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I[VADAS

Gram-neigiamos bakterijos Acinetobacter baumannii yra pasaulio
ligoninése paplit¢ Zmogaus oportunistiniai patogenai. Bakterijos ypac
pavojingos kritiniy bikliy ligoniams ir daZniausiai sukelia dél plauciy
ventiliavimo jgyta pneumonija, sepsj, taip pat meningita, endokarditg, odos
bei mink$tyjy audiniy bei Slapimo taky infekcijas (Harding, 2018). Dél
pastargji deSimtmet] iSaugusio atsparumo antibiotikams A. baumannii
patenka tarp didZiausig dalj komplikacijy hospitalizuotiems pacientams
sukelian¢iy mikroorganizmy (Giammanco ir kt., 2017). Siuo metu plinta
dauginiu atsparumu antibiotikams (DAA) pasiZymintys A. baumannii
izoliatai, kuriy sukelty infekcijy gydymas yra sudétingas ir daznai
neveiksmingas (Holt ir kt., 2016). A. baumannii iSplitimg ligoninése lémé
keliy pandeminiy klony iSskirtinis gebéjimas prisitaikyti prie klinikinés
aplinkos (Zarrilli ir kt., 2013), i$ kuriy labiausiai paplite ir didZiaja dalj visy
infekcijy sukelia pirmasis ir antrasis pandeminiai klonai (angl. international
clones, IC Lir IC II) (Zarrilli ir kt., 2013; Dahdouh ir kt., 2017).

A. baumannii pasiZymi itin dideliu genomo variabilumu (Imperi ir kt.,
2011; Snitkin ir kt., 2011; Eijkelkamp ir kt., 2014). Pandeminiai klonai
skiriasi koduojamy virulentiniy geny rinkiniais ar jy variantais, kas nulemia
skirtingas kloniniy izoliaty virulentines savybes (Eijkelkamp ir kt., 2014).
Pastaraisiais metais pasaulio ligoninése stebimas antro pandeminio klono
izoliaty intensyvus plitimas, kuris siejamas su iSaugusiu atsparumu
karbapenemams (Kim ir kt., 2017a; Pournaras ir kt., 2017). Prie
A. baumannii plitimo taip pat prisideda ir kiti bakterijos iSvystyti, su
virulentiSkumu siejami molekuliniai mechanizmai — gebéjimas adhezuotis
prie medicininés jrangos pavirSiy, atsparumas sausoms aplinkos salygoms,
Seimininko imuninei sistemai bei sgveikos su eukariotinémis lastelémis
ypatumai (Harding, 2018). A. baumannii geba prisitaikyti prie jvairiy
aplinkos salygy. Sioms bakterijoms bidingas fenotipiniy savybiy keitimas,
uztikrinantis iSgyvenamuma tiek infekcijos Zidinyje, tiek uZ infekuoto
Seimininko riby (Tipton ir kt., 2015; Chin ir kt., 2018).

A. baumannii patogenezés mechanizmai dar gana menkai istirti. Zinoma,
kad bakterijy virulentiSkumui svarbiis su Igstelés pavirSiumi susije veiksniai,
pvz. bakterijy saveika su abiotiniais ir biologinés kilmeés pavirSiais lemiantys
adhezinai, nuo aplinkos salygy apsaugantys iSoriniai egzopolisacharidai,
virulentinius veiksnius pernesancios iSorinés membranos pislelés ar jvairias



bakterijos savybes moduliuojantys transkripcijos reguliatoriai (Lee ir kt.,
2017; Wong ir kt., 2017).

leSkant naujy gydymo strategijy prieS DAA A. baumannii, reikalingi
detalis bakterijos patogenezés tyrimai (Isler ir kt., 2018). Tarp
perspektyviausiy, antibiotiky terapija pakeisti galin¢iy gydymo bidy, yra
jvardijamos aktyvi ir pasyvi imunizacijos (Dickey ir kt., 2017). Galimi
antigenai turéty biti | bakterijos iSor¢ eksponuoti lgstelés komponentai,
pasizymintys dideliu konservatyvumu ir paplite tarp skirtingy A. baumannii
izoliaty. D¢l gebéjimo aktyvinti imuning sistema, ilgi iSoriniai bakterijy
adhezinai Siuo metu vis dazniau tiriami kaip potenciallis vakciny prie§
bakterines infekcijas kandidatai (Badmasti ir kt., 2015; Sheel ir kt., 2016).

Si disertacija apima Lietuvos ligoninése cirkuliuojanéiy A. baumannii
virulentiniy savybiy ir lastelés pavirSiniy struktiiry vaidmens bakterijos
patogenezéje tyrimus bei naujy vakcinos kandidaty paieska.

Sio darbo tikslas buvo istirti klinikinés kilmés A. baumannii savybes ir
su jomis siejamus molekulinius komponentus, svarbius bakterijy
virulentiSkumui.

Tikslui pasiekti buvo iskelti tokie uzdaviniai:

e Nustatyti pandeminiams klonams priklausanciy A. baumannii
fenotipines savybes ir atskleisti jy sgsajas su virulentiSkumu;

e Nustatyti A. baumannii pavirSiaus komponenty reik§me
virulentinéms bakterijos savybéms;

o IStirti A. baumannii su lastelés pavirSiumi asocijuota Blp1 baltyma
kaip potencialy kandidatg vakcinos suktrimui.



Mokslinis naujumas

Siame darbe pirma karta i§samiai apibudintos Lietuvos ligoninése
cirkuliuojanciy ir labiausiai paplitusiy A. baumannii pandeminiy klony
virulentinés savybés. Nustatyta, kad jud¢jimo ir pelikulés formavimo
fenotipai yra iSskirtinai biidingi pirmo pandeminio klono A. baumannii
izoliatams. Taip pat, pirma karta parodyta, kad pandeminiy klony izoliatai
tarpusavyje skiriasi sintetinamy kapsulés polisacharidy profiliais. Nustatyta,
kad kapsulé yra svarbi A. baumannii atsparumui serumo komplemento
sistemai ir infekcijai in vivo.

Siame darbe parodyta, kad IC II pandeminio klono A. baumannii izoliatai
pasizymi skirtingomis lastelés pavirSiaus hidrofobinémis/hidrofilinémis
savybémis, kas lemia skirtingas S8iy izoliaty virulentines savybes.
Hidrofilinémis pavirSiaus savybémis pasiZymintys izoliatai yra labiau
atspariis dzitivimui, pasizymi geresne adhezija prie eukariotiniy lasteliy,
sintetina storesn¢ lastelés apvalkalo struktirg ir yra virulentiSkesni in vivo,
ta¢iau formuoja plonesne bioplévele nei hidrofobinémis savybémis
pasizymincios A. baumannii.

Parodyta sgsaja tarp A. baumannii geb¢jimo formuoti bioplévelés
struktiirg ir izoliaty paplitimo ligoninése. ISanalizavus A. baumannii 1C 11
pandeminio klono reprezentatyviy izoliaty — II-a ir II-f — genomy sekas,
parodyta hidrofobiniy savybiy sgsaja su perneSama pACICU?2 tipo plazmide.

Darbe apibiidinti nauji, su A. baumannii virulentiSkumu siejami YgaU ir
GltI baltymai. Atskleistos naujos Igstelés pavirSiaus baltymy — OmpA ir
Blp1 savybés: juos koduojanciy geny varianty sasaja su izoliaty kloniSkumu
bei geny varianty reikSme virulentinéms savybéms.

Pirmg karta apibiidinta OmpA baltymo saveikos su peptidoglikanu
reikSmé A. baumannii fiziologijai ir patogenezei — bakterijos sienelés
integralumo palaikymui, lgstelés dalijimosi procesui, virulentiniy savybiy
pasireiSkimui.

Peliy sepsio modelyje, taikant aktyvig ir pasyvig imunizacijas, pirma
kartg apibiidintas antigenas — A. baumannii Blp1 baltymo fragmentas — kaip
naujas vakcinos kandidatas pries klinikiniy izoliaty sukeliamas infekcijas.
Parodyta, kad antigenas veikia efektyviau nei OmpA antigenas tiek in vitro
serumo indukuotos opsonofagocitozés atveju, tiek taikant aktyvia
imunizacijg infekcijos modelyje pelése.



Ginamieji disertacijos teiginiai:

e A. baumannii pandeminiy klony izoliatai skiriasi savo virulentinémis
savybémis;

e A. baumannii pavirSiaus hidrofiliSkumas lemia padidéjusj bakterijy
virulentiSkumag, tafiau néra palanki savybé klinikiniy izoliaty
iSplitimui;

o A. baumannii OmpA, Blp1, YgaU ir GItI baltymai yra virulentiSkumo
veiksniai ex vivo ir in vivo;

e OmpA baltymo periplazminio domeno saveika su peptidoglikanu
lemia daugiafunkcinj baltymo vaidmenj A. baumannii patogenezéje;

e Blpl baltymo C-galinis fragmentas yra efektyvus antigenas taikant
aktyvig imunizacija, o Blpl-antiserumas apsaugo nuo A. baumannii
infekcijos pasyvios imunizacijos metu.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Hospitalinés kilmés infekcijos

Per pastaruosius deSimtmecius stebimas hospitaliniy (ligoninése jgyty)
infekcijy skai¢iaus augimas. Sio tipo infekcijos pasireiské 7 % hospitalizuoty
pacienty iSsivysCiusiose Salyse ir 10 % besivystanCiose Salyse (Raja
Danasekaran ir Annadurai, 2014). Ypac¢ didelis jy daznis nustatomas
intensyvios terapijos skyriuose (Vincent ir kt. 2009). Sio tipo infekcijas gali
sukelti tiek virusai ar bakterijos, tiek jvairiy rusiy grybeliai. Visgi didZiausia
dalj visy uzkraty sudaro antibiotikams atspariy bakterijy infekcijos, kurios
daznai pasibaigia mirtimi (Khan ir kt., 2017). Atsparumo antibiotikams
problema ir alternatyviy gydymy bidy trikumas nulémé hospitaliniy
infekcijy i$plitimg viso pasaulio ligoninése.

Gydymo istaigose cirkuliuojancios bakterijos pasiZzymi dauginiu
atsparumu antibiotikams (DAA), kurj jgyja dél intensyvaus vaisty naudojimo
gydymo jstaigose. Esant antibiotiky spaudimui, padauggja atsitiktiniy
mutacijy atsparumg lemianciuose genuose daznis ir suintensyvéja judriyjy
genomo elementy pernasa tarp skirtingy bakterijy. Tokiu biidu patogeninés
bakterijos geba kaupti atsparuma lemiancias genetines determinantes ir
iSgyventi naudojant net ir naujausios kartos antibiotikus.

Ligoninése tarp DAA bakterijy labiausiai paplit¢ oportunistiniai
patogenai — Staphylococcus aureus, Clostridium difficile, Acinetobacter
baumannii, Escherichia coli, Bacteroides fragilis, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa (Khan ir kt., 2017). Tokios bakterijos dazniausiai
nesekretuoja Zmogui pavojingy toksiny ir sveikam individui pavojaus
nekelia. Visgi esant nusilpusiam imunitetui Zmogaus imuniné sistema
nesugeba tinkamai kovoti su infekcija, todé¢l pasireiskia bakterinés infekcijos
poZymiai. Biitent dél Sios prieZasties rizikos grupe uzsikrésti oportunistine
infekcija sudaro ypa¢ jauno arba senyvo amziaus zmonés, taip pat
imunosupresuoti (Zmogaus imunodeficito virusg turintys ar gydomi
chemoterapija) ligoniniy pacientai. Oportunisting infekcija gali sukelti tiek
natiiralios Zmogaus mikrofloros, tiek aplinkoje randami mikroorganizmai
(Brown ir kt., 2012). Oportunistiniai patogenai iSsiskiria savo geb¢jimu
prisitaikyti prie jvairiy aplinkos salygy. DaZniausiai tokios bakterijos geba
modifikuoti savo fenotipg taip, kad galéty iSgyventi tiek infekuotame
individe, tiek uz Seimininko riby (dirvoZemyje ar ant jvairiy pavirsiy).
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Pastaruoju metu tarp visy hospitalines infekcijas sukelianciy ir DAA
fenotipu pasiZyminciy patogeny labiausiai auga A. baumannii sukeliamy
infekcijy skai€ius (Giammanco ir kt., 2017). Intensyvios terapijos skyriuose
iki 20 % visy infekcijy sukelia Sios ruSies bakterijos (Vincent ir kt., 2009).
A. baumannii paplitimg pasaulio ligoninése 1émé Sios bakterijos genomo
plastiSkumas, gebéjimas kaupti su atsparumu ir virulentiSkumu susijusius
genus, kitos su prisitaikymu prie aplinkos salygy susijusios savybés.

1.1.1. A. baumannii sukeliamos infekcijos

Acinetobacter genties bakterijos yra gliukozés nefermentuojancios,
aerobinés, Gram-neigiamos kokobacilos. Manoma, kad pirmasis
Acinetobacter genties izoliatas buvo iSskirtas 1914 metais ir tuo metu
pavadintas Mima polymorphia (§iuo metu Acinetobacter lwoffii) (Wong ir
kt., 2017). Acinetobacter sukeliamy infekcijy skai¢ius pradéjo sparciai augti
apie 1960-1970 metus ir siejamas su intensyvios terapijos skyriy atsiradimu
(Glew ir kt., 1977). A. baumannii yra didZiausiu virulentiSkumo potencialu
pasiZymintis genties atstovas ir sudaro apie 80 % visy Acinetobacter
sukeliamy infekcijy (Joshi ir Litaje, 2013). Per pastarajj deSimtmetj apie 40
% registruoty intensyvios terapijos pacienty miréiy atvejy susieta su
A. baumannii sukelty infekcijy komplikacijomis (Alsan ir Komplas, 2010).
A. baumannii gali sukelti jvairius susirgimus, tarp kuriy daZniausi
negalavimai yra dél ventiliavimo jgyta pneumonija, taip pat sepsis,
meningitas, endokarditas, odos bei minkStyjy audiniy ar Slapimo taky
infekcijos. Nustatyta, kad bakterijos ligoninése plinta jsitvirtindamos ant
jvairiy medicininiy jrenginiy pavirSiy, pvz. kateteriy ar intubacijos
vamzdeliy (Chiang ir kt., 2018). D¢l atsparumo aplinkos salygoms ant tokiy
pavirSiy A. baumannii bakterijos, negaudamos vandens ar papildomy maisto
medZiagy, sugeba iSlikti gyvybingos net iki keliy ménesiy (Alsan ir
Klompas, 2010).

Siuo metu ligoninése plinta A. baumannii izoliatai, priskiriami trims
pagrindiniams pandeminiams klonams IC (angl. international clones), i$
kuriy pirmo (IC 1) ir antro (IC II) klony izoliaty sukeliamos infekcijos sudaro
didZiaja dalj (iki 99 %) visy A. baumannii infekcijy (D'Arezzo ir kt., 2009).
Naujausiy tyrimy duomenimis, ligoninése sparciai plinta IC II A. baumannii
izoliatai (Gogou ir kt., 2011; Kim ir kt., 2017a; Pournaras ir kt., 2017). Tai i$
dalies susij¢ su klonui priklausan€iy izoliaty iSskirtiniu atsparumu
karbapenemy klasés antibiotikams, kurie plac¢iai naudojami A. baumannii
infekcijy gydymui (Zr. 1.1.2 skyrelj). Pandeminiams klonams A. baumannii
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priskiriamos remiantis trikomponente tipavimo sistema, kuri pagrjsta
reprezentatyviy geny seky analize. Visgi dél A. baumannii genomo
plastiSkumo, tam paciam klonui priklausantys izoliatai gali pasiZyméti gana
dideliu genomy seky variabilumu, todél kartu su trikomponentine tipavimo
sistema, taikomi ir kiti genotipavo budai. Pulsuojancio lauko gelio
elektroforeze (angl. pulsed field gel electrophoresis, PFGE) leidZia priskirti
izoliatus pandeminiams klonams, bei jvertinti filogenetinj atstuma tarp
izoliaty. Naudojant §] metoda, bakterijy DNR imobilizuojama agarozéje, kur
nukleoriigstys hidrolizuojamos restrikcijos endonukleaze, atpazjstancia retas
sekas. Kintancios krypties elektrinis laukas iSskirsto didelius hidrolizuotos
DNR fragmentus. Tokiu biidu, net ir vieno nukleotido poky¢iai gali pakeisti
restrikcijos profilj ir pakankamu jautrumu iSskirstyti izoliatus j skirtingus
pulsotipus (Povilonis ir kt., 2013). Dalis A. baumannii izoliaty negali buti
priskiriami nei vienam klonui, tokie izoliatai vadinami nekloniniais arba
unikaliais izoliatais.

Be jau aprasyty tipavimo sistemy taip pat naudojamos ir kitos, pvz. rep-
PCR ar amplifikuoty fragmenty ilgio polimorfizmo tyrimu (angl. RFLP)
paremti metodai. Be pilnos genomo sekoskaitos, detaliausiai bakterijy
izoliatus apibtudina daugybiniy seky sekoskaitos analizé (angl. multilocus
sequence typing, MLST). Siuo metu paplite du $ios sistemos tipai, skirti
analizuoti A. baumannii izoliatus: Pasteur-MLST ir Oxford-MLST sistemos
(https://pubmlst.org/abaumannii/), kurios seky analizei naudoja i§ dalies
skirtingus geny rinkinius. Remiantis analizés rezultatais izoliatai gali biiti
suskirstyti j vadinamuosius sekos tipus (ST). Siuo metu Pasteur-MLST

o
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skirtingy ST, turinéiy tuos pacius 6-7 alelius.
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skirtingi A. baumannii ST tipai,
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baumannii
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ST45, ST54, ST85, ST368,



ST369, ST191, ST195, ST208 izoliatai (Gogou ir kt., 2011; Huang ir kt.,
2014a). 2013 m. atlikto tyrimo duomenimis, pandeminiams klonams IC I ir
IC I priklausantys izoliatai nustatomi visame pasaulyje, tuo tarpu IC III,
CCl15, CC32, ST25 ir STS2 izoliatai kol kas iSskirti tik keliose Europos
valstybeése, o CC79 ir ST78 tipai — atitinkamai Brazilijoje ir Italijoje (Zarrilli
ir kt., 2013). IS §iy duomeny galime matyti, kad tam tikri A. baumannii ST
tipai placiai paplitg, tuo tarpu kiti identifikuoti tik tam tikruose regionuose.

Visgi net ir remiantis visomis iSvardintomis tipavimo sistemomis,
jmanoma nepastebéti svarbiy genomo pokycCiy, kurie gali turéti jtakos
A. baumannii su virulentiSkumu siejamoms savybéms. Todél pilna genomo
sekoskaita iSlieka tarp patikimiausiy metody, leidZianc¢iy apibudinti
populiacijos genotipus.

1.1.2. A. baumannii dauginis atsparumas antibiotikams

DAA fenotipu pasiZymintys A. baumannii izoliatai §iuo metu sukelia apie

60 % visy A. baumannii infekcijy ir §i dalis vis auga (1.2 pav.). Dar apie
1970 m. ligoninése iSskirtos A. baumannii buvo jautrios daugumai
naudojamy antibiotiky. Siuo metu klinikose cirkuliuojantys izoliatai jprastai
btina atsparts trijy-penkiy skirtingy klasiy antibiotikams, pvz.
fluorochinolonams, aminoglikozidams, tetraciklinams, cefalosporinams,
karbapenemams ir kt. (Giammanco ir kt., 2017). Didelj susiriipinimg kelia
izoliaty, atspariy [-laktamams, fluorochinolonams ir aminoglikozidams,
intensyvus plitimas. Pastaraisiais metais klinikose pradeda cirkuliuoti
A. baumannii izoliatai, atsparlis ,,paskutinio pasirinkimo* antibiotikui
kolistinui (Mendelson ir kt., 2018). Higienos instituto duomenimis,
Lietuvoje Acinetobacter spp. bakterijy sukeltos infekcijos yra daZniausios
tarp visy kity nustatyty mikroorganizmy sukeliamy hospitaliniy infekcijy ir
sudaro apie 12 % visy

10 i nustatyty  hospitaliniy

Pseudomonas 1 11 ]

80 iy, Daadane infekcijy atvejy.

g 60 Escherichia coli AntlblOtlkl} pOVelle
a . v
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1.2 pav. Dauginiu atsparumu pasiZyminéiy bakterijy Antibiotiky veikimo
procentinés dalies pokyciai pasaulyje 2004-2014 metais

(pagal Giammanco ir kt., 2017). mechanizmai yra labai
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jvairiis. Chinolony klasei priklausantys antibiotikai atrankiai prisijungia prie
DNR girazés ar topoizomerazés IV aktyviyjy centry ir tokiu biidu slopina
DNR replikacija. Rifampicinai jungiasi prie RNR polimerazés  subvieneto.
Aminoglikozidai, tetraciklinai, chloramfenikoliai ir makrolidai slopina
baltymy sinteze, prisijungdami prie ribosomos subvienety. Sulfonamidai ir
trimetoprimas bakterijoje slopina folio riigSties biosintezg. Placiausiai
vartojama antibiotiky klasé — P-laktamai — slopina bakterijos sienelés
sintez¢, blokuodami transpeptidaziy (PBP), atsakingy uZz peptidoglikano
grandiniy sujungimg per Soninius oligopeptidus, veikima.

A. baumannii i§vysté jvairius antibiotiky nukenksminimo mechanizmus
(1.3 pav.). Antibiotiky patekimas ] Igstele gali biiti ribojamas sumazinant
antibiotikus pernesanciy poriny (OmpF, OprD ir kt.) veiklg. ] bakterijos vidy
jau patekusius junginius aktyvios pernasos biudu gali paSalinti iSneSimo
siurbliai (angl. efflux pumps). Prie A. baumannii atsparumo antibiotikams
prisideda ir palyginus maZas iSorinés membranos pralaidumas (Wong ir kt.,
2017). Ta daugiausiai lemia iSorinéje membranoje esantis nedidelis kiekis
mazos molekulinés masés poriny. Parodyta, kad A. baumannii iSorinés
membranos pralaidumas cefalosporinams yra 2-17 karty mazesnis palyginus
su P. aeruginosa pralaidumu (Vila ir kt., 2007). A. baumannii bakterijose
nuslopinta plataus substratinio specifiSkumo antibiotiky nesikliy (AdeABC ir
AdelJK) raiska. Padidéjusi antibiotiko taikinio raiSka taip pat gali sukelti
atsparumg antibiotikams dél funkcinio kompensavimo (Munita ir Arias,
2016). Visi §ie veiksniai apsunkina antimikrobiniy medziagy veikima.

II. Atsparumas aminoglikozidams ¥ i |. Atsparumas [-faktamams:
A, AMF degradatiia; et i e

E. Pernajos sistemes; - B. Pemagos sistemos;

C. Pri= ribosamy A C. B-laktamazes;
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1.3 pav. A. baumannii iSvystyti atsparumo f-laktamy, aminoglikozidy, chinolony ir
kolistino klasiy antibiotikams mechanizmai. AMF — aminoglikozidus modifikuojantys
fermentai; PBP — peniciling suriSantis baltymas (pagal Asif ir kt., 2018).
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Apsaugai nuo tetraciklino tarp A. baumannii plinta fet grupés genai,
koduojantys antibiotiky i§nasSos siurblius ir apsauginius ribosomy baltymus,
blokuojancius tetraciklino prisijungima. Aminoglikozidy klasés antibiotikus
bakterijos daZniausiai nukenksmina juos modifikuodamos fermenty pagalba.
Tam naudojamos savitosios acetiltransferazés (AAQ),
nukleotidiltransferazés (ANT) ar fosfotransferazés (APH) (Van Hoek ir kt.,
2011). Taip pat klinikiniuose A. baumannii izoliatuose nustatytas armA
genas, koduojantis 16S rRNR metilaze, kuri apsaugo nuo aminoglikozidiniy
antibiotiky jungimosi prie ribosomos (Doi ir kt., 2007). Prie§ chinolony
klasés antibiotikus, kurie daZznai naudojami klinikoje, A. baumannii tampa
atsparios atsiradus spontaninéms mutacijoms gyrA ir parC genuose,
atitinkamai koduojanciuose DNR girazg¢ ir topoizomeraze IV, todél
antibiotikai negali specifiSkai jungtis prie $iy fermenty ir tokiu btidu slopinti
DNR sintezés (Ugolotti ir kt., 2016). B-laktamus bakterijos gali hidrolizuoti
pasitelkdamos specifines P-laktamazes. IS viso bakterijose nustatyta > 300
skirtingy B-laktamaziy (Van Hoek ir kt., 2011). Kitas biidas nukenksminti
B-laktaminiy antibiotiky veikimg yra pakitusio taikinio-transpeptidazés
(PBP), prie kurio negali jungtis antibiotikas, sintezg.

Iki Siol klinikoje gausiausiai vartojami antibiotikai B-laktamai, pagal savo
B-laktamo Ziedo modifikacijas, skirstomi j klases, i§ kuriy daZniausiai
vartojami  karbapenemai, monobaktamai, karbacefemai, oksacefenai.
A. baumannii antibiotikus hidrolizuoja naudodamos jvairias p-laktamazes.
Sie fermentai skirstomi j tipus, priklausomai nuo jy substratinio
specifiSkumo. A. baumannii savo genomuose ar plazmidése daZniausiai
koduoja cefalosporinazes (AmpC), oksacilinazes (OXA-23, OXA-24,
OXA-40, OXA-51, OXA-58), iSplésto spektro [P-laktamazes (ESBL).
DidZiausig susiripinimg kelia iSplites atsparumas karbapenemams, kuriuos
hidrolizuoja karbapenemazés: serino oksacilinazés ir metalo-f-laktamazés
(MBL) (Dortet ir kt., 2014). ISplésto spektro B-laktamazés lemia didZiausia
dalj A. baumannii atsparumo karbapenemams atvejy (Labarca ir kt., 2016).
blapxa.»; genas pirmg karta nustatytas 1985 m. ir nuo tada izoliatai, turintys $j
gena, i8plito po viso pasaulio ligonines (Amudhan ir kt., 2011). Pastaruoju
metu stebimas intensyvesnis A. baumannii izoliaty, priklausanciy IC II
klonui, plitimas lyginant su IC I izoliatais. Manoma, kad plitima bent i$
dalies galéjo lemti IC II izoliatuose daZniau aptinkami atsparuma
karbapenemams lemiantys genai. IC II izoliatuose Zymiai daZniau nustatomi
karbapenemazes koduojantys genai blapxa.2;, blaoxa.24u40, NOTS atsparuma
aminoglikozidams lemiantys genai aadB, aacCl, aphA6, aphAl yra daZnesni

IC I klono izoliatuose, kurie, matyt, neatsveria karbapenemaziy teikiamos
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naudos bakterijy iSlikimui klinikoje (Minandri ir kt., 2012; Povilonis ir kt.,
2013; Kim ir kt. 2017b; Pournaras ir kt., 2017).

Prie A. baumannii atsparumo karbapenemams taip pat prisideda ir
peniciling prijungianciy baltymy (angl. penicilin binding protein, PBP)
modifikacijos bei iSorinés membranos baltymy veikimas (Zarrilli ir kt.,
2013). A. baumannii 29 kDa CarO baltymas — iSorinés membranos porinas —
gali pernesti tiek meropenema, tiek imipenemg (Catel-Ferreira ir kt., 2011),
o esant antibiotiky spaudimui sumazgja CarO ar kito porino — OprD — raiska
(Moran-Barrio ir kt., 2017). Neseniai nustatyta, kad A. baumannii AB5075
izoliate su kai kuriais iSorinés membranos porinais (OmpA, CarO, OmpW)
sgveikauja karbapenemazé¢ OXA-23 (Wu ir kt., 2016a), kas taip pat galéty
lemti iSaugusj atsparuma Sios klasés antibiotikams.

D¢l iSaugusio atsparumo jvairiy klasiy antibiotikams, §iuo metu su
A. baumannii infekcijomis kovojama pasitelkiant kolisting (polimiksinas E)
kaip paskuting antimikrobin¢ priemon¢. Nors antibiotikas atrastas dar
pra¢jusio amZziaus viduryje, dél toksiSkumo inkstams ir nervy sistemai jo
buvo atsisakyta. Vis délto, po kurio laiko jis buvo vél grazintas klinikiniam
naudojimui dél DAA fenotipo atsiradimo bakterijose. Kolistinas yra
polikationinis polipeptidas, turintis tiek hidrofiline, tiek hidrofobine sritis.
Kolistinas sgveikauja su bakterijy lipopolisacharido (LPS) lipidu A
iSstumdamas kalcio ir magnio jonus. Be to hidrofobinés kolistino grupés
jsiterpia ] iSoring membrang ir taip ja destabilizuoja. Nerimg kelia tai, kad
ligoninése intensyvéjant kolistino naudojimui, atsiranda jam atsparis
izoliatai. 2017 m. duomenimis kolistinui atspariy bakterijy aptikta penkiuose
Zemynuose (>30 Saliy) (Yi ir kt., 2017). A. baumannii atsparumg kolistinui
jgauna naudodama du mechanizmus (Boinett ir kt., 2019). Pavieniy
nukleotidy mutacijos pmrCAB geny lokuse, kuris koduoja dvikomponenting
reguliacijos sistemg, aktyvina visg eile geny, koduojanéiy LPS
modifikuojancius fermentus. Suintensyvéjusi fermento fosfatidiletanolamino
transferazés sinteze, aktyvina fosfoetanolamino grupés pernasa ant lipido A
ir taip apsaugo bakterija nuo kolistino poveikio (Adams ir kt., 2009). Antras
mechanizmas apima pavieniy nukleotidy mutacijas uz lipido A sinteze
atsakinguose genuose IpxA, IpxC ir IpxD, dél ko bakterijos visai nustoja
sintetinti lipidg A. Netekus lipooligosacharidy, sumazéja bakterijy pavirsiaus
neigiamas krivis ir teigiamai jkrautas kolistinas nebegali efektyviai jungtis
prie A. baumannii (Thi Khanh Nhu ir kt., 2016).

