltonos spalvos pozicijos žymi proliną (P). 

Rodyklės nurodo β-klostes ir jų kryptį. Sekos analizuotos su IMGT/DomainGapAlign 

įrankiu [155], [156], vizualizacija sudaryta su IMGT/Collier-de-Perles [152], [153]. 
 

Didžiausi sąveikos skirtumai matomi peptidų C-gale. Svarbu paminėti, jog 

nedideli ar. skirtumai eksperimentiškai testuotų peptidų C-gale MAk sąveikos 

su šiais peptidais nesutrikdė (3.39 pav., 3.43 B pav.). Tačiau, LRA18, INQ ir 

PIB peptidų atveju, patikimų modelių sugeneruoti nepavyko (3.43 E pav., 12 

priedas). 
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3.43. pav. MAk 21C12 prieš DHA-177–93 sąveikos su β-laktamazių peptidais 

modeliavimo rezultatai. (A) Eksperimentiškai netestuotų, įvairias C klasės β-

laktamazių šeimas atitinkančių peptidų ir DHA-1 79–89 ar. regiono, atitinkančio I-os 

grupės MAk epitopą, palyginys. Ar. pozicijos nuspalvintos pagal Clustal X žymėjimą. 

Rodyklėmis pažymėti peptidai, su kuriais gauti nepatikimi MAk-peptido sąveikos 

modeliai. (B) Eksperimentiškai testuotų β-laktamazių ir sintetinių peptidų, 

atitinkančių įvairių C klasės β-laktamazių šeimų konservatyvias sritis, palyginys. Ar. 

pozicijos nuspalvintos pagal Clustal X žymėjimą. (C) Su AlphaFold2 sugeneruotas 

DHA-1 peptido (79–89 ar.) sąveikos su MAk VH and VL domenais modelis. 

Antikūnas žymimas pilkai, peptidas nuspalvintas pagal AlphaFold2 spėjamas ar. 

padėties patikimumo (pLDDT) vertes: ryškiai raudona, kai pLDDT < 50 (nepatikimi 

rezultatai), tamsiai mėlyna, pLDDT > 90 (patikimi rezultatai), balta ir šviesios 

spalvos, kai pLDDT tarp šių verčių. (D) Eksperimentiškai netestuotų β-laktamazių 

peptidų sąveikos su antikūno VH ir VL domenais modeliai. Peptidai, su kuriais 

sugeneruoti patikimi modeliai (nuspalvinti žaliai) jungiasi prie variabiliųjų domenų 

panašiu erdviniu išsidėstymu kaip ir DHA-1 peptidas. Peptidams, su kuriais 

sugeneruoti nepatikimi modeliai (E) (nuspalvinti rožine spalva), būdinga kitokia nei 

DHA-1 peptido jungimosi orientacija. 
 

Išanalizavus peptidų ar. sekas (3.43 A pav., pažymėta rodyklėmis), šiems 

peptidams būdingi ar. akirtumai, kurie nebūdingi kitiems atrinktiems β-

laktamazių peptidams. Pavyzdžui, LRA18 atitinkants peptidas 6-oje 
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pozicijoje turi hidrofilinę asparagino (N) ar. liekaną. Tuo tarpu likę peptidai 

šioje pozicijoje turi hidrofobines valino (V), leucino (L) arba izoleucino (I) ar. 

liekanas. INQ ir PIB β-laktamazių peptidai pasižymi dar didesniais ar. 

skirtumais (3.43 A pav.). Modeliavimą atliko dr. Justas Dapkūnas (VU GMC 

BTI). 

Taigi, išanalizavus modeliavimo rezultatus ir atsižvelgiant į modeliavimui 

naudotų β-laktamazių peptidų ar. sekos panašumus su eksperimentiškai 

testuotų peptidų sekomis, galima daryti prielaidą, jog I-os grupės MAk galėtų 

atpažinti konservatyvias sritis daugumoje β-laktamazių. Taigi, šie MAk galėtų 

būti universalus įrankis daugelio AmpC β-laktamazių nustatymui.  
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REZULTATŲ APTARIMAS 

Bakterijų sparčiai įgijamo atsparumo β-laktaminiams antibiotikams 

problema kelia grėsmę žmonių, naminių ir laukinių gyvūnų sveikatai visame 

pasaulyje [161]. Perteklinis antibiotikų naudojimas sveikatos priežiūros 

įstaigose ir gyvulininkystėje yra siejamas su atsparumo antibiotikams 

mechanizmų atsiradimu ir plitimu žmogaus gyvenamojoje aplinkoje. 

Sveikatos priežiūros įstaigos, žemės ūkio sektorius bei nuotekos ir jų valymo 

įrenginiai yra laikomi pagrindiniais antibiotikams atsparių bakterijų šaltiniais 

[162], [163]. 

β-laktamazės yra natūraliai gamtoje bakterijų sintetinami fermentai, kurie 

mikroorganizmams suteikia atsparumą natūraliai aplinkoje sutinkamiems β-

laktaminiams junginiams. Ekologiniu požiūriu, β-laktamazių sintezė daro 

poveikį ekosistemoms ir žmonių sveikatai, kadangi yra siejama su bakterijų 

kolonizacija ir atsparumo genų perdavimo procesu. Nustatyta, kad β-

laktamazių sintezė yra pagrindinis atsparumo β-laktaminiams antibiotikams 

mechanizmas gramneigiamose bakterijose [164], [165]. PSO bei Ligų 

kontrolės ir prevencijos centras pabrėžia, kad β-laktamazes produkuojančios 

grmneigiamos bakterijos kelia grėsmę žmonių sveikatai visame pasaulyje 

[15], [164]. Svarbu ir tai, jog atsparumo antibiotikams profilis skirtinguose 

geografiniuose regionuose skiriasi. Nepaisant to, spartus naujų atsparumo 

mechanizmų plitimas į kitus regionus išlieka rimta grėsme žmonių sveikatai 

[43]. Vienas iš pavyzdžių – platų β-laktaminių antibiotikų spektrą 

hidrolizuojančią NDM-1 β-laktamazę koduojančio geno blaNDM-1 išplitimas. 

NDM-1 pirmą kartą identifikuota 2006 m., tuomet jos išplitimas buvo 

apribotas tik Indijos teritorijoje [64], [166], [167]. Dėl antibiotikams atsparių 

bakterijų sukeltomis infekcijomis sergančių žmonių migracijos į kitus 

geografiškai nutolusius regionus, per mažiau nei 5 metus blaNDM-1 išplito po 

visą pasaulį [168]. Šis pavyzdys demonstruoja atsparumo antibiotikams 

mechanizmų, tokių kaip β-laktamazių sintezė, identifikavimo ir paplitimo 

stebėsenos svarbą [43]. Taigi, atsparumo antibiotikams profilio nustatymas 

skirtinguose regionuose ar šalyse gali suteikti naudingos informacijos, 

prognozuojant kylančias atsparumo antibiotikams grėsmes, vertinant 

gydymui naudojamų antimikrobinių vaistų veiksmingumą ir tinkamumą, 

parenkant konkrečiam regionui tinkamus ir nerekomenduotinus antibiotikus 

bei sudarant naujas gydymo strategijas [169]. 

