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OXA — oksacilinaz¢
PPB — peniciling prijungiantis baltymas
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VUL SK — Vilniaus universiteto ligoninés Santaros klinikos



IVADAS

Kova su infekcijomis, tikriausiai, yra viena i§ dazniausiy Sveikatos problemy
visuomenéje. Sig kova daZnai apsunkina infekcija sukélusios bakterijos atsparumas naudojamiems
antibiotikams. Karbapenemai yra plataus veikimo f3-laktaminiai antibiotikai, vaidinantys labai svarby
vaidmenj gydant Enterobakterijy sukeltas infekcijas. I$ visy p-laktaminiy antibiotiky, karbapenemai
pasizymi geriausiu pajégumu kovojant su Gramteigiamomis (Gr(+)) ir Gramneigiamomis (Gr(-))
bakterijomis (Turner, 2008). Taciau kuo toliau, tuo daugiau karbapenemams atspariy Enterobakterijy
yra nustatoma, o zinant karbapenemy svarba kovojant su bakterinémis infekcijomis, atsparumo
plitimas yra tapes didele problema (Li et al., 2018). Siekiant sustabdyti karbapenemams atspariy
Enterobakterijy plitima ir pagerinti visuomengs sveikatg, yra svarbu nustatyti atsparuma sukelianc¢ius
mechanizmus. Dazniausia Enterobakterijy atsparumo karbapenemams priezastis yra karbapenemaziy
gamyba (Park et al., 2016). Yra manoma, kad prie atsparumo gali prisidéti ir kitos, karbapenemazéms
nepriskiriamos, B-laktamazés: isplésto spektro f-laktamazés (ISBL) (angl. ESBL) ir AmpC (Dupont
et al., 2016). Yra zinoma, kad Vilniaus universiteto ligoninés Santaros kliniky (VUL SK)
Mikrobiologijos laboratorijoje iSskirtos karbapenemams atsparios Enterobakterijos (KAE)
dazniausiai gamina ISBL. IS praeity mety tyrimo duomeny buvo jtariama, kad VUL SK
karbapenemazés néra iSplitusios (Vitkute, 2017), taciau tikslesnei iSvadai reikia iStirti daugiau

Enterobakterijy izoliaty. Tuo tarpu, tyrimy nustatant AmpC genus iki Siol nebuvo atlikta.

Darbo tikslas: Nustatyti ar VUL Santaros kliniky Mikrobiologijos laboratorijoje
i§skirtos karbapenemams atsparios arba maziau jautrios Enterobakterijos koduoja kai kuriuos uz

atsparumg karbapenemams atsakingus genus.

Darbo uZdaviniai:
1. Remiantis EUCAST nurodytomis epidemiologinémis slenkstinémis vertémis, VUL Santaros
kliniky Mikrobiologijos laboratorijoje rinkti tyrimui tinkan¢ius Enterobakterijy izoliatus.
2. Tikralaikés PGR metodu istirti, ar surinkti bakterijy izoliatai koduoja KPC, NDM, VIM, OXA-
48, IMP ir GES karbapenemazes.
3. Tikralaikés PGR metodu istirti, ar surinkti bakterijy izoliatai koduoja ACT, CMY-2 ir DHA
AmpC B-laktamazes.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Karbapenemai

Karbapenemai yra p-laktaminiai antibiotikai, labai svarbts kovai su infekcijomis.
Klinikinéje praktikoje jie pradéti naudoti dvideSimto amziaus pabaigoje (Hawkey, 2008). -
laktaminiams antibiotikams taip pat priklauso penicilinai, cefalosporinai ir monobaktamai. Jie visi
pavadinti bendru pavadinimu, nes dalinasi panasia struktiira ir veikia panasiu mechanizmu. Savo
struktiiroje antibiotikai turi -laktaminj ziedg (1 pav. paZzymétas raudona spalva), kuris apsprendzia
Siy antibiotiky veikimo mechanizmg. B-laktaminiai antibiotikai veikia prisijungdami prie bakterijos
peniciling prijungian¢iy baltymy (PPB) (angl. penicillin-binding proteins), biitiny membranos
peptidoglikano sintezei (Hashizume et al., 1984). Skirtingi -laktaminiai antibiotikai jungiasi prie
atitinkamo PPB. Prisijungti prie PPB jgalina B-laktaminis Ziedas, nes jo strukttra yra labai panasi j
natiiralaus PPB substrato sekg (D-Ala-D-Ala), kuri prisijungia fermento aktyviajame centre.
Prisijungus B-laktaminiam antibiotikui, PPB nebegali atlikti savo funkcijos, bakterijos apvalkalo

sintez¢ sutrikdoma ir bakterija mirsta (Williamson et al., 1986).
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1 Pav. B-laktaminiy antibiotiky (peniciliny, karbapenemy, cefalosporiny ir monobaktamy) ir PPB substrato
sekos (D-Ala-D-Ala) struktiros. PB-laktaminis ziedas paZymétas raudona rodykle (koreguota pagal
Tmedweb.tulane.edu).

Pasaulio sveikatos organizacija yra paskelbusi, kad bakterijy atsparumas antibiotikams
yra visuotiné grésme sveikatos apsaugai ir valdZia bei visa visuomené turi imtis veiksmy Siai
problemai spresti. PraktiSkai kiekvienam antibiotikui atsparumas atsiranda praéjus kiek laiko po jy
atradimo ir pradéjimo naudoti (Meletis, 2016). Ne iSimtis yra ir atsparumas karbapenemy
antibiotikams. Atsparumo atsiradimas yra visiskai natairaliai vykstantis reiSkinys, ta¢iau per didelis

antibiotiky vartojimas §j nattiraliai vykstantj reiSkinj pasparting.



1.2 Enterobacteriaceae ir jy atsparumas karbapenemams

Enterobacteriaceae Seimg sudaro Gr(-) lazdelés, kurios yra dazna tick gydymo
istaigose, tiek visuomengje jgyty infekcijy priezastis. Enterobacteriaceae seimoje yra daugiau kaip
Simtas rusSiy bakterijy, kurios kolonizuoja Zmogaus Zzarnyng. Patogeninés rusys gali sukelti
pneumonija (plau¢iy uzdegimas), cistita (Slapimo pislés uzdegimas), peritonita (pilvapléveés
uzdegimas), pielonefritga (virSutiniy Slapimo taky uzdegimas), meningita (smegeny dangalo
uzdegimas) ir jvairias infekcijas, atsirandancias dél medicininiy prietaisy naudojimo (pvz., kateteriai,
danty implantai, Sirdies stimuliatoriai ir kt.) (Nordmann et al., 2011). Enterobacteriaceae nariai geba
sparciai plisti tarp Zmoniy per neSvarias rankas, uzterSta maista ar vandenj. Jos gali jgyti naujos
genetinés medziagos, pvz. atsparumo antibiotikams geny, horizontalios geny pernasos bidu
dalyvaujant transpozonams ar plazmidéms (Dahiya et al., 2015).

Infekcijos, kurias sukelia KAE, yra svarbi sergamumo ir mir§tamumo priezastis visame
pasaulyje (Duin ir Doi, 2017). Mirstamumas nuo KAE sukelty infekcijy siekia net 40 % (Tangden ir
Giske, 2015). Mirstamumas yra toks didelis, nes Enterobakterijy sukeltos infekcijos pagrindinis
gydymas yra B-laktaminiai antibiotikai (Mairi et al., 2017), kuriems priklauso ir karbapenemai.
Gydant infekcijas karbapenemy vaidmuo yra labai svarbus, taciau bégant laikui yra nustatoma vis

daugiau karbapenemams atspariy Enterobakterijy (Li et al., 2018).
1.3 Atsparumo karbapenemams mechanizmai

Bakterijos atsparios karbapenemams gali tapti dél daugelio priezaséiy. Gr(+)
bakterijose dazniausiai atsparuma nulemia mutacijos PPB sekoje (Sanbongi et al., 2004), o Gr(-)
bakterijose — sumazéjes bakterijos membranos pralaidumas (Bonomo ir Szabo, 2006), gebéjimas
antibiotikg paSalinti i§ periplazminés ertmés dalyvaujant iSmetamosioms pompoms (angl. efflux
pump) (Meletis et al., 2012) arba karbapenemus ardanciy fermenty karbapenemaziy gamyba (Walsh,
2010). Bakterija gali turéti vieng i§ Siy mechanizmy ar net Kkelis. Esant keliy mechanizmy
kombinacijai, bakterija gali buti atspari daugeliui antibiotiky — daZniausiai tokios bakterijos sukelia
epidemijas ligoninése (Deplano et al., 2005). Kadangi $io tyrimo objektas yra Enterobacteriaceae
Seima — Gr(-) bakterijos, todél toliau bus placiau aptarti Gr(-) bakterijy atsparumo karbapenemams
mechanizmai.

Kai kurios Gr(-) bakterijos sutrukdo karbapenemams prisijungti prie PPB déka
sumazgjusio iSorinés membranos pralaidumo. Karbapenemy taikinys — PPB yra lokalizuotas vidinéje
bakterijos membranoje (2 pav.). Kadangi Gr(-) bakterijos turi iSoring membrang, karbapenemy

patekimui yra reikalingi iSorinés membranos baltymai porinai, kurie sukuria hidrofilinj kanalg maisto
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medziagy ir kity junginiy, tarp jy ir antibiotiky, patekimui j bakterija. Sumazéjus arba visai nevykstant
Siy poriny raiskai, pasikeitus porino struktiirai, karbapenemai nebepatenka j bakterijg ir nepasiekia
PPB, todél bakterijos tampa atsparios arba maziau jautrios antibiotikui, dazniausiai imipenemui (2
pav. A) (Pages et al., 2008). Pastebéta, kad daznai su poriny poky¢iais yra nustatomi ir kiti atsparuma
nulemiantys faktoriai: AmpC p-laktamazés ir/ar ISBL gamyba. Pirmosios nustatytos KAE turé¢jo
pakitusius OmpC ir OmpF porinus ir padidéjusig chromosominés AmpC B-laktamazés raiska. O tos
bakterijos, kurios chromosomoje nekodavo AmpC geno, turéjo plazmiding AmpC kartu su poriny
poky¢iais (Nordmann et al., 2012).

Jei karbapenemui pavyksta patekti j bakterijos periplazming ertmg, dar nereiskia, kad
jam pasiseks prisijungti prie PPB. Antibiotikg gali i$ 1gstelés paSalinti taip vadinamos iSmetamosios
pompos (2 pav. B). Siomis pompomis bakterijos i3 lastelés paSalina jvarius dazus, detergentus,
inhibitorius, antibiotikus ir kitas toksiSkas medziagas. Atsparumas karpamenemams, o ypatingai
meropenemui, gali atsirasti padidéjus karbapenemus iSmetan¢iy pompy ekspresijai (Meletis, 2016).
Kaip ir poriny atveju, kartu su iSmetan¢iy pompy padidéjusia ekspresija gali biiti stebima padidéjusi

AmpC raiska (Quale et al., 2006).

(9)

p-laktamaziu
gamyba

p-laktamazés

&
Antibiotiko

Porino
modifikacija

A)
. Sumazéjes iSorinés
membranos
pralaidumas

2 pav. Pagrindiniai mechanizmai, sukeliantys Enterobakterijoms atsparumg karbapenemams. A) Sumazéjes
iSorinés membranos pralaidumas dél pasikeitusios porino struktiiros, sumazéjusios ar visai nevykstancios
poriny raiskos; B) Antibiotiko iSmetimas i§ lastelés dalyvaujant iSmetamosioms pompoms; C) Antibiotikus
ardanéiy B-laktamaziy gamyba. PPB — penicilinus prijungiantys baltymas. Redaguota straipsnio (Nordmann et
al., 2012) iliustracija.