Prie DAA bakterijy plitimo pastaraisiais deSimtmeciais ypa¢ prisideda
judrieji genomo elementai (plazmidés, integronai, transpozony atsparumo

salos), kuriuose daZniausiai ir yra sutelkti atsparumo genai. A. baumannii
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pasizymi ypatingu gebéjimu kaupti jvairias atsparumg antibiotikams
lemiancias genetines determinantes. Integronai, kaip ir tanspozonai, yra
genetinés struktiiros, uztikrinanc¢ios sriciai savitagja DNR rekombinacija.
Integronai koduoja integraziy int genus, atsakingus uZ atsparumo geny
iterpimg ir iSkirpima. Tarp klinikiniy A. baumannii izoliaty labiausiai paplite
pirmos klasés integronai. IS atsparumo genus perneSanciy plazmidZiy
daZniausiai aptinkamos GR2 ir GR6 replikony grupés plazmidés (Povilonis
ir kt., 2013; Zarrilli ir kt., 2013). Transpozonai, koduojantys genomines
atsparumo salas, gali jsiterpti j plazmides, Salia kity jau esanciy atsparumo
geny ir rekombinacijos biidu juos jterpti | savo neSamg atsparumo salg.
Tokiu biidu perneSamos atsparumo salos kaupia atsparumo genus ir plinta
tarp skirtingy bakterijy. DaZnai tokios atsparumo salos gali koduoti
ispudinga  skaiCiy atsparumg lemianCiy genetiniy determinanciy.
Pranciizijoje DAA fenotipu pasiZymin¢iame A. baumannii izoliate buvo
pirma karta nustatytas 86-kb regionas, vadinamas AbaR1 atsparumo sala
(Fournier ir kt., 2006). Sioje saloje aptikti net 45 atsparumo genai, tarp kuriy
— VEB-1, AmpC, OXA-10 p-laktamazés ir jvairts aminoglikozidus
modifikuojantys fermentai bei antibiotiky iSmetimo siurbliai. Véliau
nusttatyta 37,8 kb atsparumo sala, pavadinta R1215, sukaupusi aacCl,
aadAl, aphAlb, blaTEM, catAl, sull ir tetA genus, kurie lemia atsparuma
gentamicinui, streptomicinui, spektinomicinui, kanamicinui, ampicilinui,
chloramfenikoliui, sulfamethoksazolui ir tetraciklinui (Blackwell ir kt.,
2016). Si sala, nors ir su savitais genetiniais skirtumais, randama IC L ir IC II
klony izoliatuose, kas liudija evoliuciskai ankstyva atsparumo geny kaupima
A. baumannii genomuose. Daugyb¢ kity maZesniy atsparumo geny saly, pvz.
ISAbal, 1SAba9 ir kt., buvo nustatytos jvairiose pasaulio ligoninése
iSskirtuose A. baumannii izoliatuose (Sung ir kt., 2012; Kim ir Ko, 2015).
Lietuvoje paplitusiems A. baumannii izoliatams taip pat biidingos atsparumo
salos, siejamos su atsparumu tetraciklinams bei aminoglikozidams
(Seputiené ir kt., 2012). Be to, i§skirtinai IC II izoliatuose nustatyta pAB120
plazmidé, koduojanti gena blapxa.7,, lemiant] atsparumg karbapenemams
(Povilonis ir kt., 2013). Svarbu paminéti, kad tiek atsparumo salose, tiek
kituose judriuosiuose genomo elementuose esancios genetinés determinantés
yra linkusios persitvarkyti, kisti tarp individualiy A. baumamnnii izoliaty,
tokiu biidu sukuriant naujas atsparumo geny kombinacijas (Blackwell ir kt.,
2016).
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1.2. Su virulentiSkumu siejami A. baumannii veiksniai

Acinetobacter spp. bakterijos aptinkamos jvairiose aplinkose -
dirvoZemyje, vandens telkiniuose, ant augaly ir gyviiny, taip pat ir ant
Zmogaus odos. Kai kurios Acinetobacter riSys, pvz. A. calcoaceticus,
A. lwoffii, A. nosocomialis ir A. pittii gali sukelti infekcijas
imunosupresuotiems individams, ta¢iau ligoninése labiausiai paplitusi ir
didziausia rizika kelia A. baumannii (Wong ir kt., 2017). Sios rasies
bakterijos retai randamos ant Zmogaus odos ar kitose aplinkose ir daZniausiai
aptinkama tik ligoninése, tod¢l sunku nusakyti bakterijy pirminj paplitimo
Saltinj.

2007 m. atlikta pirmojo A. baumannii ATCC 17978 genomo sekoskaita
atskleidé, kad net 17,2 % visy skaitymo rémeliy seky yra susitelkusios
28-i0se ne A. baumannii kilmés genetinése salose (Smith ir kt., 2007a). Net
16-oje i$ jy aptikti genai, kitose bakterijose siejami su virulentiSkumu, pvz.
IV tipo sekrecijos sistemos komponentai, su lastelés sienelés sinteze siejami
veiksniai, piliy sintezés komponentai, geleZies jsisavinime dalyvaujantys ir
su atsparumu antimikrobinéms medZiagoms susij¢ veiksniai (1.1 lentelé).

Skirtingy A. baumannii izoliaty genomy palyginimas atskleidé¢ iSskirtinai
didel; bakterijos genomo plastiSkumg. Skirtingiems izoliatams budinga
nevienoda kintamoji genomo dalis (nerandama visuose A. baumannii
genomuose), didesne¢ tokio genomo dalj turéjo IC II izoliatai (Imperi ir kt.,
2011).

1.1 lentelé. A. baumannii ATCC 17978 genome rastos ne A. baumannii kilmés genetinés
salos. Vaidmuo patogenezéje nustatytas pagal homologija su kitomis patogeninémis
bakterijomis arba i§ funkciniy tyrimy (pagal Smith ir kt., 2007a).

Ne A.

.. Regionas .
baumannii dzios i Galimas
kilmés (pra 2108 10 Funkcija vaidmuo
.. pabaigos L.
genetiné patogenezéje
sala geny nr.)
1 54-70 Lastelés sienelés apykaita Taip
2 119-130 Autoinduktoriaus sintezé Taip
3 213-226 NeZinomos funkcijos baltymai Ne
4 642-748 IV tipo sekrecijos sistema Taip
5 796-809 Aminoriigs¢iy metabolizmas Ne
6 981-995 Antimikrobinis atsparumas Taip
7 1164-1192 Aminortig§¢iy metabolizmas Taip
8 1382-1399 Ksenobiotiky degradacija Ne
9 1409-1426 Lastelés metabolizmo baltymai Ne
10 1455-1542 Fenilacto rigsties sintezé Ne
11 1566-1580 Aminoriigs¢iy metabolizmas Ne
12 1602-1617 Taurino metabolizmas/atsparumas arsenui Ne
13 1665-1681 Piliy sinteze ir iSnaSa Taip
14 1755-1814 NeZinomos funkcijos baltymai Taip
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15 1863-1878 Vitamino B, metabolizmas Ne

16 1919-1934 Antimikrobinis atsparumas Taip
17 1962-1999 Antimikrobinis atsparumas Taip
18 2012-2103 Antimikrobinis atsparumas Taip
19 2190-2201 Aminortig§¢iy metabolizmas Taip
20 2261-2313 Nezinomos funkcijos baltymai Taip
21 2349-2368 GelezZies jsisavinimas Taip
22 2581-2594 Antimikrobinis atsparumas Taip
23 2659-2704 Antimikrobinis atsparumas Taip
24 2942-2960 Lastelés metabolizmo baltymai Ne
25 3246-3276 Atsparumas sunkiesiems metalams Ne
26 3346-3355 Lipidy metabolizmas Ne
27 3600-3616 NeZinomos funkcijos baltymai Ne
28 3760-3780 Antimikrobinis atsparumas Taip

Atlikus filogeneting genomy analizg, aiSkiai iSsiskyré IC I ir IC II
izoliatai (1.4 pav., A). A. baumannii turéjo vidutiniSkai apie ketvirtadalj
geny, unikaliy kiekvienam analizuotam izoliatui, lyginant su bendru
koduojanciy seky skai¢iumi (1.4 pav., B). Genai, kurie buvo rasti visuose
A. baumannii izoliatuose, buvo susij¢ su jvairiais lgstelés metaboliniais
procesais, adhezija ir judéjimu, tarplgsteliniu jutimu (angl. cell-cell sensing),
gelezies jsisavinimu bei atsparumu antimikrobinéms medZziagoms. Taigi,
didZioji dauguma su virulentiSkumu susijusiy geny buvo randami visuose
tirtuose genomuose ir nebuvo saviti konkreciai vienai bakterijai. Tai galéty
liudyti, kad, kitaip nei atsparumg antibiotikams lemianciy geny atveju,
A. baumannii izoliatai néra linke jsisavinti naujy su virulentiSkumu siejamy
geny, o jy patogeniSkumas pasireiSkia dél virulentiniy veiksniy, kurie buvo
budingi A. baumannni pirmtakui, i§ kurio evoliucionavo S§iuo metu
klinikinéje aplinkoje cirkuliuojantys izoliatai. Sig prielaida patvirtina ir tai,
kad lyginant per pastargji deSimtmet] iSskirtus A. baumannii izoliatus su
daugiau nei prie$ penkiasdeSimtmetj aptiktu ATCC 17978 izoliatu, bendras
genomo dydis liko beveik nepakites, o visi su virulentiSkumu siejami genai
aptinkami ir anksciau iSskirtuose izoliatuose. Vis délto, tarpusavyje lyginant
IC Iir IC I izoliaty genomus, buvo nustatyti tam tikri pokyciai ir genuose,
susijusiuose su virulentiSkumu (Eijkelkamp ir kt., 2014). IC II klono izoliatai
linke daZniau koduoti papildomus, su virulentiSkumu siejamus genus, pvz.
iSorinés membranos adhezinus Ata ir OmpA-17, fosfoetanolamino
transferazg EptA ir uz IV tipo piliy glikozilinimg atsakinga
oligosachariltransferaze TfpO. Taip pat, buvo aptikti keli su virulentiSkumu
susije veiksniai, daugiausia su jvairiy siderofory sintezés sistemomis susije
genai, budingi tik konkretiems pavieniams izoliatams (Sahl ir kt., 2013).
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1.4 pav. Skirtinguose A. baumannii genomuose koduojamy seky palyginimas. A —
pandeminiams klonams priklausanciy ir unikaliy izoliaty filogenetiné analizé (pagal Imperi ir
kt., 2011). B — pandeminiams klonams priklausanc¢iy ir unikaliy izoliaty geny persidengimai
(pagal Eijkelkamp ir kt., 2014).

Siekiant nustatyti potencialius A. baumannii virulentiSkumo veiksnius,
tarpusavyje lyginti klinikinés kilmés A. baumannii genomai su ne
antropogeninés kilmés A. baumannii SDF izoliato (iS blusos) genomu, taip
pat su nepatogeninés dirvoZemyje aptinkamos artimos riisies — Acinetobacter
baylyi — genomu. Rezultatai parodé, kad A. baylyi genomas neturéjo 475
klinikinés kilmés A. baumannii geny, i§ kuriy beveik pusés neturéjo
A. baumannii SDF izoliatas. Vis délto, didzioji dauguma Siy geny buvo
susije su bendrais metaboliniais procesais, transkripcijos reguliavimu ir tik
keli genai buvo susij¢ su acilhomoserino laktono kvorumo sistema
(angl. quorum sensing system) ir piliy komponentais. Be to, papildomi
tyrimai parodé, kad A. baumannii bakterijoms acilhomoserino laktono
kvorumo sistema néra svarbi modelinio organizmo Galleria mellonella
kolonizavimui (Peleg ir kt., 2009). Galiausiai, A. baumannii genomuose
nebuvo nustatyta Zinomy toksiny — citoliziniu ar hemoliziniu aktyvumu
pasizymin¢iy baltymy —  homology. Tai rodo, kad A. baumannii
patogeniskumas galéty biiti iSreikstas tik per iSskirtinj §io patogeno gebéjima
prisitaikyti prie ligoninés aplinkos ir kolonizuoti infekuota organizma
naudojant jprastai visoms bakterijoms biidingas savybes, pvz. judéjimo,
geleZies jsisavinimo, kvorumo jutimo ir kitus mechanizmus. Taip pat svarbu
tai, kad A. baumannii genomuose yra bene dvigubai daugiau transkripcijos
reguliatoriy, negu jy turi A. baylyi genomas. Todél pagristai manoma, kad
A. baumannii virulentiSkumas galéty buti skirtingos geny raiSkos pasekme
(Antunes ir kt., 2014).

Su virulentiSkumu susijusiy A. baumannii geny nustatymui daZniausiai
pasitelkiamos transpozony mutanty bibliotekos, mutantinius klonus
atrenkant pagal konkrecCias fenotipines savybes. Deja, dé¢l atrankos sistemy
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netobulumo (neatitikimo realioms infekcijos salygomis) mutanty bibliotekos
nepadéjo nustatyti naujy toksiny ar patogenezés mechanizmy. Kita strategija
remiasi virulentiSkumo veiksniy, randamy kitose patogeninése bakterijose,
homology paieska A. baumannii genomuose. Tokiu biidu buvo nustatytos,
pvz. baltymy glikozilinimo ir sekrecijos sistemos (Harding ir kt., 2018a).

Iki Siol nustatyti su A. baumannii virulentiSkumu siejami veiksniai ir jy
jtaka patogenezei apibendrinti 1.2 lenteléje. Reikia pastebéti, kad dauguma
iki Siol paskelbty A. baumannii virulentiSkumo tyrimy atlikti naudojant pries
>50 m. iSskirtus, prie laboratorijos salygy prisitaikiusius ir maZu
virulentiSkumu pasiZymincius izoliatus — daugiausiai ATCC 17978 ir ATCC
19606 (Wong ir kt., 2017). D¢l genetiniy ir molekuliniy jrankiy, tinkamy tirti
klinikinius izoliatus, triikumo, itin stokojama duomeny apie S§iuo metu

ligoninése cirkuliuojanciy bakterijy virulentines savybes.

1.2 lentelé. Su virulentiSkumu siejami A. baumannii veiksniai (pagal Lee ir kt., 2017).

VirulentiSkumo Pasiiilytas vaidmuo Saltiniai
veiksnys patogenezéje
Porinai (OmpA, Adhezija ir invazija, apoptozés  Choi ir kt., 2005; Gaddy ir kt.,

Omp33-36, Omp22,
CarO, OprD-like)

Kapsulés
polisacharidai

Fosfolipazé (PLC ir
PLD)

Bap

ISorinés membranos
puslelés (angl. outer
membrane vesicle,
OMYV)

Gelezies jsisavinimo
sistema
(acinetobaktinas ir
NfuA)

Cinko jsisavinimo
sistema (ZnuABC ir
ZigA)

Magnio jsisavinimo
sistema (MumC ir
MumT)

1I tipo sekrecijos

indukcija, atsparumas
serumui, biopléveliy
formavimas, atsparumas
antimikrobinéms medZiagoms

Atsparumas serumui,
iSgyvenimas audiniy
infekcijos modelyje,
biopléveliy formavimas
Atsparumas serumui, invazija,
iSgyvenimas in vivo

Biopléveliy formavimas,
adhezija

VirulentiSkumo veiksniy ir
antibiotikams atsparuma
lemianciy geny pernasa

I8gyvenimas in vivo,
atsparumas antimikrobinéms
medZziagoms, infekuoty
lasteliy gyvybingumo
mazinimas

I8gyvenimas in vivo

I8gyvenimas in vivo

I8gyvenimas in vivo
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2009; Kim ir kt., 2009; Lee ir
kt., 2010; Fernandez-Cuenca ir
kt., 2011; Smani ir kt., 2012;
Rumbo ir kt., 2014; Wang ir
kt., 2014; Huang ir kt., 2016
Russo ir kt., 2010; Iwashkiw ir
kt., 2012; Lees-Miller ir kt.,
2013

Camarena ir kt., 2010; Jacobs ir
kt., 2010; Stahl ir kt., 2015;
Fiester ir kt., 2016

Loehfelm ir kt., 2008

Kwon ir kt., 2009; Jin ir kt.,
2011; Rumbo ir kt., 2011;
Moon ir kt., 2012; Jun ir kt.,
2013; Li ir kt., 2015

Gaddy ir kt., 2012; Penwell ir
kt., 2012; Zimbler ir kt., 2012;
Fiester ir kt., 2016; Megeed ir
kt., 2016

Hood ir kt., 2012; Nairn ir kt.,
2016

Juttukonda ir kt., 2016

Johnson ir kt., 2015;



sistema

VI tipo sekrecijos
sistema

V tipo sekrecijos
sistema

Penicilina
besijungiantis baltymas
7/8 ir p-laktamazé
PER-1

Prie plazminogeno
besijungiantis baltymas
CipA

Elongacijos faktorius
Tuf

DNR pazaidas taisantis
baltymas RecA
§aperonas SurAl

Reguliatoriy sistema
GigABCD

Streso baltymas UspA

Dvikomponentiné
sistema GacS ir PaaE

Pilés

Dvikomponentiné
sistema OmpR/EnvZ
Dvikomponentiné
sistema FhaBC

RND tipo neSiklis
AbeD

Konkuruojan¢iy bakterijy
Zudymas, Seimininko
kolonizavimas

Bioplévelés formavimas,
adhezija

Atsparumas serumui,
iSgyvenimas in vivo, adhezija

Atsparumas serumui, invazija

Atsparumas serumui

Atsparumas dzitivimui,
iSgyvenimas in vivo
Atsparumas serumui,
iSgyvenimas in vivo
I8gyvenimas in vivo, infekuoty
lasteliy gyvybingumo
mazinimas

I8gyvenimas in vivo, infekuoty
lasteliy gyvybingumo
mazinimas

Neutrofily aktyvinimas

Adhezija, bioplévelés
formavimas

Infekuoty lasteliy
gyvybingumo maZinimas
Adhezija, infekuoty lasteliy
gyvybingumo maZinimas
Infekuoty lasteliy
gyvybingumo mazinimas

Elhosseiny ir kt., 2016; Harding
ir kt., 2016

Carruthers ir kt., 2013; Wright
ir kt., 2014; Jones ir kt., 2015;
Repizo ir kt., 2015; Ruiz ir kt.,
2015

Bentancor ir kt., 2012a

Sechi ir kt., 2004; Russo ir kt.,
2009

Koenigs ir kt., 2016

Koenigs ir kt., 2015
Aranda ir kt., 2011

Liu ir kt., 2016

Gebhardt ir kt., 2015
Elhosseiny ir kt., 2015;
Gebhardt ir kt., 2015
Cerqueira ir kt., 2014; Gebhardt
ir kt., 2015; Bhuiyan ir kt.,
2016

Tomaras ir kt., 2008
Tipton ir Rather, 2016
Perez ir kt., 2016

Srinivasan ir kt., 2015

Bakterijy virulentiSkumo tyrimams naudojamos jvairios modelinés

sistemos in vitro ir in vivo. Tokiose sistemose tiriamas, pvz. bakterijy
prisitaikymas prie aplinkos salygy arba sgveika su infekuotu organizmu.
In vitro tyrimai leidZia tirti bakterijy virulentiSkumo pasireiskimg naudojant
sglyginai paprastus laboratorijoje jprastus metodus, pvz. atsparumo
antimikrobinéms medZiagoms ar stresinéms salygoms bei adhezijos ant
plastiko pavirSiaus ar ant Iasteliy kultiry tyrimus. Vis délto, in vitro tyrimy
duomenys ne visada sutampa su in vivo modeliuose gaunamais rezultatais.
Tai galima paaiskinti tuo, kad nattraliai organizme vykstant infekcijai
bakterijos susiduria ir kovoja su daugiakomponenciu infekuoto organizmo
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atsaku, kurj atkartoti laboratorinémis salygomis gana sunku. Dalis tyrimy
rodo ry§j tarp atskiry virulentiSkumo jvertinimo metody, taCiau kai kuriais
atvejais rezultatai, gauti naudojant skirtingas vertinimo sistemas, tarpusavyje
nesutampa (Lazaro-Diez ir kt., 2016). NemaZai diskusijy kyla ir dél
virulentiSkumo tyrimams naudojamy in vivo metody. Dazniausiai gyviny
modeliuose naudojamos pelés. A. baumannii infekcija pelése gali biti
sukeliama keliais biidais. DaZniausiai naudojami pneumonijos, sepsio ar
Zaizdos infekcijos modeliai. Priklausomai nuo pasirinkto modelio, infekcija
sukelianti bakterijy dozé skiriasi, todél svarbu jvertinti A. baumannii
virulentiSkumo potencialg tiriant konkrety infekcijos modelj. Pastebéta, kad
norint uzkrésti sveikas peles, A. baumannii infekcijos dozé turi buti
pakankamai didelé. Tai neturéty stebinti Zinant, kad A. baumannii yra
oportunistinis patogenas. Dél Sios priezasties neretai peliy imunitetas yra
papildomai silpninamas, pasitelkiant dirbtinai supresuotas neutropenines
(maZa neutrofily kiekj kraujyje turinCias) peles arba A/J, C3HeB/Fe] peliy
linjjas (Qiu ir kt., 2009). Vis délto, rezultatai, gauti naudojant supresuoty
peliy modelius, yra diskutuotini, nes neutropenija néra biidinga visiems
A. baumnannii infekuotiems pacientams (Freire ir kt., 2016).

A. baumannii tyrimams naudojami ir bestuburiy gyviiny, pvz. nematodo
Caenorhabditis elegans ir drugio Galleria mellonella infekcijos modeliai.
Pastebéta, kad Siose modelinése sistemose A. baumannii pasizymi didesniu
virulentiSkumo potencialu nei kity risiy Acinetobacter bakterijos, kas veélgi
rodo iSskirtinj Sios riiSies prisitaikymg infekuoti savo Seimininkg (Peleg ir
kt., 2009).

Taigi, vertinant bakterijy patogeniSkuma svarbu atkreipti démesj, kokie
tyrimy modeliai buvo naudojami. Neseniai atliktu tyrimu parodyta, kad du
intensyviu geb&jimu kolonizuoti plauciy lasteliy kultiras in vitro
modeliuose, nors abu buvo izoliuoti iS sunkios infekcijos buklés ligoniniy
pacienty (Lazaro-Diez ir kt., 2016). Todél vertinant bakterijy virulentiSkuma,
jos turéty biti istirtos naudojant kuo daugiau skirtingy tyrimy modeliy.

1.2.1. Biopléveliy formavimas

A. baumannii geba formuoti biopléveles (angl. biofilm) ant abiotiniy ar
biologinés kilmés (biotiniy) pavirsiy. Si savybé bakterijoms padeda islikti
ant ligoninéje esanciy jrenginiy pavirsiy (Percival ir kt., 2015). Bakteriné
bioplévelé yra struktiira, kurioje iki 80 % tiirio sudaro nelastelinés
struktiiros, daugiausiai iSoriné DNR (angl. extracellular DNA, eDNR),
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jvairdis polisacharidai, baltymai. Sios molekulés funkcionuoja kaip pastoliai
(angl. scaffold) bioplévelés erdvinei struktirai. A. baumannii, gebancios
fomuoti bioplévele, yra atsparesnés iSoriniam stresui, taip pat ir antibiotiky
poveikiui, nei planktoninés bakterijos (Greene ir kt., 2016).

Bakterijy isitvirtinimui ant abiotiniy ir biotiniy pavirsiy bei bioplévelés
formavimui yra svarblis pavirSiniai baltymai, kurie gali buti ilgds
molekulinés struktiiros dariniai (fimbrijos ir pilés) arba nepolimeriniai
adhezinai. Dauguma A. baumannii izoliaty koduoja Csu sistemos (I tipo)
piles. Parodyta, kad Sios pilés svarbios formuojant biopléveles, taciau jos
neturéjo jtakos A. baumannii saveikai su eukariotinémis lastelémis (Tomaras
ir kt., 2008; De Breij ir kt. 2009; Pakharukova ir kt., 2018). Vis délto, dalis
A. baumannii savo genomuose neturi Csu sistemos piliy, kas rodo, kad Sios
pilés néra vienodai svarbios visiems izoliatams (Wright ir kt., 2016).

T5078 T5078 Nepolimeriniai adhezinai taip pat

" dalyvauja A. baumannii bioplévelés

f‘ sudaryme. Vienas svarbiausiy tokiy

‘ adheziny — Bap (angl. Biofilm-
-7 T ca?t iype 1) —

asociated protein) baltymas.
A. baumannii izoliate AB307-0294
A\ . Bap baltymg koduoja 26322 bp
e S -, dydzio genas (Loehfelm ir kt., 2008).
AR T e *  Apie 9000 aminoriigi¢iy baltymas

l:',r | E’%BJ

\gl 3> sudarytas i§ daugybeés pasikartojanciy
-,y AT bakteriniy, j  imunoglobulinus
LK — 2 .. .
s . panaSiy domeny (angl. Bacterial

immunoglobulin-like domains, Big).
Big pasikartojimy turi didelés
molekulinés masés adhezinai, kurie
padeda bakterijoms adhezuotis prie
jvairiy pavirSiy (Lin ir kt., 2010a;
Griessl ir kt., 2013; Bodelon ir kt.,
2013; Guo ir kt., 2017). Salmonella
enterica bakterijy 595 kDa adhezinas
1.5 pav. SiiE baltymo i§ S. enterica Big SiiE (1.5 pav.) islaiko funkcionalig
domeny  struktira. A -  50-52 _ O .
pasikartojan¢iy domeny organizacija ir strukttirg dél Big domeny sgveikos su
kalcio jony jungimosi vietos. B -  kalcio jonais ir, manoma, dalyvauja
sp¢jama adhezino saveika su epitelio
lasteliy egzopolisacharidais (pilki . A . - .
daugiakampiai) (pagal Griessl ir kt, UZlasteliniais angliavandeniais. D¢l
2013).

adhezijoje su eukariotiniy Iasteliy
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didelio geno dydzio ir pasikartojanc¢iy seky, dauguma A. baumannii izoliaty
turi pertrauktus Bap genus (De Gregorio ir kt., 2015). Bap baltymas C-gale
turi pirmos sekrecijos sistemos (T1SS) atpaZinimo seka, todél numanoma jo
sekrecija i lastelés iSore. Sig prielaida patvirtina ir parodytas Bap baltymo
vaidmuo adhezijoje bei bioplévelés formavime (Loehfelm ir kt., 2008).

1.2.2. Atsakas j aplinkos stresa

A. baumannii pasiZymi gebéjimu iSgyventi sausoje aplinkoje. Daug
veiksniy prisideda prie Sios savybés, taCiau iki Siol jie dar néra gerai
apibudinti A. baumannii bakterijose. Atlikus jprastomis sglygomis augusiy
A. baumannii ir bakterijy, iSgyvenusiy po ilgalaikio dZitivimo, proteominius
tyrimus, nustatyta >700 pakitusios raiSkos baltymy (Gayoso ir kt., 2014).
Dauguma $iy baltymy buvo membranos arba periplazmos komponentai.
Padidinta raiSka pasiZyméjo jvairios pernasos sistemos, antimikrobinj
atsparumg suteikiantys baltymai, kvorumo sistemos baltymai, streso
indukuojami Saperonai. Tai liudija daugiakomponentinj A. baumannii atsaka
1 stresines aplinkos salygas. Neseniai atliktas tyrimas atskleidé, kad 30 pary
dZitivimg iSgyvenusiy A. baumannii dalis nesiskyré nuo gyvybingy bakterijy
dalies (Bravo ir kt., 2016). Tai paneigé prie§ tai vyravusj poziirj, kad
A. baumannii atsparumg dzitivimui nulemia bakterijy peréjimas j ramybés
biisenos Igsteles.

Prie atsparumo dzifivimui prisideda ir jau minétas gebéjimas formuoti
bioplévele. A. baumanni, kurios buvo linkusios sudaryti storesne¢ bioplévelés
struktiira, buvo atsparesnés sausoms aplinkos saglygoms (Chiang ir kt., 2018).
Manoma, kad taip yra dél to, kad didziaja dalj bioplévelés sudaro jvairis
nelgsteliniai komponentai, kurie gali sulaikyti vandenj strukttiros viduje. Jau
seniai pastebéta, kad jvairiy bakterijy j iSore sekretuojami glikokonjugatai
prisideda prie bakterijy atsparumo dziivimui (Ophir ir Gutnick, 1994).
Neseniai parodyta, kad A. baumannii mutantas, turintis sutrikusig
lipooligosacharido (LOS) acilinimo sistema, buvo jautresnis dzifivimui ir
antimikrobiniams peptidams (Boll ir kt., 2015), kas patvirtino lastelés
sienelés svarba atsake | aplinkos stresag. Manoma, kad LOS pazaidos galéjo
turéti jtakos lastelés iSorinés membranos pralaidumui, dél ko dZifivimo metu
bakterijos sparCiau neteko vandens. Lastelei dzifistant, vyksta jvairios DNR
pazaidos, tod¢l nenuostabu, kad parodytas ir DNR pazaidas taisancio
baltymo RecA vaidmuo atsake j aplinkos stresg (Aranda ir kt., 2011).

Idomu tai, kad A. baumannii ypatingai atsparios ne tik dzifivimui, bet ir
oksidaciniam stresui. Kol kas dar néra aiSkiis §io atsparumo molekuliniai
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mechanizmai, ta¢iau atsparumo salos ISAbal lokuse buvo rastas katalazes
genas katG, kurio raiSka padid¢jo didinant vandenilio peroksido
koncentracijg terpéje (Wright ir kt., 2017).

Taigi, nors kol kas iki galo dar néra suprastas A. baumanii atsako |
stresines aplinkos salygas vaidmuo patogenezéje, atkreipiant démesj | tai,
kad bakterijos plinta per ligoninése esanciy jrenginiy pavirSius, manoma, kad
atsparumas dziivimui ir oksidaciniam stresui turéty buti svarbus
virulentiSkumo veiksnys.

1.2.3. Bakterijy judrumas

Nors Acinetobacter pavadinimas apibiidina nejudancias bakterijas, tai yra
klaidinantis pavadinimas, nes A. baumannii ir dalis kity artimy rusiy geba
SliauZti ant abiotiniy pavirSiy. Bakterijos gali pasiZyméti ropojimo (angl.
swarming) arba trukciojimo (angl. twitching) tipy judéjimais. Laboratorijos
salygomis ropojimo fenotipas stebimas ant maZos koncentracijos agaro
pavirSiaus, o truk¢iojimo fenotipas — tarp agaro ir plastiko pavirsiy.
Pastebéta, kad A. baumannii mutantas, pasizymintis iSreikStu Sliauzimo
fenotipu, pasiZzyméjo virulentiSkesniu fenotipu gyviing modelyje
(Eijkelkamp ir kt., 2013), todél judéjimas taip pat imtas vertinti kaip vienas
i8 virulentiSkumo veiksniy.

Truk¢iojimas yra universali daugelio bakterijy naudojama judéjimo
sistema. A. baumannii Sio tipo judéjimui naudoja ketvirto tipo piles, kurios,
nuolatos susitraukdamos ir atsipalaiduodamos padeda bakterijoms judéti |
priekj (Harding ir kt., 2013). Nors tiesioginio rySio tarp A. baumannii
trikciojimo judéjimo ir virulentiSkumo néra nustatyta, pastebéta, kad piliy
struktiiriniy baltymy raiSka padidéja bakterijoms augant Zmogaus serume
(Jacobs ir kt., 2012). Tuo tarpu ropojimo fenotipas placiai iStirtas
P. aeruginosa bakterijose, kur jis siejamas su ZiuZeliais (Kearns, 2010).
Visgi A. baumannii neturi ZiuZeliy, todél néra aiSku, kokie veiksniai
bakterijoms padeda judéti ant kiety pavirSiy. Keli tyrimai parodé rysj tarp
kvorumo jutimo, lipooligosacharidy raiSkos ir ropojimo fenotipo (McQueary
ir kt., 2012; Skiebe ir kt., 2012), taciau detalesni mechanizmai kol kas néra
iSaiskinti.