AmpC β-laktamazės, yra viena iš kliniškai svarbiausių β-laktamazių 

grupių. Šios, dažniausiai gramneigiamų bakterijų chromosominiuose genuose 

koduojamos cefalosporinazės, lemia bakterijų atsparumą cefalosporinams ir 

šių antibiotikų bei β-laktamazių slopiklių kombinacijoms. Būtent 

cefalosporinai yra antra pagal dydį žmonių ir naminių gyvūnų infekcinių ligų 

gydymui naudojamų β-laktamų grupė [1]. Tuo tarpu metalo β-laktamazėms 

priklausančios NDM šeimos karbapenemazės geba hidrolizuoti daugelį šiuo 

metu sukurtų bei licencijuotų β-laktamų ir yra atsparios visų įprastai 

medicinoje naudojamų β-laktamazių slopiklių poveikiui [46], [70]. Tačiau 
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detalus AmpC paplitimas iki šiol nėra ištyrinėtas. Susiduriama su AmpC 

produkuojančių bakterijų paplitimo tyrimų trūkumu bei ribotomis 

diagnostinių laboratorijų galimybėmis, identifikuojant šį atsparumo 

mechanizmą bakterijų izoliatuose [97]. Negana to, β-laktamazių nustatymą 

apsunkina bakterijų gebėjimas vienu metu sintetinti kelias skirtingas β-

laktamazes, pavyzdžiui, įvairių AmpC variantų ir padidinto spektro β-

laktamazių kombinacijas [170]. Remiantis BLDB duomenų baze (pagal 2025 

m. rugpjūčio mėn. informaciją) [2], šiuo metu identifikuota daugiau nei 6780 

AmpC alelinių variantų. Taigi, AmpC identifikuojančių metodų trūkumas bei 

auganti šių β-laktamazių įvairovė apsunkina šių baltymų nustatymą. 

Fenotipiniai ar molekuliniai metodai, pavyzdžiui, PGR, nėra diagnostinėse 

laboratorijose rutiniškai naudojami AmpC nustatymui bakterijų izoliatuose 

[171]. Tačiau literatūroje aprašyti keli daugybinės PGR variantai, skirti AmpC 

koduojančių genų nustatymui. Pavyzdžiui, Mlynarcik ir kolegų sukurta PGR 

sistema, kurioje naudojamos 67 pradmenų poros, leidžiančios detektuoti 12 

AmpC šeimų [129]. Perez-Perez ir Hanson aprašyta MOX, CMY, LAT, DHA, 

ACC, MIR, ACT ir FOX šeimoms priklausančių 29 β-laktamazių variantų 

nustatymui skirta PGR sistemą [97]. Pastarąją šiuo metu priimta laikyti 

auksiniu AmpC koduojančių genų nustatymo standartu [172], [173]. Vėliau 

aprašyta panaši, tačiau patobulinta PGR sistema, leidžianti nustatyti 175 

AmpC β-laktamazių alelinius variantus [174]. Tačiau tokių daugybinių PGR 

sistemų vystymą riboja sudėtingas pradmenų kūrimo procesas bei gaunami 

klaidingai teigiami testavimo rezultatai [172]. Svarbu ir tai, jog sukurtos PGR 

sistemos negeba nustatyti visų ar daugumos šiuo metu identifikuotų AmpC 

šeimų ir jų alelinių variantų. 

Klinikiniu ir epidemiologiniu požiūriu, AmpC ir NDM β-laktamazių 

nustatymui skirti molekuliniai įrankiai ir imunologiniai analizės metodai yra 

svarbūs efektyvaus infekcinių ligų gydymo užtikrinimui bei detalesniems β-

laktamazių paplitimo tyrimams. β-laktamazių detekcijai gali būti naudojami 

joms specifiški MAk. Todėl, šiame darbe MAk kūrimui, kaip diagnostinis 

taikinys, pagal aktualumą ir svarbą buvo pasirinkta AmpC β-laktamazių grupė 

bei jai priklausančios, mažai ištyrinėtos ACT-14, PDC-195, CMY-34 β-

laktamazės ir pasirinkta viena dažniausiai identifikuojamų metalo β-

laktamazių – NDM-1. Tai β-laktaminį žiedą turinčius antibiotikus 

hidrolizuojantys bakterijų virulentiškumo veiksniai [44]. Nors β-laktamazių 

sintezė išlieka pagrindiniu gramneigiamų bakterijų atsparumo β-laktamams 

mechanizmu, dažnais atvejais bakterijų atsparumą lemia kelių skirtingų 

atsparumo mechanizmų kombinacijos, pavyzdžiui, β-laktamazių sintezė ir 

pernašos sistemų išreguliavimas. Negana to, bakterijų atsparumo 

antibiotikams profilio nustatymą apsunkina sparčiai plintantis daugybinis 

atsparumas β-laktamams, kurį lemia kelių tos pačios ar skirtingų klasių β-

laktamazių sintezė [175]. 

Taigi, šio darbo tikslas buvo sukurti β-laktamazėms specifiškus MAk, juos 

detaliai apibūdinti ir įvertinti jų tinkamumą šių fermentų nustatymui. MAk 

kūrimui pasitelktos dvi strategijos: pirmąja siekta sukurti ACT, PDC, CMY ir 
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NDM β-laktamazių šeimoms priklausantiems ACT-14, PDC-195, CMY-34 ir 

NDM-1 variantams specifiškus MAk. Taikant antrąją strategiją, siekta 

kryptingai sukurti plačiu reaktyvumu su AmpC β-laktamazėmis 

pasižyminčius MAk, jų kūrimui panaudojant dideliu konservatyvumu tarp 

AmpC pasižyminčią DHA-1 β-laktamazės 17 ar. ilgio seką. 

Taikant pirmąją MAk kūrimo strategiją, imunogenais naudojant E. coli 

susintetintas rekombinantines β-laktamazes, sukurtos 4 MAk kolekcijos (viso 

60 hibridomų linijų) prieš ACT-14, PDC-195, CMY-34 ir NDM-1 baltymus. 

Remiantis MAk apibūdinimo rezultatais, detalesniems tyrimams ir 

išbandymui imunologiniuose metoduose, atrinktos potencialios MAk poros. 

Atrinktų porų MAk prieš ACT-14 kryžminio reaktyvumo tyrimas parodė 

MAk 1F5 reaktyvumą su rCMY-34 β-laktamaze. Tuo tarpu atrinktų porų 

MAk 16F6 ir 11H4 prieš PDC-195 reagavo su rNDM-1 baltymu. MAk 9D2 

prieš CMY-34 pasižymėjo kryžminiu reaktyvumu su rPDC-195. Ištyrus MAk 

prieš NDM-1 kryžmines reakcijas, nustatytas MAk 3F10 reaktyvumas su 

rPDC-195. Nustatytos kryžminės reakcijos gali būti siejamos su tirtų β-

laktamazių ar. sekos panašumais. ACT-14, PDC-195 ir CMY-34 β-laktamazės 

priklauso tai pačiai C klasei ir šie baltymai tarpusavyje pasižymi 42–76 % ar. 

sekos homologija. Atrinktų porų MAk kryžminio reaktyvumo savybės 

papildomai įvertintos nustatant MAk atpažinimo regionus (epitopus) ir 

atliekant šių regionų sekos palyginimą tarp skirtingų tos šeimos β-laktamazių. 

IB metodu tiriant E. coli susintetintus arba sintetinius β-laktamazių 

fragmentus, pavyko sėkmingai nustatyti tik dalies sukurtų MAk epitopus. Šio 

tyrimo rezultatai leidžia daryti prielaidą, jog dalis sukurtų MAk atpažįsta 

linijinius epitopus, o pastarieji gali būti identifikuoti taikant IB metodą. 

Nustatytų epitopų analizė parodė potencialų MAk reaktyvumą su ACT, PDC, 

CMY ir NDM β-laktamazių šeimų aleliniais variantais. Tačiau, šio darbo metu 

dalies MAk atpažinimo regionų, naudojant trumpintus β-laktamazių 

fragmentus, nustatyti nepavyko. Galimai šie antikūnai atpažįsta erdvinius 

epitopus, todėl antikūno ir antigeno sąveikai reikalinga tretinė antigeno 

struktūra. Pastaroji yra suardoma, padalijant antigeną į atskirus baltymo 

fragmentus. Tokių nuo baltymo erdvinės struktūros priklausomų epitopų 

nustatymui ateityje būtų galima pasitelkti kitas metodikas, tokias kaip: 

kristalografija, krioelektroninė mikroskopija ar panaudojant bioinformatinius 

metodus [176]. 