Dazniausia priezastis, kodél Enterobacteriaceae tampa atspari karbapenemams, yra
karbapenemaziy gamyba (2 pav. C) (Park et al., 2016). Karbapenemazés yra pati universaliausia [-
laktamaziy Seima, nes geba hidrolizuoti ne tik karbapenemus, bet ir penicilinus, cefalosporinus,
monobaktamus. Taigi bakterija su karbapenemazés fermentu yra atspari beveik visiems f-
laktaminiams antibiotikams (Queenan ir Bush, 2007). Karbapenemazés veikia suardydamos
antibiotiko PB-laktaminj zieda (3 pav.), antibiotikas lieka neaktyvus, nes nebegali prisijungti prie
bakterijos vidinéje membranoje esancio substrato — PPB (Sahare et al., 2013). Tokiu atveju PPB lieka
aktyvus, toliau normaliai funkcionuoja ir suformuoja peptidoglikano polimerus, biitinus bakterijos

apvalkalo formavimuisi.
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3 pav. Karbapenemazeés hidrolizuoja p-laktaminio ziedo amiding jungtj ir padaro antibiotika neaktyvy (Sahare
etal., 2013).

Daznu atveju karbapenemazés genai yra koduojami plazmidése arba transpozono
viduje. Tai labai palengvina horizontalig geny pernasa tarp bakterijy ir paaisSkina fakta, kodél
karbapenemazés genai taip greitai plinta (Bennett, 2008). 1993 metais buvo identifikuotas pirmasis
karbapenemazés genas Enterobacteriaceae Seimoje. Tai buvo NmMCA karbapenemazé rasta
Enterobacter cloacae izoliate (Naas ir Nordmann, 1994). Nuo to laiko iki dabar yra identifikuota
daug karbapenemaziy, jos aptinkamos visame pasaulyje: randamos ne tik ligoninése, bet ir uz jos riby
visuomenéje. Karbapenemazes gaminancios Enterobakterijos aptinkamos net uzterStame maiste,
naminiuose ir laukiniuose gyvinuose (Mairi et al., 2017).

Karbapenemazés dazniausiai klasifikuojamos naudojant Ambler klasifikacijg 1 A, B ir
D B-laktamazes. C klasés B-laktamazés (kitaip vadinamos AmpC B-laktamazés) dazniausiai néra
priskiriamos karbapenemazéms, taciau, kaip jau buvo minéta, AmpC gali biiti susijusios su atsparumu
karbapenemams. Ambler klasifikacija remiasi molekulinés struktiiros skirtumais (Ambler, 1980).
Kartais yra naudojama Bush, Jacoby, Medeiros klasifikacija, kuri remiasi funkcinémis

charakteristikomis (Bush et al., 1995), ta¢iau straipsniuose minima reciau.



Tolesniame skyriuje bus pristatyta B-laktamaziy Ambler Kklasifikacija ir labiau
akcentuota darbe tirtos, su atsparumu karpapenemams susijusias -laktamazes: KPC, GES, IMP,
NDM, VIM, GIM ir OXA-48 karbapenemazés, Kurios yra svarbiausios ir pagrindinés A, B ir D klasiy
karbapenemazés; AKT, CMY-2 ir DHA AmpC p-laktamazés, kurios néra priskirtos prie
karbapenemaziy, tac¢iau pagal literatiros duomenis gali buti atsakingos uz atsparumg

karbapenemams.

1.4 B-laktamazés
1.4.1 A klasés karbapenemazés (AKK)

A klasei (taip pat ir C, D klasei) priklausanéios karbapenemazés yra serino [-
laktamazeés, jy kataliziniam aktyvumui skaldant B-laktamus yra batinas aktyviojo centro 70-0je
pozicijoje esantis serinas. AKK skaldo visus B-laktaminius antibiotikus, iSskyrus cefamicing
(Hammoudi et al., 2014). Sios klasés karbapenemazés gali buti isskiriamos j keturias pagrindines
Seimas: NMC/IMI, SME, KPC, GES, i$ kuriy SME, NMC/IMI yra uzkoduoti chromosomoje, o KPC
ir GES — dazniausiai plazmidéje. AKK yra labai placiai paplitusios, aptinkamos net keliuose bakterijy
tipuose: Actinobacteria, Bacteroidetes, Cyanobacteria, Firmicutes and Proteobacteria. Taciau
dazniausiai randama Enterobacteriaceae seimoje ir P. aeruginosa (Salabi et al., 2013). GES ir KPC

yra laikomos epidemiologiskai svarbiausiomis karbapenemazémis AKK grupéje (Osteo et al., 2014).
1.4.1.1 KPC karbapenemazé

KPC genas yra issidéstes transpozono Tn4401 viduje (Cheruvanky et al., 2017). Sis
transpozonas gali jsiterpti j jvairias Gr(-) bakterijy plazmides, todél KPC gali efektyviai plisti tarp
skirtingy bakterijy. KPC pirma karta aptikta prie§ 24 metus Siaurés Karolinos ligoninéje (JAV). Kaip
ir Sios karbapenemazés pavadinimas sako, KPC pirma kartg nustatyta K.pneumoniae izoliate. Nuo to
laiko KPC pasklido tarp Gr(-) bakterijy ir dabar gali biiti randama ne tik K.pneumoniae, bet visoje
Enterobacteriaceae Seimoje ir net P.aeruginosa, P.putida ar Acinetobacter spp bakterijose. KPC
lokalizacija taip pat iSplito, dabar aptinkama ne tik Amerikoje, bet ir kituose Zzemynuose, jskaitant
Europa (Munoz-Price et al., 2013). Misy kaimyng¢je Lenkijoje KPC pirma kartg aptikta 2008 metais
(Baraniak et al., 2009) ir jau po keliy mety buvo jvardijama kaip bene dazniausiai aptinkama
karbapenemazé Enterobacteriaceae Seimoje (Munoz-Price et al., 2013). Amerikoje $iuo metu
situacija irgi panasi, KPC gamyba yra pati dazniausia priezastis, kodél Enterobacteriaceae yra atspari
karbapenemams (Pitout et al., 2016).

Pagal 2015 mety EuSCAPE (European survey of carbapenemase producing
Enterobacteriaceae) projekto duomenis, Italijoje ir Graikijoje KPC gaminanciy bakterijy kiekis yra
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ypatingai didelis ir Sios Salys priskiriamos prie endeminiy (4 pav.) (uz Europos riby, endemingés Salys
taip pat yra JAV, lzraelis, Kinija, Brazilija, Kolumbija ir Argentina (Mathers et al., 2015)). I8
EuSCAPE rezultaty taip pat matyti, kad ne tik Italijoje ir Graikijoje situacija yra sudétinga, didZiojoje
dalyje kity valstybiy KPC yra taip pat paplites. Tik 6 i§ 38 valstybiy (tame tarpe ir Lietuvoje) KPC
genas nebuvo aptiktas (Albiger et al., 2015). KPC gaminantys organizmai gali buti atsparts beveik
visiems antibiotikams, mir§tamumas dél tokios infekcijos siekia net 50 % (Lee ir Burgess, 2012).
KPC gaminantys organizmai yra opi problema visuomenéje, ypatingai endeminése Salyse. Todél

svarbu nustatyti tokius izoliatus ir sustabdyti jy plitima.

I Neaptikta
Pavieniai atvejai
[ Vienas proverZis ligoninéje
[ Pavieniai proverZiai ligoninése
[ Regioninis plitimas
B Tarp regioninis plitimas
Bl Endeminé simacija
[ Néra duomeny
r Liuksenburgas [ Tvrime nedalyvavo

"m Mara

. w

4 pav. KPC koduojan¢iy Enterobacteriaceae Seimos bakterijy paplitimas 38 Europos Salyse. 2015 m.
EuSCAPE tyrimo duomenys. Koreguota straipsnio (Albiger et al., 2015) iliustracija.

1.4.1.2 GES karbapenemazé

GES (Gvianos isplésto sprektro BL) pirma kartg buvo aptikta 1998 metais Pranciizijos
Gvianoje. Pirmosios aptiktos GES buvo priskirtos ISBL, ta¢iau véliau nustatyta, kad dél pokyc¢io
fermento aktyviajame centre, GES gebé¢jimas hidrolizuoti karbapenemus labai isaugo (Ribeiro et al.,
2014). Taigi Siuo metu GES fermentai gali bati suskirstyti j dvi grupes: turintys ISBL aktyvumg ir
turintys karbapenemazinj aktyvuma. GES-5 pasizymi stipriu karbapenemaziniu aktyvumu ir yra
dazniausiai aptinkama GES karbapenemazé Enterobakterijose (Boyd et al., 2015). Enterobakterijos,
turindios GES su karbapenemaziniu aktyvumu, dazniausiai nustatomos Europoje, Siaurés Afrikoje ir

Tolimuosiuose Rytuose. Duomeny apie GES paplitimg Lietuvoje Kol kas néra.
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1.4.2 B klasés karbapenemazés (BKK)

B klasei priklausancios karbapenemazés yra dar vadinamos metalo p-laktamazémis
(MBL), nes jy fermentiniam aktyvumui yra reikalingi vienas arba du dvivalenciai katijonai,
dazniausiai cinkas. Pirmoji aptikta BKK buvo IMP-1, ji rasta P. aeruginosa izoliate 1990 metais
Japonijoje, tac¢iau po kiek laiko aptikta ir Enterobacteriaceae Seimoje (Osano et al., 1994).
Dazniausiai aptinkamos BKK yra IMP, NDM, VIM ir GIM (Nordmann ir Poirel, 2014; Amudhan et
al., 2012). Bakterijos, gaminancios BKK yra atsparios karbapenemams ir visiems B-laktaminiams
antibiotikams, i$skyrus aztreonama, taciau daznai pasitaiko, kad kartu su BKK bakterijos gamina
ISBL, todél tampa atsparios ir aztreonamui (Walsh et al., 2005).

Genai, koduojantys daugelj BKK, yra randami kaip geny kasetés, kurios lokalizuotos
pirmos ir trecios klasés integronuose (Walsh et al., 2005). Geny kaseté yra maza Zziediné DNR,
koduojanti vieng geng ir 59 baziy elementg (59-be) — rekombinacijos vieta, reikalingg geny kasetei
rekombinuotis ] integrong. Toks integronas, turintis vieng ar kelias geny kasetes su atsparumag
antibiotikams lemianciais genais, dazniausiai randamas transpozone ar plazmidéje, todél integronas
laisvai gali biti perneSamas i$ vienos bakterijos j kitg. Integronas daZniausiai turi kelias geny kasetes,
pavyzdziui integrone, kuriame koduojama GIM-1 karbapenemazé, taip pat yra koduojamos OXA-2
B-laktamazés genas ir antibiotiko aminoglikozido atsparumo genai aacA4 ir aadAl (Castanheira et

al., 2004). Tokiu atveju vykstant geny pernasai yra perneSami ne vienas atsparumo genas, o Vvisi trys.
1.4.2.1 IMP karbapenemaz¢

Kaip jau buvo minéta, pirmoji aptikta BKK buvo IMP-1. Nors pirmag karta buvo
registruota Japonijoje, po kurio laiko IMP isplito po visa pasaulj. Siuo metu IMP daZniausiai yra
randama P. aeruginosa, nors Enterobacteriaceae Seimoje $i karbapenemazé taip pat aptinkama
(dazniausiai Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli ir Enterobacter spp). IMP gaminancios
Enterobakterijos labiausiai sutinkamos Japonijoje, Kinijoje, Taivane ir Australijoje (Matsumura et
al., 2017). Pagal 2013 EuSCAPE tyrimo duomenis, kai kuriose Europos Salyse IMP koduojanciy
bakterijy taip pat sutinkama (5 pav.), nors lyginant su kitomis karbapenemazémis, paplitimas néra
didelis. Vienas hospitalinis proverzis registruotas Ispanijoje, o pavieniai IMP gaminanciy bakterijy
atvejai nustatyti DidZiojoje Britanijoje, Airijoje, Olandijoje, Vokietijoje, Lenkijoje, Austrijoje,
Kroatijoje, Turkijoje, Maltoje ir Kipre. Tuo tarpu Lietuvoje, kaip ir nemazai kity Saliy, IMP neaptikta
(Glasner et al., 2013). Taigi IMP néra placiai paplites Europoje, tac¢iau aptinkama kai kuriose Salyse

ir paplitimas gali palaipsniui didéti.
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5 pav. IMP koduojanéiy Enterobacteriaceae Seimos bakterijy paplitimas 38 Europos Salyse. 2013 m.
EuSCAPE tyrimo duomenys. Koreguota straipsnio (Glasner et al., 2013) iliustracija.