Neseniai atskleistas A. baumannii gebéjimas keisti fenotipa formuojant
skaidrias (angl. translucent) arba neperSvieCiamas (angl. opaque) kolonijas
(Tipton ir Rather, 2016). NeperSvie€iamas kolonijas formuojancios
bakterijos pasizymejo labiau iSreikS$tu ropojimo judéjimu, taip pat buvo
atsparesnés antimikrobinéms medZiagoms bei pasiZzyméjo padidéjusiu
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virulentiSkumu pelés infekcijos modelyje (Chin ir kt., 2018). Fenotipo
perjungimo mechanizmas bei jo reik§mé néra aiSkiis. Nustatyta, kad su tokiu
fenotipy pasikeitimu yra susije A. baumannii genome koduojami TetR
Seimos transkripcijos represorius ir dvikomponenting sistema OmpR/EnvZ
(Tipton ir Rather, 2016; Chin ir kt., 2018).

1.2.4. Seimininko kolonizavimas

Antibiotiky terapijai tampant neveiksmingai prie§ A. baumannii
infekcijas, ieSkoma naujy biidy DAA bakterijy sukelty infekcijy gydymui.
Tam biitina iSaiSkinti, kokie veiksniai atsakingi uZ Seimininko kolonizavima
ir infekcijos plitimag uZkréstame individe. Oportunistiniai patogenai
negamina toksiny, pasizyminciy letaliu poveikiu Seimininko Iasteléms, todél
veiksniy, lemianciy bakterijy patogeniSkuma, identifikavimas yra sudétingas.

Bakterijy lipopolisasharidai (LPS) yra imuninj atsaka stipriausiai
stimuliuojancios bakterijy molekulés. Jas atpaZjsta fagocituojancios lgstelés
per TLR-4 receptorius, dél ko iSsivysto uZdegiminis atsakas. LPS molekulé
sudaryta i$ iSorinéje membranoje esancio lipido A, Serdinio oligosacharido ir
O-antigeno (i§ pasikartojanc¢iy vienety sudaryto polisacharido). Dar 2000 m.
Traub ir Bauer pateiké A. baumannii serotipavimo schema, paremta
polikloniniy antikiiny sgveika su bakteriniais sacharidais (Traub ir Bauer,
2000). Visgi nustacius pirmgsias A. baumannii genomo sekas paaiskéjo, kad
genomuose néra O-antigeno ligazés homologo geno (Hu ir kt., 2013).
A. baumannii, kaip ir dalis kity Zmogaus patogeny, pvz. Neisseria ar
Campylobacter, vietoje LPS sintetina tik sutrumpinta jo varianta, kuris yra
be O-antigeno dalies — vadinamajj lipooligosacharidg — LOS. Vis délto, LOS
taip pat intensyviai stimuliuoja imuning sistemg (Colombo ir kt., 2018).

Paaiskejo, kad Traub ir Bauer sukurta serotipavimo sistema yra paremta
antikliny gebéjimu atpaZinti egzopolisacharidinés kapsulés komponentus.
Bakterijos kapsulé — tai Igstelés apvalkalui priklausanti iSoriné struktiira,
sudaryta i$ ilgy polisacharidiniy grandiniy. A. baumannii pasiZymi itin didele
kapsulés tipy jvairove, kuri atsiranda dél skirtingy kapsulés (K) lokuso
koduojamy geny (Hu ir kt., 2013; Singh ir kt., 2019) (1.6 pav.). Tai
apsunkina ne tik A. baumannii detekcija, bet ir specifiniy taikiniy, tinkamy
naujos kartos terapijoms vystyti, identifikavimg. Parodyta, kad
egzopolisacharidiné kapsulé svarbi apsisaugant nuo serumo komplemento
sukeliamo Zudymo (Lees-Miller ir kt., 2013). A. baumannii kapsulés
mutantas nesugebéjo isitvirtinti infekuotame organizme (Ziurkés infekcijos
modelyje) (Russo ir kt., 2010). Negana to, parodyta, kad antibiotiky

27



(chloramfenikolio ir eritromicino) spaudimas skatina A. baumannii
intensyviau sintetinti egzopolisachariding kapsule, kas 1émé didesnj
atsparumg komplemento sistemai (Geisinger ir Isberg, 2015). Nustatyta, kad
tokia kapsulés sintezés indukcija reguliuojama dvikomponentinés sistemos
BfmRS, kuri reguliuoja ir kitus, su A. baumannii virulentiSkumu susijusius
mechanizmus — biopléveliy formavima ar adhezija prie eukariotiniy lasteliy
(Liou ir kt., 2014).
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KL12
KL13 O oot
KL4s
KL53 (e O e A h
KL19 O-emmdemcc
KL1
KLa
KL3
[CIKL specifiniy cukry sintezé|
[C] Acetiliacil-transferazés
KL2 [l Glikoziltransterazés
[subvienety jungimas
KL6 Bl Konservatyviy cukry sinteza
[l Piruvittransterazés
KL93 . o =5 pg .|I‘||E|MBI’|I|ES transferazés
pady - _TX_F X T [Jis sekos
1 . .Fosfogllkolwanslerazzés
KL37 <~ S s [INe KL lokuso genai
B

K13 [6)-c0-Galp-{1-3 3)ae -FupNAG{1 S 3a0-FucpNAc-(13],

a-AciSACTAC-{2 36}

K12 laoGalpNac1-33las-FumNAc(13ko-Fucshac (1], I
a-AciSACTAC{2EH

K49 K53
[3}a-FucpNAC-(1-33)-a-0-GlepNAc-{1-) 8-a-BelegpSAcTAc(2 3], [3)ha-0-GalpNACA-{1-)3)-8-0-QuipNAcaNAC-(1-2],
K19 K1
[3}a-o-GalpNAc-{1-4}a-D-GalphAcA-(153)-8-0-Quipl HEIR [4}a-0-GlepNAC-{1-5 4 }a-0-GaloNACA-(1-3H-B-0-QuisNACANR-(1-3].
K4 K3
Pyr(254k B-GlcNACINACASOAC{134h
a-0-GlepNAc-{1-36) [3ka-Galp-(1-¥6}-B-Glep-{1-334-B-GalpNAc-(13],
[4)a-0-GalpNAc-{1 - 4}-a-0-GaloNAcA{1-33}a-0-QuipNACaNAC(1 3], B-GlepNAc-{1-36}
K2 [3h-0-Galp-{13}--0-GalpNAc-{13]. K6
a-PsepSAcTAc(256)B-0-Glo- {1361 [4)-B-PseSAcTAC-2 > 6)-B-0-Galp-(1-3 E-B-0-Galp-(1 31a-0-GaloNAL1 3}
K37 K93
[4)}-B-0-GalpNAc-{1-34)-a-0-Galp-(1-3 6)-8-0-Glgp-{1-33)-8-0-GalpNA(13 . [3}-8-0-Galp-{1-3}-8-0-GaloNAc{13],
B-o-Glep(1>6H B-PsepSACTRHb-(2-36}-a-0-Galp-(136¢

1.6 pav. A. baumannii genomuose koduojamy K lokusy sekos. A — skirtingy K lokusy
genetiné organizacija. B — nuo K lokusy priklausomy kapsulés egzopolisacharidy
jvairové (pagal Singh ir kt., 2019).
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K lokusas koduoja uZ kapsulés polisacharido sinteze atsakingus
fermentus, taip pat polimeraze Wzy, baltymus Wza, Wzb ir Wzc, kurie
atsakingi uz kapsulés egzopolisacharidy pernasa j lastelés iSore (1.7 pav.).
Negana to, parodyta, kad A. baumannii geba glikozilinti periplazminius ar
iSorinés membranos baltymus ir tiek kapsulés polisacharido sinteze, tiek
baltymy glikozilinimas yra priklausomi nuo to paties K lokuso (Lees-Miller
ir kt., 2013).

Iki Siol Zinomos dvi
A. baumannii  O-glikozilinimo
sistemos (Harding ir kt., 2015).
Uz  baltymy  glikozilinima
atsakingos sistemos nustatytos
A. baumannii ~ genomuose
ieSkant
O-oligosachariltransferaziy,
perneSanciy angliavandenio
liekang nuo lipidinio neSiklio

1.7 pav. Nuo K lokuso priklausomos kapsulés ]
sintezés/pernasos ir baltymy glikozilinimo ~ @nt baltymo, homology. Taip

sistemos A. baumannii bakterijose (pagal Lees- identifikuotos Tpr ir PglL
Miller ir kt., 2013).

O-oligosachariltransferazés.
Parodyta, kad PglL glikozilina neZinomos funkcijos iSorinius baltymus, tuo
tarpu TfpO atsakinga uz IV tipo piliy pagrindiniy komponenty piliny
glikozilinima. Nors kol kas dar néra iki galo suprasta baltymy glikozilinimo
reikSme A. baumannii patogenezéje, parodyta, kad
O-oligosachariltransferaziy mutantai pras¢iau formuoja biopléveles
(Iwashkiw ir kt., 2012). Baltymy glikozilinimas taip pat turéty padéti
»pasislépti“ nuo Seimininko imuninés sistemos komponenty infekcijos metu
(Piepenbrink ir kt., 2016).

Vienas pirmyjy nustatyty baltymy, svarbiy A. baumannii saveikai su
infekuota eukariotine lgstele, buvo iSorinés membranos baltymas OmpA
(Choi ir kt., 2005; Gaddy ir kt., 2009). OmpA priklauso didelei baltymy
Seimai, kuri budinga daugeliui Gram-neigiamy bakterijy ir dalyvauja
gausybéje su bakterijy virulentiSkumu susijusiy procesy (Smith ir kt., 2007b;
Maruvada ir Kim, 2011; Confer ir kt., 2013). A. baumannii OmpA yra
gausiausias iSorinés membranos baltymas, sudarytas i§ dviejy domeny —
membranoje esancios [-statinés ir periplazminio domeno, kuris
nekovalentiSkai sgveikauja su peptidoglikanu (Park ir kt., 2012; Jahangiri ir
kt., 2017) (1.8 pav.). OmpA baltymo [B-statinés domenas gali veikti kaip

savitasis B-laktamy porinas (Sugawara ir Nikaido, 2012; Iyer ir kt., 2018).
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WAy

ISoriné membrana

OmpA

1.8 pav. OmpA,, baltymas. A — baltymo
monomero dvidomening¢ strukttira. B — baltymo
dimerizacija. Raudonais taskais pazymeétos su
peptidoglikanu (PGN) saveikaujancios grupés.
C — monomerinés buisenos ir dimery saveika su

Manoma, kad
monomerinés biisenos OmpA
baltymas gali salygoti

peptidoglikano  sgveika  su
iSorine membrana jj fiziSkai
priartindamas.  Tuo  tarpu

baltymo dimeras netenka $ios
savybés (Marcoux ir kt., 2014;
Tan ir kt., 2017). Tokiu bidu,

PGN (pagal Samsudin ir kt., 2016).

OmpA sgveika su diaminopimelato grupe,

OmpA baltymas gali
ey destabilizuoti peptidoglikano ir
Iastelés  sienelés  sgveika.
In vitro tyrimais
periplazminiame OmpA
domene nustatytos dvi
konservatyvios aminoriigstys,

D271 ir R286, atsakingos uz
kuri yra A. baumannii

peptidoglikano sudedamoji dalis (Park ir kt., 2012) (1.9 pav.). Atliekant
funkcinius tyrimus parodyta, kad OmpA dalyvauja bakterijy ropojimo
judéjime, adhezijoje prie eukariotiniy lasteliy, gali sukelti lasteliy apoptozeg,

taip pat gali jungtis prie Zmogaus serumo veiksnio H ir taip apsaugoti

bakterijas
komplemento sistemos (Choi ir
kt., 2005; Gaddy ir kt., 2009;
Clemmer ir kt., 2011; Smani ir
kt., 2012). OmpA baltymas turi
jtakos  iSorinés
pusleliy (OMV) biogenezei
(Moon ir kt., 2012). OMV yra
sferinés, 20200 nm diametro
puslelés, sekretuojamos jvairiy
Gram-neigiamy patogeniniy
bakterijy (Kulp ir Kuehn, 2010).

nuo serumo

membranos

Jos gali biti sudarytos i§
iSorinés membranos
komponenty ir periplazminiy

A } B

1.9 pav. OmpA,, periplazminio domeno
fragmentas. A — R286 ir D271 aminortgstys
sgveikauja su diaminopimelato grupe (m-DAP).
DAP). B - diaminopimelato grupé PGN
sudétyje. NAM — N-acetilmuramo raigstis,
NAG — N-acetilgliukosaminas (pagal Samsudin
ir kt., 2016).

baltymy. A. baumannii OMV pernesa jvairius virulentiSkumo veiksnius, tarp
kuriy ir OmpA, jvairios proteazés, fosfolipazés, atsparuma antibiotikams
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lemiantys baltymai (Kwon ir kt., 2009; Moon ir kt., 2012). Manoma, kad
OMYV susilieja su eukariotiniy lgsteliy membrana ir tokiu biidu virulentiniai
veiksniai perduodami j lastelés vidy (Jin ir kt., 2011). Tokia sgveika skatina
eukariotines lasteles sintetinti uZdegiminius citokinus.

Kitas iSorinés membranos baltymas — Omp33-36 akvaporinas — taip pat
siejamas su A. baumannii virulentiSkumu. Kaip ir OmpA, baltymas svarbus
adhezijai prie eukariotiniy lgsteliy ir iSgyvenimui in vivo infekcijos modelyje
(Smani ir kt., 2012; Rumbo ir kt., 2014). Kiti iSorinés membranos baltymai,
pvz. CarO ar OprD, taip pat buvo parodyti esantys svarbiis A. baumannii
infekcijos plitimui (Fernandez-Cuenca ir kt., 2011).

Prie sékmingos A. baumannii infekcijos reikSmingai prisideda ir baltymy
sekrecijos sistemos. A. baumannii jy Zinomos penkios: T1SS, T2SS, T4SS,
T5SS ir T6SS. T5SS autotransporteris Ata — svarbus adhezinas sgveikoje su
eukariotinémis lastelémis (Bentancor ir kt., 2012a). Jdomu, kad
A. baumannii savo genome nekoduoja trecio tipo sekrecijos sistemos (T3SS)
baltymy, kuri daugelyje kity patogeniniy bakterijy yra pagrindiné efektoriniy
baltymy, leidZianciy kolonizuoti ir patekti | eukariotinés lastelés vidy,
pernasos sistema. T3SS tritkumas bakterijy genomuose kelia klausima, ar
A. baumannii gali biuti vidulastelinis patogenas? Vis délto, neseniai
nustatyta, kad A. baumannii artima rasis A. nosocomialis naudoja kitg —
T2SS sistema efektoriniy baltymy pvz. lipazés LipA, metaloproteazés CipA
ir kt., pernaSai (Harding ir kt., 2016). T2SS koduojancio lokuso neturintys
mutantai pasiZyméjo sumazg¢jusiu virulentiSkumu in vivo. Detalesnis
efektoriniy baltymy vaidmuo patogenezéje néra aisSkus.

NemaZai tyrimy atlikta su A. baumannii T6SS sistemos baltymais. Nors
Sios sistemos perneSami efektoriniai baltymai neturi jtakos bakterijy saveikai
su eukariotinémis lgstelémis ar Seimininko imunine sistema, taciau jie
reikalingi tarpriSinei bakterijy konkurencijai (Carruthers ir kt., 2013), kas
svarbu vystantis daugiabakterinei infekcijai. Apsaugai nuo savo paties
efektoriniy toksiny bakterijos sintetina savisaugos (imuniteto) baltymus,
todél Zudymo fenotipas pasireiSkia tik tarp skirtingy bakterijy rasiy. Jdomu
tai, kad A. baumannii bakterijose T6SS baltymus koduojantis lokusas
daZniausiai yra uZslopintas. Neseniai nustatytas apie 150 kb dydzio
plazmidéje perneSamas TetR Seimos transkripcijos reguliatorius, kuris
slopino T6SS baltymy raiskg (Weber ir kt., 2015). Tokiose plazmidése taip
pat perneSami antibiotikams atsparuma lemiantys genai, todél spontaninis
plazmidZiy pametimas lemia atsiradusj jautrumg antibiotikams, o kartu ir
tarprii§ines konkurencijos fenotipo atstatymg.
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Bakterinés fosfolipazés vaidina svarby vaidmenj jvairiy virulentiniy
bakterijy patogenezéje. A. baumannii koduoja fosfolipazes C ir D, kurios
turéty hidrolizuoti eukariotiniy lasteliy fosfolipidus ir taip sukurti
membranos pazaidas. Parodyta, kad Sie genai turi jtakos atsparumui serumui
ir A. baumannii saveikai su eukariotinémis Igstelémis (Camarena ir kt., 2010;
Stahl ir kt., 2015; Fiester ir kt., 2016).

Atliekant transpozony biblioteky tyrimus paaiSkéjo, kad A. baumannii
iSlikimui infekuotame organizme biitini sideroforai, kurie infekcijos Zidinyje
bakterijoms suteikia galimybe jsisavinti geleZies, magnio ar cinko jonus, kur
tokiy jony koncentracija yra labai maZa (Zackular ir kt., 2015; Shapiro ir kt.,
2016). Geny lokusy, atsakingy uz siderofory sinteze, mutacijos buvo letalios
naudojant in vivo infekcijos modelius.

pbpG genas, koduojantis su penicilinu besijungiant] baltyma 7/8
(PBP7/8), kuris daZniausiai siejamas su atsparumu p-laktamy klasés
antibiotikams, taip pat yra svarbus veiksnys, lemiantis didesnj A. baumannii
iSgyvenamumg infekcijos metu (Russo ir kt., 2009). Manoma, kad tai susij¢
su peptidoglikano pertvarka. Nustatyti ir kiti genai — tuf, recA, surAl, upsA,
kelios dvikomponentinés sistemos, kuriy mutantai pasiZzymejo sumazejusiu
infekcijos potencialu in vivo, nors detalesni mechanizmai kol kas néra istirti
(1.2 lentelé).

1.2.5. Imuninio atsako stimuliavimas

A. baumannii infekcijoms yra jautriis pacientai su paZeista imunine
sistema, todél patogenezés mechanizmy tyrimais svarbu nustatyti patogeno
sgveika su imuninés sistemos komponentais (Garcia-Patifio ir kt., 2017).
Imuninés sistemos atsakas | A. baumannii infekcija néra detaliai iSaiskintas,
taCiau atskiri atsako komponentai Zzinomi (1.10 pav.). Vos prasidéjus
infekcijai  organizmas reaguoja, pasitelkdamas jgimto imuniteto
komponentus (Diacovich ir Gorvel, 2010). Aktyvinta komplemento sistemos
kaskada opsonizuoja bakterijas ir jas lizuoja, formuodama poras lastelés
membranoje. Opsonizuotas bakterijas lizuoja ir fagocituojancios lastelés.
Igimto imuniteto lastelés — makrofagai, neutrofilai, monocitai, dendritinés
lastelés ar dalis epiteliniy lgsteliy j iSoring membrang eksportuoja PRR
receptorius (angl. pattern recognition receptors), kurie jungiasi prie
bakterijy iSoréje esanciy molekuliy, vadinamyjy PAMP-y (angl. pathogen-
associated molecular patterns), pvz. LPS, flageliny, membraniniy baltymuy,
petidoglikano ar nukleoriig§¢iy. Saveikos metu aktyvinama citokiny ir
chemokiny raiska, j infekcijos Zidinj pritraukiamos kitos imuninés sistemos
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1.10 pav. Imuninés sistemos atsakas j A. baumannii infekcijg (pagal Garcia-Patifio

ir kt., 2017).
lastelés. Jgimto imuniteto lgstelés taip pat skatina savitaji atsaka per jgyto
imuniteto sistemos aktyvinimg. Antigeng pateikianCios lastelés aktyvina
naiviuosius T limfocitus, todél yra skatinama citotoksiniy T limfocity
proliferacija. Taip pat aktyvinamos B 1astelés, kurios reaguodamos j antigeng
vykdo kloning ekspansija, pakeicia sintetinamy imunoglobuliny klase i$
mazo gimingumo IgM klasés i IgG klase, specifiSkai atpaZjstancig konkrety
antigeno epitopa.

Organizmui kovojant su A. baumannii infekcija vieng svarbiausiy
vaidmeny atlieka neutrofilai. Jau po 4 valandy infekcijos Zidinyje pelése
aptinkami aktyvinti neutrofilai, o didziausia jy koncentracija pasiekiama po
24 valandy nuo infekcijos pradZios (Van Faassen ir kt., 2007). Neutrofilai
iSaktyvina bakterijas jas fagocituodami ir sukeldami oksidacinj stresa.
Atliekant bandymus su neutrofily neturin€iomis peliy linijomis, sukélus
A. baumannii infekcijg vélavo citokiny ir chemokiny — interleukino-1 (IL-1),
IL-6, TNF-a, CXCL1, MIP-1 ir MIP-2 indukcija, todé¢l infekcija iSplito
greiciau (Tsuchiya ir kt., 2012). Palyginti neseniai atrasta neutrofily savybé —
uzlasteliniy spasty formavimas (angl. neutrophil extracellular traps) — kuri
neleidzia patogenui iSplisti ir ji neutralizuoja per sekretuojamus
antimikrobinius baltymus, neturi jtakos A. baumannii infekcijos plitimui
(Kamoshida ir kt., 2014). Tai galéty liudyti apie iki S$iol neZinomus
A. baumannii apsaugos nuo neutrofily mechanizmus.
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A. baumannii infekcijos metu i§ imuninés sistemos lasteles aktyvinanciy
signaliniy molekuliy didZiausig raiSka pasiekia interleukinas IL-17, kuris
skatina kity signaliniy molekuliy raiska (Isailovic ir kt., 2015). Vis délto, jau
anksCiau parodyta, kad pelése iSaktyvinus IL-17 molekules su savitaisiais
antiklinais, A. baumannii infekcijos eigai tai jtakos neturéjo (Breslow ir kt.,
2011), o tai liudija nevienareikSme konkreciy interleukiny svarba infekcijos
metu. Ankstyvosios A. baumannii infekcijos metu taip pat stimuliuojama ir
antimikrobiniy peptidy — LL-37 ir Zmogaus antibakterinio peptido hCAP-18
sintez¢ (Yang ir kt., 2000). A. baumannii saveikaujant su plauciy epitelio
lasteliy fibronektinu per savo iSorinés membranos baltyma OmpA,
stimuliuojama Zmogaus B-defensino sintez¢ (Feng ir kt., 2014).

Bakterijoms infekavus organizmg yra aktyvinama komplemento kaskada.
A. baumannii turi i§vysciusi efektyvius mechanizmus, leidZiancius iSvengti
nuo komplemento priklausomo Zudymo. OmpA baltymas gali jungtis su
komplemento veiksniu H, tokiu bidu galéty buti slopinamas alternatyvus
komplemento aktyvinimo kelias (Kim ir kt., 2009). Bakterijos kapsulés
polisacharidai taip pat alieka svarby vaidmenj apsaugant A. baumannii nuo
komplemento opsonizacijos (Russo ir kt., 2010). Nereikéty uZmirsti ir
A. baumannii sekretuojamy, proteoliziniu aktyvumu pasizyminc¢iy fermenty,
pvz. CipA, kurio indukcija leidZia i§vengti komplemento sistemos (Koenigs
ir kt., 2016). Kovojant su A. baumannii infekcija be neutrofily taip pat
svarby vaidmenj atlieka ir kitos jgimto imuniteto Igstelés, pvz. NK lgstelés
(angl. natural killers, NK) ar alveoliy makrofagai, kurie dar pries neutrofily
aktyvinimg pradeda fagocituoti bakterijas (Qiu ir kt., 2012). Dendritinés
lastelés svarbios ir aktyvuojant specifinj jgyta imuninj atsakg. Nustatyta, kad
A. baumannii iSorinés molekulés — LOS ar OmpA baltymas — aktyvina
dendritines lasteles per MAPK kinaziy ir NFkB signalines kaskadas bei
skatina antigeng pristatan¢iy MHC kompleksy ir uZdegiminio interleukino
IL-12 gamyba, dél ko aktyvinamos THI1 efektorinés lasteleés (Lee ir kt.,
2007).

Tam kad imuninés sistemos Igstelés galéty biiti aktyvintos, jos turi gebéti
atpaZinti patogena. Dvi pagrindinés PRR receptoriy grupés — Toll (TLR,
angl. Toll-like receptors) ir NOD receptoriai (angl. nucleotide-binding
oligomerization domain-like receptors) — dalyvauja Siame procese. Kaip ir
kity patogeny atveju A. baumannii atpaZinimui svarbiis TLR-2 ir TLR-4
(Kim ir kt., 2014). TLR-4 receptoriai atsakingi uz LOS atpaZinima. Sis
receptorius yra vienas svarbiausiy veiksniy, makrofaguose aktyvinantis IL-6,
IL-12 ir TNF-a sekrecijg ir skatinantis azoto oksido (NO) sinteze, tokiu btidu

neutralizuojant A. baumannii (Kim ir kt., 2013). TLR-2 yra atsakingas uz
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peptidoglikano bei lipoproteiny atpazinima. A. baumannii infekcijos metu
TLR-2 gali atpaZinti ir OmpA baltyma (Lee ir kt., 2007). Vidulasteliniy
NOD receptoriy vaidmuo A. baumannii infekcijoje vis dar maZzai iStirtas, nes
manoma, kad bakterijos daZniausiai veikia kaip uZlgsteliniai patogenai. Vis
délto, neseniai pasirodé duomeny apie NODI1 ir NOD2 aktyvinima
epitelinése lastelése esant A. baumannii infekcijai (Bist ir kt., 2014).

IeSkant alternatyviy gydymo biidy pries DAA A. baumannii izoliatus,
vienas i$ jy galéty buti efektyvy imuninj atsaka sukeliancios vakcinos. Tam
turéty buti rasti A. baumannii antigenai, galintys sukelti specifinj jgyto
imuniteto atsakg. Iki Siol yra pademonstruota keletas A. baumannii antigeny,
kurie pelése sugebgjo stimuliuoti imunoglobuliny IgG ir citokiny IFN-y,
IL-4, IL-17 sinteze (Fajardo Bonin ir kt., 2014). Sie duomenys teikia vilgiy,
kad A. baumannii infekcijos metu organizmas geba aktyvinti ne tik jgimto
imuniteto lasteles, bet ir jgyta imuniteta, kuris galéty biiti pritaikomas
kuriant naujas gydymo strategijas.

1.3. A. baumannii infekcijy gydymo perspektyvos

Pastarajj deSimtmetj ligoninése iSplitus DAA A. baumannii izoliatams
iskilo batinybé ieskoti naujy gydymo bidy. Siuo metu stengiamasi naudoti
jvairias antimikrobiniy medZiagy kombinacijas, taCiau pastebima, kad net ir
naudojant kombinuotus gydymo biidus, jie néra itin veiksmingi (Howard ir
kt., 2012). D¢l komplikuoto gydymo A. baumannii neseniai paskelbtas
ypatingos svarbos patogenu, kurio sukeltoms infekcijoms gydyti turi biti
ivystyti nauji terapiniai metodai (Isler ir kt., 2018). Siuo metu dar tik
pradinése tyrimy stadijose esantys fagy terapijos ar vakciny vystymo
eksperimentai teikia vil¢iy kaip alternatyviis gydymo metodai, kurie ateityje
galéty svariai prisidéti prie infekcijy gydymo (Lee ir kt., 2017).

1.3.1. Naujy antimikrobiniy medziagy kombinacijos

Nors §iuo metu klinikoje plinta karbapenemams atsparts A. baumannii
izoliatai, karbapenemy klasés antibiotikai imipenemas ir meropenemas Vvis
dar laikomi efektyviausiais vaistais (Doi ir kt., 2015). Gydymui taikomos
karbapenemy ir tigeciklino/kolistino/amikacino kombinacijos galéjo iSgydyti
iki 80 % visy infekcijy (Ozbek ir Senturk, 2010). Vis délto, tokios
kombinacijos pasiZymi neurotoksiSkumu ir nefrotoksiSkumu. Be to,
pastaraisiais metais stebimas augantis A. baumannii atparumas kolistinui ir
kitiems ,,paskutinio pasirinkimo* antibiotikams (Mendelson ir kt., 2018).
Ligoninése taikomos jvairios ir kity antibiotiky kombinacijos, pvz.
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ceftazidimas/avibaktamas, ceftolozanas/tazobaktamas, meropenemas/
vaborbaktamas ar imipenemas/relebaktamas, taciau dél dauginio bakterijy
atsparumo tokios kombinacijos ne visada veiksmingos (Wright ir kt., 2014).
D¢l Sios priezasties tiriamos naujos antimikrobinés medZiagos, pvz.
antibiotikas cefiderokolis, kuris susintetintas prie cefalosporino chemiskai
prijungus katecholinj sideroforg (Ito ir kt., 2016). In vitro tyrimy
duomenimis antibiotikas slopino OXA-23, -40, -58, NDM ir IMP klasés
B-laktamazes (Paterson, 2017). Antibiotikas taip pat didino bakterijy
membranos pralaidumg ir pasiZzyméjo metaly jonus cheluojanciomis
savybémis. Cefiderokolis pasirodé efektyvus tiek in vivo, tiek klinikiniuose
tyrimuose pries E. coli ir K. pneumoniae infekcijas (Portsmouth ir kt., 2017).
Terapijai bandoma pritaikyti ir Kkitus panaSiu principu susintetintus
antibiotikus naudojant kitos kilmés sideroforus (Ghosh ir kt., 2017). Siuo
metu intensyviai testuojami ir naujos kartos sintetiniai antibiotikai, pvz.
eravaciklinas ar fluorocikliny klasés antibiotiky dariniai (Isler ir kt., 2018).

Bene intensyviausiai i$ antimikrobiniy medziagy yra tiriami B-laktamaziy
slopikliai. Diazabiciklooktanony pagrindu sukurti slopikliai kombinacijoje
su karbapenemais slopino PBP2 ir jvairiy klasiy p-laktamazes
(Papp-Wallace ir kt., 2018). Taip pat ieSkoma naujy efektyviy sintetiniy
B-laktamy, polimiksiny, aminoglikozidy klasiy antibiotiky, kurie slopinty
A. baumannii infekcijas (Isler ir kt., 2018). Kaip galimos antimikrobinés
medziagos tiriamos ir specifiniu poveikiu pasiZymintys slopikliai, pvz.
ACHN-975, kuris slopina nuo cinko priklausomg deacetilazg LpxC,
atsakingg uz A. baumannii LOS sinteze. Nors slopiklis padidino
A. baumannii jautrumg B-laktamy klasés antibiotikams (Lemaitre ir kt.,
2017), jis nepasiteisino klinikiniuose tyrimuose, nes sukéle stipry uzdegiminj
atsaka.