Detali atrinktų porų MAk 1F5 prieš ACT-14, MAk 3F10, 2C1 ir MAk 5F7 

prieš NDM-1 epitopų analizė atskleidė, jog identifikuotos atpažinimo sritys 

pasižymi dideliu ar. sekos panašumu tarp atitinkamų ACT ir NDM šeimos 

fermentų. Šiame darbe eksperimentiškai parodyta, kad atrinkta MAk 9D2 ir 

2E11 pora prieš CMY-34 pasižymi dideliu giminingumu CMY β-

laktamazėms. Atlikus MAk 9D2 epitopo analizę, nustatyta, kad šis antikūnas 

pasižymi plataus reaktyvumo su CMY šeimos fermentais savybėmis. Tuo 

tarpu MAk 2E11 prieš CMY-34 atpažinimo srities eksperimentiškai nustatyti 

nepavyko, todėl, pasitelkus bioinformatinius metodus, atliktas MAk 2E11 ir 

CMY-34 sąveikos modeliavimas in silico. Modeliavimui panaudotos šio 
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darbo metu nustatytos MAk 2E11 sunkiosios ir lengvosios grandinių 

variabiliųjų sričių sekos. Remiantis patikimiausiu MAk ir CMY-34 sąveikos 

modeliu, atrinktas tikėtinas šio antikūno epitopas. Pastarąjį sudaro trys 

skirtinguose CMY-34 regionuose išsidėstę, tačiau erdviškai greta esantys, 

segmentai. Kaip ir MAk 9D2 epitopo atveju, numanomam MAk 2E11 

epitopui būdingas didelis konservatyvumas tarp CMY šeimos β-laktamazių. 

Taigi, epitopų analizės rezultatai parodo sukurtų MAk potencialiai platų 

reaktyvumą su β-laktamazėmis, tačiau modeliavimu ir sekų analize pagrįstą 

MAk reaktyvumo vertinimą ateityje reikėtų papildomai pagrįsti 

eksperimentiškai, MAk testuojant su rekombinantinėmis β-laktamazėmis arba 

β-laktamazes produkuojančiais bakterijų izoliatais. 

Šiuo metu susirūpinimą kelia ne tik per didelis ir netinkamas antibiotikų 

vartojimas, tačiau vis daugiau dėmesio susilaukia AMR paplitimo ir 

perdavimo tarp žmonių ir gyvūnų mechanizmai. Manoma, kad tarp žmonių, 

naminių ir laukinių gyvūnų plintantys AMR mechnizmai, įskaitant β-

laktamazių sintezę, yra glaudžiai susiję [161]. Taip pat parodyta, jog AMR 

plitimas tarp komensalinių žmogui ir gyvūnams būdingų mikroorganizmų gali 

būti siejamas su maisto grandinėmis [177]. PSO sudarytame antibiotikams 

atsparių prioritetinių patogenų sąraše pateiktos gramneigiamos bakterijos, 

tokios kaip: Klebsiella spp., Enterobacter spp., Citrobacter spp. ir Serratia 

spp., yra išvysčiusios įvairius atsparumo antibiotikams mechanizmus. PSO 

šias bakterijas priskiria aukščiausio prioriteto patogenų, keliančių didžiausią 

grėsmę sveikatos priežiūros sistemai, grupei [14]. O AmpC ir NDM β-

laktamazės ir yra išplitusios tarp šių prioritetinių patogenų. Sintetindamos 

AmpC arba padidinto spektro β-laktamazes, šios bakterijos įgija atsparumą 

naujausiems trečios kartos cefalosporinams. Todėl, šis procesas kelia grėsmę 

plačiai paplitusių infekcinių ligų išgydymo galimybei. Manoma, kad ateityje 

rutininės intervencinės pocedūros, pavyzdžiui, įprastos chirurginės operacijos 

ar vėžio chemoterapija, gali tapti itin rizikingomis paciento gyvybei [5]. 

Nepaisant kylančio susirūpinimo, Klinikinių laboratorinių standartų institutas 

iki šiol nėra patvirtinęs AmpC nustatymui skirtų standartizuotų metodų [90], 

[178]. Tačiau literatūroje aprašyta keletas AmpC nustatymo rekomendacijų. 

Pavyzdžiui, rekomenduojama naudoti AmpC diskų difuzijos, augimo 

slopinimo su boro rūgštimi arba antibiotikų gradiento testus [100], [178]. 

Metalo β-laktamazių, įskaitant NDM šeimą, nustatymas yra standartizuotas ir 

taikomas klinikinėje diagnostikoje [100]. 

AmpC nustatymo rekomendacijų ir metodų trūkumas parodo tikslių ir 

nesudėtingų AMR detekcijos metodų poreikį. Šiame darbe pademonstruotas 

galimas naujai sukurtų MAk prieš ACT-14, PDC-195, CMY-34 ir NDM-1 β-

laktamazes pritaikymas antibiotikams atsparių bakterijų izoliatų nustatymui, 

MAk išbandant įvairiuose imunologinių detekcinių metodų formatuose: 

kiekybinėje dviepitopėje IFA, imunochromatografiniame teste ir TPX 

technologija paremtoje diagnostinėje platformoje. Šiuo darbu parodyta, kad 

sukurtos sistemos gebėjo nustatyti visus CMY teigiamus izoliatus (iš viso 8), 

produkuojančius CMY-2, CMY-4, CMY-6, CMY-16, CMY-34 ir vieną 
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nepatikslintą CMY variantą. NDM-1 specifiški MAk sistemose nustatė visus 

NDM teigiamus izoliatus (iš viso 9), kuriuose identifikuoti NDM-1 ir NDM-

5 variantai. Rekombinantinėmis ACT-14 ir PDC-195 β-laktamazėmis 

praturtinto E. coli lizato testavimas parodė, jog MAk prieš ACT-14 ir PDC-

195 dviepitopėje IFA geba nustatyti β-laktamazes baltymų mišinyje, taip 

imituojant antibiotikams atsparių bakterijų mėginius. 

Imunologiniai β-laktamazų nustatymu pagrįsti metodai galėtų būti 

alternatyva šiuo metu naudojamiems β-laktamazių nustatymo metodams. 

Šiame darbe MAk buvo išbandyti kiekybinės dviepitopės IFA formate. Tai 

paprastas, greitas, jautrus ir patikimas analizės metodas, kuris jau kelis 

dešimtmečius išlieka auksiniu farmakologinės ir klinikinės diagnostikos 

standartu [179]. Šiuo metu komerciškai prieinamas tik NDM-1 nustatymui 

šlapimo, kraujo serumo ar plazmos mėginiuose skirtas dviepitopės IFA testas 

(Cusabio Technology LLC, Kinija), kurio jautrumas siekia iki 3,12 ng/mL 

analitės. Komercinių ACT, PDC ar CMY nustatymui skirtų testų rinkoje nėra. 

Tačiau mokslinėje literatūroje aprašyta keletas antikūnų prieš C klasės β-

laktamazes kūrimo ir taikymo šių baltymų nustatymui pavyzdžių. Vienas iš jų 

– CMY-2 ir ACT-1 C klasės β-laktamazes bakterijų izoliatuose nustatanti 

dviepitopės IFA sistema, kurioje panaudojami prieš CMY-2 sukurti triušio 

polikloniniai antikūnai [180]. Nanokūneliai (angl., nanobodies) prieš CMY-2 

taip pat sėkmingai pritaikyti CMY-2 nustatymui bakterijose, taikant 

dviepitopės IFA formatą [181]. Šiuo metu komerciškai prieinami triušio 

polikloniniai antikūnai prieš NDM-1 β-laktamazę (NBP1-77688, Novus 

Biologicals, JAV) ir PDC β-laktamazę (MBS1493275, MyBioSource, JAV), 

kurie gali būti panaudoti IFA ir IB metodams. 