1.4.2.2 NDM karbapenemazé

NDM (Naujojo Delio MBL) yra dar viena daznai pasitaikanti B klasés karbapenemazg.
Pirmga karta ji aptikta visai neseniai, 2008 metais buvo identifikuota NDM koduojanti K.pneumoniae,
sukélusi Svedijos pacientui, hospitalizuotam Indijoje, Naujajame Delyje, lapimo taky infekcija
(Yong et al., 2009). Naujajame Delyje NDM aptikta ir vandens Saltiniuose (Walsh et al., 2011), tai
paaiskino fakta, kodél §i karbapenemazé pradéjo taip greitai plisti. Manoma, kad be Indijos, kitas
NDM rezervuaras galéjo buti Balkanai (Dortet et al., 2014). IS $iy dviejy rezervuary NDM paplito po
visg pasaulj. NDM randama ne tik K.pneumoniae, bet ir kitose bakterijose: Acinetobacter sp.,
Pseudomonas sp., Vibrio sp., ta¢iau daZniausiai identifikuojama liko Enterobacteriaceae $eimoje
(Cuzonetal., 2013). NDM-1 yra dazniausiai pasitaikantis NDM variantas ir labiausiai paplites Azijos
kontinente. I§ visy NDM-1 gaminanciy bakterijy, 58.15 % jy randama Kinijoje ir Indijoje, Europoje
—16.8 % (Khan et al., 2017). Is 2015 m. EuSCAPE tyrime dalyvaujanciy Saliy, Lenkijoje, Danijoje
ir Rumunijoje NDM paplitimas yra didZiausias, po jy seka Ispanija, Graikija ir Turkija. Lietuvoje ir
10 kity $aliy stebéti pavieniai NDM atvejai (6 pav.) (Albiger et al., 2015).

13



I Neaptikta
Pavieniai atvejai
] Vienas proverZis ligoningje
[ Pavieniai proverZiai ligoninése
[ Regioninis pliimas
B Tarp regioninis plitmas
B Endemingé simacija
[ Néra duomeny
[] Tvrime nedalyvavo

l Liuksenburgas

o Mata ,' \_ J

6 pav. NDM koduojanciy Enterobacteriaceae Seimos bakterijy paplitimas 38 Europos Salyse. 2015 m.
EuSCAPE tyrimo duomenys. Koreguota straipsnio (Albiger et al., 2015) iliustracija.

1.4.2.3 VIM karbapenemaze

VIM (Verona integrone uzkoduota MBL) yra 1997 metais Italijos mieste Veronoje
aptikta nauja BKK (Lauretti et al., 1999). Tada ji buvo identifikuota P.aeruginosa izoliate, 1 klasés
integrone. Siuo metu yra priskai¢iuojama 41 VIM variantai, kurie labiausiai paplite tarp P.aeruginosa,
bet daznai randami ir Enterobacteriaceae seimoje. VIM-2 yra laikoma pacdia dazniausia BKK
pasaulyje (Nordmann ir Poirel, 2014). 1§ 2015 m. EuSCAPE tyrimo matyti, kad Europoje VIM
labiausiai paplites Graikijoje, kur situacija laikoma endeminé. Po Graikijos, daugiausia VIM
koduojanc¢iy Enterobakterijy nustatyta Ispanijoje, Italijoje ir Vengrijoje. Kitose Salyse stebimas
mazesnis VIM paplitimas, o 5 Salyse, tarp jy ir Lietuvoje, VIM visai neaptikta (7 pav.) (Albiger et al.,
2015). Uz Europos riby, VIM plaéiai paplites pietryéiy Azijoje (Siaurés Koréja, Taivanas) ir kai

kuriuose Afrikos regionuose (Nordmann ir Poirel, 2014).
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7 pav. VIM koduojanc¢iy Enterobacteriaceae seimos bakterijy paplitimas 38 Europos Salyse. 2015 m.
EuSCAPE tyrimo duomenys. Koreguota straipsnio (Albiger et al., 2015) iliustracija.

1.4.2.4 GIM karbapenemazé

GIM (Vokietijos imipenemazé) pirmg kartg identifikuota 2002 m. Vokietijoje P.
aeruginosa izoliate 1 klasés integrone (Castanheira et al., 2004). Idomu, kad iki Siol GIM nebuvo
identifikuota uz Vokietijos riby , taciau stebimas GIM isplitimas tarp bakterijy. Po kurio laiko GIM
buvo identifikuota Enterobacteriaceae Seimoje (Wendel et al., 2013) ir netrukus, Vokietijoje, GIM-1
buvo paskelbta antra labiausiai paplitusia karbapenemaze tarp Enterobakterijy (Kaase, 2013).
Nepraéjus daug laiko nuo to, buvo atrastas dar vienas geno variantas — GIM-2 (Wendel ir MacKenzie,
2015). Visa tai rodo, kad GIM karbapenemazé plinta ir po kurio laiko gali biiti sutinkama ir kitose
Salyse ar kity rasiy bakterijose. Iki §iol GIM karbapenemazé Lietuvoje nebuvo tirta, taiau Zinant Sios
karbapenemazés paplitimg Vokietijoje ir nuolat vykstancig migracijg, biity jdomi istirti Lietuvos

pacientams iSskiriamas Enterobakterijas.
1.4.3 Cklasés pB-laktamazés (CKBL)

Ambler C klasés p-laktamazés (AmpC cefalosporinazés) geba hidrolizuoti
cefalosporinus, penicilinus, monobaktamus, o aktyvumas prie$ karbapenemus yra labai mazas ir jos
néra priskiriamos prie karbapenemaziy (Jacoby, 2009). 1940 m. AmpC buvo pirmasis identifikuotas
penicilinus ardantis fermentas (Abraham ir Chain, 1988). AmpC gamina Enterobacteriaceae ir kai
kurios kitos bakterijy Seimos. Tarp Enterobakterijy, chromosominj AmpC geng koduoja Escherichia
coli, Enterobacter cloacae, Serratia marcescens, Citrobacter freundii. E. coli pastoviai ekspresuoja
nedidelj AmpC B-laktamazés kiekj, kuris nesukelia atsparumo B-laktamams. Geno amplifikacijos
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atveju arba jvykus mutacijai promoriaus srityje, pagaminamo baltymo kiekis gali iSaugti ir sukelti
atsparumg. Kitaip vyksta likusiose trijose rasyse, ten AmpC genas yra indukuojamas kai kuriy p-
laktamy. Klebsiella spp., Proteus mirabilis ir Salmonella spp. chromosoje nekoduoja AmpC geno,
taciau gali j] koduoti plazmidéje (Hanson, 2003). Egzistuoja 6 pagrindinés AmpC grupes: CMY,
ACT/MIR, DHA, FOX, ACC ir ADC/PDC. Yra zinoma, kad tarp Enterobakterijy plazmidémis plinta
CMY, ACT/MIR ir DHA grupés. ACT/MIR variantas dazniausiai randamas K. pneumoniae, E. coli,
Enterobacter cloacae ir Enterobacter asburiae, CMY — E. coli, Citrobacter freundii, Citrobacter
braakii, Klebsiella spp., Proteus mirabilis, DHA — K. pneumoniae, E. coli ir Morganella morganii
bakterijose (Brandt et al., 2017).

Yra zinoma, kad karbapenemy minimali slopinanti koncentracija (MSK) gali bati
padidéjusi dél C klasés B-laktamaziy gamybos. Yra duomeny, kad AmpC kartu su poriny mutacija
(Lutgring ir Limbago, 2016) ir/arba padidéjusia iSmetamyjy pompy ekspresija (Quale et al., 2006),
prisideda prie atsparumo karbapenemams. Taigi bakterijos, kurios chromosomoje koduoja AmpC,
prie atsparumo karbapenemams gali prisidéti esant padidéjusiai AmpC raiskai, o kitos, tokios kaip K.
pneumoniae — koduojant AmpC plazmidéje. Daugelyje informacijos $altiniy teigiama, kad CKBL
nepasizymi karbapenemaziniu aktyvumu ir nesuardo P-laktaminio Ziedo, taciau neseniai buvo
nustatyta ADC-68 CKBL struktiira, kuri atskleidé, kad dél pokycio R2 ir C kilpose, ADC-68 veikia
kaip karbapenemazé (Jeon et al., 2014). Todél gali biti, kad vienas i§ AmpC veikimo budy prie$
karbapenemus yra karbapenemazinis. Be to, yra Zinoma, kad AmpC B-laktamazés gali kovalentiSkai
prisijungti prie karbapenemy ir taip sutrukdyti pasiekti savo taikinj. Jeigu AmpC raiSka yra
padidéjusi, poveikis karbapenemams tampa rySkesnis ir tai atsispindi padidéjusia karbapenemy MSK

(Boxtel et al., 2017).

1.4.4 D klasés karbapenemazés (DKK)

D klasés karbapenemazés dar yra vadinamos oksacilinazés (OXA) tipo fermentai. DKK
kaip A ir C klasés, aktyviajame centre turi sering, biiting fermentiniam aktyvumui. D klaséje yra
daugiau kaip 350 genetiSkai skirtingy fermenty, lyginant su A ir B klasémis, DKK pasizymi
silpniausiu aktyvumu prie§ karbapenemus. Be to, DKK neturi poveikio plataus spektro
cefalosporinams ir aztreonamui (Hammoudi et al., 2014). Kaip ir kity klasiy f-laktamazés, kai kurios
bakterijy ruSys DKBL turi chromosomose, 0 Kitos — tik plazmidése. Plazmidéje DKBL daZniausiai
yra randamos 1 klasés integronuose (Poirel et al., 2010). DKBL dazniausiai yra randamos
Acinetobacter spp., taCiau pastaruoju metu OXA-48 tampa vyraujanti karbapenemazé

Enterobacteriaceae seimoje (Glupczynski et al., 2016).
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1.4.4.1 OXA-48 karbapenemazé

Pastaruoju metu stebima daug tyrimy, kuriy metu aptinkama OXA-48 karbapenemaze
gaminancios bakterijos, i$skirtos tiek 1§ Zmoniy, tiek laukiniy ir naminiy gyviiny, uzterSto maisto
(Mairi et al., 2017). Pirmg karta OXA-48 buvo identifikuota 2001 metais K.pneumoniae izoliate
Turkijoje (Poirel et al., 2004). Siuo metu OXA-48 taip ir liko daZniausiai identifikuojama
K.pneumoniae, ta¢iau yra randama ir kitose Enterobacteriaceae rasyse, tokiose kaip E.coli,
E.cloacae, Enterobacter aerogenes, Citrobacter freundii ir kt. Bakterijy, gaminanc¢iy OXA-48,
sukeltos infekcijos nustatomos daugelyje pasaulio viety, ypatingai Europos Salyse ir VidurZzemio
juros regione (Mairi et al., 2017). I§ 2015 m. EuSCAPE tyrimo duomeny matyti, kad Europoje OXA-
48 labiausiai yra paplitusi Turkijoje ir Maltoje, kur situacija laikoma endeminé. Toliau seka Ispanija,
Pranciizija, Belgija ir Rumunija, ¢ia stebimas tarpregioninis paplitimas. Lietuvoje ir kitose 11 Saliy

uzregistruoti pavieniai atvejai (8 pav.) (Albiger et al., 2015).