Antimikrobiniai peptidai — svarbi jgimto imuniteto sudedamoji dalis
daugelyje stuburiniy gyviiny. Atlikta nemazai tyrimy, liudijanciy
inaktyvuojantj jvairios kilmés peptidy poveikj prie§ A. baumannii
(Garcia-Quintanilla ir kt., 2013). Vis délto, trumpi peptidai Zmogaus
organizme greitai suyra ir nuolatiniai neigiami klinikiniy tyrimy rezultatai
ver€ia susimastyti apie Siy antimikrobiniy medZiagy realy pritaikyma
bakteriniy infekcijy gydymui.

1.3.2. Fagy terapija

Nors bakteriofagy terapijos tyrimai prasidéjo dar praéjusio amziaus
viduryje, dél antibiotiky efektyvumo slopinant bakterines infekcijas, Sie
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tyrimai buvo pristabdyti (Cisek ir kt., 2016). Pastaruoju metu iSkilus
bitinybei ieSkoti alternatyviy gydymo biidy, fagy terpapija vél sulaukia vis
didesnio démesio. Pirmasis bakteriofagas, specifiSkas DAA fenotipu
pasizyminc¢iam A. baumannii izoliatui, buvo charakterizuotas tik 2010 m.
(Lin ir kt., 2010b). Nors bakteriofagai gebéjo iSgydyti A. baumannii
infekcija uzkréstas peles (Yin ir kt., 2017), klinikiniy tyrimy duomenys kol
kas nevienareikSmiai. A. baumannii geba maskuoti savo iSorines molekules,
todél taikant fagy terapija daZniausiai yra naudojami jvairiu specifiSkumu
pasizyminc¢iy bakteriofagy kokteiliai. Kai kuriais atvejais fagy terapija
taikiusiems pacientams infekcijos poZymiai susilpnéjo (Schooley ir kt.,
2017), nors pasitaike ir mir¢iy atvejy (LaVergne ir kt., 2018).

Daug klausimy kelia iki Siol menkai iStirti Sios terapijos Salutiniai
poveikiai, fagy specifiSkumo problema, bakterijy gebéjimas maskuoti
pavirSines molekules ir pastaryjy mutacijos, taip pat organizmo imuninés
sistemos uZdegiminis atsakas ] didelés koncentracijos bakteriofagy
cirkuliavimg kraujyje. Taip pat néra aiSkus optimalus fagy dozavimas.
Negana to, jau buvo nustatyti fagy terapijai atspariy A. baumannii izoliaty
iSplitimo Zmogaus organizme atvejai vos po aStuoniy dieny nuo gydymo
pradZios (Schooley ir kt., 2017).

Ne tik patys fagai gali pasitarnauti kaip bakterijas inaktyvuojantys
veiksniai. Neseniai pradéti atidZiau tyrinéti bakteriofagy koduojami
endolizinai. Jie hidrolizuoja bakterijos sienele ir taip gali padidinti patogeny
jautrumg antimikrobinéms medZziagoms (Defraine ir kt., 2016). Pastebéta,
kad endolizinai yra maZziau aktyviis prie§ Gram-neigiamas bakterijas, nes
fermentai negali tiesiogiai hidrolizuoti peptidoglikano dél iSorinés
membranos barjero. Dél Sios prieZasties endolizinus bandyta konjuguoti su
trumpais bakterijy iSoring membrang destabilizuojanciais peptidais, kuriy
déka fermentai galéjo hidrolizuoti Gram-neigiamy bakterijy peptidoglikana
(Rodriguez-Rubio ir kt., 2016). Visgi endolizinai, patek¢ | Zmogaus
organizmg, greitai suyra, todél ju klinikinis pritaikymas kol kas kelia
klausimy.

1.3.3. Vakcinacija ir monokloniniai antikiinai

Siuo metu JAV vaisty administracija (angl. FDA) yra patvirtinusi tris
antibakterinius monokloninius antikiinus prie§ oportunistiniy bakterijy —
Bacillus anthracis ir C. difficile — sukeliamas infekcijas, taip pat dar devyni
antikliny terapiniai vaistai prie§ S. aureus ir P. aeruginosa bakterijas yra
klinikinése tyrimy stadijose (Wang-Lin ir kt., 2018). A. baumannii infekcijy
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tyrimai parodé¢, kad bakterijos gali stimuliuoti jgyto imuniteto atsaka, todél
tai suteikeé vilCiy, kad vakcinavimas galéty tapti vienu i§ efektyviu gydymo
biidy pries Sios risies bakterijy sukeltas infekcijas.

Parodyta, kad pelés, vakcinuotos iSaktyvinty A. baumannii bakterijy
lizatais, infekcija iSgyveno geriau lygant su kontrolinémis pelémis
(McConnell ir Pachén, 2010). A. baumannii sekretuojamos membranos
puslelés taip pat pasirodé stimuliuojancios imuninj atsaka (Jun ir kt., 2013).
Vis délto, tiek bakterijy lizatuose, tiek iSorinés membranos piislelése esantys
lipooligosacharidai Zmogui gali sukelti stipry uZdegiminj atsaka, todél
pavieniy baltymy ar kity bakteriniy komponenty vakcinos turi didesnes
pritaikymo galimybes. Tinkamas vakcinos kandidatas turéty biati
konservatyvus, paplites tarp skirtingy izoliaty, j iSor¢ eksponuotas
A. baumannii apvalkalo komponentas. A. baumannii OmpA iSorinés
membranos baltymas yra gausiausias bakterijos baltymas, kuris dalyvauja
daugelyje su bakterijy virulentiSkumu susijusiy procesy, todél OmpA buvo
iStirtas kaip potencialus vakcinos kandidatas (Luo ir kt., 2012).
Rekombinantinis OmpA aktyvino specifiniy imunoglobuliny sintez¢ pelése
ir apsaugojo nuo A. baumannii sukelto sepsio komplikacijy. Keletas kity, su
A. baumannii lastelés pavirSiumi asocijuoty komponenty - iSorinés
membranos baltymy OmpW, Omp22, OmpK, FKIB, Omppl ir BamA — taip
pat gebgjo padidinti iSgyvenamumo rodiklius peliy infekcijos modelyje
taikant aktyvig vakcinacija (Chaing ir kt., 2015; Huang ir kt., 2015; Huang ir
kt., 2016; Singh ir kt., 2017). Aktyvi vakcinacija praktiskai galéty biti
taikoma j ligoning patekusiems pacientams, kuriy imuniné sistema dar néra
paZeista, taciau tuo paciu jie turi didesn¢ rizikg susirgti bakterine infekcija.

Pagrindiné rizikos grupé uzsikrésti A. baumannii infekcija yra
imunosupresuoti pacientai, kuriems aktyvios vakcinacijos taikymas nebiity
tinkamas. Tokiu atveju turéty biiti pasitelkiama pasyvi vakcinacija, kai
pacientui yra suleidZiamas serumas, polikloniniai ar monokloniniai
antikiinai, kurie neutralizuoty A. baumannii bakterijas ir taip sustabdyty
infekcijos plitima. Iki Siol pasyvios imunizacijos prie§ A. baumannii tyrimy
néra daug, bet pirmieji eksperimentai atlikti su pelémis naudojant anti-
OmpA, anti-OmpW ar anti-NucAb serumg, padidino iSgyvenamumo
rodiklius (Lin ir kt., 2013; Huang ir kt., 2015; Garg ir kt., 2016), todél $i
terapija teikia vil¢iy.

Iki Siol klinikiniy tyrimy su vakcinomis prieS A. baumannii infekcijas
néra atlikta. Pagrindinis $io metodo trilkumas yra tas, kad imuning¢ sistema
turi aktyvinti iSorinés bakterijos molekulés. Deja, skirtingi A. baumannii

izoliatai tarpusavyje smarkiai skiriasi j iSore¢ eksponuojamomis molekulémis.
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Be to, didelé dalis A. baumannii bakterijy dengia savo pavirSines molekules
egzopolisacharidinés kapsulés sluoksniu. Negana to, Sios kapsulés sudétis
tarp skirtingy izoliaty taip pat labai varijuoja (Hu ir kt.,, 2013).
Monokloniniai antikiinai prie§ A. baumannii K1 tipo kapsulés polisacharida
efektyviai slopino tik 13 % testuoty skirtingy A. baumannii izoliaty (Russo ir
kt., 2013). D¢l visy Siy priezasCiy, rasti tinkama vakcinos kandidata, kuris
veikty prie§ daugelj skirtingy A. baumannii izoliaty, yra didelis i$Stkis.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. MedZiagos

Siame darbe analizuotos reprezentatyvios A. baumannii i§ klinikiniy
izoliaty kolekcijos. Izoliatai buvo iSskirti i§ Lietuvos sveikatos moksly
universiteto Kauno kliniky, Respublikinés Vilniaus universitetinés ligoninés
ir Respublikinés Siauliy ligoninés pacienty 2010 m., gydomy daugiausiai
intensyvios terapijos bei kituose ligoniniy skyriuose. (2.1 lentelé).
A. baumannii atsparumas antibiotikams nustatytas ligoniniy klinikinése
laboratorijose  kiekybiniu (ploksteliy) bei disky difuzijos metodais.
Duomenys analizuoti pagal CLSI (angl. Clinical ir Laboratory Standarts
Institute) rekomendacijas.

PGR reakcijoms taikyti oligonukleotidiniai pradmenys, darbe naudotos
plazmidés ir sukonstruoti kamienai pateikti 2.2 lenteléje.

Eksperimentuose naudoty bakterijy augimo terpiy sudétis:

LB — 1 % triptono (w/v), 0,5 % mieliy ekstrakto, 1 % NaCl, 2 % agaro.

TSB - 1,7 % triptono, 0,3 % soitono, 0,25 % dekstrozés, 0,5 % NaCl,
0,25 % K,HPOy,, 1,5 % agaro.

NGM - 0,25 % peptono, 0,3 % NaCl, 5 pg/ml cholesterolio, 1 mM
CaCl,, 1 mM MgSO,, 25 mM K,HPO, (pH 6,0), 1 % etanolio, 2 % agaro.

Eukariotinés lastelés buvo augintos komercinéje DMEM terp¢je (Gibco,
31966021) su 10 % versiuko serumo (Gibco, 12657029).
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2.1 lentelé. Klinikinés kilmés A. baumannii charakteristikos

ls’ I‘(’ﬁ‘;:;‘;“;lfl':‘:’:l‘;g‘ Ligoniné Skyrius Saltinis d ;t‘:s(kz’orl'(')";) 51%1; Mﬁl)w' TZP-10 SAM-20 CAZ-30 GM-10 KAN-30 CIP-5 IPM-10 PIP--10
IC I

I-a @7 A Sirdies chirurgijos nd 10.05 A J A A A A A A J A
I-aC C Traumatologijos Sanarys nd J J nd nd A A A A J nd
I-b (6) A Smegeny traumy Kraujas 07.03 A J A A A A J A J A
I-c (16) A Nudegimy Zaizda 10.06 A A A J A A A A A J
Id 0 A Traumatologijos Sanarys 07.13 J J J J A A A A J A
I-dB B Reanimaci Skrepliai nd A J A J A A A A J A
I-e (36) A Bronchai 10.11 J J A A A A A A J A
I-f 24) A Bronchai 07.16 J J A A A A A A A A
Ig 10 A Bronchai 07.13 A J A A A nd nd A J A
I-gB B Reanimacijos Zaizda nd A J A J A A A A J A
I-h (1 A Neurochirurgijos nd 06.22 J J J A A A A A J A
i ?2) A Reanimacijos 10.28 nd J A A A A A A J A
I-j (0] A Urologijos 10.28 nd J J A A A A nd J nd
Ik (0] A Nudegimy 10.12 A J J A A A A A J A
I-m [€)) A Reanimacijos 07.02 J J J J nd A A A J A
In (1 A ijos 06.29 J J A A A A A A J A
I-o (1) A 06.29 A J A A A A A A J A
I-p ?2) A 11.10 A J A A A A A A J A
T-ul (26) B nd A J A A A A A A J A
v 13) B y nd A A A A A A A A A A
Abicy (20) A Neurochirurgijos 11.09 J J A ] A ] A A ] A
IC II

II-a (40) A Gastroenterologijos Skrepliai 08.02 J A A A A J A A A A
II-al ©) B Reanimacijos Skrepliai nd A A A J A A A A A A
-alC C nd nd nd J A nd nd A A A A A nd
1I-a2 (12) B Neurochirurgijos nd nd A A A J A A A A A A
1I-a3 (22) C nd Intubacijos vamzdelis nd J A nd nd A A A A A nd
1I-b ®) A Smegeny traumy nd 06.29 J A A J A A A A A A
II-c (14) A Reanimacijos Bronchai 10.07 J A A ] A ] A A A A
II-d 48) A Neurochirurgijos Bronchai nd J A A J A J J A A A
1I-dB B Reanimacijos nd nd A A A J A A A A A A
II-e @ A Reanimacijos Bronchai nd J A A J A A A A A A
I-eA A Neurochirurgijos Trachéja 10.13 J A A J A A A A A A
I-f (1) A Reanimacijos Bronchai 10.14 J A A J A J A A A A
II-g (1) A Neurochirurgijos nd 11.09 A A A J A A A A A A
II-h (1) A nd nd 11.09 J A A A A A A A A A
1I-j2 (1) A Smegeny traumy Kraujas nd J A A J A A J A A A
1I-j4 (1) A Vaiky reanimacijos Trachéja nd J A A A J A A A A A
Abicu (40) A Reanima nd 11.09 J A A J A J J A A A
I1I-a ©) A nd nd J J A J A J J A J A
NK

Abvis - B Toksikologijos nd nd J A A J A J J A A A

A — Lietuvos sveikatos moksly universiteto Kauno klinikos, B — Respublikiné¢ Vilniaus universitetiné ligonin¢, C — Respublikin¢ Siauliy ligoniné. Antibiotiky koncentracijos
(ng/ml) pateiktos Salia sutrumpinimy; SCF - cefoperazonas-sulbaktamas; MEM - meropenemas; TZP - tazobaktamas; SAM - ampicilinas-sulbaktamas; CAZ - ceftazidimas; GM -
gentamicinas; KAN - kanamicinas; CIP - ciprofloksacinas; IMP - imipenemas; PIP — piperacilinas; J — jautr@is, A — atsparis izoliatai. nd — néra duomeny.



2.2 lentelé. Darbe naudoti oligonukleotidiniai pradmenys, plazmidés ir kamienai

Pradmuo Seka (5°-3%) Tikslas Saltinis

Epsl CATTAATAAGCGCAATATTGAC wza prieSsrovinio regiono amplifikacija Sis darbas

Eps2 GTTATATAAAGCGCTTGAGAAACCCTTTGTGTATTTATCT

Eps3 TCTCAAGCGCTTTATATAAC wza posrovinio regiono aplifikacija Sis darbas

Eps4 GTCGAGGCATTTCTGTCCTAGAAGCACCTTTGCTGTC

Fjgms AGGACAGAAATGCCTCGAC aac(3)-I kasetés amplifikacija Sis darbas

Rjgms ATCTCGGCTTGAACGAATT

EpgR TGTATTCAGTTTTATATTCAGTATCAC wza i§veiklinimo patvirtinimas Sis darbas

P-Ab-ITSF CATTATCACGGTAATTAGTG A. baumannii rusies nustatymas Chiang ir kt,

P-Ab-ITSB AGAGCACTGTGCACTTAAG 2011

gnaaF CNTAYTAYYTDACNCATAAAGC K lokuso amplifikacija ir sekoskaita Sis darbas

galuR GTCAACNACBGTDACCATTTC

wzyl1F AACGTTGGGACTATAGCAACAAAT wzyl1 detekcija/ KL2 nustatymas Sis darbas

wzyllIR CCTGTTTGATGGGGTGGTCT

KL27F GGAGACTGGCTGCAACCTTAT KL27 nustatymas Sis darbas

KL27R AGAGCTGTGCACCCAAACAG

KL6F CCACTTGGGGGAGTGTGATT KLG6 nustatymas Sis darbas

KL6R AACTTTCCGCCCCCAACTTA

KLIF ACGAAAACAACAGTTATGGCGA KL1 nustatymas Sis darbas

KLIR ATGGGGGAGGTGTTACAGGT

KLAOF GGAAGTTAATCGTACTCTGCATTAT KLA40 nustatymas Sis darbas

KLAOR ACACACCTGTAAGCTTGCCT

KL4F AACGCGGCAAACTTACTGGA KLA nustatymas Sis darbas

KL4R CGCCGATAAACCCACCTAAG

KL20F GAACGCGGCAAACTTACAGG KL20 nustatymas Sis darbas

KL20R CAGGAGAGGGACCTGCAATC

RH1704 CCCTACAAGGTCTTGCCAAT OCLI nustatymas Kenyon ir kt.,

RHI1705 CCTCAGCCCGTACTTACAAC 2014b

Citrato F1 AATTTACAGTGGCACATTAGGTCCC gltA amplifikacija ir sekoskaita https://pubmlst.

Citrato R12 GCAGAGATACCAGCAGAGATACACG org

gyrB_F TGAAGGCGGCTTATCTGAGT gyrB amplifikacija ir sekoskaita https://pubmlst.

gyrB_R GCTGGGTCTTTTTCCTGACA org

RAI CCTGAATCTTCYGGTAAAAC recA amplifikacija ir sekoskaita https://pubmlst.

RA2 GTTTCTGGGCTGCCAAACATTAC org

epi_F GAAATTTCCGGAGCTCACAA gpi amplifikacija ir sekoskaita https://pubmlst.

gpi_R TCAGGAGCAATACCCCACTC org

GDHBIF GCTACTTTTATGCAACAGAGCC gdhB amplifikacija ir sekoskaita https://pubmlst.

GDHB775R GTTGAGTTGGCGTATGTTGTGC org

cpn60_F GGTGCTCAACTTGTTCGTGA cpn60 amplifikacija ir sekoskaita hitps://pubmlst.

cpn60_R CACCGAAACCAGGAGCTTTA org

rpoD-F ACCCGTGAAGGTGAAATCAG rpoD amplifikacija ir sekoskaita https://pubmlst.

rpoD-R TTCAGCTGGAGCTTTAGCAAT org

BaF GCACCAAATGCAGCAACTCA blplicgeno alelio detekcija Sis darbas

BaR TGCTCGTTACAGAAAGCGGT

BaF GCACCAAATGCAGCAACTCA blplicigeno alelio detekcija Sis darbas

BIp2R TACTCGTTACGGAAGGTTCT

OmpF1 GATTCCTGACCTTTCTTATCACAAC ompAc; geno alelio detekcija Sis darbas

OmR GAGCAACTGGAGTTGGTTCA

OmpF2 GACTTTGATGGCGTAAATCGT ompAcy geno alelio detekcija Sis darbas

OmR GAGCAACTGGAGTTGGTTCA

Fjgms AGGACAGAAATGCCTCGAC aac(3)-I kasetés amplifikacija Sis darbas

Rjgms ATCTCGGCTTGAACGAATT

Bavl CATTACAATGCTTAAGCTA blpI priessrovinio regiono amplikacija Sis darbas

Bav2 CATATTAAACAATAATTTGCTTCCTTCATCGGTAGAAAC

Bav3 GCAAATTATTGTTTAATATG blpI posrovinio regiono amplikacija Sis darbas

Bav4 GTCGAGGCATTTCTGTCCTGGTTTAGCAATAGAACGGAT

Bpat AAGAGACTTTTAATAGGCGAT blplI geno idveiklinimo patvirtinimas su Sis darbas
Bav4 pradmeniu

OmpAl GGAGCAGTTAGTCCTGATAG ompA priessrovinio regiono amplikacija Sis darbas

OmpA2 GAACTCAAATTATTGAGCTGCCTCCAGAGATAACAATTG

OmpA3 CAGCTCAATAATTTGAGTTC ompA posrovinio regiono amplikacija Sis darbas

OmpA4 GTCGAGGCATTTCTGTCCTTGCTTCGTCAGTTTGAGGC

OmpAP GCGATTGCTTCTTTAATTGT ompA geno i3veiklinimo patvirtinimas su Sis darbas
OmpA4 pradmeniu

OAsp268F CACACAGCTAACACTGGTCCACGTAAG Asp268 pakeitimas j Ala ompA gene Sis darbas

OAsp268R GACCAGTGTTAGCTGTGTGACCTTCG

OArg283F CTTTAGCTGCAGCTAACTCTGTTAAATC Asp283 pakeitimas j Ala ompA gene Sis darbas

OArg283R GAGTTAGCTGCAGCTAAAGATAAACG

BIpKIF ACTGGAATTCCTATAAGACACTTAACTTATGAG bipl geno su prieSsrovine seka Sis darbas

BIpKIR AGTCGGTACCAATTAACTCCATCAGACTTAGTC amplifikacija

OmkIF CCTTAATATATGTATAAATAGAGC ompA geno su priessrovine seka Sis darbas

OmkKIR2 AGTCGGTACCAGATTATGAATCAGGAGATTTAC amplifikacija

Aac3I_seqR CGAAGTCGAGGCATTTCTGT Transformuoty bakterijy patvirtinimas Laboratorijos

AcORI_seqR AGGCTGTTGATAACTTTTGGAA kolekcija

BaprB GATCAGTATGGTCAATTAT blpI geno raykos nustatymas Sis darbas

BapRaiR CAGCGTGATCAACTACAACTAC

OmF AGCTCTTGCTGGCTTAAACG ompA geno raiskos nustatymas Sis darbas

OmR GAGCAACTGGAGTTGGTTCA

BldBamF TTCTAGGATCCGAATATTGCTCCAGTAATT blp126s52.336; fragmento klonavimas j raiskos Sis darbas

BIXhR TTCTACTCGAGTTAAACAATAATTTGCTGG vektoriy

OmBamF TTCTAGGATCCGATGAAATTGAGTCGTATT ompA geno klonavimas j raiSkos vektoriy Sis darbas

OmXhR TTCTACTCGAGTTATTGAGCTGCTGCAG

Sell CTTGCTACACTCATGTTGA sell prieSsrovinio regiono amplikacija Sis darbas
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Sel2 CAGCTTGTTTATTCTTCTCAGCTTGAAATGGCAATTAGACT

G
Sel3 CTGAGAAGAATAAACAAGCTG sell posrovinio regiono amplikacija Sis darbas
Sel4 GTCGAGGCATTTCTGTCCTTAAACTGGTAACACCTGAAC
Lysl CTCTTTTACGCCGAATTCAG ygaU prieSsrovinio regiono amplikacija Sis darbas
Lys2 CATTAAATTGAGGTGGCTGACATGAAAATTAACCATGCCG
TTA
Lys3 TCAGCCACCTCAATTTAATG ygaU posrovinio regiono amplikacija Sis darbas
Lys4 GTCGAGGCATTTCTGTCCTTGGAGTATTCGTATTAGCTTC
Pebl GATAGTTTGGCAGATGAACTT gl prieSsrovinio regiono amplikacija Sis darbas
Peb2 AGATCCAGTTAGATTCCTGCTTCATAAGAACTCCTTGATG
ATC
Peb3 GCAGGAATCTAACTGGATCT gltI posrovinio regiono amplikacija Sis darbas
Pebd GTCGAGGCATTTCTGTCCTTGATTAAATAGACAGGTGTAG
AC
Brkl CGTTCAATCACTTGCTGA brkB prieSsrovinio regiono amplikacija Sis darbas
Brk2 TGTTGAAAGTGGAATAGAGAGTTCTAACATGCGTCATCTA
TC
Brk3 CTCTCTATTCCACTTTCAACA brkB posrovinio regiono amplikacija Sis darbas
Brk4 GTCGAGGCATTTCTGTCCTGGTGCTAAATGGAAGAGC
VPI CTTCCTGATTGGAATTCTGG pgiB prieSsrovinio regiono amplikacija Sis darbas
VP2 ATAGTCTGCCATTAACTGTAATTCAGACATACTCATTGTTC
T
VP3 TTACAGTTAATGGCAGACTAT PpqiB posrovinio regiono amplikacija Sis darbas
VP4 GTCGAGGCATTTCTGTCCTTGAAACTCAACCAACAAGT
pHsF TTGAAAGTAGGCGCAGCGA Plazmidinio i-ns geno detekcija Sis darbas
pHsR CCGCGTCCAGTCCAAGTATC
HsKIF CAAAGGCTAAGCAAGCTTTATC Pl h-ns geno ifikavi Sis darbas
HsKIR CACAAAACCCTTATTTTGATGAGC klonavimui
Plazmidés Savybés Saltinis
pUC19_sacB pUC19 su sacB genu i§ Bacillus sp. Laboratorijos
kolekcija
pUC19_sacB_UDwzaGm pUC19_sacB su A. baumannii wza geno priessroviniu ir pasroviniu regionais, sulietais su Sis darbas
A. i aac(3)-1 ici inoglikozido aciltransferazés kasete
pUC19_gm_AcORI pUC19 su aac(3)-I ici inoglikozido acetils és kasete or Laboratorijos
Acir bacter ori sritimi; k )l ijos eksperi kolekcija
pUC_sacB_UDblp1Gm pUC19_sacB su A. baumannii blp1 geno priessroviniu ir posroviniu regionais, sulietais su Sis darbas
aac(3)-I kasete; geny daliniy mutanty kiirimui
pUC_sacB_UDompAGm pUC19_sacB su A. ii ompA geno pri iniu ir p iniu regionais, sulietais Sis darbas
su aac(3)-I kasete; geny daliniy mutanty kiirimui
pbiplici pUC19_gm_AcORI su Abicblp] genu Kartu su prieSsroviniu regionu (tikétinas Sis darbas
promotorius)
pbiplicu pUC19_gm_AcORI su Abic i blp] genu Kartu su prie§sroviniu regionu (tikétinas Sis darbas
promotorius)
pompAici pUCI19_gm_AcORI su AbiciompA genu Kartu su prieSsroviniu regionu (tikétinas Sis darbas
promotorius)
pompAicu pUC19_gm_AcORI su AbiciompA genu Kartu su prieSsroviniu regionu (tikétinas Sis darbas
promotorius)
pompApassa pUC19_gm_AcORI su AbiciompA genu kartu su prieSsroviniu regionu (tikétinas Sis darbas
promotorius); jvesta taskin¢ mutacija: Asp268 pakeista j Ala; komplementacijos
eksperimentams
pompArasia pUC19_gm_AcORI su AbiciompA genu Kartu su prieSsroviniu regionu (tikétinas Sis darbas
promotorius); jvesta taskiné mutacija: Arg283 pakeista j Ala; komplementacijos
eksperimentams
pET-28b Baltymy raiskos vektorius Novagen
PET-His-OmpA OmpA raiSkos plazmide, histidino uodega sulieta su baltymo N-galu Sis darbas
PET-His- Blplassz.336 Blplass: a3 raiskos plazmidé, histidino uodega sulieta su fragmento N-galu Sis darbas
pUC19_sacB_UDsel1Gm pUC19_sacB su A. baumannii sell geno prieSsroviniu ir pasroviniu regionais sulietais su Sis darbas
A. i aac(3)-1 ici inoglikozido acil ferazés kasete
pUC19_sacB_UDygaUGm pUC19_sacB su A. baumannii ygaU geno prieSsroviniu ir pasroviniu regionais sulietais Sis darbas
su A. i aac(3)-1 ici inoglikozido aciltransferazés kasete
pUC19_sacB_UDgItIGm pUC19_sacB su A. baumannii gltl geno prieSsroviniu ir pasroviniu regionais sulietais su Sis darbas
A. i aac(3)-1 ici inoglikozido acil ferazés kasete
pUC19_sacB_UDbrkBGm pUC19_sacB su A. baumannii brkB geno prieSsroviniu ir pasroviniu regionais sulietais Sis darbas
su A, i aac(3)-1 ici i likozido aciltransferazés kasete
pUC19_sacB_UDpqiBGm pUC19_sacB su A. baumannii pgiB geno prieSsroviniu ir pasroviniu regionais sulietais Sis darbas
su A. i aac(3)-1 inoglikozido acil azés kasete
ph-ns pUC19_gm_AcORI su hns genu kartu su prieSsroviniu regionu (tikétinas promotorius) Sis darbas
Kamienai Savybés Saltinis
Escherichia coli OP50 Laukinis tipas, C. elegans bakterinis maisto taltinis Brenner, 1974
Acinetobacter baylyi ADP1 Laukinis tipas ATCC 33305
Acinetobacter baumannii 1ll-a Awza A. baumannii izoliato III-a wza delecinis mutantas; be papildomo atsparumo Zymens Sis darbas
Abic14blpl blp1 delecinis A. baumannii izoliato Abicimutantas; be papildomo atsparumo Zymens Sis darbas
Abicu4blpl blp1 delecinis A. baumannii izoliato Abic ymutantas; be papildomo atsparumo Zymens Sis darbas
Abic1dompA ompA delecinis A. baumannii izoliato Abicimutantas; be papildomo atsparumo Zymens Sis darbas
Abic idompA ompA delecinis A. baumannii izoliato Abic  mutantas; be papildomo atsparumo Zymens Sis darbas
Abcr:p Abyc izoliatas su pUC19_gm_AcORI plazmide Sis darbas
Abici:p Abyc i izoliatas su pUC19_gm_AcORI plazmide Sis darbas
Abic dblpl::p Abic 4blpl kamienas su pUC19_gm_AcORI plazmide Sis darbas
Abicudblpl::p Abic udblpl kamienas su pUC19_gm_AcORI plazmide Sis darbas
Abic dompA::p AbicidompA kamienas su pUC19_gm_AcORI plazmide Sis darbas
Abic idompA::p AbicnidompA kamienas su pUC19_gm_AcORI plazmide Sis darbas
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Abicidblpl::pblplic: Abic14blp] kamienas komplementuotas pbip/ici Sis darbas
Abic dblpl::pblplicu Abyc 4blp] kamienas komplementuotas pblp/icu Sis darbas
Abicudblpl::pblplicy Abyc 14blp] kamienas komplementuotas pblplicy Sis darbas
Abicudblpl::pblplicu Abic 14blpl kamienas komplementuotas pblplicu Sis darbas
AbicidompA::pompAict Abic 1dompA kamienas komplementuotas ompAict Sis darbas
AbicidompA::pompAic Abyc dompA kamienas komplementuotas ompAic Sis darbas
AbicidompA::pompAic Abic idompA kamienas komplementuotas pompAici Sis darbas
AbicudompA::pompAicu Abic idompA kamienas komplementuotas pompAic i Sis darbas
AbicidompA::pompApassa Abic idompA i kc pompApa Sis darbas
AbicidompA::pompArassa Abyc dompA kamienas kompl pompAw Sis darbas
E. coli IM107 endAl gInV44 thi-1 relAl gyrA96 A(lac-proAB) [F_ traD36 proAB+ laclq lacZAM15] Yanisch-Perron ir kt.,
hsdR17(RK- mK+) A- 1985
E. coli BL21 (DE3) ompTgaldemlonhsdSB(rB-mB-) A(DE3 [lacI lacUV5-T7p07ind1sam7nin5]) [malB+]K- Studier ir Moffatt,
12(AS) 1986
E. coli ArcticExpress (DE3) B F ompT hsdS(rs mp ) dem” Tet" gal A(DE3) endA Hte [cpn10 cpn60 Gent'] Thermo Fisher
Scientific
Abic dsell sell delecinis A. baumannii izoliato Abicymutantas; be papildomo atsparumo Zymens Sis darbas
AbicidygaU ygaU delecinis A. baumannii izoliato Abicimutantas; be papildomo atsparumo Zymens Sis darbas
Abicdgltl gltl delecinis A. baumannii izoliato Abicmutantas; be papildomo atsparumo Zymens Sis darbas
Abic i dbrkB brkB delecinis A. baumannii izoliato Abicymutantas; be papildomo atsparumo Zymens Sis darbas
Abic dpgiB PqiB delecinis A. baumannii izoliato Abicmutantas; be papildomo atsparumo Zymens Sis darbas
II-f::pH-NS II-f izoliatas su ph-ns vektoriumi Sis darbas

2.2. Metodai

2.2.1. A. baumannii auginimas

A. baumannii buvo auginamos LB terpéje 37 °C purtant aerobinémis
salygomis. Reikalingas antras biosaugos lygis buvo uztikrinamas dirbant su
gyvomis bakterijomis biologinés saugos laminarinés traukos spintoje
biosaugos lygio reikalavimus atitinkancioje laboratorijoje. Darbo vieta
dezinfekuojama ultravioletine spinduliuote arba 70 % etanoliu, visos atliekos
neutralizuojamos autoklavuojant.