Greitajai AMR diagnostikai taikomi keli komerciniai pagrindines 

karbapenemazes ir padidinto spektro β-laktamazes bakterijų izoliatuose 

nustatantys ir 96–99 % jautrumu bei 100 % specifiškumu pasižymintys 

imunochromatografijos testai. Šie testai skirti NDM, IMP, VIM, OXA-48, 

KPC ir CTX-M tipo β-laktamazių nustatymui ir jų diferenciavimui [109], 

[110], [111], [112]. Nors NDM nustatymui skirti greitieji testai jau yra sukurti, 

tačiau AmpC, pavyzdžiui, ACT, PDC ar CMY tipo β-laktamazių nustatymo 

testai iki šiol nėra aprašyti ar komercializuoti. 

TPX technologija sėkmingai pritaikyta greitajai kvėpavimo ir 

virškinamojo trakto infekcijų sukėlėjų diagnostikai, panaudojant mariPOC®, 

bei bakterijų antimikrobinio atsparumo tyrimams skirtą mariAST® 

automatizuotas sistemas (ArcDia Oy Ltd, Suomija) [116], [117], [118], [182]. 

Tačiau, ši technologija β-laktamazių nustatymui bakterijų mėginiuose iki šiol 

nebuvo išbandyta. Šiame darbe buvo parodytas naujai sukurtų MAk prieš β-

laktamazes universalumas ir pritaikomumas skirtinguose analitinių metodų 

formatuose, įskaitant ir TPX technologija pagrįstą sistemą. Pastarojoje 

išbandant ACT-14, PDC-195, CMY-34 ir NDM-1 specifiškus MAk, analitinių 

sistemų jautrumas siekė nuo 0,07 iki 1,9 ng/mL atitinkamai rACT-14, rPDC-

195, rCMY-34 ir rNDM-1 baltymams. TPX sistemos su MAk prieš CMY-34 

ir NDM-1 gebėjo nustatyti visus testuotus CMY ir NDM teigiamus bakterijų 
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izoliatus. Svarbu paminėti, jog išbandytos sistemos nebuvo optimizuotos, 

taigi, jų optimizavimas galimai leistų padidinti jų jautrumą. Taip pat 

išsamesnei analizei reikalingas papildomas šių sistemų testavimas su didesne 

β-laktamazes produkuojančių izoliatų įvairove. 

Diagnostikai taip pat gali būti naudojami genų inžinerijos metodais 

sukonstruoti rekombinantiniai antikūnai. Šiame darbe nustatytos MAk 9D2 ir 

2E11 poros prieš CMY-34 bei MAk 26C9, 5C12 ir 21C12 prieš universalią β-

laktamazių seką variabiliosios sritys ne tik eksperimentiškai patvirtina šių 

antikūnų kloninius skirtumus, tačiau ateityje gali būti panaudotos kuriant 

įvairių formatų rekombinantinius antikūnus prieš β-laktamazes – pavyzdžiui, 

konstruojant β-laktamazėms specifiškus viengrandžius variabiliuosius 

antikūnų fragmentus (angl., single-chain variable fragment, scFv) ar ant į 

virusus panašių dalelių (angl., virus-like particles, VLP) eksponuotus, 

multimerinius scFv [183]. Tokie antikūnai galėtų būti taikomi naujų 

atsparumo antibiotikams nustatymo metodų kūrimui. 

Multimerinės baltymų struktūros, tokios kaip VLP, savo paviršiuje gali 

eksponuoti svetimų baltymų fragmentus, todėl gali būti panaudotos 

imunogenų konstravimui, kuomet siekiama padidinti baltymo 

imunogeniškumą bei kryptingai sukurti norimo specifiškumo MAk prieš 

pasirinktus antigeno epitopus [184]. Tikslinių epitopų eksponavimui gali būti 

pritaikytos ne tik VLP, bet ir kiti multimerines struktūras formuojantys 

baltymai. Vienas iš jų – bakteriofago vB_EcoS_NBD2 uodegėlės baltymas 

gp39 [126]. Ankstesniais mūsų ir kolegų tyrimais parodyta, jog skirtingose 

raiškos sistemose, pavyzdžiui, mielėse ar E. coli bakterijose, susintetintas 

rekombinantinis baltymas gp39 oligomerizuojasi ir savaime formuoja ilgus 

(iki 3,95 µm), lanksčius ir stabilius nanovamzdelius, o šios struktūros gali būti 

panaudotos, kaip svetimų sekų nešikliai [3], [4]. Šiame darbe nanovamzdeliai 

sėkmingai pritaikyti plataus reaktyvumo MAk prieš AmpC β-laktamazes 

kūrumui, baltymą gp39 suliejant su itin konservatyviu, t.y., didele homologija 

tarp AmpC pasižyminčiu DHA-1 β-laktamazės 17 ar. ilgio fragmentu. Svarbu 

paminėti, kad didelę AmpC β-laktamazių įvairovę gebantys atpažinti MAk bei 

šiame darbe pristatyta kryptingo specifiškumo universalių antikūnų kūrimo 

strategija iki šiol nebuvo aprašyta. Sukurtieji MAk atpažino natūralią CMY-

34 β-laktamazę bakterijų izoliate ir gebėjo nustatyti mažus β-laktamazių 

kiekius, taikant IB metodą. Panaudojant persidengiančius sintetinius peptidus, 

apimančius konservatyvų DHA-1 17 ar. regioną, nustatytas dideliu 

giminingumu tarp AmpC pasižymintis 11 ar. ilgio epitopas, kuris gali būti 

AmpC nustatymo taikinys. Platus MAk reaktyvumas buvo patvirtintas su 

skirtingų C klasės β-laktamazių šeimų konservatyvius regionus atitinkančiais 

sintetiniais peptidais. MAk gebėjimas reaguoti su retesnėmis AmpC šeimomis 

ir jų aleliniais variantas buvo įvertintas in silico, sąveikos modeliavimui 

panaudojant šį konservatyvų β-laktamazių regioną atitinkančius peptidus ir 

nustatytas MAk 21C12 variabiliųjų domenų sekas. Gauti rezultatai leidžia 

daryti prielaidą, jog sukurtieji antikūnai reaguoja su daugeliu eksperimentiškai 
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testuotų sintetinių ir dar netestuotų peptidų, todėl šie MAk galėtų atpažinti 

daugelį AmpC β-laktamazių. 

Plataus reaktyvumo MAk prieš AmpC β-laktamazes apibūdinimo 

elipsometriniu metodu rezultatai parodė galimą šių antikūnų pritaikomumą 

imunojutiklių kūrimui. Ankstesni tyrimai parodė sėkmingą elipsometrijos ir 

plazmonų rezonanso metodais paremtų imunojutiklių taikymą bakterijų 

nustatymui. Šie detekcinių žymių nereikalaujantys optiniai biojutikliai 

anksčiau buvo sėkmingai pritaikyti E. coli, Salmonella sp. ir Campylobacter 

jejuni nustatymui [185], [186], [187], [188]. 

Taigi, šiame darbe sukurti universalūs, plataus reaktyvumo MAk, gebantys 

atpažinti konservatyvų AmpC β-laktamazių epitopą, yra vertingas greito ir 

tikslaus tiesioginio β-laktamazių aptikimo įrankis. Sukurtieji MAk gali būti 

pritaikyti diagnostikos metodų tobulinimui bei atsparumo antibiotikams 

stebėsenai gydymo įstaigose, žemės ūkyje ar aplinkoje. Šie antikūnai turi 

didelį potencialą β-laktamazių epidemiologiniams tyrimams, kadangi su vienu 

molekuliniu įrankiu būtų galima greitai ir paprastai nustatyti didelę AmpC 

fermentų įvairovę. Tai itin svarbu dabartiniame kontekste, kuomet klinikinė 

diagnostika susiduria su AmpC detekcijai skirtų įrankių trūkumu [178]. 