B Neaptikta
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8 pav. OXA-48 koduojanéiy Enterobacteriaceae $eimos bakterijy paplitimas 38 Europos $alyse. 2015 m.
EuSCAPE tyrimo duomenys. Koreguota straipsnio (Albiger et al., 2015) iliustracija.

1.5 Karbapenemaziy ir C klasés B-laktamaziy nustatymas

Pagal EUCAST (Europos antimikrobiniy jautrumo tyrimy komitetas) rekomendacijas,
siekiant pagerinti infekcijy kontrole ir visuomenés sveikatg, yra svarbu identifikuoti atsparumo
karbapenemams mechanizmus (EUCAST guidelines for detection of resistance mechanisms and
specific resistances of clinical and/or epidemiological importance. Versija 2.0, 2017). Is B-

laktamaziniy fermenty, karbapenemazés ir AmpC cefalosporinazés gali bati  atsparumo
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karbapenemams priezastis (Lutgring ir Limbago, 2016). Yra zinoma, kad tiek AmpC, tiek
karbapenemazes gaminancios Enterobakterijos (KGE) yra siejamos su nepalankia prognoze, sunkiu
gydymu ir mirtingumo padidéjimu, todél yra svarbus tokiy izoliaty aptikimas norint suvaldyti
sukeliamy infekcijy plitimg ir Zinoti epidemiologing situacija (Helmy ir Wasfi, 2014). Tais atvejais,
jei nustatoma, kad pacientas yra kolonizuotas/infekuotas KGE, gali bati imtasi vykdyti tam tikras
rekomendacijas siekiant iSvengti KGE plitimo. Dazniausiai naudojamos rekomendacijos:
kolonizuoto/infekuoto KGE paciento izoliavimas, ranky ir aplinkos higienos sustiprinimas,
atsargumo priemoniy laikymasis kontaktuojant lankytojams ir ligoninés personalui su serganciuoju,
kolonizuoto paciento stebé&jimas (Albiger et al., 2015).

Egzistuoja jvairGs metodai, galintys patvirtinti, kad bakterija gamina ApmC ar
karbapenemazes. Dazniausiai jie yra suskirstomi j dvi pagrindines grupes (Hammoudi et al., 2014;
Asthana et al., 2014; Lutgring ir Limbago, 2016):

1. Fenotipiniai metodai: modifikuotas Hodge testas (MHT), karbapenemaziy ar AmpC
inhibitoriais paremti testai, chromogeniniai testai;
2. Molekuliniai metodai: polimerazés grandininé reakcija (PGR), nukleortigséiy hibridizacija

ir sekvenavimas.

1.5.1 Fenotipiniai metodai

Fenotipiniai metodai yra lengvai atliekami, nereikalauja specialios ir brangios jrangos.
Taciau tyrimo atlikimas trunka ilgai, 18-24 val., nes ant mitybiniy terpiy uzséta bakterijy kulttra yra
auginama per naktj. Né vienas Siuo metu esamas fenotipinis metodas nepasizymi reikiamu jautrumu
ir specifiskumu. MHT pasizymi gana aukstu specifiSkumu ir yra vienintelis CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute) rekomenduojamas fenotipinis metodas karbapenemaziy aptikimui
bakterijose (AlTamimi et al., 2017). Tac¢iau MHT nepasizymi dideliu jautrumu ir specifiskumas B
klasés karbapenemazéms yra zemas (Girlich et al., 2012). Tuo tarpu CLSI neturi jokiy rekomendacijy
AmpC aptikimui fenotipiniais metodais (Helmy ir Wasfi, 2014). Be to, fenotipiniai metodai néra

tinkami epidemiologinei analizei, nes nenustato, kuris tiksliai fermentas yra gaminamas.

1.5.2 Molekuliniai metodai

Karbapenemaziy ir AmpC cefalosporinaziy aptikimas molekuliniais metodais yra
jautrus ir specifiskas, i§ uzaugintos bakterijy kolonijos atliekamas pakankamai greitai, per 4-6 val.
(AlTamimi et al., 2017; Helmy ir Wasfi, 2014). Molekuliniy metody pagalba galima ne tik nustatyti,
kad bakterija gamina karbapenemazes ar AmpC, bet identifikuoti tiksly fermentg. PGR ir
nukleoriigs¢iy hibridizacija naudojama jau zinomy fermenty identifikavimui, o naujy fermenty
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aptikimui pasitelkiamas sekvenavimas (Lutgring ir Limbago, 2016). PGR pagrjsti metodai yra
laikomi auksiniu standartu zinomy karbapenemaziy ir AmpC geny aptikimui (Smiljanic et al., 2017;
Helmy ir Wasfi, 2014).

1.5.2.1 Polimerazés grandininé reakcija

PGR yra Kary Mullis 1980 metais iSrastas metodas, sukéles revoliucija biologijos
moksle (Mullis, 1990). 1994 m. uz PGR atradimg Kary Mullis gavo Nobelio premijg. Po §io metodo
atsiradimo labai prasiplété moksliniy, véliau ir klinikiniy, tyrimy galimybés, PGR panaudojimo sritys
dar ir dabar nenustoja pléstis (Valones et al., 2009). Viena i§ PGR naudojamy sri¢iy — zinomos sekos
geno paieska tiriamojoje DNR.

Straipsniy autoriai, ieSkodami atsparumo geny, naudojasi tiek jprasta PGR technologija,
kai PGR produktai vizualizuojami elektroforezés pagalba (Sayed et al., 2017), tiek tikralaike PGR
(TL-PGR), cia reakcijos produkty vizualizacija vyksta iSkart PGR metu ir yra galimybé gauti
Kiekybinius rezultatus. Didzioji dalis tyrimy autoriy renkasi greitesnj ir tikslesnj TL-PGR metoda,
vykdant viename meégintuvélyje vieno geno arba iSkart keliy geny (daugybiné TL-PGR) paieska
(Smiljanic et al., 2017; Weib et al., 2017). Naudojant TL-PGR galima gauti kiekybinius rezultatus,
tai reikalinga norint nustatyti chromosominio AmpC padidéjusia ekspresija (El-Hady ir Adel, 2015;
Mohd Khari et al., 2016). Siuo metu yra sukurti pradmenys daugeliui Zinomy karbapenemaziy ir
AmpC cefalosporinaziy, taip pat kuriami komerciniai rinkiniai, skirti daZniausiai pasitaikanciy
karbapenemaziy aptikimui (Hoffnung et al., 2017). Panaudojus TL-PGR, karbapenemaziy genai yra
aptikti tiek i$ pacienty iSskirtuose bakterijy izoliatuose, tiek ir upiy, vandens nuoteky, nuosédy
éminiuose (Subirats et al., 2017).

PGR atitinka tris svarbius kriterijus, reikalingus atsparumo genams aptikti: didelis
jautrumas ir specifiSkumas, greitas atlikimas. Taciau metodas turi ir vieng pagrindinj trikuma, tai yra
auksta jo kaina. Todél kartais PGR naudojimas bakterijy atsparumo tyrimams biina apribotas
(Nordmann ir Poirel, 2017).
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2. TYRIME NAUDOTI METODAI

2.1 Enterobacteriaceae izoliaty atranka ir rinkimas

Bakterijy izoliatai B-laktamaziy geny tyrimui buvo atrenkami vadovaujantis EUCAST
nurodytomis epidemiologinémis slenkstinémis vertémis (ESV). [ tyrimg buvo jtrauktos
karbapenemams atsparios arba maziau jautrios Enterobakterijos, kurios iSskirtos i§ jvairiy méginiy
VUL Santaros kliniky Laboratorinés medicinos centro Mikrobiologijos laboratorijoje. EUCAST
nurodo, kad nepaisant to, jeigu i§ MSK ir disky difuzijos metody slopinimo zonos gauta, kad bakterija
yra jautri (J) ar mazai jautri (MJ) karbapenemams, ji vis tiek gali buti potenciali karbapenemazés
nesiotoja. Todél pagal ESV, izoliatai, kuriy MSK reik§mé meropenemui yra didesné uz 0,12 mg/1 ir
disky difuzijos augimo slopinimo zonos skersmuo mazesnis uz 25 mm (1 lentelé), buvo atrenkami
tirlamyjy geny paieskai.

1 lentelé EUCAST nurodytos kritinés vertés karbapenemazes gaminancCiy Enterobacteriaceae atrankai

(EUCAST guidelines for detection of resistance mechanisms and specific resistances of clinical and/or
epidemiological importance. Versija 2.0, 2017).

Disku difuzijos zonos skersmuo
Kabrapenemas MSK (mgfl) l!(mm) sJu 10 pg disku
JIMJ ESV I/MJ ESV
Meropenemas <2 >0.12 222 <25
Imipenemas <2 >1 222 <23
Ertapenemas <0.5 >0.12 >25 <25

Enterobacteriaceae Seimos bakterijy izoliatai buvo renkami nuo 2017 m. balandZio
ménesio iki 2018 m. geguzés ménesio. Enterobakterijy izoliatai buvo gaunami i§ VUL SK
Mikrobiologijos laboratorijos, izoliatams laboratorijos personalas jau buvo nustates jautrumg
karbapenemams. Jeigu pagal ESV matyti, kad izoliatas tinkamas tyrimui (9 pav.), tada jis buvo
uzsaldomas pries tai atSviezinus kulttira. | tyrima pateko tik po vieng skirtingg Enterobakterijy riisiy

kultiirg 1§ kiekvieno paciento, todél tyrime dublikaty nebuvo.
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9 pav. Du Enterobakterijy izoliaty pavyzdziai, kurie buvo jtraukti j tyrima. A) Klebsiella pneumoniae izoliatas,
meropenemo (MEM) ir imipenemo (IMI) disky difuzijos zonos skersmuo yra mazesnis uz 25 mm. B)
Escherichia coli izoliatas yra atsparus visom MSK juosteléje pateiktoms IMI ir MEM koncentracijoms, MEM
ir IMI MSK reik§mé yra didesné uz 0,12mg/l (MEM) ir 1mg/I (IMI).

2.2 Kultiuiros at§viezinimas

IS bakterijy kulttiros, kuri laboratorijos personalo buvo uzauginta su MSK juostelémis
ar antibiotiky diskais, steriliu vatos tamponu (Copan Diagnostic Inc., Kanada) paimtas nedidelis
kiekis kultiros ir uzsétas ant kraujo agaro be priedy. Léksteléje uzséta kultira auginta termostate
(Memmert Ine 600,Vokietija) apie 18-24 val. prie 35 £1 °C.