2.2.2. Lasteliy pavirSiaus hidrofobiskumo nustatymas

Lasteliy pavirSiaus hidrofobiskumas nustatytas iSsodinimo testu SAT
(angl. Salt Aggregation Test) pagal Nwanyanwu ir Abu (2013).
A. baumannii augintos ant LB agaro 37 °C per naktj. Lasteliy biomasé
suspenduota ddH,O ir sumaiSyta su vienodu kiekiu 0,125 — 4 M
koncentracijos sulfato tirpalu. Lasteliy agregacija stebéta
mikroskopu su x50 didinimu. Lasteliy hidrofobiSkumo indeksu buvo
laikoma maziausia druskos koncentracija, kurioje bakterijos buvo linkusios
tarpusavyje agreguoti.

amonio

2.2.3. Bakterijy judéjimo fenotipo nustatymas

Truk¢iojimo ir ropojimo judéjimo tipai buvo nustatyti kaip apraSyta
anksciau (Eijkelkamp ir kt., 2011) Siek tiek modifikavus protokola. Viena
bakterijy kolonija uzséta su steriliu antgaliu ji jbedant | pusiau kieta TSB
terpe. Atitinkamai 0,75 % ir 0,25 % agaro koncentracijos naudotos
trikciojimo ir ropojimo fenotipams stebéti. LékStelés inkubuotos drégnuose
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sandariuose konteineriuose 37 °C 48 val. arba 24 val. Judé¢jimas buvo
iSreikstas iSmatavus nusliauztos zonos spindulj milimetrais.

2.2.4. Bakterijy pelikulés jvertinimas

Pelikulés formavimas jvertintas pagal Giles ir kt. (2015) su kai kuriomis
modifikacijomis. | 12-os Sulinéliy plokstele (TPP) su 3 ml TSB terpés
inokuliuota x1000 praskiesta naktiné kultiira ir inkubuota 30 °C 30 val.
Pelikul¢ iSsodinta j terpe jpylus 200 pL izopropanolio, tada iStirpinta 0,5 ml
10 mM NaOH labai greitai ji neutralizuojant su druskos riigstimi. I[Smatuota
ODg sugertis.

2.2.5. DZzitivimo testas

A. baumannii bakterijos augintos LB terp¢je 37 °C per naktj. Kultira
praskiesta iki ODg=0,1. 10 pl kiekvieno méginio uzlaSinta ant polistireno
pavirSiaus, leista iSdziditi ir galiausiai méginiai buvo inkubuoti 28 °C 24 val.
Bakterijy méginiai prie§ dZiivimg ir po jo buvo praskiesti serijiniais x10
skiedimais ir iSséti ant LB agaro. Bakterijy iSgyvenamumas (D % -
atsparumo dzitivimui indeksas) buvo iSreikStas lyginant dZitivima
iSgyvenusiy bakterijy skai¢iy su pradiniu bakterijy skai¢iumi.

2.2.6. Bioplévelés formavimo nustatymas

Bakterijy bioplévelé auginta x1000 naktinés bakterijy kultiiros skiedimus
inokuliuojant § LB terpe 96 U-formos Sulinéliy ploksteléje (Nerbe Plus).
Kultiiros augintos be purtymo 37 °C 18 val. Pasalinus terpg, Sulinéliai 3
kartus praplauti 0,9 % NaCl tirpalu, kad biity paSalintos neprikibusios
bakterijos. Bioplévelés nudazytos 0,5 % kristalinio violeto tirpalu
inkubuojant 5 min., tada tris kartus praplautos 0,9 % NaCl tirpalu. DaZas
iSplautas 96 % etanoliu inkubuojant 5 min. Sugertis ties ODsgy normalizuota
pagal planktoniniy lasteliy sugertj ties ODg ir bioplévelés formavimas buvo
iSreikstas apskaiciuojant ODsgs00 santykj.

2.2.7. Bakterijy adhezijos prie plastiko nustatymas

Penkis kartus skiestos naktinés kultiiros inokuliuotos j 200 ul LB terpg 96
F-formos polistireno Sulinélivose (Nerbe Plus) ir inkubuotos 2 val. 28 °C.
Sulinéliai tris kartus praplauti su PBS buferiu ir nudazyti su kristalo violeto
dazu (zr. 2.2.15 skyrelj). Bakterijy gebéjimas adhezuotis prie plastiko
pavirSiaus buvo isreikstas apskai¢iuojant santykj ODsgo/s00-
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2.2.8. Tyrimai su lasteliy kulttiromis

Peliy plauciy epitelio lasteliy linijja LL/2 (LLC1), Zmogaus plauciy
epitelio A549 ir peliy makrofagy/monocity linija J774 buvo augintos DMEM
terpéje (Gibco, 31966021) su 10 % verSiuko serumo (angl. FBS) (Gibco,
12657029) 37 °C esant 5 % CO, koncentracijai.

Bakterijy adhezijos prie eukariotiniy lasteliy tyrimams Iastelés buvo
uzsétos 96 3Sulinéliy ploksteleje 1,5 x 10* lastelés/Sulinélyje tankiu.
Adhezinés lastelés buvo augintos 48 val.,, kol lasteliy monosluoksniai
pasieké ~80 % pavirSiaus padengimo.

A. baumannii bakterijos augintos 12 val. LB terpéje 37 °C su pastoviu
145 rpm purtymu. Bakterijy suspensijos buvo normalizuotos iki ODg;,=0,7 ir
praplautos su PBS. Epitelinés Igstelés infekuotos bakterijy suspensijomis
santykiu ~1000 bakterijy/lgstelei. Pradinis bakterijy skaicius (angl. CFU),
uzneStas ant epitelio Igsteliy, buvo apskaiCiuotas séjant deSimtkartinius
bakterijy suspensijos skiedimus ant LB agaro.

Infekuoti 1gsteliy monosluoksniai inkubuoti 90 min. 37 °C. Tada
Sulinéliai atsargiai tris kartus praplauti su DPBS, kad bity paSalintos
neprisitvirtinusios bakterijos. Epitelio lgstelés suspenduotos ddH,O ir
sulizuotos jas intensyviai pipetuojant. Adhezavusios bakterijos buvo
apskaiiuotos s¢jant deSimtkartinius skiedimus ant LB agaro ir
normalizuotos pagal pradinj bakterijy CFU. Bakterijy adhezijos prie
eukariotiniy lasteliy indeksas (A %) buvo iSreikStas pradinio ir adhezavusiy
bakterijy CFU santykiu.

Antigeny citotoksiSkumo tyrimas buvo atliekamas inkubuojant LL/2
Iasteles su rekombinantiniais baltymais DMEM terpéje su 10 % verSiuko
serumo 37 °C 24 val su 5 % CO,. 20 ul MTS tirpalo pridéta j lasteliy
augimo terpe ir inkubuota 4 val. 37 °C su 5 % CO,. Po inkubacijos matuota
sugertis kai ODyqo. Lasteliy proliferacija lyginta su kontrolinémis Igstelémis,
inkubuotomis su PBS buferiu.

Bakterijy fagocitozés tyrimams J774 lasteles buvo uzsétos 96 Sulinéliy
ploksteléje 5,6 x 10" 1astelés/Sulinélyje tankiu ir augintos 14 val. Makrofagai
buvo uzkrésti bakterijomis santykiu ~200 bakterijy vienai lastelei. Infekuoti
makrofagai buvo inkubuoti 60 min. 37 °C, véliau praplauti tris kartus su PBS
ir papildomai inkubuoti su DMEM terpe su 400 pg/ml gentamicino 30 min.
Po trijy praplovimy su PBS, lastelés suspenduotos ddH,O ir sulizuotos jas
intensyviai  pipetuojant.  Fagocituotos  (vidulastelinés)  bakterijos
apskaiiuotos s¢jant deSimtkartinius skiedimus ant LB agaro ir
normalizuotos pagal pradinj infekcijai naudoty bakterijy CFU. Bakterijy
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fagocitozés indeksas (F %) buvo iSreikStas pradinio ir fagocituoty bakterijy
CFU santykiu.

Opsonofagocitinio Zudymo eksperimentas buvo atliekamas J774
makrofagus auginant DMEM terpéje su 10 % verSiuko serumo 37 °C.
Makrofagai tris dienas buvo stimuliuoti su 40 ng/ml E. coli LPS (Sigma-
Aldrich). Makrofagai (1 x 10° lastelés j Sulinélj) ir A. baumannii bakterijos
(1 x 10* CFU j $ulinélj) buvo sumaisyti su kar§&iu inaktyvuotu peliy serumu
santykiu 1:200. Po 1 val. inkubacijos x10 meéginiy skiedimai iSséti ant LB
agaro. Serumo bakterijy inaktyvavimo jvertis suskaiCiuotas lyginant
bakterijy skaiciy su bakterijy CFU i§ meéginio su naiviu serumu.

2.2.9. Bakterijy atsparumo verSiuko serumui nustatymas

Bakterijy atsparumas komplementui vertintas matuojant augimo kreives
aktyviame arba kars$ciu iSaktyvintame (56 °C 40 min.) 80 % verSiuko serume
LB terpé¢je ir lyginant su bakterijy augimu 100 % LB terpéje. x1000 naktinés
kultiiros skiedimai buvo inokuliuoti j augimo terpes ir inkubuoti 37 °C esant
pastoviam purtymui kas 20 min. Augimo kreivés registruotos Tecan Infinite
M200 Pro mikroploksteliy skaitytuvu.

2.2.10. Bakterijy DNR iskyrimas

Genominé arba plazmidiné DNR isskirtos i§ naktiniy bakterijy kultiiry
naudojant GeneJET Genomic DNA Purification Kit ir GeneJET Plasmid
Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific) rinkinius vadovaujantis gamintojo
rekomendacijomis. DNR koncentracija ir grynumas nustatyta NanoDrop
(Thermo Fisher Scientific) spektrofotometru.

2.2.11. PGR ir tikro laiko PGR

DNR fragmenty pagausinimui buvo atliekama PGR. Reakcijos atliktos
naudojant 2.2 lentel¢je pateiktus pradmenis. DNR fragmentai padauginti
naudojant DreamTaq arba Phusion polimerazes (Thermo Fisher Scientific)
pagal gamintojo rekomendacijas. Pradmeny prilydymo temperatiira
apskaiciuota pagal konkrecias pradmeny sekas.

Geny raiska tirta atliekant tikro laiko PGR (angl. RT-PCR) naudojant
DreamTaq polimeraze. RNR iS lasteliy iSskirta naudojant ,,Gene JET RNA
Purification Kit*“ (Thermo Fisher Scientific) pagal gamintojo
rekomendacijas. Kopijiné DNR susintetinta komerciniu rinkiniu ,,RevertAid
First Strand cDNA Synthesis Kit*“ (Thermo Fisher Scientific). Tikro laiko
PGR reakcijos atliktos naudojant 2.2 lenteléje pateiktus pradmenis naudojant
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SYTOO fluorescensinj dazg. Santykiniai raiSkos pokyc¢iai kiekybinés RT-
PCR metu apskaiciuoti pagal AACt metodika, normalizuojant pagal rpoB
gena.

2.2.12. A. baumannii ST tipy nustatymas

PGR reakcijos atliktos naudojant 2.2 lenteléje pateiktus pradmenis. DNR
fragmentai padauginti naudojant Phusion polimeraz¢ (Thermo Fisher
Scientific) pagal gamintojo rekomendacijas. Pradmeny prilydymo
temperatiira apskaiCiuota pagal konkrecCias pradmeny sekas. Amplikonai
toliau buvo analizuojami DNR sekoskaitos biidu.

2.2.13. A. baumannii imliyjy (elektrokompetentiniy) lasteliy ruoSimas

A. baumannii bakterijos uzsétos | 2 ml LB terpés ir augintos per naktj
purtykléje 37 °C. Naktiné kultiira centrifuguojama 12000 x g grei¢iu 2 min.
4 °C. Nuosédos suspenduojamos 1 ml 10 % glicerolio tirpale ir vél
centrifuguojamos. Plovimas gliceroliu atliekamas 3 kartus. Lastelés
suspenduojamos 100 pl 10 % glicerolio tirpale.

2.2.14. A. baumannii deleciniy mutanty kiirimas

Geny delecijos A. baumannii genome buvo atlieckamos pagal anksciau
apraSyta schemg (Oh ir kt., 2015). PrieSsroviniai ir pasroviniai geny regionai
amplifikuoti su pradmeny poromis, pateiktomis 2.2 lenteléje. Sulietinio PGR
bidu amplikonai buvo sujungti su gentamicino atsparumo kasete aac3l, i$
klinikinio A. baumannii izoliato. Gauta DNR klonuota j pUC19_sacB
vektoriy. Konstruktas atsirinktas E. coli JM107 kamiene. Gauta plazmidé
transformuota elektroporacijos budu | pasirinkta A. baumannii izoliata.
Kolonijos, | kuriy genoma po pirmos rekombinacijos jsiterpé vektorius,
atsirinktos ant LB agaro su 30 pg/ml gentamicino, kadangi vektorius tur¢jo
Siam antibiotikui atsparumg nulemiancig kasete. Kolonija buvo inokuliuota
LB terpéje 4 val. Bakterijos, kuriose antros rekombinacijos metu vektorius
kartu su genu-taikiniu buvo pasalinti i§ genomo, atsirinktos sé€jant serijinius
skiedimus ant LB terpés su 10 % sacharozés, kadangi levansukraze,
koduojama sacB geno, katalizuoja Gram-neigiamoms bakterijoms toksisky
polisacharidy sintez¢ i§ terpéje esancios sacharozés. Mutantai buvo
patvirtinti naudojant PGR ir DNR sekoskaita.
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2.2.15. Geny klonavimas

Komplementacijos eksperimentams geny DNR amplifikuota su
prieSsrovine seka (tikétinomis promotorinémis sekomis) naudojant
pradmeny poras, pateiktas 2.2 lenteléje. Apie 1,6 kb DNR fragmentas su
ompA genu ir apie 10 kb fragmentas su blp! genu buvo aplifikuoti naudojant
dideliu tikslumu pasiZzymin¢ia Phusion polimeraze (Thermo Fisher
Scientific). DNR amplikonai klonuoti ] pUC19_gm_AcORI vektoriy su
gentamicinui atsparumg lemiancia kasete ir Acinetobacter ori seka naudojant
Smal restrikcijos endonukleaze (Thermo Fisher Scientific). Gautos
komplementacijos plazmidés atrinktos E. coli JM107 kamiene, konstruktai
patikrinti DNR sekoskaita, tada transformuoti elektroporacijos biidu |
atitinkamus A. baumannii izoliatus ir kolonijos atrinktos ant LB agaro su
30 pg/ml gentamicino. Taskinés mutacijos ompA gene jvestos tikslinés
mutagenezés bidu, inversiniu PGR su inversiniy pradmeny poromis
OAsp268F/OAsp268R ir OArg283F/OArg283R, kuriose buvo jvesti
atitinkamai pakeisti kodonai, ir naudojant pompA;c ; plazmide (2.2 lentel¢)
kaip matricag. Po PGR laukinio tipo plazmidé hidrolizuojama su Dpnl
restrikcijos endonukleaze, o linijiné mutantiné plazmidé fosforilinama su T4
polinukleotidkinaze (Thermo Fisher Scientific) ir transformuojama j AompA
A. baumannii kamieng. Gauti konstruktai buvo patvirtinti DNR sekoskaita.

2.2.16. Kapsulés polisacharidy frakcionavimas

Kapsulés polisacharidai analizuoti kaip apraSyta anksc¢iau (Geisinger ir
Isberg, 2015). Bakterijy kultiros augintos ant LB agaro 37 °C per naktj,
suspenduotos PBS, normalizuota iki ODgyy=3. Polisacharidai i$skirti maiSant
maksimaliu grei¢iu 30 sekundZiy, centrifuguojant 9000 x g 10 min. ir
iSsodinant su 75 % Saltu etanoliu per naktj. Nucentrifugavus nuosédos
iStirpintos  NDS méginio uZneSimo buferyje. Meéginiai analizuojami
iSskirstant 12 % NDS-PAGE gelyje ir dazant su 0,1 % (w/v) sacharidams
specifiniu alciano mélio dazu, kaip aprasyta Mercaldi ir kt. (2008).

2.2.17. Konfokaliné skenuojanti mikroskopija

Bakterijy formuojamy biopléveliy konfokaliné lazerio skenuojanti
mikroskopija (angl. Confocal Laser Scanning Microscopy, CLSM) atlikta
,Microscopy and Imaging Platform MIMA2“ (Jouy-en Josas, Pranciizija).
x1000 skiestos A. baumannii naktinés kulttros uzsétos LB terpéje 96
Sulinéliy ploksteléje ir inkubuotos 2 arba 24 val. Bakterijy bioplévelés
vizualizuotos naudojant ,,FilmtracerTM LIVE/DEAD® Biofilm Viability
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Kit“ (Thermo Fisher Scientific) pagal gamintojo rekomendacijas. Plokstelés
nuskaitytos konfokaliniu lazerio skenuojanc¢iu mikroskopu. Vaizdai apdoroti
IMARIS 7.7.2 programine jranga.

2.2.18. Skenuojanti elektroniné mikroskopija

A. baumannii lagsteliy ir sekretuojamy iSorinés membranos pisleliy (angl.
outer membrane vesicles, OMV) skenuojanti elektroniné mikroskopija (angl.
Transmission electron microscopy, TEM) atitinkamai atlikta ,,Microscopy
and Imaging Platform MIMA2*“ (Jouy-en Josas, Pranciizija) ir Eukarioty
geny inZinerijos skyriuje (VU, GMC, Biotechnologijos institutas). Bakterijos
uzaugintos LB terp¢je 37 °C per naktj, fiksuotos su 0,1 M natrio kakodilato
buferiu (pH 7,2) ir 2 % glutaraldehido 3 val. kambario temperatiiroje. Po
inkubacijos su Oolong arbatos ekstraktu kakodilato buferyje ir postfiksavimo
1 % osmio tetroksido tirpale su 1,5 % kalio cianoferatu, bakterijos
dehidratuotos nuosekliai didinant etanolio koncentracija. Méginys
supjaustytas mikrotomu, perkeltas ant vario plokSteliy ir daZytas su
kontrastiniu $vino citrato dazu. Plokstelés analizuotos HT7700 skenuojanciu
elektroniniu mikroskopu naudojant 80 kV.

ISorinés membranos piislelés mikroskopuotos ant paladZiu padengty
anglies ploksteliy ir dazytos 2 % vandeniniu uracilo acetato tirpalu. Pislelés
vaizdintos Morgagni 268 elektroniniu mikroskopu (FEI, Hillsboro, OR,
USA).

2.2.19. orinés membranos pisleliy iSskyrimas

A. baumannii augintos 130 ml LB terpés 37 °C 20 val. su pastoviu
purtymu. Lastelés paSalintos centrifuguojant 10000 x g 4 °C. Supernatantas
filtruotas per 0,22 um filtrg (Sigma-Aldrich). ISorinés membranos piislelés
(OMV) surinktos filtrata ultracentrifuguojant 130000 x g 4 °C 3 val. Puslelés
suspenduotos 100 ul PBS buferio. Baltymy koncentracija nustatyta
Bradfordo reagentu (Broth). 20 ul suspensijos iSséta ant LB terpés kaip
sterilumo  kontrolé. Pislelés vaizdintos skenuojanciu elektroniniu
mikroskopu. Pisleliy baltymai analizuoti 12 % poliakrilamidiniame gelyje
denattiruojanciomis salygomis.

2.2.20. Membraniniy baltymy i8skyrimas ir analizé

A. baumannii kultiiros augintos LB terpéje 37 °C per naktj. Lastelés
praplautos ir suspenduotos 10 mM Tris buferyje (pH 7,5) iki ODgp=0,5,
sulizuotos uZSaldant bakterijas -80 °C 2 val. ir véliau veikiant ultragarsu.
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Lasteliy nuolauZos surinktos centrifuguojant 7000 x g 10 min. Membraniniai
baltymai i§ supernatanto iSsodinti ultracentrifuguojant 120000 x g
45 min. 4 °C. Nuosédos suspenduotos PBS buferyje. Baltymy frakcijos
analizuotos 12 % poliakrilamido gelyje denatiiruojan¢iomis sglygomis.

2.2.21. Antigeny klonavimas ] raiSkos vektoriy ir gryninimas giminingumo
chromatografijos bidu

Visas ompA genas ir blpl geno fragmentas, koduojantis baltymo C-galo
2652-3363 aminoriigstis, amplifikuoti su atitinkamais pradmenimis (2.2
lentelé) naudojant Phusion polimeraze. Fragmentai klonuoti j pET28b
raiSkos vektoriy taip, kad 6xHis inkaras buvo sulietas su tikslinio baltymo
N-galu. Plazmidés patikrintos DNR sekoskaita ir transformuotos
elektroporacijos biidu | E. coli raiSkos kamienus BL21 (DE3) (OmpA) bei
ArcticExpress (DE3) (Blpl) (2.2 lentel¢). Bakterijos augintos LB terpgje su
40 pg/ml kanamicino iki ODgy=0,5. Baltymy raiSka indukuota 0,5 mM
izopropil B-d-tiogalaktopiranozidu (IPTG) ir inkubuojant 28 °C (OmpA) ir
14 °C (Blpl) 16 val. Lastelés nucentrifuguotos 7000 x g 15 min. ir
suspenduotos lizés buferiniame tirpale (20 mM NaH,PO, pH 7,4, 500 mM
NaCl, 20 mM imidazolo). Proteaziy slopiklis PMSF (Roth) pripiltas i
suspensija prie§ lasteliy ardyma ultragarsu. Netirpis komponentai
nucentrifuguoti 12000 x g 4°C 30 min. Baltymai iSgryninti giminingumo
chromotografijos btidu naudojant 1 ml HisTrapHPTM nikelio-sefarozés
kolon¢le (GE Healthcare). Baltymai iSplauti naudojant imidazolo gradienta
eliucijos buferiniame tirpale (20 mM NaH,PO, pH 7,4, 500 mM NaCl,
500 mM imidazolo). Eliucijos tirpalas dializuotas naudojant Sephadex G-25
kolonéle (GE Healthcare) kei¢iant j PBS buferj. ISgryninti baltymai
analizuoti 12 % poliakrilamidiniame gelyje. Rekombinantiniai baltymai
laikyti -80 °C.

2.2.22. Imunofermentiné baltymy analize

Baltymai i§ poliakrilamidinio gelio pernesti ant nitroceliuliozinés
membranos (Amersham Biosciences) naudojant pusiau sausg (angl.
semi-dry) baltymy pernasos metodg (Sambrook ir kt., 1989).
Nitroceliulioziné membrana blokuota su 5 % lieso pieno PBST buferyje
(PBS su 0,1 % Tween 20) buferyje 1 val. kambario temperatiiroje. Tada
membrana 1 val. inkubuota su peliy, imunizuoty OmpA baltymu, serumu
(1:5000 skiedimas). Membrana praplauta tris kartus su PBST buferiu be
pieno ir inkubuota su antriniais ozkos antikiinais (pries peliy IgG),
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konjuguotais su krieny peroksidaze 1:4000 (Bio-Rad) 1 val. Membrana
praplauta PBST buferiu tris kartus, uZpilta ,,1-step ultra TMB blotting
solution® (ThermoFisher Scientific) tirpalu. Reakcija stabdyta praplaunant
membrang su distiliuotu vandeniu.

ELISA (angl. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) testas buvo
atliekamas specifiniy antikiiny nustatymui vakcinuotose pelése. 96 Sulinéliy
plokstelé (Maxisorp, Nalge Nunc) padengta 0,2 pg baltymo PBS buferyje |
Sulinélj ir inkubuota per naktj 4 °C. Po to kai Sulinéliai buvo praplauti du
kartus su PBST buferiu, x2 serumo skiedimai PBST buferyje su 5 % lieso
pieno buvo inkubuoti 1 val. 37 °C temperatiiroje. PlokStelé praplauta tris
kartus su PBST buferiu ir inkubuota su 100 pl antriniy ozkos antikiiny (pries
peliy IgG), konjuguoty su krieny peroksidaze 1:4000 (Bio-Rad) 1 val.
Sulinéliai 4 kartus praplauti su PBST buferiu ir inkubuoti su 100 ul krieny
peroksidazés substratu (ThermoFisher Scientific) 20 min. kambario
temperatiiroje tamsoje. Reakcija sustabdyta pripylus 100 pl 2N sieros
rigsties, matuota ODysy sugertis. Titravimo pabaiga buvo pasirinkta vertg,
kurios sugertis buvo bent 0,1 didesné nei kontroliniy Sulin¢liy (be serumo).

2.2.23. Caenorhabditis elegans vaisingumo tyrimas

C. elegans N2 nematody (gauta i§ dr. M. Rudgalvytés, University of
Eastern Finland) kiauSinéliai uzauginti iki L1 stadijos kirméliy, kurios véliau
sinchronizuotos per naktj 20 °C. Nematodai buvo auginami ant NGM terpés
su E. coli kamieno OP50 gazonu, kaip nematody maisto Saltiniu, iki kol
nematodai pasieké L2 stadija. Naktinés A. baumannii kultiros i$sétos ant
NGM terpés su 1 % etanolio, nes parodyta, kad etanolis indukuoja
virulentines A. baumannii savybes (Smith ir kt., 2007a). LékStelés su
A. baumannii kultiromis augintos per naktj 21,5 °C. Vienas L2 stadijos
nematodas su sterilia kilpele buvo perneStas ant NGM terpés su
A. baumannii kultira ir inkubuotas 21,5 °C. Trecia dieng po perkélimo
nustatytas palikuoniy skaicius.

2.2.24. Peliy sepsio modelis

8-12 savai¢iy BALB/c pelés isigytos i§ VU Gyvybés mokslo centro
Biochemijos instituto. Gyviinai buvo  priZilirimi  vadovaujantis
rekomendacijomis, parengtomis pagal Europos parlamento 2010 mety
rugsejo 22 dienos direktyva 2010/63/EU. Tyrimai buvo atliekami pagal
Valstybinés maisto ir veterinarijos tarnybos leidima nr. G2-72.
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Peliy sepsio modelis buvo pritaikytas kaip aprasyta anksCiau (Huang ir
kt., 2014b). A. baumannii kultiros augintos LB terp¢je 18 val. 37 °C.
Bakterijos praplautos ir suspenduotos PBS buferyje iki atitinkamos sugerties,
kuri buvo nustatyta anks¢iau séjant skiedimus ant LB agaro ir skai¢iuojant
CFU. Méginiai sumaiSyti su 5 % kiaulés skrandzio mucinu (w/v; Sigma-
Aldrich). 0,5 ml méginio buvo susvirksta peliy pateléms | peritoning ertmg.
Tikslus méginyje esanciy bakterijy skaiCius ir bakterijy, iSskirty i§ pelés
bluznies, titras buvo nustatytas séjant skiedimus ant LB agaro. A. baumannii
kolonijos buvo patvirtintos PGR su specifiniais pradmenimis (2.2 lentelé).

2.2.25. Peliy vakcinavimas

Aktyviai imunizacijai BALB/c peliy patinéliai (5 pelés grupéje)
imunizuoti 2 pg rekombinantinio baltymo susvirksciant j raumen;j. Antigenai
sumaisyti vienodu santykiu su pilnu Freundo adjuvantu pirmai vakcinacijai
ir su nepilnu Freundo adjuvantu kitoms vakcinacijoms 14 ir 28 dienomis.
Kontroliné grupé vakcinuota vietoje antigeno naudojant PBS buferj su
Freundo adjuvantais. 32 diena po pirmos vakcinacijos surinkti peliy kraujo
méginiai ir tirtas specifiniy imunoglobuliny G titras méginiuose naudojant
ELISA testa. Galiausiai, 42 dieng peléms ] peritoniumo ertme suleista
1 x 10® CFU Abyc bakterijy. Peliy i$gyvenamumas stebétas 7 dienas.

Pasyviai imunizacijai BALB/c peliy patinéliams (3 pelés grupéje) i
peritoniumo ertme susSvirksta 200 ul Blp1 fragmentui specifinio antiserumo,
gauto i§ Blpl fragmentu vakcinuoty peliy. Kontrolinei grupei suleista
antiserumo i§ peliy, kurios vakcinuotos PBS buferiu. Pragjus 6 val. po
vakcinavimo, peléms ] peritoniumo ertmg¢ suleista 5 x 10' CFU Abyc |
bakterijy. Peliy iSgyvenamumas stebétas 45 dienas.

2.2.26. Bioinformating ir statistiné analizé
Bioinformatiné analizé atlikta naudojant genomy ar baltymy sekas, gautas
i§ NCBI duomeny bazés. Seky palyginiai paruosSti naudojant TexShade

jrankj arba Clustal O programa. Virulentiniy veiksniy paieSka vykdyta
pasitelkiant VFDB (http://www.mgc.ac.cn/VFs/main.htm) duomeny bazg,

homologijos ieskotos su Blastn, Blastp ar psiBlast paieSkos sistemomis.
A. baumannii seky tipai (ST) analizuoti PubMLST
(https://pubmlst.org/general.shtml) platformoje. Statistiniai reik§mingumai
skaiciuoti remiantis ANOVA su Tukey HSD arba t testais. Statistin¢ analizé
atlikta naudojantis R platformos versija 3.5.1 (R Development Core Team,
2018) arba Microsoft Excel 2010 programa.
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3.REZULTATAI

Pirmoje $io darbo dalyje tirti klinikiniy A. baumannii izoliaty fenotipai,
susije su lgstelés pavirSiaus savybémis, nes tikétina, kad jy pasireiSkime
dalyvauja nemaZzai potencialiy su virulentiSkumu siejamy komponenty.
Apibtdinus A. baumannii izoliaty virulentines savybes, antrojoje darbo
dalyje analizuoti konkretlis, su bakterijy pavirSiaus savybémis susij¢
komponentai, jy vaidmuo patogenezéje bei rySys su aprasytais fenotipais.
Galiausiai, identifikavus klinikiniy A. baumannii izoliaty | lastelés iSoring
eksponuojamus virulentiSkumo veiksnius, buvo tirtas tokiy veiksniy
gebé¢jimas stimuliuoti infekuoto organizmo (pelés) imunine sistema, tikintis
pritaikyti antigenus aktyviai ir pasyviai vakcinacijoms.