Atsižvelgiant į stebėsenos rezultatus, gali būti teikiamos antibiotikų vartojimo 

konkrečiuose geografiniuose regionuose rekomendacijos. Tačiau, norint šiuos 

MAk taikyti β-laktamazių nustatymui, reikalingas detalesnis jų analitinio ir 

diagnostinio potencialo įvertinimas. 

Be šiame darbe aptartų imunologinių detekcijos metodų, literatūroje 

aprašyti ir kiti biocheminiai, antikūnais ar nukleorūgščių detekcija paremti 

AmpC nustatymo metodai. Pavyzdžiui, apibūdinti rekombinazės pagausinimo 

(angl., recombinase polymerais reaction), kiekybinės PGR ar DNR 

mikrogardelių metodai [189], [190], [191]. Aprašytas sėkmingas MALDI-

TOF masių spektrometrijos taikymas [192]. Sukurti rekombinantiniais IgG 

arba triušio polikloniniais antikūnais pagrįsti kiekybinės IFA metodai, skirti 

CMY-2 nustatymui bakterijų izoliatuose [180], [193]. Literatūroje 

pateikiamas CMY β-laktamazių neutralizacijos testas, kuriame naudojami 

triušio antikūnai prieš CMY-2 [194]. 

Taigi, šiame darbe aprašyti nauji, išsamiai apibūdinti MAk, kurie gali būti 

pritaikyti β-laktamazių nustatymui ir jų tyrimams. MAk pagrindu sukurtieji 

imunologiniai analizės metodai turi potencialią diagnostinę vertę bei gali būti 

panaudoti β-laktamazių paplitimo ir jų perdavimo mechanizmų tyrimams. 
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IŠVADOS 

1. Imunizacijai panaudojus rekombinantines E. coli susintetintas β-

laktamazes, sukurta 60 hibridomų linijų, sekretuojančių IgG klasės 

monokloninius antikūnus prieš β-laktamazes: ACT-14 (12 hibridomų), 

NDM-1 (11 hibridomų), PDC-195 (20 hibridomų) ir CMY-34 (14 

hibridomų). 

 

2. Oligomerines nanovamzdelių struktūras formuojantį bakteriofago 

vB_EcoS_NBD2 uodegėlės baltymą gp39 panaudojant 

konservatyvaus AmpC β-laktamazių peptido nešikliu, kryptingai 

sukurta 13 hibridomų linijų, sekretuojančių universalius 

monokloninius antikūnus. 

 

3. Apibūdinus sukurtuosius monokloninius antikūnus imunocheminiais, 

fizikiniais ir bioinformatiniais metodais, patvirtintas šių antikūnų 

giminingumas ir specifiškumas tirtoms β-laktamazėms, nustatyti jų 

epitopai. 

 

4. Atrinktieji monokloniniai antikūnai tinka β-laktamazių nustatymui, 

išbandytais imunologiniais analitiniais metodais, kurių jautrumas 

siekia nuo 17 pg/mL iki 11 ng/mL tikslinio antigeno. 

 

5. Pritaikius imunologinius analitinius metodus β-laktamazes 

produkuojančių bakterijų izoliatų ar rekombinantinėmis β-

laktamazėmis praturtintų bakterijų lizatų tyrimams, patvirtintas 

sukurtųjų antikūnų diagnostinis potencialas. 
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PRIEDAI 

1 priedas 
 

1 pav. MAk prieš ACT-14 reaktyvumo su antigenu tyrimo IB metodu rezultatai. 

E. coli lizatas ir jaučio serumo albuminas (BSA) naudoti kaip neigiama kontrolė. M – 

baltymų molekulinės masės standartas. 
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2 pav. MAk prieš NDM-1 reaktyvumo su antigenu tyrimo IB metodu rezultatai. 

E. coli lizatas ir jaučio serumo albuminas (BSA) naudoti kaip neigiama kontrolė. M – 

baltymų molekulinės masės standartas. 
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3 pav. MAk prieš PDC-195 reaktyvumo su antigenu tyrimo IB metodu rezultatai. 

E. coli lizatas ir jaučio serumo albuminas (BSA) naudoti kaip neigiama kontrolė. M – 

baltymų molekulinės masės standartas. 
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4 pav. MAk prieš CMY-34 reaktyvumo su antigenu tyrimo IB metodu rezultatai. 

E. coli lizatas ir jaučio serumo albuminas (BSA) naudoti kaip neigiama kontrolė. M – 

baltymų molekulinės masės standartas. 
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2 priedas 

 
1 pav. CMY ir NDM β-laktamazes koduojančių genų nustatymo bakterijų izoliatuose 

PGR rezultatai. (A) PGR su blaNDM specifiškais pradmenimis. (B) PGR su blaCMY 

specifiškais pradmenimis. Bakterijų DNR mėginiai testuoti atliekant tris 

pakartojimus. PGR produktai DNR elektroforezės metodu išfrakcionuoti 1,2 % 

agarozės gelyje. K1 – neigiama kontrolė su E. coli BL21 DNR. K2 – neigiama 

kontrolė be mėginio. M – DNR fragmentų ilgio standartas. 

 

 

 
  



158 

 

3 priedas 
 

1 pav. Natyvių ir rekombinantinių β-laktamazių IP su MAk prieš NDM-1 ir CMY-34 

rezultatai. C. portucalensis lizatas naudotas kaip natyvios CMY-34, K. pneumoniae – 

CMY-4, šaltinis. (A) IP su MAk 2C1 ir 5F7 prieš NDM-1. Detekcijai naudotas HRP-

konjuguotas MAk 5E2 prieš NDM-1. (B) IP su MAk 7H12 prieš CMY-34. Detekcijai 

naudotas HRP-konjuguotas MAk 9D2 prieš ACT-14. E. coli BL21 lizatas ir mėginių 

skiedimo buf. tirpalas (PBST) naudoti kaip neigiama kontrolė. M – baltymų 

molekulinės masės standartas. 
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2 pav. MAk prieš NDM-1 ir CMY-34 reaktyvumo su natyvias β-laktamazes 

produkuojančių bakterijų izoliatais, tirto IB metodu, rezultatai. C. portucalensis 

lizatas naudotas kaip natyvios CMY-34, K. pneumoniae – CMY-4 ir NDM-1, šaltinis. 

(A) MAk 2C7 ir 5F7 prieš NDM-1 tyrimas. (B) MAk 7H12 prieš CMY-34 tyrimas. 

E. coli BL21 lizatas ir jaučio serumo albuminas (BSA) naudoti kaip neigiama 

kontrolė. M – baltymų molekulinės masės standartas. 
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3 pav. MAk 5E2, 3F10, 2C1 ir 5F7 prieš NDM-1 reaktyvumo su natyvią NDM-1 β-

laktamazę produkuojančių bakterijų izoliatais tyrimo netiesiogine IFA rezultatai. Tirti 

NDM-1 produkuojančių K. pneumoniae ir A. chinensis lizatai. CMY-34 

produkuojančio C. portucalensis izoliato bei E. coli BL21 lizatai naudoti kaip 

neigiama kontrolė. Pateikti trijų pakartojimų vidurkiai su standartiniais nuokrypiais. 

Punktyrinėmis linijomis žymimos ribinės reikšmės: MAk 5E2 atveju – 0,016, 3F10 – 

0,028, 2C1 – 0,063 ir 5F7 – 0,48. 
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4 pav. MAk prieš CMY-34 reaktyvumo su natyvią CMY-34 β-laktamazę 

produkuojančiu bakterijų izoliatu tyrimo netiesiogine IFA rezultatai. Tirtas CMY-34 

produkuojančio C. portucalensis lizatas. Pateikti trijų pakartojimų vidurkiai su 

standartiniais nuokrypiais. NDM-1 produkuojančio A. chinensis izoliato bei E. coli 

BL21 lizatai naudoti kaip neigiama kontrolė. Punktyrinėmis linijomis žymimos 

ribinės reikšmės: MAk 9D2 atveju – 0,062, 2E11 – 0,027, 7H12 – 0,035. 
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4 priedas 

 
1 pav. MAk 1F5 prieš ACT-14 kryžminio specifiškumo su rekombinantinėmis β-

laktamazėmis tyrimas netiesiogine IFA (A) ir IB (B). Neigiamai kontrolei naudotas 

maltozę surišantis baltymas (MBP) ir E. coli BL21 lizatas. Punktyrine linija žymima 

ribinė reikšmė 0,015. M – baltymų molekulinės masės standartas. 