2.3 Kultiiros Saldymas

Atsviezinta kultiira buvo uzsaldyta -80 °C Saldiklyje. Su 1 ul bakteriologine kilpele
(Biosigma, Italija) paimta atSviezintos kulttros kolonija ir perkelta j Viabank® (Medical Wire &
Equipment, Jungtin¢ Karalysté) Saldymo meégintuvélj. Svarbu, kad kolonija terpéje pasklisty, todél
uzsuktas mégintuvélis buvo vartomas delne. Pertekliné konservanto dalis, esanti vir§ rutuliuky,
nusiurbta 3 ml vienkartine pipete (Biosigma, Italija). Mégintuveliai perkelti j -80 °C Saldiklj (Thermo
Scientific, Jungtiné Karalysté) ir ten saugoti tol, kol bus surinktas pakankamas kiekis izoliaty TL-
PGR analizei.
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2.4 Tiriamosios medZiagos paruoSimas TL-PGR analizei

PGR tyrimui atlikti yra biitina turéti tiriamosios medziagos DNR. Tam tikslui i8

uzsaldyty kultiiry buvo uzauginta Sviezia bakterijy kulttira ir bakterijos suardytos karsciu.
2.4.1 Sviezios kultiros uzauginimas i3 uzsaldyty izoliaty

Uz8aldyta bakterijy kultiira buvo atSildyta kambario temperatiiroje ir lengvai suvartyta
delne. Sterily vatos tampong jmerkus j mégintuvélj su atSildyta kultiira, su tamponu bakterijos uzsétos

ant MacConkey agaro. Lékstelé su uzséta kultiira inkubuota 18-24 val. termostate prie 35 +1 °C.
2.4.2 Bakterijy ardymas

Su 1 pl bakteriologine kilpele buvo pakabinta $viezia kultara ir perkelta j 1,5 ml
mégintuvelj pries tai j jj jpylus 200 ul distiliuoto vandens. Gautas miSinys purtykle (Biosan FV-2400,
Latvija) supurtytas, kad bakterijos homogeniskai pasklisty vandenyje. Tada mégintuvélis 10 min
kaitintas prie 99 °C termo purtykléje (Biosan TS-100, Latvija), esant 300 aps/min. Kaitinant bakterijos
sienelé ir membrana yra suardomos, lastelés turinys issilieja ir nukleoriig§tys yra prieinamos PGR
fermentams (Dashti et al., 2009). Suardyty bakterijy miSinys iSkart naudotas TL-PGR analizei arba
laikytas -20 °C saldiklyje iki PGR tyrimo.

2.5TL-PGR

TL- PGR reakcija buvo atlieckama Rotor-Gene™ 3000 aparatu (Corbett research,
Australija), naudojant trijy zingsniy PGR programa: vienas ciklas - 10 min 95 °C, 40 cikly — 20 s 95
°C, 1 min 60 °C (55 °C isskirtinai GES, ACT, CMY-2 ir DHA geny taikiniams), 10 s 72 °C. Gauti TL-
PGR rezultatai analizuojami naudojant Rotor-Gene™ 3000 1.7 programing jrangg.

2.5.1 Naudoti pradmenys ir zondai, kontrolés

Reakcijai reikalingi KPC, GES, GIM, NDM, IMP, VIM, OXA-48 karbapenemaziy ir
ACT, DHA ir CMY-2 AmpC cefalosporinaziy pradmenys (2 lentelé) ir zondai (3 lentelé) buvo parinkti
dr. Maksim Brat¢ikov. Zondai reikalingi PGR produkty aptikimui. Kadangi viename TL-PGR
mégintuvélyje buvo gausinami trys taikiniai, naudoti trys skirtingi prie zondo prijungti
fluorochromai: FAM, HEX ir ROX.
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2 lentelé Tiriamyjy geny pradmeny nukleotidy sekos. Pradmens sekoje raidé R atitinka A arba G nukleotida
(nt), W—AarbaTnt, M—AarbaCnt,Y—-CarbaTnt,K—GarbaTnt, B—CarbaG arba T nt, N —bet kurj
nt. (T) ir (A) atitinkamai zymi tiesioginj ir atvirkstinj pradmenis.

B-laktamazés pavaG dei?l?mas Pradmens seka (5° - 3°)
<PC CGATACCACGTTCCGTCTGGAC (T)
TGTAAGCTTTCCGTCACGGC (A)
A klasés CGCAGCGTTTTGCAATGTGCT (T1)
karbapenemazés GES CCAGCGCTTCGCCATGTGCA (T2)
CCGCTCGGTGCCTGAGTCAA (Al)
GCTCGGTGCCGCTGTCGAT (A2)
CIM CTATCCAGGTGCTGGGCATACAG (T)
CTACGTAACCTAAGCCTTCCCAC (A)
\DM GAAGCTGAGCACCGCATTAGC (T)
_ GTGTGCTGCCAGACATTCGG (A)
B klases TGGTTTGTAGGGCGCGGCT (T1)
karbapenemazés
IMP TGGTTTGTGGARCGTGGCT (T2)
TCAGATGCATACGTGGGRATWGATYGAGA (A)
VIM GTGCGCTTCGGTCCMGTAGA (T)
GCCATTCAGCCARRTYGGCATC (A)
D klasés OXA8 GCGTGTATTAGCCTTATCGGCTGTG (T)
karbapenemazés CTCATTCCAGAGCACAACTACGCC (A)
ACT CTGGCRCAGTCNCGCTACTGG (T)
GTNGAGCCBGTTTTRTGBACCCAKGA (A)
. CGGGCGATATGCGTCTGTATGCA (T1)
CBkIIZEfs nﬁfgf DHA CGGGAAAGATGCGTCTGTATGCG (T2)
RGTCAGCAACTGCTCATAMGGCA (A)
CMY-2 AGTATTKCGTGACCGGRTCGYTGA (T)

TGATGCAGGAGCDGGCWATTCCG (A)

3lentelé TL-PGR produkty aptikimui naudoty zondy sekos. 5° gale prijungtas fluoroforas FAM arba HEX, 3°
gale — fluorescensija gesinantis dazas BHQ1. Zondo sekoje raidé R atitinka A arba G nt, W - A arba T nt, Y
—CarbaTnt,H-AarbaCarbaTnt,S—CarbaGnt, K—GarbaTnt,B-CarbaG arbaT nt, N — bet kurj

nt.

B-laktamazés Geno Zondo seka (5’ — 3?)
pavadinimas
, KPC FAM-TGAACTCCGCCATCCCAGGCG-BHQL
A klasés
karb :
arbapenemazes GES FAM-TTCAAGTTTCCGCTRGCCGCSCTG-BHQ1
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GIM FAM-TGACTCCTCACGAGGCAGCCACC-BHQ1
NDM HEX-TCGCCAAACCGTTGGTCGCCAG-BHQ1
B klasés
karbapenemazes HEX-TAGCGACAGYACRGGHGGAATAGAGTG-
IMP
BHQ1
VIM HEX-TCTATCCTGGTGCTGCGCATTCGRSC-BHQ1
D klasés
. OXA-48 FAM-TGCCWGCGGTAGCAAAGGAATGGC-BHQ1
karbapenemazés
HEX-TGGGARATGCTBAACTGGCCNGTNGA-
ACT
BHQ1
C klases AmpC | 5y 15 HEX-TCGGCCTGTTTGGTGCKCTGACCG-BHQL
B-laktamazés
CMY-2 FAM-TCGCSGCCCARCACRCCGTTA-BHQ1

Tyrimo metu, kaip teigiama kontrolé buvo naudojami Enterobakterijy izoliatai, turintys
tiriamus karbapenemaziy genus. Enterobakterijy izoliatai su Zinomais karbapenemaziy genais buvo
gauti i§ Svedijos, Baltijos regiono $aliy antimikrobinio atsparumo tinklo (angl. Baltic Antibiotic
Resistance collaborative Network). AmpC cefalosporinaziy tyrimui, teigiama kontrolé buvo gauta
sumaisius 186 Enterobakterijy izoliaty geneting medziaga. Atlikus tokio misinio TL-PGR, jame rasti
visy trijy tiriamyjy geny (ACT, DHA, CMY-2) taikiniai, todél toliau $is miSinys naudotas kaip
teigiama kontrolé. Neigiamai kontrolei vietoj tiriamosios DNR buvo naudojamas distiliuotas vanduo.
Darbo metu taip pat buvo naudojama vidiné kontrolé, reikalinga tiriamosios DNR izoliavimo
procediiros kontroliavimui ir galimo PGR slopinimo patikrinimui. Vidinei kontrolei buvo naudojama
dr. Maksim Bratcikov sukurta plazmidé su dirbtiniu fragmentu, Kuris yra gausinamas naudojant 4

lenteléje pateiktus pradmenis.

4 lentelé Vidinés kontrolés pradmeny sekos ir gausinamo produkto aptikimui naudojamo zondo seka. Zondo
5" gale prikabintas fluorochromas ROX, 3" gale — fluorescensija gesinantis dazas BHQ2. (T) — tiesioginis, (A)
— atvir§tinis pradmuo.

Pradmenys ir zondas Nukleotidy seka (5° — 3°)
Pradmuo (T) CCGAGGACGAAATGGAAGTG
Pradmuo (A) GGTGATGTTCTGAGTACATAGCGG
Zondas ROX-AAGGTGAACGTGGATGAAGTTGGTGG-BHQ2
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2.5.2 TL-PGR reakcijos misinio paruoSimas

PGR reakcijos miSinys buvo ruosiamas ir i$pilstomas j PGR mégintuvélius AirClean®
600 laminare (Starlab, Vokietija). Viename PGR mégintuvélyje buvo gausinami dviejy tiriamyjy
geny taikiniai ir vidinés kontrolés taikinys. Taigi iSviso buvo gausinami trys taikiniai, todél pirmiausia
buvo pasiruosiami pradmeny ir zondy miSiniai, kuriuos sudaro dviejy tiriamyjy geny ir vidinés
kontrolés pradmenys ir zondai (5 lentelé¢). Pradmeny ir zondy miSiniai véliau naudojami TL-PGR
reakcijos miSiniui gaminti.
5lentelé Pradmeny ir zondy miSiniai. A) GIM, VIM ir vidinés kontrolés pradmeny ir zondy misinys; B) KPC,
NDM ir vidinés kontrolés pradmeny ir zondy miSinys; C) DHA, CMY-2 ir vidinés kontrolés pradmeny ir

zondy misinys; D) GES, ACT ir vidinés kontrolés pradmeny ir zondy miSinys; E) OXA-48, IMP ir vidinés
kontrolés pradmeny ir zondy misinys. T — tiesioginis, A — atvirkstinis pradmuo.

A) B)
. Medzia . Medzia
Reagental Kiekiai (ilf) Reagental Kiekiai (%3)
ddH20 25 ddH20 25
GIM pradmuo T1 (100 uM) 10 KPC pradmuo T (100 uM) 10
GIM pradmuo A (100 uM) 10 KPC pradmuo A (100 uM) 10
GIM zondas (100 uM) 5 KPC zondas (100 uM) 5
VIM pradmuo T (100 uM) 10 NDM pradmuo T (100 uM) 10
VIM pradmuo A (100 uM) 10 NDM pradmuo A (100 uM) 10
VIM zondas (100 uM) S NDM zondas (100 uM) S
Vidinés kontrolés pradmuo T 10 Vidinés kontrolés pradmuo T 10
(100 uM) (100 uM)
Vidinés kontrolés pradmuo A 10 Vidinés kontrolés pradmuo A 10
(100 uM) (100 uM)
Vidinés kontrolés zondas (100 5 Vidinés kontrolés zondas (100 5
uM) uM)
Bendras kiekis 100 Bendras kiekis 100
C) D)
. Medzia . Medzia
Reagental Kiekiai (ilf) Reagental Kiekiai (illl)
ddH20 15 ddH20 15
DHA pradmuo T1 (100 uM) 10 GES pradmuo T1 (100 pM) 10
DHA pradmuo T2 (100 uM) 10 GES pradmuo T2 (100 uM) 10
DHA pradmuo A (100 uM) 10 GES pradmuo A (100 uM) 10
DHA zondas (100 uM) 5 GES zondas (100 uM) 5
CMY-2 pradmuo T (100 uM) 10 ACT pradmuo T (100 uM) 10
CMY-2 pradmuo A (100 uM) 10 ACT pradmuo A (100 uM) 10
CMY-2 zondas (100 uM) 5 ACT zondas (100 uM) 5
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Vidinés kontrolés pradmuo T 10 Vidinés kontrolés pradmuo T 10
(100 uM) (100 uM)
Vidinés kontrolés pradmuo A 10 Vidinés kontrolés pradmuo A 10
(100 uM) (100 uM)
Vidinés kontrolés zondas (100 5 Vidinés kontrolés zondas (100 5
uM) uM)
Bendras kiekis 100 Bendras kiekis 100
E)
_ Medziagy
Reagentai kiekiai (ul)
ddH20 15
OXA-48 pradmuo T (100 uM) 10
OXA-48 pradmuo A (100 uM) 10
OXA-48 zondas (100 pM) 5
IMP pradmuo T(1) (100 uM) 10
IMP pradmuo T(2) (100 uM) 10
IMP pradmuo A (100 uM) 10
IMP zondas (100 uM) 5
Vidinés kontrolés pradmuo T (100 10
uM)
Vidinés kontrolés pradmuo A (100
10
uM)
Vidinés kontrolés zondas (100 5
uM)
Bendras kiekis 100

Galutinis TL-PGR mi$inys buvo paruoS$iamas sumai$ius atitinkamais kiekiais ddHO,

SensiMix™ 11 Probe misinj (Bioline, Jungtin¢ Karalysté), pradmeny ir zondy misinj, vidinés

kontrolés plazmidg ir tiriamaja DNR (6 Lentel¢). Tiriamoji DNR ] reakcijos miSinj buvo dedama po

to, kai kiti TL-PGR miSinio komponentai buvo sumaisyti ir supilti j 0,1 ml PGR mégintuvélius

(Qiagen, Vokietija).