3.1. Ligoninése paplitusiy A. baumannii savybés

Darbe tirti 36 klinikinés kilmés A. baumannii izoliatai, kurie priklauso
ICT (n=20) ir IC II (n=16) pandeminiams klonams, sukeliantiems didZigja
dalj visy A. baumannii infekcijy. Sie reprezentatyviis izoliatai pasirinkti i§
anksciau apibiidintos 365 klinikiniy izoliaty kolekcijos pagal jy priskyrima
konkre¢iam pulsotipui (2.1 lentelé), kurie buvo nustatyti naudojant PFGE
genotipavimo schema (Povilonis ir kt., 2013). Pasirinktoje reprezentatyvioje
grupéje dauguma izoliaty priklausé pulsotipams, kurie turéjo >2 izoliatus
(klonaltis izoliatai), taip pat i grupe buvo jtraukti ir izoliatai, kurie buvo
pavieniai pulsotipe (sporadiniai izoliatai). Konkretiis tirti izoliatai buvo
pavadinti pagal jy priskyrimg pandeminiam klonui (I arba II) ir jo pulsotipui
(maZoji raidé Salia RomeéniSko skaiciaus). Analizuojamuose grafikuose
izoliatai pateikti i§ eilés pagal filogenetinj panasuma. Tirtos A. baumannii
pasizyméjo dauginiu atsparumu antibiotikams, t.y. buvo atsparios trims arba
daugiau antibiotiky klasiy (2.1 lentelé).

3.1.1. Judrumas ir geb¢jimas sudaryti pelikule

Pirmiausiai buvo tirtas izoliaty judrumas, nes $is A. baumannii fenotipas
siejamas su gebéjimu kolonizuoti abiotinius pavirSius. Ropojimo (angl.
swarming) fenotipas (3.1 pav., A, nuotrauka vir§uje) buvo biidingas didZiajai
daliai izoliaty (92 %, 33/36), nors kolonijy SliauZimo zonos diametras
nebuvo didelis — 6-14 mm (3.1 pav., A), lyginant su literatiiroje apraSytais
hiperjudriais A. baumannii izoliatais (Giles ir kt, 2015). Tik trys IC I izoliatai
— I+, I-m ir IV — pasizyméjo labiau iSreikStu ropojimo fenotipu — jy judris
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sieké 26 mm. Jdomu tai, kad tritk¢iojimo fenotipas (angl. twitching) buvo
iSskirtinai budingas tik IC I izoliatams (3.1 pav., A). Yra parodyta, kad
A. baumannii IV tipo pilés atsakingos uz triik¢iojimo fenotipa (Harding ir
kt., 2013). Todél nusprendéme palyginti lgsteliy pavirSiy struktiiras TEM
metodu vaizdinant reprezentatyvaus judraus IC I izoliato (Abyc) ir nejudraus
IC 1I izoliato (II-a) Iasteles (3.1 pav., B). IC I izoliato lasteliy pavirSiui buvo
budingos ilgos piliy tipo struktiiros, kuriy netur¢jo nejudraus IC II izoliato
Iastelés.
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3.1 pav. IC I ir IC II A. baumannii izoliaty trik¢iojimo ir ropojimo fenotipai. A —
trukc¢iojimo (@) ir ropojimo (o) fenotipai jvertinti atstumais nuo inokuliacijos centro, mm;
B — reprezentatyviy IC I ir IC II izoliaty TEM nuotraukos, skalé¢ — 70 nm; C — pelikulés
biomasé¢ (=), jvertinta matuojant 600 nm sugertj suspendavus pelikule vandeniniame
tirpale. Pateikti duomeny vidurkiai + standartiniai nuokrypiai analizuojant tris
nepriklausomus eksperimentus. Roméniski skaitmenys I ir II, nurodo IC I ir IC II
pandeminius klonus. Raudonai apibréZti paplitusiy pulsotipy izoliatai, mélynai —
sporadiniai izoliatai.

Neseniai parodyta sgsaja tarp A. baumannii geb&jimo judéti ir formuoti
bioplévele skyscio ir oro salytyje — pelikule (Holscher ir kt., 2015; Giles ir
kt., 2015). Todél toliau tyréme IC I ir IC II klony izoliaty gebéjima formuoti
tokig strukttrg. IC II izoliatai beveik neformavo pelikulés (3.1 pav., C), tuo
tarpu 85 % IC I izoliaty (17/20) sintetino pelikule, nors jos biomasé gana
smarkiai varijavo tarp izoliaty. Nors trik¢iojimo ir pelikulés fenotipai buvo
iSskirtinai biidingi IC I izoliatams, akivaizdzios koreliacijos tarp Siy dviejy
fenotipy nenustatéme. Taip pat nebuvo pastebétas ir Siy savybiy rySys su
izoliaty paplitimo daZniu.

3.1.2. Sekretuojami kapsulés polisacharidai

UZlgsteliniai polisacharidai yra pelikulés ir bioplévelés sudedamoji dalis
(Armitano ir kt., 2014; Nait Chabane ir kt., 2014). Kapsulés polisacharidai

yra svarbus A. baumannii veiksnys apsisaugant nuo Seimininko imuninés
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sistemos (Russo ir kt., 2010). Todél mus domino, ar IC I ir IC II
A. baumannii pasizymi sintetinamy polisacharidy skirtumais. Buvo iSskirtos
kapsulés polisacharidy frakcijos ir analizuotos NDS-PAGE gelyje dazant
alciano mélio dazu, kuris specifiskai jungiasi prie sacharidy. Paaiskéjo, kad
IC T ir IC II izoliatai akivaizdZziai skiriasi sekretuojamos polisacharidinés
kapsulés profiliais (3.2 pav.). IC I izoliatai sintetino kapsule, sudaryta i$
jvairaus ilgio polisacharidiniy grandiniy, o IC II izoliaty kapsules sudaré
iSskirtinai didelés molekulinés masés polisacharidai. Taigi, Sie duomenys
rodo, kad sekretuojamos polisacharidy kapsulés sudétis yra savitas
A. baumannii pandeminiy klony IC I ir IC II bruoZas. SprendZiant iS
nustatyty profiliy, absoliuti dauguma tirty A. baumannii turéjo kapsule,
taCiau du IC II izoliatai — II-h ir II-dB — tyrimo salygomis (LB, 37 °C)
kapsulés nesintetino, kaip ir kontrolinis, kapsulés nesintetinantis
Acinetobacter baylyi kamienas (3.2 pav.). Verta pastebéti, kad visos be
iSimties A. baumannii sintetino lipooligosacharidg (LOS).

icl ¥ ic 3.2 pav. IC L ir IC II A. baumannii

KDa M3 2PV L "¢ \‘” e VP £ e kapsulés polisacharidy profiliai.
17?::""' p i kps Kapsulés polisacharidai (KPS) ir
lipooligosacharidai (LOS)
vaizdinti 12 % NDS-PAGE gelyje

25 —p “ . . .
daZant su sacharidams specifiniu
i alciano mélio dazu. Kair¢je
. nurodyti baltymy standarty (M)
10— N dydziai (PageRuler™ Prestained
‘ |Los

Protein Ladder (Thermo Fisher
Scientific)).

3.1.3. A. baumannii 1gstelés pavirSiaus hidrofobiskumas

Pastebéta, kad bakterijy saveikai su abiotiniais ir biotiniais pavirSiais
reikSmingg jtaka daro bakterijos pavirSiaus hidrofobinés savybés (Krasowska
ir Sigler, 2014). IC I ir IC II klony A. baumannii skyrési polisacharidinés
kapsulés profiliais, todél nusprendéme iStirti, ar skiriasi bakterijy pavirSiaus
hidrofobinés savybés. HidrofobiSkumas vertintas amonio sulfato testu (angl.
salt agregation test, SAT), kai esant tam tikrai druskos koncentracijai (SAT
verté), bakterijos tarpusavyje agreguoja. Kuo lastelés pavirSius
hidrofiliSkesnis, tuo bakterijy agregavimui reikia didesnés druskos
koncentracijos. Visi IC I izoliatai pasiZyméjo hidrofobinémis pavirSiaus
savybémis, nes jy agregavimui pasiekti reikéjo palyginti nedidelés amonio
sulfato koncentracijos (0,25 — 1 M) (3.3 pav., A). Tuo tarpu IC II izoliatai
pagal Sig charakteristika i$siskyré i dvi grupes. Dalis izoliaty (44 %, 7/16),
kaip ir IC I izoliatai, pasizyméjo hidrofobinémis savybémis. Tuo tarpu IC II
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izoliaty II-a2, Il-c, II-d, 1I-dB, II-e, II-eA, II-f, II-g ir II-h pavirSius buvo
akivaizdziai hidrofilinis, nes agregavimui pasiekti reikéjo didelés druskos
koncentracijos (=2 M). Tarp Siy izoliaty II-a2, II-c, 1I-d ir II-dB buvo
klonalds, o II-e, II-eA, II-f, II-g ir II-h — sporadiniai izoliatai.

Taigi, nustatéme, kad IC I izoliatams yra biidingas hidrofobinis lastelés
pavirSius, o A. baumannii su hidrofiliniu lastelés pavirSiumi labiau
paplitusios IC II pandeminiame klone. Verta pastebéti, kad IC II izoliatai su

A
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3.3 pav. IC I ir IC II A. baumannii izoliaty su lastelés pavirSiumi susij¢ fenotipai. A —
Iastelés pavirSiaus hidrofobiskumas nustatytas druskos agregacijos testu (angl. salt
aggregation test, SAT) ir iSreikStas SAT verte, kuri atitinka minimalig amonio sulfato
koncentracija (M), kuri sukelia bakterijy agregacija; B — bioplévelés formavimas (A) ir
adhezija (A) prie plastiko, iSreikSta suger¢iy ODsggs00 santykiu. Paklaidos nurodo standartinj
nuokrypi analizuojant tris nepriklausomus eksperimentus; C — atsparumas dZitivimui (4) ir
adhezija prie pelés plauciy epitelio lasteliy LL/2 (0), iSreiksti procentiniais jverciais lyginant
su pradiniu bakterijy skaiCiumi. Paklaidos nurodo standartines klaidas analizuojant tris
nepriklausomus eksperimentus. Roméniski skaitmenys I ir II atitinka IC I ir IC II
pandeminius klonus. Raudonai apibréZti paplitusiy pulsotipy izoliatai, mélynai — sporadiniai
izoliatai.

57



hidrofiliniu Igstelés pavirSiumi blogiau augo LB terpgje lyginant su IC II
izoliatais, kuriems buvo bidingos hidrofobinés savybés (3.4 pav.). Zinoma,
kad kolistinui atspartis A. baumannii izoliatai pasiZymi prastesniu augimu,
nes LOS modifikacija fosfoetanolaminu sulétina bakterijy dauginimasi
(Pelletier ir kt., 2013; Da Silva ir Domingues, 2017), todél buvo tirtas IC 11
izoliaty atsparumas kolistinui. Vis délto, visi izoliatai buvo jautriis Siam
antibiotikui, nes nustatyta MSK verté svyravo tarp 2,5 — 5 mM.

MSK Kolistinui
(mM)

34 pav. IC I A. baumannii

25

o izoliaty augimas LB terpéje. Pilka
i spalva — prastesniu  augimu
25 pasiZymintys izoliatai. Paklaidos
iy nurodo  standartinj  nuokrypj
25 analizuojant tris nepriklausomus
2 eksperimentus. Minimali
= slopinanti kolistino koncentracija
26 (MSK) iSreiksta kolistino
33 s 99 1tz s 198 i koncentracija (mM).

—=I2 (25
—Ilj4 |25

Laikas (valandos)

3.1.4. Saveika su plastiko pavirSiumi ir bioplévelés formavimas

Nustacius A. baumannii pavirSiaus hidrofobiSkumo skirtumus, toliau
buvo tiriamas izoliaty gebéjimas kibti prie plastiko pavirSiaus ir formuoti
bioplévelés strukttras. Butent Sios savybés leidZia bakterijoms jsitvirtinti ant
medicininés jrangos pavirSiy ligoninése (Krasowska ir Sigler, 2014).

Dauguma IC I ir IC 1II izoliaty gebéjo formuoti biopléveles ant plastiko,
nors kiekybiné fenotipo iSraiska gana smarkiai varijavo (3.3 pav., B). [domu
tai, kad izoliaty gebéjimas sudaryti biopléveles nekoreliavo su bakterijy
geb¢jimu formuoti pelikule, kas liudija apie skirtingus Siuos fenotipus
lemian¢ius mechanizmus.

Ypatinga miisy démesj patrauké grupé IC II izoliaty (II-d, II-dB, Il-e,
II-eA, II-f, I-g ir II-h), kurie pasiZyméjo prastu gebéjimu formuoti
bioplévele ir Sis fenotipas koreliavo su jy iSreikStomis hidrofilinémis
pavirSiaus savybémis. Manoma, kad lastelés pavirSiaus hidrofobinés savybés
yra svarbios bakterijy sgveikai su plastiko pavirSiumi dar prie§ pradedant
formuoti bioplévele (Krasowska ir Sigler, 2014), todél toliau buvo tirtas
ry8ys tarp izoliaty hidrofobiskumo ir jy gebé&jimo adhezuotis prie plastiko.
IC 1 izoliatai pasiZzyméjo palyginti silpna adhezija prie plastiko, tuo tarpu
IC II izoliatai su hidrofiliniu Iastelés pavirSiumi Sios savybeés visai neturéjo.
Hidrofobiniu pavir§iumi pasiZzyminéiy IC II izoliaty adhezija prie plastiko
buvo Zymiai labiau iSreikSta (3.3 pav., B). Taigi, Sie duomenys patvirtino
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prielaida, kad bakterijy pavirSiaus hidrofobiSkumas yra vienas esminiy
veiksniy, lemianciy A. baumannii izoliaty gebéjimg kibti prie abiotiniy
pavirS$iy ir formuoti biopléveles. [domu tai, kad dauguma hidrofilinémis
pavirS§iaus savybémis pasiZymin¢iy ir formuojanciy plonesn¢ bioplévele
ICII izoliaty buvo sporadiniai, kas rodo, kad gebéjimas adhezuotis prie
plastiko pavir$iaus ir sudaryti bioplévelés struktiirg yra vienas i§ svarbiausiy
fenotipy, lemianciy A. baumannii i$plitimg klinikingje aplinkoje.

3.1.5. Gebgjimas iSgyventi dzitivimo salygomis

Bakterijy iSplitimui ligoninése svarbus ne tik gebéjimas sgveikauti su
abiotiniais pavirSiais, bet ir atsparumas sausoms aplinkos salygoms
(Russotto ir kt., 2015), todél iStyréme ir Sig savybe. Dauguma izoliaty
pasiZzyméjo prastu iSgyvenamumu dZitivimo salygomis, kuris svyravo
0,005 % — 1,3 % ribose nuo pradinio bakterijy skaiciaus (3.3 pav., C). Taciau
veél atkreipéme démesj | tai, kad hidrofiliniai IC II izoliatai buvo isskirtinai
atsparts dzitivimui ir jy streso sglygomis iSgyveno iki 14 karty daugiau, nei
hidrofobinj pavirsiy turin¢iy bakterijy.

Del padidéjusio lastelés pavirSiaus hidrofiliSkumo bakterijose galéty biiti
pritraukiama ir sulaikoma daugiau vandens molekuliy esant sausoms
aplinkos salygoms. Todél nusprendéme TEM metodu iStirti reprezentatyviy
IC II izoliaty — hidrofiliniy II-e bei II-f ir hidrofobiniy II-a bei II-b — 13steliy
pavirSiaus strukturas, didziausia démesj skirdami bakterijos apvalkalo
ypatybéms. Idomu tai, kad atspariausias dZitivimui II-f izoliatas pasizymeéjo
beveik du kartus storesne lastelés apvalkalo struktiira, lyginant su jautriais
dzitivimui, hidrofobinj pavirSiy turinciais II-a ir II-b izoliatais bei kapsulés
negaminanéiu II-h izoliatu (3.5 pav.). Sie duomenys liudija, kad padidéjusi
Iastelés apvalkalo struktiira taip pat galéty reikSmingai prisidéti prie
atsparumo dzitivimui.
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Lastelés apvalkalo storis (nm)

o -
R |
60
40 .
I-a Il-b e 11 I-h

3.5 pav. A. baumannii 1I-b (A), 1I-a (B), II-f (C), lI-e (D) ir II-h (E) izoliaty lgsteliy
apvalkalo strukttira, analizuota TEM metodu. Skalés juosta atitinka 50 nm. Dvigubos
rodyklés rodo lastelés apvalkalo storj. F — analizuoty bakterijy apvalkaly storiy vidurkiai.
Paklaidos nurodo standartinj nuokrypj analizuojant trijy skirtingy lasteliy tris matavimus,
reikSmingumas nustatytas ANOVA (¥**p<0,001).

3.1.6. A. baumannii adhezija prie plauciy epitelio lasteliy

Bakterijy geb¢jimas adhezuotis prie eukariotiniy lasteliy yra vienas
svarbiausiy bakterinés infekcijos etapy (Smani ir kt., 2012), tod¢l mus
domino, kaip §i savybé iSreikSta tarp IC I ir IC II klony izoliaty. Buvo
analizuota bakterijy adhezija prie pelés plauciy epitelio lasteliy LL/2. Verta
pastebéti, kad visi tirti izoliatai nepasiZyméjo stipria sgveika su
eukariotinémis Iastelémis (3.3 pav., C). IC I bakterijy adhezijos lygis buvo
0,3 % — 0,8 % ribose nuo pradinio bakterijy skaiCiaus. IC II izoliaty adhezija
buvo labiau iSreiksta ir sieké 0,5 % — 3,5 %. Pastebéjome, kad geresne
adhezija prie lgsteliy pasizymejo hidrofiliniai IC II izoliatai II-a2, II-c, II-d,
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II-eA, II-f, II-g ir II-h. Remiantis $iais duomenimis galima teigti, kad IC II
klono A. baumannii izoliaty adhezinés savybés varijavo labiau nei IC I klono
izoliaty, o hidrofilinémis pavirSiaus savybémis pasizZymintys IC II izoliatai
geriau adhezavosi prie eukariotiniy lgsteliy.

3.1.7. A. baumannii atsparumas imuninés sistemos komponentams

Patogeninés bakterijos iSvysté efektyvius apsaugos mechanizmus nuo
organizmo imuninés sistemos (Russo ir kt., 2010). Siame darbe nustatyti IC I
ir IC II klony izoliaty lasteliy pavirSiaus savybiy skirtumai gali turéti jtakos
bakterijy gebéjimui apsisaugoti nuo fagocituojanciy lasteliy. Todél buvo
nuspresta istirti makrofagy (peliy linijos J774) poveikj IC I ir IC II izoliaty
bakterijoms.

A. baumannii buvo atsparios makrofagams — fagocituotos bakterijos
sudaré tik maza dalj 0,01 % — 0,18 % nuo visy bakterijy (3.6 pav.). ISsiskyre
tik IC II klono II-dB ir II-h izoliatai, kurie buvo jautresni makrofagy
fagocitozei — jy fagocitozés rodiklis buvo ~5-10 karty didesnis lyginant su
visais kitais izoliatais. Sie du izoliatai buvo jautriis ir verSiuko serumo
komplementui, apie tai spregsta i§ augimo sulétéjimo terpéje esant aktyvaus
serumo komponenty (3.6 pav.). Kity A. baumannii izoliaty augimui aktyvus
serumas nedaré jtakos, todé¢l jos priskirtos serumui atspariems izoliatams.
Svarbu pazymeéti, kad serumui jautriis II-dB ir II-h izoliatai nesintetino ir
polisacharidinés kapsulés (3.2 pav.).
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3.6 pav. IC 1 ir IC Il A. baumannii izoliaty jautrumas makrofagy fagocitozei ir serumo
poveikiui. Fagocitoze iSreikSta procentiniu jver¢iu (A) lyginant su pradiniu bakterijy
skai¢iumi. Paklaidos nurodo standartines klaidas analizuojant tris nepriklausomus
eksperimentus. A ir J atitinkamai nurodo serumui atsparius ir jautrius izoliatus. VM ir DM
Zymi variabilios ir didelés molekulinés masés kapsulés polisacharidus. Roméniski
skaitmenys I ir II atitinka IC I ir IC II pandeminius klonus. Raudonai apibréZti paplitusiy
pulsotipy izoliatai, mélynai — sporadiniai izoliatai.
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Tyrimy metu pastebéta, kad II-dB ir II-h izoliatai, jprastomis salygomis
nesintetinantys kapsulés, pra¢jus ~ 10 val. nuo inkubacijos su aktyviu
serumu pradZios gebéjo atstatyti augima (3.7 pav., A). Siekiant iSsiaiSkinti,
ar Sis fenomenas pasireiSké dél kapsulés indukcijos, buvo iSskirtos ir
analizuotos polisacharidy frakcijos i§ II-h bakterijy, augusiy LB terpéje, LB
terpéje su 80 % iSaktyvinto serumo ir LB terpéje su 80 % aktyvaus serumo.
Kaip matyti 3.7 pav. (B), kapsulés sintez¢ buvo indukuota tik tuo atveju,
jeigu augimo terpéje buvo aktyvaus serumo. Toliau buvo tiriama, ar kapsulés
polisacharidy sintezés indukcija yra reguliuojamas reiSkinys, o ne
fenomenas, pasireiSkes dél, pvz. spontaniniy mutacijy. Tuo tikslu II-h
bakterijy kulttira, uzauginta aktyviame serume, véliau buvo perséta | LB
terpe ir kapsulés polisacharidai tirti NDS-PAGE metodu. II-h bakterijos,
perkeltos i LB terpg, nesintetino kapsulés (3.7 pav., C), o tai liudija, kad
A. baumannii kapsulés sintez¢ gali buti reguliuojama.

A B 3.7 pav. A. baumannii 1C 11
LB inFBS FBS  jzoliato II-h jautrumas serumui

pp— . . . .
kLB ir  kapsulés  polisacharidy
profiliai. A - augimas LB
terpéje, LB terpgje su 80 %
post- iSaktyvinto FBS (inFBS) ir LB
C LB FBs  serum terpéje su 80 % aktyvaus FBS.
‘ - pmmowwsse T Paklaidos  nurodo  standarting
A% 6 89 130 185 198 I3t i nuokrypj  analizuojant  tris

Laikas (valandos) ? . .

nepriklausomus eksperimentus;

—+—Il-h inFBS
Il-h FBS

B - bakterijy, auginty skirtingose terpése, kapsulés polisacharidy profiliai NDS-PAGE
gelyje. C — kapsulés polisacharidy sintezés indukcija terpéje su serumu. Rodyklé Zymi
kapsulés polisacharidy frakcija.

3.1.8. Egzopolisacharidinés kapsulés reikSmé A. baumannii patogenezeje

Siekiant iSsiaiSkinti egzopolisacharidinés kapsulés reikSme A. baumannii
atsparumui serumui ir kitiems su virulentiSkumu siejamiems fenotipams,
buvo sukurtas kapsulés nesintetinantis A. baumannii mutantas tikslinés
rekombinacijos metodu iSveiklinant vieng i$ kapsulés lokuso geny wza. Tam
tikslui i§ laboratorijos kolekcijos buvo pasirinktas IC II izoliatas IllI-a.
Lyginant sukurto Ill-aAwza mutanto ir laukinio tipo izoliato savybes
nustatéme, kad kapsulés mutantas neaugo terpé¢je esant aktyvaus serumo
komponenty (3.8 pav., A-B), taip pat pasiZyméjo padidéjusiu jautrumu
makrofagy poveikiui (3.8 pav., C). Sie duomenys dar kartg patvirtino esminj
kapsulés polisacharidy vaidmenj A. baumannii apsaugai nuo imuninés
sistemos komponenty, nes IIl-aAwza mutantas nesintetino laukinio tipo
izoliatui biidingo kapsulés profilio (3.8 pav., D).
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3.8 pav. A. baumannii IC 11 izoliato IlI-a ir jo Awza mutanto jautrumas serumui, makrofagy
fagocitozei ir bakterijy kapsulés polisacharidy profiliai. III-a (A) ir jo Awza mutanto (B)
augimo kreivés LB tepéje, LB terpéje su 80 % karSc¢iu iSaktyvinto serumo (inFBS) ir LB
terpéje su 80 % aktyvaus serumo (FBS). Paklaidos nurodo standartinj nuokrypi analizuojant
tris nepriklausomus eksperimentus; C — IIl-a ir Awza mutanto fagocitozés jverciai.
Reik§mingumas nustatytas t testu (*p<0,05). D — bakterijy kapsulés polisacharidy profiliai
NDS-PAGE gelyje. Rodyklé Zymi kapsulés polisacharidy frakcija.

Toliau tyréme, ar kapsulés praradimas veikia kitas su virulentiSkumu
siejamas A. baumannii savybes. III-aAwza bakterijy, palyginus su téviniu
kamienu, pavirSiaus hidrofobiskumo indeksas padidéjo nuo 1 M iki 0,5 M,
adhezija prie plastiko padidéjo ~2,5 karto, adhezija prie plauciy epitelio
lasteliy sumaZzéjo ~1,5 karto, poveikis nematodams, vertinant palikuoniy
skaiiy in vivo infekcijos metu, sumazéjo beveik 2 kartus (3.9 pav.). Taip
pat, Awza bakterijos neiSgyveno dZitivimo salygomis. Visi Sie duomenys
liudija egzopolisacharidinés kapsulés svarbg A. baumannii patogenezéje.

3.1.9. A. baumannii virulentiSkumas gyviiny infekcijos modeliuose

Gavus ex vivo tyrimy duomenis apie A. baumannii virulentines savybes ir
galimas jy sgsajas su bakterijy pavirSiaus struktiirinémis ir funkcinémis
ypatybémis, toliau teséme tyrimus, naudodami in vivo gyviuny infekcijos
modelius. IS analizuotos A. baumannii 32 izoliaty grupés mus labiausiai
domino IC 1II izoliatai, kurie pasizyméjo didZiausiais lasteliy hidrofobiSkumo
indekso bei virulentiniy savybiy skirtumais, todél jie buvo pasirinkti
tolesniems tyrimams.
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a 0l i inkubacijos su IlI-a Awza ir téviniu

wt Awza wt  Awza kamienu.

Duomenys pateikti i§ trijy nepriklausomy eksperimenty po tris pakartojimus.
ReikSmingumas nustatytas ANOVA (*p<0,05).

Pirmiausiai izoliaty virulentiSkumas buvo tirtas naudojant C. elegans
infekcijos modelj. Hidrofilinémis savybémis pasizymintys II-a2, II-d, Il-e,
II-eA, II-f, II-g, ir II-h izoliatai, kurie buvo atsparesni dZitivimui, geriau
adhezavosi prie epitelio lgsteliy, taip pat pasizymejo ir didesniu
virulentiSkumu C. elegans, nes nematodai, maitingsi Siomis bakterijomis,
susilauké maziau palikuoniy, lyginant su hidrofobiniy pavirSiaus savybiy
IC I A. baumannii (3.10 pav.). Idomu , kad laboratorijos salygomis kapsulés
nesintetinantis II-h izoliatas, kuris in vitro buvo jautrus makrofagy ir
komplemento poveikiui, C. elegans infekcijos modelyje buvo virulentiskas.

3.10 pav. A. baumannii
105 I I n poveikis C.  elegans
E | vaisingumui.

M T | Stafiakampé  diagrama
78 ‘ Q ‘ = nurodo nematody
‘ g ‘ palikuoniy  skaiiy po
‘ Q i B trijy dieny inkubacijos su
| A. baumannii. Duomenys
I ) pateikti ity trijy

|? nepriklausomy
‘ eksperimenty po  tris
pakartojimus. Romeéniski
skaitmenys I ir II nurodo

) IC I ir IC II pandeminius
SAT ve'}‘;’) |o.5 |o.5 |o.5 I>2.o [o.s ]o.s [2.0 ]2.0 [2.0 ]2.0 [2.0 ]z.o [2.0 ]2.0 |o.5 |o.5l klonus.

Palikuoniy skaicius
@
o

[l=_Traf aic a2 a3 Wb < I-d_ldB|[Te TeA 14 g I-h 052 14|

Raudonai apibrézti paplitusiy pulsotipy izoliatai, mélynai — sporadiniai izoliatai. Izoliaty
pavirSiaus hidrofobiskuma Zymi SAT jvertis.
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Toliau A. baumannii virulentiSkumg tyréme, taikydami pelés sepsio
modelj. Tyrimams buvo pasirinkti trys IC II izoliatai: II-a — Sio izoliato
bakterijos turé¢jo iSreikStas hidrofobines savybes, gebéjo formuoti bioplévele
ant plastiko pavirSiaus, buvo jautrios sausoms aplinkos salygoms ir prastai
adhezavosi prie plauciy epitelio lasteliy; II-f ir II-h bakterijos turéjo
iSreikstas hidrofilines savybes, neformavo bioplévelés, tac¢iau buvo atsparios
dZitivimui ir geb&jo adhezuotis prie eukariotiniy lgsteliy. Norédami istirti
A. baumannii  kapsulés reikSme infekcijai, pasirinkdami izoliatus
atsizvelgéme ir j Sig savybe: Il-a ir II-f bakterijos sintetino polisachariding
kapsule, o II-h izoliatas laboratorinémis saglygomis kapsulés nesintetino.

Uzkrétus BALB/c linijos peles A. baumannii bakterijomis stebétas peliy
iSgyvenamumas ir nustatytas bakterijy skaiCius (CFU) gyviiny bluZnyse.
Pragjus 24 val. nuo infekcijos pradzios 60 % peliy, uzkrésty Il-a ir II-h
izoliatais, i§gyveno, tuo tarpu peliy, uzkrésty II-f izoliatu, i§gyvenamumas
sieké tik 20 % (3.11 pav., A). Post-mortem peliy, uzkrésty II-f bakterijomis,
bluznyse rasta apie 10 karty daugiau bakterijy, nei II-a bakterijomis uzkrésty
peliy bluZnyse ir apie 30 karty daugiau nei peliy, infekuoty II-h bakterijomis
(3.11 pav., B). Praéjus 48 val. po infekcijos, infekcija iSgyvenusiy peliy
bluznyse didZiausias bakterijy titras taip pat nustatytas II-f infekcijos atveju
(3.11 pav., C). Taigi, A. baumannii bakterijy hidrofilinés/hidrofobinés
savybés koreliavo su virulentiSkumu tiek ex vivo, tiek in vivo. Taip pat,
in vivo duomenys liudija, kad kapsulés sintezé yra svarbi stuburiniy gyviiny
infekcijos modelyje, bet néra reikSminga savybé nematody infekcijos metu.