 

 

2 pav. MAk 16F6 ir 11H4 prieš PDC-195 kryžminio specifiškumo su 

rekombinantinėmis β-laktamazėmis tyrimas netiesiogine IFA. Neigiamai kontrolei 

naudotas maltozę surišantis baltymas (MBP). Punktyrine linija žymima ribinė reikšmė 

0,01, kuri yra vienoda tiek MAk 16F6, tiek MAk 11H4 atveju. 
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3 pav. PDC-195 ir NDM-1 ar. sekų palyginys. Pagal PDC-195 ar. seką GenBank nr. 

AHH52937.1 ir NDM-1 seką GenBank nr. AHM26723.1. Palyginimas atliktas su 

Clustal O. 
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5 priedas 

 
1 pav. MAk prieš ACT-14 ir PDC-195 neutralizuojančių savybių tyrimo BL Cefinase 

testu rezultatai. Testuotas rACT-14 ir rPDC-195 fermentinis aktyvumas po 

inkubacijos su MAk. (A) Testuoti MAk 1F5, 7B6 ir 6H3 prieš ACT-14. (B) Testuoti 

MAk 16F6, 20A6, 11H4 ir 8E7 prieš PDC-195. Teigiamai kontrolei testuoti 

atitinkamai rACT-14 ir rPDC-195 be MAk. Kaip neigiama kontrolė testuoti MAk be 

β-laktamazių, jaučio serumo albuminas (BSA) ir mėginių skiedimo buf. tirpalas 

(PBS). Raudona spalva nurodo nitrocefino hidrolizę (teigiamas rezultatas), geltona – 

jog hidrolizė nevyksta (neigiamas rezultatas). 
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2 pav. MAk 9D2, 2E11 ir 7H12 prieš CMY-34 neutralizuojančių savybių tyrimo BL 

Cefinase testu rezultatai. Testuotas rCMY-34 ir C. portucalensis lizato fermentinis 

aktyvumas po inkubacijos su kiekvienu iš MAk. Teigiamai kontrolei testuoti rCMY-

34 ir C. portucalensis lizatas be MAk. Kaip neigiama kontrolė testuoti MAk be β-

laktamazės, E. coli BL21 lizatas ir mėginių skiedimo buf. tirpalas (PBS). Raudona 

spalva nurodo nitrocefino hidrolizę (teigiamas rezultatas), geltona – jog hidrolizė 

nevyksta (neigiamas rezultatas). 
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6 priedas 

 
1 pav. TPX sistema su rekombinantiniais antigenais tirtos MAk prieš β-laktamazes 

poros ir jų kombinacijos. MAk porą sudaro aktyviai arba pasyviai su mikrorutuliukais 

žymėti išgaudantys MAk ir fluoroforu žymėti detektuojantys MAk (MAk-F). (A) 

Testuotos MAk prieš ACT-14 poros: 1F5 ir 7B6, 1FG ir 6H3. (B) Testuotos MAk 

prieš NDM-1 poros: 3F10 ir 5E2, 2C1 ir 5F7. 
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2 pav. Signalo intensyvumo priklausomybės nuo rekombinantinių β-laktamazių 

koncentracijos grafikai, skirti TPX sistemos analitinio jautrumo nustatymui. Tirtos 

MAk poros: 1F5 ir fluoroforu žymėtas 7B6 prieš ACT-14, 5F7 ir fluoroforu žymėtas 

2C1 prieš NDM-1, 16F6 ir fluoroforu žymėtas 20A6 prieš PDC-195. Punktyrinės 

linijos žymi ribines reikšmes: rACT-14 atveju – 0,27, rNDM-1 – 0,26, rPDC-195 – 

0,35. 
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7 priedas 

 
1 pav. Pilno ilgio DHA-1 ir chimerinio gp39m-J-DHA ar. sekos. DHA-177–93 seka 

pažymėta žaliai, jungtuko seka – geltonai, gp39m – pilkai. 

 

 
DHA-1 (GenBank nr. AEP68014.1) 
MKKSLSATLISALLAFSAPGFSAADNVAAVVDSTIKPLMAQQDIPGMAVAVSVKGK

PYYFNYGFADIQAKQPVTENTLFELGSVSKTFTGVLGAVSVAKKEMALNDPAAKYQ

PELALPQWKGITLLDLATYTAGGLPLQVPDAVKSRADLLNFYQQWQPSRKPGDMRL

YANSSIGLFGALTANAAGMPYEQLLTARILAPLGLSHTFITVPESAQSQYAYGYKN

KKPVRVSPGQLDAESYGVKSASKDMLRWAEMNMEPSRAGNADLEMAMYLAQTRYYK 

TAAINQGLGWEMYDWPQQKDMIINGVTNEVALQPHPVTDNQVQPYNRASWVHKTGA

TTGFGAYVAFIPEKQVAIVILANKNYPNTERVKAAQAILSALE 

gp39m-J-DHA 
MSLPNGSKVFIERTRAAQEITASAISNAENPVATVNSTTGLAVGDFVLVTESVWAG

LKNRVLRIKTVTADTSITLEGDKSTSTVNLNKYPAGGASTLVKITSWIEIPCVSDI

AKSGGEQQYYTKQCLSDDRERQIPTFKSATSIAYTFDFDYANPVTDLLIGYDEDGK

TRALYMFVPKASFPIRAFSGVPSFDDVPNTVMNEDETTILTISLDGKYVHMQGEVD

PWGGGGSGGGGSGGGGSPGTLFELGSVSKTFTGVLG 
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8 priedas 

 
1 pav. MAk prieš DHA-177–93 reaktyvumo su rekombinantinėmis β-laktamazėmis IB 

rezultatai. Neigiamai kontrolei naudota B klasei priklausanti rNDM-1 β-laktamazė, 

gp39m-J, maltozę surišantis baltymas (MBP) ir mielių lizatas. M – baltymų 

molekulinės masės standartas. 
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9 priedas 

 
1 pav. MAk prieš DHA-177–93 reaktyvumo su natyvia CMY-34 β-laktamaze IB 

rezultatai. C. portucalensis lizatas naudotas kaip natyvios CMY-34 šaltinis. E. coli 

BL21 lizatas ir matozę surišantis baltymas (MBP) testuoti kaip neigiama kontrolė. M 

– baltymų molekulinės masės standartas. 
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10 priedas 

 
1 pav. Natyvios CMY-34 ir rDHA-1 β-laktamazių IP su MAk prieš DHA-177–93 

rezultatai. C. portucalensis lizatas naudotas kaip natyvios CMY-34 šaltinis. 

Detekcijai naudotas HRP-konjuguotas MAk 26C9 prieš DHA-177–93. Izotipinėms 

kontrolėms naudoti: IgG1 MAk 3D7 ir IgG2a MAk 20G11 prieš SARS-CoV-2 

spyglio baltymą. E. coli BL21 lizatas ir mėginių skiedimo buf. tirpalas (PBST) 

naudoti kaip neigiama kontrolė. M – baltymų molekulinės masės standartas. 
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11 priedas 

 
1 pav. MAk 26C9, 5C12 ir 21C12 prieš DHA-177–93 reaktyvumo su skirtingais 

natūralią CMY-34 produkuojančio C. portucalensis lizato kiekiais tyrimas IB metodu. 