6 lentelé RL-PGR miSinio komponentai, reikalingi vienai reakcijai atlikti.

Reagentai Medziagy kiekiai (ul)
ddH20 6,186
SensiMix |1 Probe (2X) 7,5
Pradmeny ir zondy miSinys 0,3
Vidinés kontrolés plazmidé 0,014
DNR 1
Bendras kiekis 15
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2.6 Statistiné analizé

Grafikai sudaryti ir statistiné analizé atlikta naudojantis R 3.3.2 programin¢ jrangg
(Viena, Austrija). Rezultatams apibuidinti naudotos Sios charakteristikos: absoliutus skaicius (n),
procentas (%), vidurkis su standartiniu nuokrypiu (+SN) (normaliai pasiskirs¢iusiems duomenims).
Sapiro-Vilko testu nustatyta, ar duomenys yra pasiskirste pagal normalujj désnj. Pagal normalyji
désnj pasiskirséiusiy duomeny vidurkiy palyginimui buvo naudotas Stjudento t testas. Kokybiniy
kintamyjy daZniy palyginimui tarp dviejy grupiy naudotas X2 kriterijus (kai tikétini dazniai didesni
uz 5) ir Fiserio tikslusis kriterijus (kai tikétini dazniai mazesni uz 5). Skirtumai vertinami kaip

statistiskai reikSmingi tada, kai p reik§mé <0,05.

27



3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Per 14 ménesiy laikotarpj (2017-03 — 2018-05), remiantis EUCAST nurodytomis ESV,
tyrimui atlikti buvo surinkta 84 Enterobacteriaceae Seimos izoliatai, kuriems nustatytas atsparumas
arba sumazgéjes jautrumas karbapenemy grupés antibiotikams. TL-PGR metodu nustatyta, ar Sie 84
izoliatai turi GES, KPC, NDM, VIM, OXA-48, IMP, GIM karbapenemazes koduojanc¢ius genus ir
ACT, CMY-2, DHA AmpC p-laktamazes koduojancius genus. GES, ACT, CMY-2 ir DHA genai
papildomai buvo istirti dar 102 Enterobakterijy izoliatuose, surinktuose ankstesniy mety studenty.
Siuose 102 izoliatuose NDM, VIM, OXA-48, IMP ir GIM geny miisy darbo metu netyréme, nes 2017
metais jie buvo istirti Sariinés Vitkutés (Vitkuté, 2017). Toliau aptariant tiriamaja medZiaga laikoma,

kad tyrimo imtj sudaré 186 Enterobakterijy izoliatai.
3.1 Tiriamosios medZiagos duomeny analizé

Atrinkus tyrimui tinkamus Enterobakterijy izoliatus, nustatyta, kad j tyrima pateko
desimt skirtingy Enterobakterijy rasiy: Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Proteus mirabilis,
Enterobacter cloacae, Enterobacter asburiae, Enterobacter aerogenes, Enterobacter kobei, Serratia
marcescens, Citrobacter freundii ir Morganella morganii. Pati dazniausia bakterija buvo Klebsiella
pneumoniae (n=158), po jos seké Escherichia coli (n=7) ir Enterobacter cloacae (n=7), tuo tarpu
likusiy septyniy Enterobakterijy rasiy j tyrimg pateko daug mazesnis kiekis — po viena, du arba tris
bakterijy izoliatus (10 pav.). Suskirs¢ius tiriamus izoliatus j dvi grupes (1 — nustatytas atsparumas ir
2 — nustatytas sumazéjes jautrumas karbapenemams), abiejose grupése Klebsiella pneumoniae buvo
pati dazniausia bakterija. Tai patvirtina kity tyréjy duomenis, kad tarp Enterobakterijy, atsparios
karbapenemams dazniausiai bina Klebsiella pneumoniae, tuo tarpu kity riisiy bakterijoms atsparumas

nustatomas retai (Siever et al., 2013).
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Escherichia coli, 3.8 %
Enterobacter kobei, 1.1 %
Enterobacter cloacae, 3.8 %o

Enterobacter asburiae, 1.1 %
Enterobacter aerogenss, 1,6 %
Citrobacter freundii, 0.5 %
Serratfia marvcescens, 1.6 %
Proteus mivabilis, 1.1 %
Morganella morganii, 0,5 %

Klebsiella preumoniae, 84,9 %

10 pav. Skrituliné diagrama, vaizduojanti tyrimui atrinkty Enterobakterijy pasiskirstyma pagal riisis.

Didzioji dalis karbapenemams atspariy arba sumazéjusio jautrumo Enterobakterijy
VUL SK buvo i$skirta i§ iSmaty (n=134). Like izoliatai buvo iSskirti i§ kraujo (n=16), Slapimo (n=15),
po keturis izoliatus i$skirta i§ skrepliy ir pilvo ertmés eksudato, po tris — i zaizdos ir kateterio, po du
— 18 bronchy aspirato ir punktato ir po vieng izoliatg rasta piliuose i§ absceso ir skystyje i§ dreno (11
pav.). Didzioji dalis izoliaty buvo isskirta i§ iSmaty, kadangi Enterobakterijos yra natiiraliai Zarnyna
kolonizuojancios bakterijos. Ta¢iau pacientai, kuriy zarnyng yra kolonizavusios karbapenemams
atsparios Enterobakterijos, yra puikus tokiy Enterobakterijy pernesimo Saltinis. Be to, pacientams su
nusilpusia imunine sistema, kolonizavusios bakterijos gali sukelti endogening infekcija (McConville
et al., 2017), o mirStamumas nuo karbapenemams atspariy Enterobakterijy sukeltos infekcijos siekia
net 40% (Tangden ir Giske, 2015). Be iSmaty, daugiausiai Enterobakterijy iSskirta i§ Kraujo ir
Slapimo, tai reiskia, kad misy tiriamos karbapenemams atsparios arba sumaZzéjusio jautrumo

Enterobakterijos VUL SK dazniausiai sukélé kraujo ir §lapimo taky infekcijas.

29



T$matos, 72,4 %

Bronchy aspiratas, 1,1 %
Zaizda, 1.6 %

Slapimas, 8,1 %

Skystis i8 dreno, 0,5 %
Skrepliai, 2.2 %

1%
_Puliai i5 absceso, 0.5 %
Pilvo ertmés eksudatas, 2,2 %

Kraujas, 8.7 %
Kateteris, 1.6 %

11 pav. Skritulin¢ diagrama, vaizduojanti tyrimui atrinkty Enterobakterijy pasiskirstyma pagal tai, i$ kokios
tiriamosios medziagos Enterobakterija buvo i$skirta.

Didzioji dalis pacienty, kuriems buvo i$skirtos miisy tiriamos bakterijos, buvo vidutinio
ir vyresnio amziaus zmongés, daugiausia pacienty buvo tarp 50 ir 70 mety (12 pav.). Vidutinis amzius
sieké 56 + 17 metus, jauniausiam pacientui buvo 1 metai, o vyriausiam — 92 metai. Skirstant pacientus
pagal lytj, i§ motery i$skirty Enterobakterijy buvo 79 (42,7 %), i§ vyry — 106 (57,3 %). Vieno paciento
lytis buvo nezinoma. Vidutinis motery amzius sieké 56,4 + 16 metus, o vyry — 55 + 17,8. Statistiskai

reik§mingo amziaus skirtumo tarp vyry ir motery nenustatyta (p=0.511).
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12 pav. Pacienty, kuriems buvo iSskirtos tiriamosios bakterijos, amziaus histograma.

Eminiai, i§ kuriy buvo i3skirtos tyrimui tinkamos Enterobakterijos, j VUL SK
Mikrobiologijos laboratorija buvo gauti 1§ 18 skirtingy VUL SK skyriy, taip pat i§ Respublikinés
Vilniaus psichiatrijos ligoninés ir Medicina praktika gydymo jstaigos (7 lentelé¢). Daugiausia éminiy
gauta i§ VUL SK Kauly ¢iulpy transplantacijos (KCT) (jskaitant autologinés KCT poskyrj) (n=68),
Bendrosios hematologijos (n=60), Nefrologijos ir inksty transplantacijos (n=15) ir Reanimacijos ir
intensyvios terapijos (n=15) skyriy. I§ kity skyriy i$skirtas mazesnis skaicius karbapenemams atspariy
arba sumaze¢jusio jautrumo Enterobakterijy. Yra pastebéta, kad didesn¢ kolonizacijos ar infekcijos
karbapenemams atspariomis Enterobakterijomis rizika turi sunkiomis ligomis sergantys ligoniai,
pacientai po transplantacijy su dirbtinai slopinama imunine sistema (Mariappan et al., 2017). Tai
paaiskina faktg, kodél miisy tyrimo metu buvo stebimas didelis skaicius tiek karbapenemams atspariy,
tiek su sumazéjusiu jautrumu Enterobakterijy izoliaty, i$skirty ligoniams, kurie buvo hospitalizuoti
kauly ¢iulpy ir inksty transplantacija atlickanc¢iuose skyriuose. Be transplantacijy, yra ir kiti rizikos
veiksniai, tokie kaip piktybinés ligos, ilga hospitalizacija, invazinés procediros ir antibiotiky

vartojimas (Perez et al., 2014; Mariappan et al., 2017). Musy atveju j tyrimg pateko didelis skaicius
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éminiy i§ Bendrosios hematologijos skyriaus, kur yra gydomos piktybinés ir gerybinés kraujo ligos.

Kaip jau minéta, piktybinés ligos yra vienas i§ rizikos faktoriy, be to, kraujo ligy metu gali bati

pazeista imuniné sistema, pacientas gali tapti imlesnis infekcijoms, kurios gydomos antibiotikais. O

antibiotiky vartojimas yra dar vienas i§ karbapenemams atspariy Enterobakterijy kolonizacijos ir

infekcijos rizikos veiksniy. Abiejy iSvardyty rizikos veiksniy buvimas galéty paaiSkinti, kodel i§

Bendrosios hematologijos skyriaus ligoniy i$skirtas toks didelis skai¢ius karbapenemams atspariy ir

sumazéjusio jautrumo Enterobakterijy.

7 lentelé Tyrimui naudoty Enterobakterijy izoliaty pasiskirstymas pagal skyrius.