A C,
S 10e o o o ll-a
2 g ol o i :
Z a-l-h z3
g 60 Q 2 a %
g’ 40 g &
:lé; 20 (=3 o a \cn-é ©
2 S 1 o
0 10 20 30 40 50 o -i-
Valandos po infekcijos l-a £ I-h
B 3.11 pav. A. baumannii sepsio modelis
1" p
BALB/c pelése. Peléms (n=5 grupéje) po
0 pilvapléve buvo sugvirkita 1,25x10° CFU
§ 10 -?- I-a, 5,5 x 10° CFU II-f ir 2,25 x 10° CFU II-h
§ a izoliaty. A - peliy iSgyvenamumas nuo
<, - infekcijos pradzios; B — bakterijy kiekis
13 post-mortem peliy bluznyse; C — bakterijy
3= kiekis iSgyvenusiose pelése po 48 val. nuo
8 . y " infekcijos pradzios. Juodos linijjos B ir C
-a - -

paveiksluose nurodo vidurkius, paklaidos —
standartinius nuokrypius.
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3.1.10. Kapsule ir lipooligosacharidg koduojanciy genomo lokusy tyrimai

Tiriant patogeninius E. coli izoliatus parodyta, kad j iSor¢ sintetinamy
pavirSiniy molekuliy, pvz. lipooligosacharidy, struktiiriniai pokyciai gali
lemti bakterijy pavirSiaus hidrofobiSkumg bei kitas, su virulentiSkumu
susijusias savybes (Nakao ir kt., 2012). ParodZius A. baumannii pavirSiaus
hidrofobiskumo ir virulentiSkumo sasajg ir nustacius, kad dauguma, tik su
keliomis iSimtimis, izoliaty sintetina uZlasteling polisachariding kapsule,
iskelemé klausima, ar A. baumannii kapsule bei lipooligosacharida
koduojanciy genomo lokusy variacijos galéty lemti Iastelés pavirSiaus
savybiy skirtumus bei skirtingas virulentines savybes?

Yra Zinoma, kad A. baumannii izoliatai sintetina labai jvairius kapsulés
polisacharidus (Traub ir Bauer, 2000), tod¢l nustatéme tirty izoliaty kapsulés
lokuso tipus pagal Hu ir kt. (2013) tipavimo schema. DidzZiausiu
virulentiSkumu pasizyméjusio II-f izoliato genominé¢ DNR naudota kaip
matrica kapsulés lokuso regiono (apie 8 kb) DNR pagausinimui su
gnaaF/galuR pradmenimis (2.2 lentelé). Atlikus amplikono sekoskaita
nustatyta, kad II-f izoliatas turéjo Wzy polimerazg koduojantj wzyll geno
variantg, kuris randamas PSgcl2 tipo kapsulés lokuse (Hu ir kt., 2013),
atsakingame uz KL2 tipo kapsulés sinteze A. baumannii bakterijose (Kenyon
ir kt., 2014a). Sukiirus savitus pradmenis wzyll geno padauginimui,
kapsulés lokuso tipas buvo nustatytas likusiuose 15 IC II izoliaty. KL2
kapsulés lokusa turéjo visi izoliatai, iSskyrus II-a2, II-g ir II-h. Tada buvo
sukurtos papildomos pradmeny poros lokuso identifikavimui likusiuose
izoliatuose (2.2 lentelé). Nustatyta, kad visi IC I izoliatai kodavo KL40 tipo
kapsulés lokusg, iSskyrus I-e ir I-f, kurie kodavo KL1. Tuo tarpu IC II
izoliatas II-a2 kodavo KL27 kapsulés lokuso tipa, o izoliaty IV, II-g ir II-h
kapsulés lokuso tipy naudojant sukurtus pradmenis, nepavyko nustatyti.

Toliau buvo tiriamos uZ lipooligosacharido sintez¢ atsakingo lokuso
(OC lokusas) galimos variacijos tarp izoliaty. OC lokuso tipavimas atliktas
remiantis Kenyon ir kt. pasililyta schema (2014b). PGR reakcijomis su
RH1704/RH1705 pradmenimis nustatyta, kad visi IC II izoliatai kodavo
OCLI1 lokuso tipa.

Siekiant kiek galima detaliau iSsiaiskinti tiriamy izoliaty DNR seky
variabiluma, nustatéme seky tipus (ST) pagal Oxford-MLST tipavimo
sistemg. Reprezentatyvis IC II izoliatai II-a ir II-f buvo priskirti ST208,
II-a2 identifikuotas kaip ST440, o II-g ir II-h izoliatai priskirti ST348 tipui.

Taigi, kapsulés ir lipooligosacharido koduojanciy lokusy tyrimai parode,
kad A. baumanii izoliaty pavirSiaus hidrofobiSkumo variabilumas
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nepriklauso nuo kapsulés ar lipooligosacharido. Hidrofilinés savybés néra
susijusios ir su A. baumannii konkreciu sekos tipu (ST), nes to paties ST tipo
izoliatai gali pasizyméti tiek hidrofobinémis, tiek hidrofilinémis lastelés
pavirSiaus savybémis (pvz. II-a ir II-f izoliatai).

3.1.11. A. baumannii genomy sekoskaitos analizé

Siekdami nustatyti, kokie genomo pokyciai lemia IC II izoliaty
virulentiniy savybiy skirtumus, atlikome dviejy reprezentatyviy izoliaty —
II-a ir II-f — DNR sekoskaita. Abu izoliatai priklauso ST208 sekos tipui,
taciau Dbakterijy pavirSiaus hidrofobinés savybés ir virulentiSkumas
akivaizdZiai skiriasi. Sekoskaita atlikta Thermo Fisher Scientific bendrovéje
Illumina platforma, duomenys apdoroti naudojant CLC Genomics, Galaxy ir
MEGA programas (analizé atikta kartu su dokt. R. Krasausku, VU, GMC,
Biomoksly institutas).

Tarpusavyje lyginant DNR sekas naudojant MEGA programa nustatytas
didelis II-a ir II-f seky panaSumas ir identifikuota 12 pavieniy nukleotidy
polimorfizmo (angl. single nucleotide polimorphism, SNP) atvejy. Jie
palyginti su NCBI duomeny bazése esanciy A. baumannii genomy sekomis.
A. baumannii 1I-a genome nustatyti 8 SNP atvejai: nuo TonB priklausomo
sideroforo  receptoriaus (E1A86_13825), nuo FAD priklausomos
oksireduktazés (EA720_006125), T6SS sekrecijos sistemos struktiirinio
baltymo VgrG (E1A87_00530), hidrolazés (EA720_003145), fruktozes
aldolazés (E1A87_16410), hemg prijungianc¢io baltymo (EA720_002015),
hipotetinio baltymo (EA720_005105) genuose ir prieSsrovingje LysR
transkripcijos reguliatoriaus (E1A87_15425) sekoje.

II-f genome nustatyti 4 SNP atvejai: adenilato ciklazés (EA720_015535),
peroksiredoksino (EA720_013625), B-ketoacil-ACP sintazés
(E1A86_03825) ir enoil-KoA-enolazés (EA720_003285) genuose.
Remiantis pateiktais duomenimis, galima teigti, kad didZioji dalis geny,
kuriuose buvo nustatyti SNP, kodavo su bakterijy metabolizmu susijusius
genus ir akivaizdaus ryS§io su A. baumannii virulentiSkumu neturéjo.

Sekoskaitos rezultatus iSanalizavus SPAdes 3.13.0 ir GitHub jrankiais,
nustatéme sekvenuoty Il-a ir II-f izoliaty turimas plazmides. II-a izoliatas
turi tris ~108 kb, 67 kb ir 11 kb dydZio plazmides, kurios NCBI duomeny
baz¢je atitinka Zinomas A. baumannii plazmides S1 (ID: CP026944.1),
pACICU2 (ID: CP000865.1) ir pAB120 (ID: JX069966.1).
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II-f izoliatas turi dvi ~108 kb ir 11 kb ilgio plazmides, identiSkas
nustatytoms II-a izoliate, taciau neturi 67 kb pACICU2 tipo plazmidés.
Idomu tai, kad remiantis NCBI duomeny bazéje pateiktomis A. baumannii
genomy sekomis, §i plazmidé paplitusi ne visuose IC II izoliatuose, o IC I
izoliatai ir kitos Acinetobacter genties riiSys jos i viso neturi. IC II klono
viduje plazmidé randama jvairiy ST tipy izoliatuose.

DidZiaja dalj plazmidés geny sudaro uZ konjugacija atsakingi
Tra/Trw/Vir Seimos genai bei nezinomos funkcijos hipotetiniai genai
(3.12 pav., A). Taip pat plazmidé koduoja H-NS Seimos transkripcijos
reguliatoriy. Geno produktas (ID: WP_000078385.1) pasizymi 71 %
panasumu | A. baumannii chromosomoje koduojamg H-NS Seimos
transkripcijos reguliatoriy (ID: WP_000801427.1) (3.12 pav., B).

A Repilszs 312 pav. A — pACICU2
e HANS Zeimos plazmidés Zemélapis;
franskripcijos reguliatorius zinomos  funkcijos  genai
Faginés kiimés baltymas 157 yméti skirtingomis
spalvomis; B — A. baumannii
Plazmides paskirsty - koduojamy  chromosominio
\ Petmat Par (chH-NS) ir plazmidinio
(pH-NS) H-NS Seimos
| vattymas transkripcijos reguliatoriy
/ aminortig8¢iy seky palyginys,
sukurtas naudojant Clustal O
programa.

pACICU2
64366 bp

Konjugacijos Tra/Trw/Vir g,
$eimos baltymai

B PH-NS -MSQISELSIEELKDLQLEAAKLIEIKEEQAIEDAYFKIISIAESVGYSVEDLLKVGAAS 59
chH-NS MKPDISELSVEELKRLQEEAEALIASKKDQAIEDAYNQIIEIAENVGFSVEQLLEFGAQK 60

PH-NS SKKKARKSVKPRYRSKANEQDTWTGRGKQPRWLVAEIEKGAKLEDLRIN 108
chH-NS RKKTTRKSVEPRY TWTGRGKQPRWLVAEIEKGAKLEDFLI- 108

Nusprendéme PGR metodu patikrinti pACICU?2 tipo plazmidés paplitima
IC 1T izoliatuose, taikiniu naudojant plazmidés H-NS geng (pradmenys
pateikti 2.2 lenteléje). Idomu tai, kad né vienas hidrofilinémis lastelés
pavirSiaus savybémis pasiZymintis izoliatas neturéjo pACICU2 tipo
plazmidés, tuo tarpu ji rasta IC 1II izoliatuose, pasiZyminciuose
hidrofobinémis savybémis. Taigi, panaSu, kad pACICU2 plazmidés
praradimas koreliavo su hidrofilinémis bakterijy pavirSiaus savybémis bei
padidéjusiu virulentiSkumu.

Mus sudomino, ar plazmidés koduojamas H-NS reguliatorius gali biiti
susijes su Siais pokyciais? H-NS geno DNR buvo pagausinta naudojant II-a
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izoliato genoming DNR, klonuota j pUC_gm_AciORI plazmide, kuri véliau
transformuota j hidrofilinj IC II izoliatg II-f. II-f::ph-ns bakterijy virulentinés
savybés lygintos su laukinio tipo izoliatu, turin¢iu plazmide be h-ns geno.
Atlikus lgstelés pavirSiaus hidrofiliSkumo, adhezijos prie pelés plauciy
epitelio lgsteliy ir kity su virulentiSkumu siejamy savybiy tyrimus, skirtumy
tarp tirty bakterijy nenustatyta (duomenys neparodyti). Neatmestina
prielaida, kad kiti plazmidés koduojami genai gali biiti susij¢ su auksciau
minétomis savybémis.

3.2. Su virulentiSkumu siejamy A. baumannii veiksniy paieSka ir
vaidmens patogenezéje tyrimas

Fenotipiniai tyrimai akivaizdziai parod¢ A. baumannii lastelés pavirSiaus
savybiy reikSme iSlikimui Seimininke ir uz jo riby. Kitose bakterijose
nustatyta, kad patogenezéje svarbus vaidmuo tenka su lgstelés pavirSiumi
susijusiems baltymams (Nakao ir kt., 2012; Griessl ir kt., 2013; Arrigucci ir
kt., 2017), taiau Zinios apie tokius virulentiSkumo veiksnius A. baumannii,
iSskyrus kelis baltymus, dar gana negausios. Todél kitas darbo etapas buvo
skirtas A. baumannii baltymy, susijusiy su lastelés pavirSiaus struktiiromis —
potencialiy virulentiSkumo veiksniy — paieSkai ir tyrimams.

Remiantis VFDB  duomeny baze (http:/www.mgc.ac.cn/VFs/)
A. baumannii genomuose ieSkojome virulentiniy veiksniy, kurie buvo

nustatyti kitose patogeninése bakterijose, homology. Daugumos tokiy
veiksniy homology A. baumannii aptikti nepavyko. Tai liudija, kad Sios
bakterijos nesintetina toksiniu poveikiu pasiZyminciy efektoriniy baltymy
arba jie yra labai saviti A. baumannii ir jy homologai iki Siol neapibtdinti.

Norédami jvertinti, kaip A. baumannii membraniniai ar periplazminiai
baltymai prisideda prie virulentiniy savybiy, siejamy su lgstelés pavirSiumi,
pasirinkome grupg¢ baltymy, dalyvaujanciy kity bakterijy patogenezéje, kuriy
homologus mums pavyko aptikti A. baumannii genomuose (3.1 lentelé).
Delecinés rekombinacijos biidu baltymus koduojantys genai buvo iSveiklinti
gentamicinui jautraus A. baumannii Abicizoliato chromosomoje (Zr. 2.2.12)
ir toliau buvo tirtos mutanty savybés, tikintis nustatyti baltymy sgsajas su
virulentiSkumu (3.1 lentelé). | tiriamy baltymy grupe jtraukéme ir OmpA
porina, kuris yra bene geriausiai iki Siol apibiidintas A. baumannii
virulentiSkumo veiksnys, dalyvaujantis bioplévelés formavime, adhezijoje
prie eukariotiniy lasteliy bei prisidedantis prie atsparumo serumo
komponentams (Choi ir kt., 2005; Gaddy ir kt., 2009; Kim ir kt., 2009).
Zemiau yra pateiktas trumpas tirty baltymy apibaidinimas.
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3.1 lentelé. Geny, koduojan¢iy numanomus A. bawmannii virulentiSkumo veiksnius,
delecijy poveikis bakterijy fenotipinéms savybéms.

A. Virulenti$kumo A. baumannii savybés
baumannii veiksnys Kitose Judrumas Bio Atsparumas Adhezija Virulentisk Virulent
homologas .. plevele serumui prie umas iSkumas
patOgenlnese epitelio C. elegans pelése
bakterijose ir jo lasteliy
funkcija
OmpA E. coli OmpA; + + + + + +

Atsparumas serumui ir
fagocitozei (Mittal ir kt., 2011)

Blp1 S. typhimurium BapA; - + - + + +
Bioplévelés formavimas (Latasa
ir kt., 2005)

YgaU E. coli YgaU; + - - - - +
Atsakas j stresg (Bernal-Cabas ir
kt., 2015)

GItI C. jejuni PebA; - - - - - +
Adbhezija prie eukariotiniy
lasteliy (Leon-Kempis ir kt.,
2006)

BrkB B. pertussis BrkB;

Atsparumas serumui (Shrivastava
ir Miller., 2009)

Sell L. pneumophila LpnE; - - - - - -
Atsparumas fagocitozei (Newton
ir kt., 2007)

PqiB V. cholerae VP1611; - o = - - -

Adbhezija prie epitelio lgsteliy
(Krachler ir Orth, 2011)

+ poveikis nustatytas, - poveikis nenustatytas.

Blpl yra didelés molekulinés masés baltymas (apie 330 kDa),
struktiriSkai panaSus j dar didesnj A. baumannii adhezing — Bap (De
Gregorio ir kt, 2015). Baltymo homologai kituose patogenuose identifikuoti
kaip patogenezéje dalyvaujantys adhezinai (Latasa ir kt., 2005; Griessl ir kt.
2013; Guo ir kt., 2017).

ygalU genas koduoja neZinomos funkcijos baltymg, kuris turi prie
peptidoglikano besijungiantj LysM domeng ir priklauso neapibtudintai BON
baltymy superSeimai. Neseniai buvo parodyta, kad E. coli homologas Y gaU
dalyvauja peptidoglikano persitvarkyme streso salygomis (Bernal-Cabas ir
kt., 2015).

A. baumannii GItl baltymas yra aspartatg/glutamatg suriSan¢io ABC
transporterio baltymo PebA, kuris Campylobacter jejuni bakterijy saveikoje
su eukariotinémis Igstelémis veikia kaip adhezinas (Pei ir kt., 1998),
homologas. C. jejuni PebA baltymas svarbus iSgyvenant mikroaerobinémis
salygomis (Leon-Kempis ir kt., 2006).

Bordetella pertussis BrkB baltymas buvo identifikuotas kaip
virulentiSkumo veiksnys apsaugant bakterijas nuo serumo slopinant
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komplemento baltymus, taip pat buvo svarbus iSgyvenimui gyviiny modelyje
in vivo (Elder ir kt., 2004; Shrivastava ir Miller, 2009).

Legionella pneumophila LpnE baltymas, turintis Sell domeninius
pasikartojimus, buvo identifikuotas kaip vienas i§ svarbiausiy adhezijos
veiksniy sgveikoje su epitelinémis ir fagocituojanciomis lgstelémis, taip pat
reikalingas bakterijy iSgyvenimui peliy infekcijos modelyje (Newton ir kt.,
2007).

Vibrio cholerae bakterijy iSorinés membranos adhezinas VP1611 turi
eukariotiniy lgsteliy invazijos domeng (angl. mammalian cell entry, mce), jis
yra vienas pagrindiniy veiksniy, lemianciy bakterijy saveika su eukariotiniy
Iasteliy ligandais, pvz. fibronektinu (Krachler ir Orth, 2011), Sio baltymo
A. baumannii homologe PqiB taip pat nustatyti mce domenai.

Buvo jvertintos auk$¢iau aprasSyty baltymy A. baumannii homology
mutanty savybés: judrumas, bioplévelés sudarymas, adhezija prie epitelio
lasteliy, atsparumas fagocitozei ir serumui, virulentiSkumas C. elegans ir
pelés sepsio modeliuose (3.1 lentelé).

BrkB, Sell ir PqiB koduojan¢iy geny delecijos neturéjo jtakos
A. baumannii virulentinémis savybémis in vitro ir in vivo. AbrkB ir Asell
mutantai pasiZymeéjo maZesniu iSgyvenamumu peliy infekcijos metu, taciau
lyginant su laukinio tipo izoliatu, Sie skirtumai nebuvo statistiSkai reikSmingi
(3.13 pav.).

Tuo tarpu kity tirty baltymy — OmpA, Blpl, YgaU ir GItI — mutanty
iSgyvenamumas peliy sepsio metu buvo reikSmingai sumazejes (3.13 pav.).
Svarbu pastebéti, kad AygaU mutantas taip pat prarado triik¢iojimo tipo
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3.13 pav. A. baumannii Abycizoliato ir jo geny deleciniy mutanty virulentiSkumas pelése.
Po 6 val. nuo infekcijos pradzios peliy (n=3-4 grupéje) bluZnyse nustatytas bakterijy
skaiCius (CFU), kuris lygintas su infekcijai naudotu pradiniu bakterijy skaiciumi.
Kiekvienas taskas reprezentuoja vieng pele, juodos linijos nurodo vidurkj, o paklaidos —
standartinj nuokrypj. ReikSmingumas nustatytas t testu (***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05).
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judéjima (3.1 lentelé), todél manome, kad tarp virulentiSkumo in vivo ir §io
tipo judéjimo fenotipo pasireiskimo galéty egzistuoti tiesioginis rysys.

Kaip matyti i§ lenteléje 3.1 ir 3.13 pav. pateikty duomeny, didZiausia
poveiki A. baumannii virulentiSkumui turéjo OmpA ir Blpl baltymus
koduojanéiy geny iSveiklinimas. Analizuodami ompA ir bipl geny paplitima
A. baumannii genomuose NCBI duomeny bazéje pastebéjome, kad abu genai
pasizymi aleliniu polimorfizmu. Tiek ompA, tiek blpl turéjo du variantus,
kurie koreliavo su izoliaty priklausomybe IC I arba IC II klonui. Norédami
jsitikinti geny aleliy ir pandeminiy klony sgsaja, suktiréme pradmenis (2.2
lentelé) abiems individualiems geny variantams aptikti ir iStyréme
laboratorijos kolekcijoje esancius IC I (n=72) ir IC II (n=50) izoliatus PGR
metodu. PGR tyrimas patvirtino aleliy pasiskirstymg tarp pandeminiy klony,
nes visi tirti izoliatai kodavo savo klonui biidingus geny variantus. Toliau
siekéme iSsiaiskinti ompA ir blpl geny varianty reikSme¢ su A. baumannii
klonalumu siejamomis virulentinémis savybémis.

3.2.1. ISorinés membranos baltymo OmpA vaidmuo A. baumannii
virulentinéms savybéms

OmpA baltymas, sudarytas i§ membraniniy ir periplazminio domeny, yra
vienas gausiausiy A. baumannii iSorinés membranos baltymy. Baltymas
periplazminiu domenu sgveikauja su peptidoglikanu (Jahangiri ir kt., 2017;
Sato ir kt., 2017). Nustatytas OmpA baltymo seky variabilumas (3.14 pav.,
A) buvo iSskirtinai biidingas tik baltymo membraninio B-statinés domeno
kilpoms, eksponuojamoms ] bakterijy iSor¢ (3.14 pav., B). Tuo tarpu
periplazminio domeno seka buvo 100 % konservatyvi. OmpA baltymas yra
su lastelés pavirSiumi susijes A. baumannii komponentas, todél alelinés
variacijos gali turéti reikSmingos jtakos bakterijy virulentiSkumui.
Nusprendéme istirti abiejy ompA aleliy reikSm¢ nuodugniau. Tuo tikslu
pasirinkome po vieng IC I ir IC II klono A. baumannii izoliatg, atitinkamai

A Kllpa 2

cil . K"pa ! Kipa 2 K"pa 1 K|Ipa 2
icl *ﬁ
Kilpa 3
ﬂ Kllpa 3
Kilpa 4 Kilpa 4
Ici|:
e Ab|C| Abyc

3.14 pav. OmpA aleliné variacija tarp A. baumannii IC I ir IC II klony izoliaty. A — OmpA
baltymo seky palyginys, sudarytas, remiantis sekomis i§ NCBI Genbank duomeny bazés.
Raudonas kvadratas Zymi transmembraninj [-statinés domena, zalias kvadratas —
periplazminj domena. Geltoni stulpeliai Zymi seky konservatyvumo indeksa. Taskinés
aminoriig§¢iy mutacijos paZzymétos apacioje. Palyginys sukurtas ClustalO jrankiu; B —
OmpA baltymo transmembraninio domeno tretinés struktiiros, sumodeliuotos SwissModel
jrankiu.
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Abjc 1ir Abyc g, ir jose delecinés rekombinacijos metodu iSveiklinome ompA
gena. IC I izoliatas pagal Oxford-MLST tipavimo sistemg priskirtas ST231
tipui, o IC II — ST208 tipui. Abu A. baumannii ST tipai placiai paplitg, taigi
izoliatai reprezentavo paplitusiy genotipy A. baumannii.

Gauti ompA geno deleciniai mutantai toliau bus vadinami AbycAompA ir
Abyc jAompA. Mutanty komplementacijos eksperimentams ompA genai su jy
natyviais promotoriais buvo klonuoti j pUC_gm_AcORI plazmide (2.1
lentelé). Norédami jvertinti, ar kuris nors geno alelis turi funkcinj
pranasuma, AompA mutantus komplementavome tiek “nuosavu”, tiek kitam
klonui btdingu aleliu. Gave reikalingus ompA mutantus ir komplementacijos
plazmides, toliau iStyréme serija A. baumannii fenotipy ir jvertinome ompA
geno reikSme jy pasireiSkimui.

3.2.1.1. ompA reiksmeé A. baumannii biopléveliy formavimui ir kitoms
virulentinéms savybéms

Pirmoje dalyje apraSytais tyrimais parodéme, kad gebéjimas sgveikauti su
plastiko pavir$iumi ir sudaryti bioplévelés struktiira yra svarbi A. baumannii
pandeminiy klony savybe, todél toliau, tyréme, kaip OmpA prisideda prie
bioplévelés formavimo. Bioplévelés struktiiros tyrimai buvo atlikti naudojant
konfokaling lazerio skanuojancig mikroskopija (CLSM) (Jouy en Josas,
Prancizija).

Bakterijy kultiras inokuliavus j LB terpe po 2 val. stebéta lasteliy
adhezija prie plastiko pavirSiaus. Bakterijos daZzytos SYTO9 ir propidZio
jodido (PI) dazais, siekiant nustatyti atitinkamai gyvybingy lasteliy ir
bakterijy su pazeista membrana skaiCiy. Apie 65 % visy Abjc jAompA ir
27 % Abic nAompA lasteliy nusidazé PI dazu, tuo tarpu téviniy kamieny
lastelés nekaupé PI daZo (3.15 pav., A(I) ir B(I)). PI dazo kaupimasis AompA
lastelése yra susijgs su sienelés integralumo praradimu arba su uZlgstelinés
DNR (angl. extracellular DNA, eDNA) sinteze (Vorkapic ir kt., 2015).
Komplementacija ompA aleliais sumaZino PI daza kaupianciy bakterijy
skaiciy abiejuose mutantuose, nors Abjc ;jAompA mutante ,,nuosavas‘ alelis
atstaté fenotipa geriau (3.15 pav., A(I)).

Vaizdindami A. baumannii AompA lasteles pastebéjome, kad jos formavo
bakterijy “grandinéles” (3.15 pav., A(Il) ir B(I)), kas galéty liudyti sutrikusj
dalijimosi procesa ompA mutantuose. Komplementacija ompA aleliais atstaté
fenotipg, biidingg téviniams kamienams.
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3.15 pav. Abjc (A) ir Abyc ;j (B) izoliaty bei jy ompA geny deleciniy mutanty formuojamy
biopléveliy CLSM analizé daZant su propidZio jodidu (PI) (raudona spalva) ir SYTO9 (Zalia
spalva). Diagramose pateikta PI dazyty bakterijy procentinis jvertis lyginant su visuminiu
bakterijy kiekiu 2 val. po uzsé¢jimo. Paklaidos nurodo standartinj nuokrypj analizuojant
Sesias skirtingas CLSM nuotraukas. Reik§mingumas nustatytas naudojant t testg (*p<0,05).

Ab,c AompA::pompAc Ab,c AompA::p Ab,c AompA::pompA,

D268A

2 val. po uZséjimo
2 val. po uzséjimo

24 val. po uzséjimo
24 val. po uzséjimo

AompA bakterijy bioplévelése, suformuotose po 24 val., buvo Zenkliai
sumazeéjes gyvybingy lasteliy su integralia membrana sluoksnis, apie kg
spresta iS PI dazyty lasteliy kiekio padidéjimo biopléveléje (3.15 pav., A(III)
ir B(IlI)). Komplementacija ompA aleliais atstaté fenotipus, taCiau nepilnai.
Kaip matome i§ pateikty rezultaty, PI daZyty lasteliy kiekio padidéjimas
Abic 1 AompA mutanto bioplével¢je po 24 val. nebuvo toks akivaizdus
lyginant su Abjc | izoliatu. Abjc y izoliatas natiiraliai yra linkes sintetinti
virSutinj bioplévelés sluoksnj, kaupiantj PI daza. Abic ; kaip ir kiti IC II
izoliatai nepasiZymi judriu gyvenimo bidu, todél bioplévelés morfologiniai
skirtumai tarp dviejy izoliaty galéty biiti nulemti iSoriniy molekuliy, pvz.
adheziny ar piliy, sintezés skirtumy (Ronish ir kt., 2019). Duomenys apie
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ompApassa It 0mpAgrog;a mutanty fenotipus, kurie pateikti 3.15 pav., bus
aptariami atskirame skyrelyje.

Pastebéje  akivaizdZius formuojamos bioplévelés morfologinius
skirtumus, toliau tyréme abiejy ompA aleliy reikSme A. baumannii judéjimui
ir atsparumui dzitivimui (3.16 pav.). Abu fenotipai tirti naudojant Abic
izoliata, jo AompA mutantg bei mutanta, turintj plazmide su IC I arba IC II
ompA aleliu. Geresniam nusliauZty zony vaizdinimui, panaudojome daZyma
kristaliniu violetu, toks daZymas iSryskino akivaizdzius judéjimo skirtumus
tarp Abic jAompA ir tévinio kamieno, taip pat parod¢é abiejy ompA aleliy
varianty gebéjima i$ dalies atstatyti prarastg fenotipa (3.16 pav., A, virSuje).
Kiekybinis judéjimo vertinimas patvirtino §iuos rezultatus (3.16 pav., A,
apacioje).
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3.16 pav. Abjc izoliato ir jo ompA geno delecinio mutanto trik¢iojimo judrumas (A) bei
atsparumas dzitivimui (B). Paklaidos nurodo standartines paklaidas i$ trijy pakartojimy.
ReikSmingumas nustatytas t testu (***p<0,001). DzZiivimo eksperimento metu
deSimtkartiniai skiedimai prie§ dZitivimg ir po buvo i$séjami ant LB agaro.

Abjc jAompA mutantas neiSgyveno dZiivimo streso. Komplementacija
plazmidémis su abiejais ompA geno variantais i§ dalies atstat¢ fenotipa
(3.16 pav., B). Taigi, abu OmpA variantai yra funkcionaliis pasireiskiant
SliauZimo fenotipui ir apsaugant nuo i$dZitivimo ir geb&jo atstatyti prarastg
fenotipa panasiu lygiu.
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Toliau iStyréme, kokj poveikj OmpA praradimas daro A. baumannii
saveikai su eukariotinémis lgstelémis ir jautrumui serumo komponentams.
Kaip matyti i§ 3.17 pav., A, Abyc jAompA ir Abic pAompA mutantai
pasiZzyméjo atitinkamai ~ 6 ir 4,5 kartus maZesne adhezija prie peliy plauciy
epitelio lasteliy LL/2 nei jy laukinio tipo izoliatai. ompA aleliy iSveiklinimas
atitinkamai 1émé ~ 4 ir 2,5 didesnj Abyc ;AompA ir Abic fAompA mutanty
jautrumg serumui (3.17 pav., B). Visais tirtais atvejais abu geny aleliai
gebéjo atstatyti prarastus fenotipus panasiu lygiu.