Į takelį įnešta nuo 5 iki 0,078 μg lizato baltymų. rCMY-34 baltymas (0,1 μg/takelyje) 

naudotas kai teigiama kontrolė. Jaučio serumo albuminas (BSA) naudotas kaip 

neigama kontrolė. M – molekulinės masės standartas. 
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12 priedas 
 

1 pav. MAk 21C12 prieš DHA-177–93 sąveikos su eksperimentiškai netestuotais ir C 

klasės β-laktamazių šeimas ar jų alelinius variantus atitinkančiais peptidais, modeliai. 

MAk VH ir VL domenai nuspalvinti pilkai, peptidai nuspalvinti pagal AlphaFold2 

spėjamas ar. padėties patikimumo (pLDDT) vertes: ryškiai raudona, kai pLDDT < 50 

(nepatikimas modelis), ryškiai mėlyna, kai pLDDT > 90 (patikimas modelis), šviesios 

spalvos ir balta atitinka pLDDT vertes tarp šių reikšmių. Nepatikimi modeliai 

apibraukti geltonai. 
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1 lentelė. AlphaFold2 sugeneruotų MAk 21C12 variabiliųjų domenų ir 

eksperimentiškai netestuotų peptidų sąveikos modelių parametrai ir jų vertės. 

Sugeneruoti nepatikimi modeliai ir jų parametrai pažymėti geltonai. PAE – spėjama 

sugretinimo klaida 

 

 

Peptidas MAk 

AlphaFold-

Multimer 

patikimumas 

PAE 
MAk 

pLDDT 

MAk-

peptido 

pLDDT 

Peptido 

pLDDT 

DHA 21C12 0,891 10,4 91,3 87,2 70,6 

AZM 21C12 0,896 8,5 93,9 91,9 76,6 

CHR 21C12 0,902 8 93,8 91,5 80,3 

CMY (1) 21C12 0,891 10 93,3 90,1 69,7 

CMY (2) 21C12 0,891 11,3 92,4 88 70,2 

CMY (3) 21C12 0,893 8,9 93,2 90,7 78,7 

LRA10 21C12 0,896 8,4 93,4 87,9 79,9 

LRA18 21C12 0,885 13,4 91,1 85,4 62 

LYL 21C12 0,889 9,7 92,8 89,6 71,1 

MCA 21C12 0,9 8,3 94,5 92,8 80,5 

MIR 21C12 0,9 7,6 94 92,4 82,1 

PDC 21C12 0,888 11 91,9 88 68,9 

PRC 21C12 0,893 10,8 93,4 90,3 71,9 

RHO 21C12 0,894 10,2 93,1 89,8 74,1 

SUC 21C12 0,901 8,7 94,5 92,5 79 

UCB 21C12 0,894 9,2 94,3 92,5 77,9 

INQ 21C12 0,889 14 87,9 78,1 44,4 

PIB 21C12 0,88 13,3 91 82,8 68,3 
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SUMMARY 

Introduction 

 

Bacterial resistance to antibiotics is a growing global threat to human 

health. β-lactams are considered first-line therapeutic agents for the treatment 

of infections caused by Enterobacterales. However, the effectiveness of these 

antibiotics has been challenged by the production of bacterial β-lactamases, 

enzymes that hydrolyze the β-lactam ring, thereby inactivating the antibiotic. 

These enzymes are categorized into classes A, B, C and D according to 

Ambler’s classification scheme. Recently, the prevalence of class B β-

lactamases, also known as metallo-β-lactamases, and class C enzymes, also 

termed as AmpC β-lactamases, has been increasing globally. Consequently, 

the development of accurate and easy-to-perform immunoassays for detection 

of β-lactamases in antibiotic-resistant bacteria is clinically and 

epidemiologically relevant. These assays contribute to more effective 

treatment of infectious diseases and provide a better understanding of β-

lactamase prevalence, transmission routes, and associated resistance 

mechanisms. Monoclonal antibodies (MAbs) specific to β-lactamases can be 

applied for detection of β-lactamases in bacterial isolates and serve as a 

promising diagnostic tool for epidemiological studies and profiling of 

resistance mechanisms. 

This study aimed to generate MAbs against bacterial β-lactamases, 

key enzymes in antibiotic resistance, for potential diagnostic applications. It 

describes MAbs raised against recombinant ACT-14, NDM-1, CMY-34 and 

PDC-195 β-lactamases, corresponding to AmpC and metallo-β-lactamases, 

and their application in various immunoassays. Moreover, this study details 

the comprehensive characterization of novel, broadly reactive MAbs raised 

against a conserved sequence of AmpC β-lactamases. To facilitate the 

production of immunogen, a novel approach utilizing bacteriophage-derived 

nanotubes displaying a conserved AmpC β-lactamase sequence was 

employed. 

 

The dissertation aims to develop antibodies and immunological analytical 

methods for the detection of β-lactamases – factors determining bacterial 

resistance to antibiotics – and to evaluate these methods using biological 

samples. 

 

Tasks of the dissertation: 

1. To develop MAbs against Escherichia coli synthesized recombinant 

β-lactamases ACT-14, NDM-1, PDC-195, and CMY-34. 

2. To generate broadly reactive MAbs against AmpC β-lactamases, 

using bacteriophage-derived nanotubes displaying a highly conserved 

sequence of AmpC β-lactamases as immunogen. 
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3. To comprehensively characterize the developed MAbs by 

investigating their specificity, affinity, and epitope localization using 

immunochemical, physical, and bioinformatical methods. 

4. To select MAbs with suitable properties and apply them in the 

development of immunological assays for the detection of β-

lactamases. 

5. To evaluate the diagnostic potential of the MAbs by applying the 

developed immunological methods to the analysis of β-lactamase-

producing bacterial isolates. 

 

Scientific novelty 

 

Due to the inappropriate and excessive use of antibiotics in both 

medicine and animal farming, bacteria are rapidly acquiring new mechanisms 

of antibiotic resistance. Therefore, the detection of antibiotic resistance 

determinants – specifically β-lactamases – in bacterial isolates is essential for 

clinical diagnostics, epidemiological studies, and investigation of resistance 

mechanisms. AmpC β-lactamases are increasingly detected in healthcare 

settings, livestock farms, and bacteria isolated from wild animals. 

Nevertheless, the Clinical Laboratory Standards Institute has not yet approved 

methodological guidelines for the detection of AmpC enzymes. Thus, AmpC 

specific MAbs and their application in the detection of these proteins have 

significant diagnostic potential. 

Considering this issue, this study developed and comprehensively 

characterized four collections of MAbs specific to the AmpC β-lactamases 

ACT-14, PDC-195, and CMY-34. Additionally, the widespread metallo-β-

lactamase NDM-1 was selected as a diagnostic target for MAb development. 

Notably, MAbs against ACT-14, PDC-195, and CMY-34 had not been 

previously described. 

 In this study, novel, broadly reactive and comprehensively 

characterized MAbs raised against a conserved sequence of AmpC β-

lactamases were described. For MAb generation, an efficient chimeric 

immunogen, based on bacteriophage-derived nanotubes displaying a selected 

conserved sequence of AmpC β-lactamases, was utilized. This sequence is 

highly conserved among AmpC enzymes, making these broadly reactive 

MAbs valuable and universal tools with significant diagnostic potential. To 

date, more than 63 AmpC β-lactamase families have been identified, 

comprising over 6,780 allelic variants of these enzymes. The application of 

broadly reactive MAbs for β-lactamase detection would enable the 

identification of a wide range of AmpC proteins using a single molecular tool. 

In this study, the bacteriophage vB_EcoS_NBD2 tail tube protein gp39-

derived nanotubes, as a scaffold displaying conserved peptide of AmpC β-

lactamases, were produced in yeast and used as an immunogen for generation 

of MAbs. Previous studies have demonstrated that in yeast produced protein 

gp39 forms stable nanotube structures which elicit strong immune response in 
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laboratory mice. Due to these properties, such nanotubes can serve as 

immunogenicity enhancing carriers for the presentation of target protein 

fragments, such as β-lactamases. 