Gydymo jstaigos ir skyriai

Izoliaty skaicius (n; %0)

VUL SK

Anesteziologijos, reanimacijos ir operacinés skyrius 4,22 %
Bendrosios hematologijos skyrius 60; 32,2 %
Bendrosios ir abdominalinés chirurgijos skyrius 2;11%
Hematologijos ir onkologijos skyrius 2;1,1%
Intensyvios kardiologijos, reanimacijos ir intensyvios terapijos skyrius 2;1,1%
Kauly &iulpy transplantacijos (KCT) skyriug" 68; 36,5 %
Kritinés chirurgijos ir onkologijos skyrius 1;05%
Nefrologijos ir inksty transplantacijos skyrius 15; 8,2 %
Neurochirurgijos skyrius 1;0,5%
Onkoginekologijos skyrius 1;0,5%
| Pilvo chirurgijos skyrius 5, 27%
I, I1, 111 reanimacijos ir intensyvios terapijos skyriai 15; 8,2 %
Stacionarinés reabilitacijos SKyrius 1;0,5%
Sirdies chirurgijos skyrius 1;05%
Urologijos skyrius 2;11%
Vaiky onkohematologijos skyrius 3;1,6%
Medicina praktika 2;11%
Respublikiné Vilniaus psichiatrijos ligoniné 1,0,5%

Viso:

*Iskaitant autologinés KCT poskyrj.

186 izoliatai (100%)

3.2Karbapenemaziy geny tyrimas TL-PGR metodu

Auksciau aptarti Enterobakterijy izoliatai buvo tiriami TL-PGR metodu. Pirmiausia

buvo norima nustatyti, ar tiriamieji izoliatai koduoja pagrindines A klasés (KPC, GES), B klasés
(NDM, VIM, IMP, GIM) ir D klasés (OXA-48) karbapenemazes. Kaip jau minéta, KPC, NDM, VIM,

IMP, GIM ir OXA-48 karbapenemazés istirtos 84 izoliatuose (nes 102- juose jau buvo istirti ankséiau

(Vitkute, 2017)), o GES karbapenemaze tirta 186 Enterobakterijy izoliatuose.

Atlikus TL-PGR nustatyta, kad i§ 84 tirty Enterobakterijy izoliaty tik 1 izoliatas turi

OXA-48 karbapenemazés geng, 0 like 83 izoliatai nekoduoja nei vienos is tirty karbapenemaziy (13
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pav). OXA-48 karbapenemaze koduojantis izoliatas buvo Klebsiella pneumoniae bakterija. 1zoliatas
buvo isskirtas 1§ 72 mety vyro skrepliy, kurie ; VUL SK Mikrobiologijos laboratorijg buvo pristatyti
i§ Medicina praktika gydymo jstaigos. IS skrepliy iSskirtai Klebsiella pneumoniae bakterijai disky

difuzijos metodu nustatytas atsparumas tiek imipenemui, tiek meropenemui.
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13 pav. TL-PGR metu gautos amplifikacijos kreivés, i§ kuriy viena (pazyméta rodykle) vaizduoja K.
pneumoniae izoliato OXA-48 geno amplifikacijg. Kitos trys kreivés vaizduoja teigiamas kontroles.

Papildomai iStyrus dar 102 izoliatus dél GES karbapenemazés, rasti 2 GES
karbapenemazg koduojantys Enterobakterijy izoliatai (14 pav.). Taigi GES paplitimas tarp 186 tirty
Enterobakterijy izoliaty sudaro 1 %. Pirmasis GES koduojantis izoliatas buvo Seratia marcescens
bakterija, pastaroji i$skirta i§ 64 m. vyro kateterio. Tiriamoji medziaga j VUL SK Mikrobiologijos
laboratorijg buvo pristatyta i§ I reanimacijos ir intensyvios terapijos skyriaus. I§ kateterio i$skirta
Seratia marcescens buvo atspari tiek imipenemui, tiek meropenemui. Antrasis GES koduojantis
izoliatas buvo Klebsiella pneumoniae. Karbapenemaze gaminanti bakterija buvo isskirta i§ 43 m.
moters kraujo, kuris j laboratorija pristatytas i§ Anesteziologijos, reanimacijos ir operacinés skyriaus.
Siuo atveju, GES gaminanti bakterija nebuvo atspari karbapenemams, buvo tik sumazéjes jautrumas
antibiotikui. Meropenemo MSK buvo 0,38 mg/l. Sis pavyzdys patvirtina EUCAST nurodymus,
teigianCius, kad ne tik karbapenemams atspariis Enterobakterijy izoliatai turi buti tiriami del
karbapenemaziy geny. Enterobakterija, turinti net ir neZymiai sumazéjusj jautruma karbapenemui,

gali biiti potenciali karbapenemaziy gamintoja.
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14 pav. TL-PGR metu gautos amplifikacijos kreivés, i§ kuriy dvi (pazyméta rodykle) vaizduoja K. pneumoniae
ir Seratia marcescens izoliaty GES geno amplifikacija. Kitos dvi kreivés vaizduoja teigiamas kontroles.

Praeity mety Sariines Vitkutes tyrime ieSkant KPC, NDM, VIM, IMP, GIM ir OXA-48
geny VUL SK Mikrobiologijos laboratorijoje isskirtose Enterobakterijose, rasta, kad is 102
Enterobakterijy izoliaty, 1 koduoja NDM karbapenemaze (Vitkuté, 2017). Sudéjus pastaruosius
rezultatus su misy tyrimo metu gautais rezultatais, galime teigti, kad VUL SK Mikrobiologijos
laboratorijoje tarp 186 Enterobakterijy izoliaty, kuriems nustatytas atsparumas ar sumazéjes
jautrumas karbapenemams, OXA-48, NDM ir GES karbapenemaziy paplitimas siekia atitinkamai po
0,5 %, 0,5 % ir 1,1 %, tuo tarpu KPC, VIM, IMP, GIM karbapenemaziy genai neaptikti, paplitimas
lygus 0 %. Pries kelis metus vykstant EuSCAPE tyrimui, Lietuvoje per vieny mety laikotarpj (2014-
2015 m.) buvo identifikuoti 9 Enterobacter cloacae izoliatai gaminantys NDM karbapenemazg ir 2
Klebsiella pneumoniae izoliatai gaminantys OXA-48 karbapenemazg (Albiger et al., 2015). Tuo
tarpu metais anksCiau vykusiame Baltijos Saliy ir Rusijos tyrime, nenustatytas nei vienas
karbapenemazes gaminancios E. coli ir K. pneumoniae atvejis Baltijos Salyse (Pavelkovich et al.,
2014). Abiejy tyrimy metu nebuvo tirti GES genai, todél palyginti su misy gautais rezultatais
negalime. Nepaisant to, remiantis misy ir anksCiau aptarty tyrimy duomenimis, galime sakyti, kad
Lietuvoje karbapenemazés genai néra paplite ir karbapenemaziy gamyba néra pagrindine
Enterobakterijy atsparumo karbapenemams priezastis.

Lyginant miisy tyrimo rezultatus, gautus apie karbapenemaziy paplitimo situacijag VUL
SK Mikrobiologijos laboratorijoje iSskirtose Enterobakterijose, su kity Saliy duomenimis, galime rasti
akivaizdziy skirtumy. Tiriant Enterobakterijas, kurios j tyrimg buvo jtrauktos taip pat pagal EUCAST
nurodytas ESV, Ispanijoje karbapenemazes gamino net 54 % (Oteo et al., 2015), Prancizijoje — 22,9
% (Dortet at al., 2014), Nigerijoje — 15.2 % (Oduyebo et al., 2018) tirty Enterobakterijy. Irane 23,2
% karbapenemams atspariy Klebsiella pneumoniae gamina GES karbapenemazg (Firoozek et al.,
2016). IS duomeny matyti, kad kai kuriose Salyse karbapenemaziy gamyba yra daug daznesné

atsparumo karbapenemams priezastis. Taciau tokiose Salyse kaip Estija, Latvija, Norvegija, Kipras,
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Liuksenburgas, Makedonija ir Albanija, situacija yra panasi — karbapenemazés taip pat néra placiai
paplitusios (Albiger et al., 2015).

Jdomu, kad pacientai, kuriy éminiuose buvo nustatytos OXA-48 ir NDM
karbapenemazes gaminancios Enterobakterijos, buvo atvyke i§ uzsienio. Pirmasis pacientas buvo
atvykes 18 Baltarusijos, antrasis — i§ Latvijos, abu atvyke j Lietuva, dél tam tikry priezas¢iy kreipési |
Medicina praktika gydymo jstaiga. Zinant §j fakta, galima sakyti, kad nors Lietuvoje, o tiksliau VUL
SK, karbapenemaziy genai ir néra paplite, ta¢iau Zmonéms migruojant, karbapenemazes gaminanc¢ios
bakterijos gali i$plisti ir Lietuvoje. Sis tyrimas yra puikus pavyzdys, vaizduojantis vieng i§ priezas¢iy,
kodél karbapenemazes gaminancios bakterijos yra iSplitusios visame pasaulyje. Karbapenemazes
gaminancios Enterobakterijos iSplinta déka tarptautiniy kelioniy ir uzkrésto Siais mikroorganizmais
maisto gabenimo (Alotaibi et al., 2017). Masy pavyzdys rodo, kad déka tarptautinés migracijos,
karbapenemazes gaminancios bakterijos patenka j sritis, kur iki Siol jos nebuvo aptiktos. Kadangi
karbapenemaziy genai gali lengvai plisti tarp bakterijy déka plazmidziy ir transpozony, pacienty,
kurie yra kolonizuoti ar infekuoti karbapenemazes gaminanc¢iomis bakterijomis, migracija suteikia

puikias salygas karbapenemaziy genams pasiekti jy neturin¢ias bakterijas.

3.3 AmpC B-laktamaziy geny tyrimas TL-PGR metodu

ISsiaiskinus, kad didZioji dalis miisy tiriamy karbapenemams atspariy arba sumaze¢jusio
jautrumo Enterobakterijy nekoduoja karbapenemaziy, nutarta ieSkoti kity fermenty, kurie galéty
salygoti atsparumg karbapenemams. Kaip jau minéta, tarp B-laktamaziy yra ir kity fermenty, kurie,
manoma, galéty prisidéti prie atsparumo karbapenemams. Tai yra C klasei priklausan¢ios AmpC (-
laktamazés. Yra pastebéta, kad ACT, DHA ir CMY AmpC B-laktamaziy genai plinta tarp bakterijy
plazmidémis (Brandt et al., 2017). Panaudojus pradmenis ACT, DHA ir CMY-2 AmpC -
laktamazéms, TL-PGR metodu nustatyta, kad i§ 186 tirty Enterobakterijy izoliaty, 20 izoliaty koduoja
ACT, 4 izoliatai — CMY-2 ir 1 izoliatas — DHA AmpC B-laktamaze (8 lentelé). Taigi VUL SK
iSskirtose Enterobakterijose, kurios pasizymi atsparumu arba sumazéjusiu jautrumu karbapenemams,
ACT geno paplitimas siekia 10,7 %, CMY-2 geno — 2,1 % ir maziausiai i$ tiriamyjy geny yra paplites
DHA, jo paplitimas siekia tik 0,5 %.

Zvelgiant j nustatyty AmpC geny pasiskirstyma tarp rasiy, matyti, kad 5 i§ 158 tirty
Klebsiella pneumoniae izoliaty, 5 i§ 7 Escherichia coli ir Enterobacter cloacae izoliaty, 1 i$ 2 Proteus
mirabilis izoliaty ir visi tirti Enterobacter asburiae, Enterobacter aerogenes, Enterobacter kobel,
Morganella morganii, Citrobacter freundii izoliatai gamina vieng i§ AmpC cefalosporinaziy. Tik

Serratia marcescens riiSyje nesustatytas nei vienas genas i$ tirty AmpC geny grupés (8 lentelé). Nors
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Klebsiella pneumoniae rtsis sudaré didziaja dalj (85 %) tiriamy Enterobakterijy, taciau tik 20 % (5
izoliatai) AmpC koduojanéiy izoliaty priklausé Klebsiella pneumoniae rasiai. FiSerio tiksliuoju
Kriterijumi nustatyta, kad AmpC aptikimas tarp tirty rasiy néra vienodai daznas (p<0,001). AmpC
genai reCiau aptinkami Klebsiella pneumoniae riaiSyje ir dazniau Escherichia coli, Enterobacter
cloacae, Enterobacter asburiae, Enterobacter aerogenes, Enterobacter kobei, Proteus mirabilis,
Morganella morganii, Citrobacter freundii rasyse. Taip yra, nes Klebsiella pneumoniae bakterijoje
AmpC aptinkami tik plazmidéje, tuo tarpu kitos bakterijy risys tam tikras AmpC koduoja ir
chromosomoje (AmpC tik plazmidéje taip pat aptinkama Proteus mirabilis bakterijoje) (Hanson,
2003). Kaip jau buvo minéta, AmpC gali sukelti atsparumg karbapenemams tais atvejais, kai bakterija
jgyja plazmide su AmpC genais arba tada, kai padidéja chromosomoje esan¢iy AmpC geny raiska
(Majewski et al., 2016). Taigi, tarp tiriamy Enterobakterijy, 5 Klebsiella pneumoniae izoliatai ir 1
Proteus mirabilis izoliatas karbapenemams atspariis galéjo tapti dél AmpC geno plazmidéje, o
likusios rii§ys — dél chromosomoje koduojamy AmpC cefalosporinaziy padidéjusios raiskos ir taip

pat, galimai, dél jgytos plazmidés su AmpC genu.

8 lentele AmpC geny paplitimas tirtose Enterobakterijose.

Enterobacteriaceae rasis ACT DHA | CMY-2
Klebsiella pneumoniae (158) 5 - -
Escherichia coli (7) 2 - 3
Enterobacter cloacae (7) 5 - -
Enterobacter asburiae (2) 2 - -
Enterobacter aerogenes (3) 3 - -
Enterobacter kobei (2) 2 - -
Proteus mirabilis (2) 1 - -
Morganella morganii (1) - 1 -
Citrobacter freundii (1) - - 1
Serratia marcescens (3) = = -
IS viso: 20 1 4

Kaip pavaizduota 9 lenteléje, analizuojant kitus kintamuosius, nustatyta, kad moteris
reik§mingai dazniau nei vyrus (p=0,0028) kolonizuoja arba infekuoja AmpC gaminancios
Enterobakterijos. Be to, AmpC gaminantys izoliatai reik§mingai re¢iau nustatyti iSmatose
(p=0,0458), lyginant su kitomis tiriamosiomis medziagomis (kraujas, $lapimas, skrepliai, kateteris,
pilvo ertmés eksudatas, bronchy aspiratas, punktatas, piiliai i$ absceso, skystis i§ dreno). IS to
galétume daryti prielaida, kad karbapenemams atsparios arba maziau jautrios ir AmpC gaminancios

Enterobakterijos pacientams dazniau sukelia infekcijas nei kolonizuoja Zarnyng. Tuo tarpu sgrysio
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tarp paciento amziaus, bakterijos jautrumo imipenemui, meropenemui ir AmpC geny buvimo

tiriamose Enterobakterijose, nenustatyta.

9 lentelé Sarysis tarp paciento amziaus ir lyties, tiriamosios medziagos, bakterijos jautrumo imipenemui,
meropenemui ir AmpC cefalosporinaziy geny buvimo tiriamose Enterobakterijose.

AmpC Ampc
Kintamieji gaminantys negaminantys | IS viso . pv .
izoliatai izoliatai retkSme
Pacienty amzZius 0,3015
<50 mety 8 40 48
>50 mety 15 122 137
Lytis 0,0028
Vyrai 7 99 106
Moterys 17 62 79
Tiriamoji medZiaga 0,0458
ISmatos 14 121 134
Kita 11 40 52
Jautrumas imipenemui 0,4506
Atsparu 8 54 62
Mazai jautru 8 51 59
Jautru 4 54 58
Jautrumas meropenemui 0,9457
Atsparu 6 43 48
MaZzai jautru 12 72 84
Jautru 6 39 45

Kaip jau buvo minéta, AmpC fermentai gali prisidéti prie atsparumo karbapenemams
déka jy karbapenemazinio aktyvumo arba geb¢jimo prisijungti prie karbapenemy ir sutrukdyti jiems
pasiekti savo taikinj (Boxtel et al., 2017; Jeon et al., 2014). TL-PGR metu nustacius, kad 13,5 %
tiriamy Enterobakterijy koduoja AmpC cefalosporinazes, galime daryti prielaida, kad daliai tirty
Enterobakterijy atsparumas karbapenemams yra dél AmpC geny produkty veiklos. Zifirint j kity
tyréjy, kurie taip pat nustaté, kad karbapenemaziy gamyba tarp karbapenemams atspariy
Enterobakterijy néra iSplitusi, rezultatus, matyti, kad AmpC cefalosporinazés yra laikomos viena 18
atsparumo priezasciy. Kor¢jos mokslininky tyrimai parod¢, kad didzioji dalis karbapenemams
atspariy Enterobacter cloacae izoliaty nekoduoja karbapenemaziy geny, tac¢iau beveik visi koduoja
AmpC cefalosporinazes ir turi sumazéjusia poriny raiska (Lee et al., 2012). Todél atsparuma
karbapenemams sieja su AmpC cefalosporinaziy gamyba esant kurtu sumazéjusiai poriny, per
kuriuos karbapenemai patenka j bakterija, raiSkai. Piotr Majewski tyrimy grupé taip pat nustaté, kad

Enterobacter cloacae atsparumas karbapenemams yra susij¢s su pakitusia poriny raiska ir AmpC
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cefalosporinazémis. Sio tyrimo metu taip pat nustatyta, kad 97,7 % karbapenemams atspariy
padermiy AmpC raiska yra padidéjusi (Majewski et al., 2016). Nors miisy tyrimo metu nebuvo tirti
porinai, taiau buvo rasta nemaza dalis (13,5 %) AmpC koduojanc¢iy Enterobakterijy. Ateityje buty
jdomu patikrinti, ar $io tyrimo metu nustatyty AmpC koduojanciy izoliaty AmpC geny raiska
skiriasi nuo karbapenemams jautriy padermiy. Taip pat biity svarbu patikrinti kitus jautruma
karbapenemams jtakojancius veiksnius: porinus ir iSmetamgsias pompas. Panasu, kad VUL SK
iSskirtoms Enterobakterijoms karbapenemaziy ir AmpC cefalosporinaziy gamyba néra vienintelé

atsparumo karbapenemams priezastis.
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ISVADOS

1. Tarp VUL SK isskirty Enterobakterijy, karbapenemams atspari arba maziau jautri
dazniausiai yra Klebsiella pneumoniae (84,9 %) rasis. Tiriamos Enterobakterijos dazniausiai

i§skiriamos 50-70 mety pacientams, vyraujanti tiriamoji medziaga yra iSmatos (72,4 %).
2. Karbapenemaziy genai tarp karbapenemams atspariy arba sumazéjusio jautrumo
Enterobakterijy néra paplitg. GES paplitimas siekia 1 %, OXA-48 — 0,5 %, o GIM, VIM,

NDM, IMP karbapenemaziy — 0 %.

3. AmpC cefalosporinaziy genai yra labiau paplit¢ nei karbapenemaziy. ACT geno paplitimas
siekia 10,7 %, CMY-2 ir DHA atitinkamai 2,1 % ir 0,5 %.
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KARBAPENEMAMS ATSPARIU ENTEROBAKTERIJU FERMENTU GENU TYRIMAS
TIKRALAIKES PGR METODU

Santrauka

Karbapenemai yra [-laktaminiai antibiotikai, plac¢iai naudojami kovojant su
Enterobakterijy sukeltomis infekcijomis. Enterobakterijos yra gramneigiamos lazdelés, jos
kolonizuoja zmogaus zarnyng ir yra dazna sukeltos infekcijos priezastis (Nordmann et al., 2011). Yra
pastebima, kad tuo toliau, tuo daugiau karbapenemams atspariy Enterobakterijy nustatoma (Li et al.,
2018). Atsparumo plitimas yra tapes didele problema, nes mir§tamumas nuo KAE sukeltos infekcijos
siekia net 40 % (Tangden ir Giske, 2015). Viena i§ atsparumo karbapenemams priezas¢iy yra
karbapenemaziy arba kity B-laktamaziy gamyba (Walsh, 2010).

Sio tyrimo tikslas buvo nustatyti, ar VUL SK Mikrobiologijos laboratorijoje isskirtos
karbapenemams atsparios arba maziau jautrios Enterobakterijos koduoja KPC, NDM, VIM, OXA-48,
IMP, GES karbapenemazes ir ACT, CMY-2 ir DHA AmpC B-laktamazes. Nustatymas atliktas TL-
PGR metodu, kuris laikomas auksiniu standartu karbapenemaziy ir AmpC B-laktamaziy nustatymui
(Smiljanic et al., 2017; Helmy ir Wasfi, 2014). Atlikus tyrimg iSsiai$kinta, kad tarp tiriamy
Enterobakterijy VUL SK GES ir OXA-48 karbapenemaziy geny paplitimas siekia atitinkamai 1 % ir
0,5 %, o GIM, VIM, NDM, IMP karbapenemaziy — 0 %. AmpC B-laktamaziy genai yra labiau paplite,
ACT geno paplitimas siekia 10,7 %, CMY-2 ir DHA atitinkamai 2,1 % ir 0,5 %. I§ gauty rezultaty
matyti, kad VUL SK isskirtoms Enterobakterijoms karbapenemaziy ir AmpC cefalosporinaziy

gamyba néra vienintelé atsparumo karbapenemams priezastis.
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DETECTION OF ENZYMES BY REAL-TIME PCR IN CARBAPENEM RESISTANT
ENTEROBACTERIACEAE

Summary

Carbapenems are [-lactam antibiotics commonly wused for treatment of
Enterobacteriaceae infections. Enterobacteriaceae (Gram-negative bacili) are inhabitants of the
intestinal flora and are the common human pathogens causing infections (Nordmann et al., 2011).
The prevalence of carbapenem-resistant Enterobacteriaceae is increasing (Li et al., 2018). Infections
caused by these bacterias have been associated with high mortality rates of approximately 40 %
(Tangden ir Giske, 2015). One of the carbapenem resistance mechanisms is production of the
carbapenemase or other -lactamase (Walsh, 2010).

The purpose of this work was to determine if the carbapenem resistant or less sensible
Enterobacteria extracted in the VUH SC Microbiology laboratory contain KPC, NDM, VIM, OXA-
48, IMP, GES karbapenemase and ACT, CMY-2, DHA AmpC B-lactamase genes. For this purpose we
used RT-PCR which are suggested as the gold standard technique for identification of carbapenemase
or AmpC [B-lactamase genes (Smiljanic et al., 2017; Helmy ir Wasfi, 2014). According to the results,
the prevalence of GES and OXA-48 carbapenemase genes reaches 1 % and 0,5 %, whereas GIM, VIM,
NDM, IMP carbapenemase genes haven't been detected. AmpC B-lactamase genes were more
prevalent. The prevalence of ACT, CMY-2 and DHA genes reaches 10,7 %, 2,1 % and 0,5 %.
According to the results obtained, production of carbapenemases and AmpC B-lactamases isn't the
only reason why Enterobacteria extracted in the VUH SC Microbiology laboratory have resistance to

carbapenems.
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Padéka

Esu dékinga VUL SK Mikrobiologijos laboratorijai uz suteikta galimybe ir salygas
atlikti magistro baigiamaji darba. Nuosirdziai dékoju savo darbo vadovui dr. Maksim Bratcikov ir
darbo konsultantei dr. Silvijai Kiverytei uz pagalbg atliekant tyrimus ir rasant darba, uz kantrybe ir

draugiskuma. Taip pat dékoju visai laboratorijos komandai uz draugiska priémima ir jaukig aplinka.
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