 

Defended propositions 

 

1. E. coli synthesized recombinant β-lactamases and in yeast synthesized 

chimeric bacteriophage-derived protein gp39 carrying a conserved β-

lactamase sequence elicit strong immune response in laboratory mice 

and are suitable antigens for MAb development using hybridoma 

technology. 

2. The developed MAbs against β-lactamases exhibit high affinity and 

specificity to the target antigens and recognize native β-lactamases in 

bacterial isolates. 

3. MAbs targeting ACT, NDM, PDC, and CMY β-lactamases can be 

applied in the development of immunological analytical methods for 

the qualitative or quantitative detection of β-lactamases in bacterial 

isolates. 

4. Broadly reactive MAbs against AmpC β-lactamases can be applied 

for the development of immunosensors designed for the detection of 

these enzymes. 

 

Background 

 

Increasing levels of resistance to antibiotics in bacteria are among the 

greatest threats to human health in this century. Among various antimicrobial 

resistance mechanisms, the action of β-lactamases is the most prevalent. These 

enzymes enable bacteria to neutralize β-lactam antibiotics, which are crucial 

in the treatment of bacterial infections. By breaking the β-lactam ring 

structure, β-lactamases render these antibiotics ineffective. Based on their 

structure and mechanism of action, β-lactamases are classified into four 

groups: A, B, C, and D. Class C β-lactamases, also termed AmpC β-

lactamases, are among the most common and clinically significant resistance 

determinants. Therefore, accurate and easy-to-perform assays for the 

detection of antibiotic-resistant bacterial isolates producing β-lactamases are 

epidemiologically relevant, leading to more effective use of antibiotics and a 

comprehensive understanding of β-lactamase prevalence.  

 

Methods 

 

Recombinant ACT-14, NDM-1, PDC-195 and CMY-34 β-lactamases 

were expressed in E. coli, chimeric bacteriophage vB_EcoS_NBD2 tail tube 

protein gp39 displaying a conserved peptide of AmpC β-lactamases was 

synthesized in yeast. Purified recombinant proteins were used as immunogens 

for MAb generation by hybridoma technology. Selected target-specific MAbs 
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were comprehensively characterized by various immunoassays, 

computational analysis, and sequencing of their variable domains. To prove 

MAb reactivity with β-lactamases, the antibodies were tested with targeted β-

lactamases-producing bacterial isolates. For this purpose, the MAbs were 

applied in sandwich-type assays, such as sandwich enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA), lateral flow immunoassay (LFIA), and two-

photon excitation (TPX) assay. 

 

Results 

 

This study aimed to develop MAbs against bacterial β-lactamases, 

which are key enzymes in antibiotic resistance, for potential diagnostic use. 

Four MAb collections targeting ACT-14, NDM-1, PDC-195, and 

CMY-34 β-lactamases were developed. Generated MAbs were characterized 

in detail using various immunochemical methods, such as ELISA, Western 

blot, immunoprecipitation, computational modelling and others. The analysis 

of MAb epitopes revealed their sequence homology among the members of 

the targeted β-lactamase families, suggesting their potential broad reactivity. 

MAbs were successfully applied in sandwich ELISA and two rapid 

immunoassay formats that were tested with bacterial isolates. MAb-based 

immunoassays detected all analyzed β-lactamase-positive isolates. Therefore, 

these novel antibodies can be applied for immunodetection of β-lactamases. 

To generate MAbs capable of recognizing a broad range of β-

lactamases in bacterial isolates, the bacteriophage vB_EcoS_NBD2 tail tube 

protein gp39-derived nanotubes, as a scaffold displaying a highly conserved 

17-amino acid peptide of AmpC β-lactamases, were used as an immunogen 

for generation of MAbs. Thirteen hybridoma clones producing peptide-

specific MAbs were developed. To assess MAb reactivity with AmpC 

enzymes, recombinant DHA-1, PDC-195, ACT-14, CMY-34, and ADC-144 

β-lactamases were generated. Eleven of thirteen MAbs demonstrated cross-

reactivity with all tested β-lactamases in ELISA and Western blot. 

Immunoprecipitation and Western blot analyses confirmed MAb reactivity 

with natural CMY-34 in the bacterial isolate. Epitope analysis revealed that 

most MAbs recognize a highly conserved epitope of 11 amino acids. The 

MAbs were comprehensively characterized using different immunoassays, 

total internal reflection ellipsometry and computational modelling. These 

novel MAbs, which recognize a wide range of AmpC enzymes, represent a 

promising tool for immunodetection of antibiotic resistance determinants. 

 

Conclusions 

 

1. Following immunization with E. coli synthesized recombinant β-

lactamases, in total 60 hybridoma cell lines secreting IgG class MAbs 

were generated: ACT-14 (12 hybridomas), NDM-1 (11 hybridomas), 

PDC-195 (20 hybridomas), and CMY-34 (14 hybridomas). 
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2. Using bacteriophage vB_EcoS_NBD2 tail protein gp39 – which 

forms oligomeric nanotube structures – as a carrier for a conserved 

AmpC β-lactamase peptide, 13 hybridoma lines secreting broadly 

reactive MAbs were developed. 

 

3. Characterization of the developed MAbs using immunochemical, 

physical, and bioinformatical methods confirmed their affinity and 

specificity to the target β-lactamases. 

 

4. Selected MAbs successfully detected β-lactamases when tested in 

immunological analytical assays, demonstrating detection sensitivity 

ranging from 17 pg/mL to 11 ng/mL of the target antigen. 

 

5. Application of the developed immunological analytical methods to β-

lactamase-producing bacterial isolates or bacterial lysates enriched 

with recombinant β-lactamases confirmed the diagnostic potential of 

the generated MAbs.  
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KITA VEIKLA (2020–2025 m.) 

1. Laimėta Linea Libera vardinė stipendija, skirta III studijų pakopos 

studentams už technologinio pobūdžio mokslinio projekto, turinčio sąsajų 

su poreikiu rinkoje, vykdymą. Pristatyto projekto tema: Bakterijų 

atsparumo antibiotikams nustatymas imunologiniais metodais (2022 m.). 

 

2. Vedžiau ekskursijas moksleiviams iš Alytaus Jotvingių gimnazijos, 

Utenos raj. Užpalių gimnazijos, Vilniaus rajono Avižienių gimnazijos ir 

Klaipėdos Pamario krašto Skautų kuopos po VU GMC Biotechnologijos 

instituto Imunologijos skyrių. Ekskursijų organizatotė dr. Irena 

Nedveckytė (2022–2023 m.). 

 

3. Komisijos narė Vilniaus Gabijos progimnazijoje rengtoje respublikinėje 

integruotoje gamtos mokslų ir anglų kalbos konferencijoje Akademinė 

popietė 2024 (2024.05.16). 

 

4. Savanoriavimas rengiant Baltic-Polish School of Immunology 2025 

konferenciją (Vilnius, 2025 gegužės 12–13 d.). 

 

5. Bakalauro baigiamojo darbo Klinikinių Acinetobacter baumannii izoliatų 

klonalumas ir atsparumo genų identifikavimas (Morta Endriukaitytė, 

molekulinės biologijos studijų programa) recenzavimas (2025 m. 
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mokslininkai laboratorijoje kuria antikūnus (2025-06-02). 

 

  



185 

 

UŽRAŠAMS 
  



 

 

UŽRAŠAMS 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Vilniaus universiteto leidykla 

Saulėtekio al. 9, III rūmai, LT-10222 Vilnius 

El. p. info@leidykla.vu.lt, www.leidykla.vu.lt 

bookshop.vu.lt, journals.vu.lt 

Tiražas 15 egz. 

 

http://www.leidykla.vu.lt/
https://bookshop.vu.lt/
https://journals.vu.lt/