Abiejy ompA geno aleliy reikSmé patogenezei in vivo buvo jvertinta
tiriant AompA mutantus nematody infekcijos modelyje. AompA
A. baumannii poveikis C. elegans vaisingumui buvo ~ 2 kartus maZesnis nei

A 12 3.17 pav. AbIC I ir AbIC 11
10 izoliaty ir jy mutanty
8 virulentiSkumas in vitro ir in
6 I . vivo. A — adhezija prie pelés
" —— " plauciy epitelio lasteliy LL/2
I I I procentais lyginant su
pradiniu bakterijy skaic¢iumi;
0 = B - Dbakterijy jautrumas
0@&@ ‘0\,\*\" ®  serumui, nustatytas  po
< 13 val. augimo LB terpé¢je su
iSaktyvintu (pilki stulpeliai)
12 ar aktyviu (juodi stulpeliai)
serumu. Paklaidos nurodo
: standartines klaidas i§ trijy
038 nepriklausomy eksperimenty.
06 I a + ReikSmingumas  nustatytas
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laukinio tipo bakterijy (3.17 pav., C). [domu tai, kad Ab;c yAompA mutanto
komplementacija tiek vienu, tiek kitu geno aleliu i§ dalies sumaZino
nematody palikuoniy skaiciy, tuo tarpu su Ab;c AompA mutantu toks efektas
pasiektas tik komplementavus ,,nuosavu* geno aleliu. Tai rodo, kad Abyc
izoliato virulentiSkumui in vivo yra biitinas ,,savas® baltymo variantas.

A. baumannii su iSveiklintu ompA genu prarado virulentiSkumg peliy
infekcijos modelyje (3.13 pav.). Jau po 6 val. nuo infekcijos pradZios
daugumos BALB/c peliy bluznyse Ab;c jAompA bakterijos nebuvo
aptinkamos. Tokj drastiSka mutanto virulentiSkumo praradimag galéjo lemti
anksCiau apraSytas daugiafunkcinis OmpA baltymo vaidmuo A. baumannii
patogenezéje.

3.2.1.2.  OmpA baltymo konservatyviy aminoriigsciy Asp268 ir Arg283
tiksliné mutagenezé

Park ir kt. (2012), pasitelke izoterminés kalorimetrijos metoda, in vitro
parod¢, kad A. baumannii OmpA baltymo periplazminio domeno
konservatyvios aminortigStys Asp268 ir Arg283 yra biitinos saveikai su
peptidoglikanu (1.9 pav). Si nekovalentiné sgveika galéty baiti svarbi
A. baumannii iSorinés membranos integralumui bei lastelés pavirSiaus
struktiiros stabilumui, todél nusprendéme iStirti OmpA Asp268 ir Arg283
reikSme¢ bakterijy virulentinéms savybéms. A. baumannii ompAic | alelyje
tikslinés mutagenezés budu Asp268 ir Arg283 aminoriigStys buvo pakeistos
alaninais, gauti mutantai ompApyesa it 0mpAgragsa. Sukonstruotos plazmidés
su abiem mutantiniais variantais, pompApyesa it pompAgossa, transformuotos
1 Abic 1AompA lasteles. Mutantiniy OmpApyesa it OmpArogsa baltymy
sintez¢ ir jy sgveikos su iSorine membrana iSlaikyma patvirtinome
ultracentrifugavimo buidu atskyre bakterijy lizaty citozoling ir membranines
frakcijas bei atlike baltymy imunofermenting (Western-Blot) analize
(3.18 pav.). Gave reikalingus mutantus ir komplementuotus kamienus, toliau
tyréme su virulentiSkumu siejamus A. baumannii fenotipus Abic [AompA
mutante.

CLSM analize parodéme, kad OmpA netekimas sutrikdo bioplévelés
formavima, todél nusprendéme iStirti, kaip D268A taSkiné mutacija paveikia
Sig bakterijy savybe. CLSM tyrimas parod¢, kad ompApysa bakterijose buvo
reikSmingai sumazeéjes Pl daZa sukaupusiy lasteliy skaicius, palyginus su
iSveiklinta ompA gena turiniomis bakterijomis, taciau bakterijy
»~grandingliy® fenotipas, kuriuo pasiZyméjo AompA mutantas, iSliko
(3.15 pav., A(I-II)). Tai rodo, kad [-statinés OmpA domenas, kuriuo
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baltymas jsiterpia ] iSoring¢ membrang, reikalingas lastelés sienelés
integralumui, tuo tarpu baltymo saveika su peptidoglikanu, kurig sutrikdé
D268A mutacija, svarbi bakterijy dalijimosi procesui. Sutrikes ompApassa
lasteliy dalijimasis stebétas ir po 24 val. suformuotos bioplévelés struktiiroje
(3.15 pav., A(IID)). Sie duomenys liudija apie OmpA vaidmenj A. baumannii
tiek sienelés integralumo palaikyme, tiek ir dalijimosi procese. Deja, nebuvo
techniniy galimybiy nustatyti kitos — R283A mutacijos poveikj A. baumannii
formuojamai bioplévelei, taciau iStyréme serija kity Sio mutanto savybiy.

A Abi) Abie AompA 3.18 pav. A.  baumannii
membraniniai (M) ir citozoliniai
(C) baltymai. Baltymy frakcijos
atskirtos  ultracentrifugavimo

budu. A — baltymy frakcijos
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Analizuojant abiejy OmpA taskiniy mutacijy poveiki A. baumannii
virulentinéms savybéms nustatéme, kad baltymo sgveika su peptidoglikanu
bitina bakterijy triik¢iojimo judéjimo palaikymui, atsparumui sausoms
aplinkos salygoms bei serumo komponentams, adhezijai prie epitelio lasteliy
ir A. baumannii patogeniSkumui in vivo nematody infekcijos modelyje
(3.16 pav. ir 3.17 pav.). Tai rodo, kad OmpA saveikos su peptidoglikanu
palaikomo iSorinés membranos stabilumo praradimas lemia daugelj su
A. baumannii virulentiSkumu siejamy fenotipiniy savybiy pokyciy.

3.2.1.3. OmpA reiksmé iSorinés membranos piisleliy biogenezei ir
atsparumui antibiotikams

ISorinés membranos piisleléms (OMV) yra priskiriamas virulentiSkumo
veiksniy neSikliy vaidmuo patogenezéje (Schwechheimer ir Kuehn, 2015).
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A. baumannii OmpA baltymas yra gausus OMV komponentas (Moon ir kt.,
2012), taciau baltymo jtaka pisleliy funkcijoms yra menkai istirta. OmpA
neseniai buvo identifikuotas kaip atsparumg antibiotikams, tarp jy ir -
laktamams, lemiantis porinas (Kwon ir kt., 2017; Iyer ir kt., 2018). Yra
Zinoma, kad OMV produkcija jvairiose patogeninése bakterijose padidéja
esant antibiotiky spaudimui (Agarwal ir kt., 2019). ISkelta prielaida, kad
viena i§ pusleliy funkcijy yra antibiotiky iSaktyvinimas pusleliy viduje, taip
apsaugant bakterijas nuo antibiotiko patekimo  vidy (Jan, 2017). Todél mus
domino, kokia yra OmpA, kaip vieno pagrindiniy pusleliy baltymy,
pasiZzymin¢io porino savybémis, sgsaja su pusleliy geb&jimu iSaktyvinti
antibiotikus?

Tuo tikslu i§ Abyc | ir Abyc jAompA bakterijy kultiiry ultracentrifugavimo
biidu buvo iSskirtos pusleliy frakcijos. Atkreipéme démesj, kad AompA
mutantas gamino ~2 kartus daugiau pisleliy nei tévinis kamienas, tai
greiciausiai buvo susij¢ su pazeistu lastelés sienelés integralumu, kg liudija
transmisijos elektroninés mikroskopijos metodu gautas vaizdas, kuriame
aiSkiai matyti, kad Abjc [AompA lastelés pavirSiuje, kitaip nei tévinio
kamieno bakterijose, formuojasi lgsteliy atplaiSos (3.19 pav., A). ISskirtos
OMV frakcijos buvo vaizdinamos transmisijos elektroninés mikroskopijos
metodu (3.19 pav., B) (VU BTI Eukarioty geny inZinerijos skyriuje).

Naudojant nitrocefing, kaip wuniversaly f-laktamaziy substrata,
jsitikinome, kad iSskirtos OMV turi aktyviy B-laktamaziy, nes inkubuojant
su OMV buvo stebima $io substrato hidrolizé (duomenys neparodyti). Toliau
tyréme pisleliy gebéjima iSaktyvinti ampiciling, esantj augimo terpéje. Siam
tikslui naudojome ampicilinui jautry klinikinj A. baumannii izoliata Aby;s.
Rezultatai parodé, kad Abys bakterijos esant pusleléms, kurios buvo
iSskirtos i§ ampicilinui atspariaus izoliato Abyc |, gebéjo augti LB terpéje su
ampicilinu (3.19 pav., C). Idomu, jog nors ir v¢luojant, Aby,s izoliatas
sugebéjo augti ir terpéje esant OMV, iSskirtomis i§ AompA kamieno, kas
rodo, kad OmpA trikumas apsunkina ampicilino patekimg j puslele, taciau
pernasa néra visiSkai blokuojama.

Mums buvo jdomu, ar OmpA baltymo sgveika su peptidoglikanu turi
jtakos pisleliy funkcionalumui, t.y. gebéjimui neutralizuoti ampiciling.
Todél iSskyréme pisleliy frakcijas i§ AompA bakterijy, kurios turéjo
plazmides pompApyesa it pompArossa. AukSCiau apraSytais eksperimentais
jsitikinome, kad mutantiniai OmpA variantai bakterijose sintetinami ir
iSlaiko sgveikga su membrana. Palyginome Aby;s augimg, kai terpéje buvo
pusleliy, i$skirty i§ AompA bakterijy su tuscia plazmide ir pusleliy i§ AompA
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bakterijy su pompApxsa ar pompAryssa plazmidémis. Kaip matyti iS$
3.19 pav., D, Abyjs bakterijy augimas esant pisleliy, turiniy abu
mutantinius OmpA baltymo variantus, atsistaté. Tai liudija, kad OmpA
sgveika su peptidoglikanu gebéjimui pernesti ampiciling j pisleles ir jo
neutralizavimui jtakos neturi.
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3.19 pav. OmpA jtaka antibiotiky iSaktyvinimui A. baumannii OMV piuslelése. A — Abyc
ir Abjc jAompA lasteliy pavirSius; B — A. baumannii OMV. Vaizdinta TEM bidu; C —
A. baumannii Aby,s augimas terpé€je su ampicilinu ir paslelémis i§ Abjcir Abjc jAompA
bakterijy; D — A. baumannii Abys augimas terpéje su ampicilinu ir piislelémis i§ Abjcir
Abjc [AompA, komplementuoty plazmidémis su ompA, ompApyesa It OMpAgrogsa.
Paklaidos nurodo standartinj nuokrypj i$ trijy pakartojimy duomeny.

3.2.2. Blp1 reikSmé A. baumannii patogenezeje

Kitas su A. baumannii pavirSinémis struktiromis susijes baltymas, kurj
i§samiau iStyréme, buvo Blpl. Sis didelis bakterijos baltymas pasirodé
akivaizdZiai susij¢s su bakterijy adhezinémis savybémis ir buvo reikalingas
infekcijai in vivo (3.1 lentel¢). Kaip ir ompA geno atveju, blpl genui
nustatéme du alelinius variantus. Toliau, remdamiesi NCBI duomeny bazéje
esanCiomis genomy sekomis, atlikome iSsamig Blpl baltymo lyginamaja
analize IC I ir IC II klonui priskiriamose A. baumannii (3.20 pav.). Blpl
baltyma koduoja >10 kb dydZio genas. Baltymg sudaro daugybiniai seky
pasikartojimai — vadinamieji bakteriniai j imunoglobulinus pana$iis domenai
(angl. Bacterial immunoglobulin-like domains, Bigs). Pasikartojimy skaicius
IC I ir IC II klono bakterijy Blpl baltymo variantuose skyrési. IC I izoliaty
Blpl koduoja 26 pasikartojimus, o IC II izoliaty — 24-25. Abiejy aleliy
koduojami baltymai tarpusavyje pasizyméjo 71 % — 74 % seky panaSumu.
Baltymo C-gale esancios 160 aminortigsciy su RTX (angl. repeats in toxin)
domenu ir T1SS pernasSos sistemos atpaZinimo seka buvo identiSkos tarp
skirtingy Blpl varianty. Pastebéjome, kad ~ 540 aminoriig§¢iy regionas
baltymo C dalyje tarp RTX domeno ir Big pasikartojimy buvo itin variabilus
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3.20 pav. Blp1 aleliné variacija skirtingy klony A. baumannii izoliatuose. A — domeniné
Blpl baltymo organizacija. Raudoni ir Zali kvadratai vaizduoja bakterinio i
imunoglobulino panaSaus domeno tipa 3_2 (Big_3_2) ir tipg 6 (Big_6), mélyni kvadratai
zymi RTX domeng. Domeny organizacija buvo nustatyta naudojant HHMER ijrankij; B —
Blp1 baltymo seky palyginys remiantis IC I ir IC II izoliaty genomais i§ NCBI Genbank
duomeny bazés. Juodos zonos reiSkia 100 % identiSkuma. Baltymy sekos su maZesne
homologija pazymeétos pilkai. Palyginys sukurtas TexShade jrankiu.

lyginant abu geny variantus. Pavir§iaus baltymy polimorfizmas daZniausiai
biidingas ] iSorg eksponuojamose baltymy dalyse (Smith ir kt., 2007b; Wu ir
kt., 2016b), todél manome, kad biitent Blpl baltymo C-dalis galéty biiti
eksponuojama j Iastelés iSore.

Nustatyta blpl geno ir jo koduojamo baltymo polimorfizmo sgsaja su
pandeminiais bakterijy klonais iSkélé klausima, kokia reikSme¢ turi baltymai
A. baumannii virulentinéms savybéms ir patogenezés procesui? Tuo tikslu
iSveiklinome bip1 alelius atitinkamuose IC I ir IC II izoliatuose. Gauti Ablp1
mutantai toliau bus vadinami Abyc{Ablpl ir Abic yAblpl. Geny iSveiklinimas
nepaveike tirty A. baumannii izoliaty augimo. Taip pat sukiiréeme plazmides
Ablpl mutanty komplementacijai pblplic 1 ir pblplc 1. Geny raiska tirtose
bakterijose buvo patvirtinta kokybinés RT-PCR biidu (3.21 pav.)

3.21 pav. blpl geno raiska

Abe) Abcy A. baumannii. Analizé atlikta
Ablp Ablp? kokybinés RT-PCR biidu. RT +/-
fow e . ":’L‘f' Bhler pi"p—“c_‘ pf’ fa Zymi atvirk3ting transkriptaze
= : swammsote ¢cDNR sintezés reakcijose. M —
pee L DNR ilgio zZymuo.
— — - s - .

100 bp

3.2.2.1. Blpl reiksmé biopleveliy formavimui

Pirmiausia nustatéme potencialaus adhezino Blpl jtaka A. baumannii
formuojamos bioplévelés struktiirai. Bakterijy kulttras inokuliavus j LB
terpe po 2 val. CLSM metodu stebéta lasteliy adhezija prie plastiko
pavirSiaus. Bakterijos dazytos Pl ir SYTQ9 dazais. Abc 1AblpI bakterijos jau
po 2 val. pasizyméjo pirminés adhezijos pokyciais, ka liudijo ~ 55 %

81



bakterijy, sukaupusiy PI daza, palyginus su laukinio tipo bakterijomis, kurios
daZzo nekaupé (3.22 pav., A-B). Idomu tai, kad Abc yAblpl bakterijos
nesiskyré¢ nuo laukinio tipo Abjc y izoliato, jy lasteliy pirminé adhezija
nebuvo paveikta. Komplementacija plazmidémis su abiem blpl variantais
atstaté AbycAblpl fenotipinj defektg panasiu lygiu.

Susiformavus subrendusiai bioplévelei po 24 val., dar labiau iSrySkéjo
Ablplic | alelio jtaka bioplévelés struktirai, kurioje sumazéjo gyvybingy
Iasteliy su integralia membrana sluoksnis (su SYTO9 dazu) ir padidéjo PI
sukaupusiy lgsteliy sluoksnis (3.22 pav., C). Veélgi, jokiy akivaizdziy
poky¢iy palyginus su laukinio tipo bakterijomis, Ablpljc y mutanto
suformuotoje biopléveléje nustatyta nebuvo.
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3.22 pav. Abyc ir Abyc  izoliaty bei jy Ablpl mutanty biopléveliy CLSM analizé. A —
pirminé bakterijy adhezija prie plastiko po 2 val. nuo uzsé¢jimo. Dazyta propidzio jodidu
(PI) (raudona spalva) ir SYTO9 (zalia spalva). B — PI daza sukaupusiy bakterijy
procentinis jvertis lyginant su visu bakterijy skai¢iumi praéjus 2 val. nuo uzs¢jimo.
Paklaidos Zymi standartinj nuokrypj i§ SeSiy skirtingyg CLSM nuotrauky duomeny.
Reik§mingumas nustatytas t testu (¥p<0,05); C — bakterijy formuojamos subrendusiy (po
24 val.) biopléveliy struktiiros.

Verta atkreipti démesj, kad Abyc y; izoliatas formavo skirtingos struktiiros
bioplévele lyginant su Abyc izoliatu. Galima teigti, kad blpl geno delecija
nevienodai paveiké Abic | ir Abyc  izoliaty gebé&jima formuoti biopléveles,
nors Abic jAblpl mutante abu geno aleliai gebéjo atstatyti bioplévelés
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struktiira panasiu lygiu, taigi, abu geno aleliai buvo funkcionaliis bioplévelés
formavime.

3.2.2.2. Blpl reik§mé adhezijai prie plauciy epitelio lgsteliy

Blpl baltymas yra sudarytas i§ Big pasikartojimy, kurie aptinkami ir
kituose bakteriniuose adhezinuose (Lin ir kt., 2010a; Griessl ir kt., 2013;
Guo ir kt., 2017), todél toliau tyréme blpl geno reikSme adhezijai prie pelés
plauciy epitelio lgsteliy LL/2. Kaip matyti i§ 3.23 pav., A, dél blpl geno
delecijos Abic | bakterijy adhezija prie epitelio 1asteliy sumazejo ~ 3 kartus,
tuo tarpu Abyc ; adhezijai geno iSveiklinimas jtakos neturéjo. Abu geno
aleliai gebé¢jo atstatyti prarasta adhezijg panaSiu lygiu Abyc ;Ablpl mutante,
kas patvirtino abiejy aleliy funkcionaluma adhezijoje.

A 3.23 pav. Abjc; ir Abyc 1 izoliaty
1 bei ju Ablpl mutanty
-

S

virulentiSkumas in vitro ir in vivo.
A - adhezija prie pelés plauciy
——=] epitelio lasteliy LL/2, iSreikSta
‘W . procentiniais jveriais lyginant su
pradiniu  bakterijy  skaiCiumi.
v\‘;\\g\ N FENEIR Palflaidos nuro@o .standartinf?s
AR A & & Klaidas analizuojant tris
Abe: Abe AblpT Abes  Abeihbip? nepriklausomus  eksperimentus.
200 ReikSmingumas nustatytas t testu
(*p<0,05); B - staciakampé
diagrama Zymi nematody
150 o palikuoniy skai¢iy po trijy dieny
L . inkubacijos su skirtingais
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3.2.2.3. Blpl reiksmeé A. baumannii virulentisSkumui in vivo

Pastebéje nevienodg ,,nuosavy® blpl geno aleliniy varianty reikSme Abyc
ir Abic ;1 bakterijy fenotipams, nusprendéme istirti, kokig jtaka jie daro
A. baumannii patogenezei. Tam pasitelkéme C. elegans ir peliy infekcijos
modelius. Jdomu tai, kad ir Abyc ;Ablpl, ir Abc yAblpl mutantai pasiZymeéjo
sumazéjusiu virulentiSkumu, apie ka spresta i§ ~ 1,5 karto padidéjusio
palikuoniy skai€iaus lyginant su laukinio tipo izoliatais (3.23 pav., B).
Taciau pastebéjome, kad jeigu abu bipl aleliai atstaté Abyc yAblpl
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virulentiSkuma C. elegans atzvilgiu, tai Abjc jAblpl mutanto virulentines
savybes komplementavo tik “nuosavas” blpl alelis. Ta pati tendencija
nematody infekcijos modelyje buvo stabima ir OmpA baltymo tyrimy metu.
Tokie duomenys galéty rodyti “nuosavy” geny svarbg iSskirtinai Abyc |
izoliato patogeniSkumui.

blpl svarba buvo nustatyta ir peliy infekcijos modelyje. Lyginant Abyc ;
izoliato ir Abyc 1Ablpl mutanto iSgyvenamumg infekcijos in vivo metu,
BALB/c peliy bluznyse buvo nustatyta ~ 3 kartus maziau Abyc [Ablpl
bakterijy nei laukinio tipo A. baumannii (3.13 pav.). Tai rodo, kad Blpl
adhezinas yra svarbus veiksnys A. baumannii infekcijos in vivo metu.

3.3. Blp1 baltymo kaip potencialaus vakcinos antigeno tyrimai

Kuriant naujas gydymo strategijas prie§ DAA fenotipu pasiZymincias
kapsulé, kuri ne tik apsaugo bakterijas nuo infekuojamo organizmo imuninés
sistemos komponenty (Russo ir kt., 2010), bet tuo paciu uZdengia
A. baumannii iSorinius antigenus, taip ,,paslépdama‘“ bakterijas nuo
atpaZinimo. Nustatg, kad Blp1 baltymas yra funkcionalus kapsul¢ turinciy
A. baumannii adhezijoje prie plastiko ir peliy plauciy epitelio lasteliy, taip
pat yra reikalingas nematody ir peliy infekcijai in vivo (3.2.5 skyrelis),
iSkeéléeme hipoteze, kad Blpl galéty funkcionuoti kaip adhezinis
komponentas, t.y. nebiiti visiSkai maskuojamas kapsulés, ypac atsizvelgiant j
didelj baltymo dydj ir struktiirinius ypatumus. Prielaida, kad Blpl galéty
veikti kaip adhezinas sustiprino ir IC I ir IC I A. baumannii Blpl varianty
seky palyginimas. Variabilumas biidingas Blpl baltymo C-galui, todél
tikétina, kad bitent $i baltymo dalis eksponuojama ] Igstelés iSore, nes
iSorinés baltymo dalys yra labiausiai linkusios mutuoti (Smith ir kt., 2007b;
Wu ir kt., 2016b).

Atsizvelgiant | Blp1 baltymo savybes, jis galéty buti tinkamas antigenas
vakcinai prie§ DAA A. baumannii bakterijas. Blp1 kaip antigeno pranaSumas
yra dar ir tas, kad 160 C-galiniy aminoriig¢iy yra visiSkai konservatyvios
tarp IC I ir IC II A. baumannii. Todé¢l galima biity tikétis, kad imuninis
atsakas galéty veikti pries abiejy paplitusiy klony bakterijas.

Todél nusprendéme istirti Blp1 baltymo galimybes sukelti imuninj atsaka
ir apsaugoti nuo A. baumannii infekcijos. Antigeno sintezei DNR, apimanti
712 C-galiniy Blp1 baltymo aminortig§¢iy (2652-3363 aminoriigStys) buvo
pagausinta PGR budu, matrica naudojant A. baumannii Ab;c { DNR. DNR
fragmentas, apimantis didesng C-galing Blp1 dalj, buvo pasirinktas siekiant
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padidinti potencialiy antigeniniy epitopy skai¢iy. Gautas amplikonas
inkaru N-gale. Norédami palyginti vakcinacijos Blp1 fragmentu efektyvuma,
lygiagreciai klonavome ir OmpA baltyma. A. baumannii OmpA baltymo
kaip potencialaus vakcinos antigeno efektyvumas buvo neseniai nustatytas
(Lin ir kt., 2013). Abu rekombinantiniai baltymai buvo susintetinti E. coli ir
iSgryninti giminingumo chromatografijos biidu.

Pirmiausiai iStyréme rekombinantiniy baltymy poveiki pelés plauciy
epitelio LL/2 lasteliy proliferacijai, inkubuodami lgsteles 24 wval. su
jvairiomis rekombinantiniy baltymy koncentracijomis. Inkubuojant su
2,5-10 pg/ml iSgryninty baltymy, lasteliy gyvybingumas atitinkamai sieke
90-83 % Blpl atveju ir 95-91 % OmpA baltymo atveju (duomenys
neparodyti). Taigi, abu iSgryninti baltymai pasizyméjo nedideliu citotoksiniu
poveikiu.

BALBY/c peliy (5 pelés grupgje) aktyvios vakcinacijos procesas vyko kaip
aprasyta 2.2.23 skyrelyje. ELISA metodu tikrinta, ar vakcinuoty peliy
serume susidaré rekombinantiniams baltymams saviti imunoglobulinai IgG.
Serumo titravimo duomenys paliudijo, kad visose vakcinuotose pelése,
iSskyrus kontroling grupe, yra Blpl fragmenta ar OmpA baltyma specifiskai
atpazjstanciy IgG (3.24 pav., A-B). Tesiant eskperimentg, 42 dieng nuo
vakcinacijos pradzios, pelés buvo uzkréstos A. baumannii, gyviinams ]
peritoniuma suleidZiant 10> CFU Aby | bakterijy. Peliy i§gyvenamumas
stebétas savaite. A. baumannii infekcija iSgyveno 60 % peliy, vakcinuoty
Blp1 fragmentu ir 40 % peliy, vakcinuoty OmpA fragmentu (3.24 pav., C).
Kontrolingje grupéje iSgyvenusiy peliy nebuvo. IS gauty duomeny galima
teigti, kad Blp1 fragmentas padidino peliy iSgyvenamumo rodiklj, kuris buvo
didesnis nei OmpA baltymu vakcinuoty peliy. Tolimesni tyrimai buvo atlikti
tik su Blpl1 fragmentu.

Pagrindiné rizikos grupé uzsikrésti A. baumannii infekcija yra
imunosupresuoti asmenys, todél aktuali yra pasyvios imunizacijos prie$
A. baumannii galimybé, kai infekuotam individui yra suleidziamas serumas,
polikloniniai ar monokloniniai antikiinai, aktyviis prie§ tam tikrg antigeng.
Todél nusprendéme istirti Blpl fragmento efektyvuma kai taikoma pasyvios
vakcinacijos pelése schema. Tam tikslui peléms (3 pelés grupéje) i
peritoniumg buvo suleista 200 ul Blpl-antiserumo, iSskirto i§ Blpl
fragmentu vakcinuoty peliy. Kontrolinéms peléms buvo susSvirksta serumo i8$
PBS buferiu injekuoty peliy. Po 6 wval. pelés buvo uzkréstos Abjc |
bakterijomis (5% 10’ CFU) ir peliy i§gyvenamumas stebétas 45 dienas.

Visos pelés, kurioms buvo suleista Blpl antiserumo, iSgyveno, tuo tarpu
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kontroliniy peliy iSgyvenamumas buvo 0 % (3.24 pav., D). Tokiu bidu,
aukSCiau aptarti imunizacijos Blpl antigenu rezultatai rodo, kad S$is
komponentas yra efektyvus antigenas taikant tiek aktyvia, tiek pasyvia

vakcinacijas.
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3.24 pav. Imunizacijos OmpA ir Blp1 antigenais tyrimai. Specifiniy IgG titras prie§ OmpA
(A) ir Blpl baltymo fragmenta (B) atitinkamais antigenais imunizuoty BALB/c peliy
serume; C — peliy (n=5 grupéje), imunizuoty taikant aktyvig vakcinacijg, iSgyvenamumas,
urkrétus 108 CFU Abyc 1 bakterijy. I§gyvenamumas stebétas 7 dienas; D — peliy (n=3
grupéje), imunizuoty taikant pasyvig vakcinacija, i§gyvenamumas uzkrétus 5 x 10’ CFU
Abc | bakterijy. Kontrolinei grupei suleista naivaus serumo i§ peliy, kurioms injekuota
PBS su Freudo adjuvantu. ISgyvenamumas stebétas 45 dienas.

3.3.1. Antiserumo indukuojama klinikiniy A. baumannii izoliaty
opsonofagocitozé

Norédami iSsiaiskinti, kokie vakcinuoty peliy antiserumo komponentai
nulémé poveikj prie§ A. baumannii, atlikome opsonofagocitozés tyrima. Tam
tikslui, aktyvinti J774 makrofagai buvo sumaiSyti su Abjc | bakterijomis bei
kar$¢iu paveiktu (tam, kad biity iSaktyvinti komplemento baltymai)
Blpl-antiserumu bei naiviu serumu. Po 1 val. inkubacijos buvo iSs¢jamos ir
skai¢iuojamos A. baumannii bakterijos. Rezultatai parodé, kad
Blpl-antiserumas Zymiai efektyviau skatino makrofagus fagocituoti
bakterijas nei OmpA-antiserumas (3.25 pav.). Sis priesbakterinis antiserumo
poveikis buvo prarandamas paSalinus makrofagus, kas liudija, kad
antiserumo poveikj nulémé susidarg¢ specifiSkai antigeng atpaZjstantys
antiktinai.

86



100 3.25 pav. OmpA-

-‘é 80 antiserumo ir Blpl-
@ antiserumo  sukeliama
5 A
SN 40 opsonofagocitozeé.
258 Kiekvienas taskas
€S 20 -@- © reprezentuoja  Serumo
» ..g 0l '@' 8 _é_ .%_ '8' méginj i§ vienos pelés,
5 juoda  linija  Zymi
g 2 - vidurkj, paklaidos -
0 standartinj nuokrypj.
i 2 ] o 3 ©
%Q}oé@ . %z& & 92}\\,6@ %Q&é(b J}\)@o »\6‘2}0@0
& & \,DC\‘\ ¢\*§ & \',DQ‘
& O@Qv o & o é&V o

Su makrofagais Be makrofagy

Vakcinacijos tyrimams naudojome Blp1 baltymo C-galinj fragmenta, kurj
koduoja Abic 1 klono izoliatas, todél nor¢jome jsitikinti, ar antigenas
veiksmingas prieS IC II izoliata, kuris turi kita blp/ geno varianta. Kaip
matyti i§ 3.26 pav. pateikty rezultaty, Blpl-antiserumas veiké vienodai
efektyviai (apie 20 % iSaktyvinty bakterijy) prie§ Abic ; ir Abc  klony
A. baumannii. Nesant makrofagy, antibakterinio antiserumo poveikio
nebuvo. Remiantis pateiktais duomenimis, galima teigti, kad Blp1 fragmento
indukuoti antiklinai pasiZymi efektyviu antibakteriniu poveikiu pries IC I ir
IC I A. baumannii izoliatus, sukeliancius didzigja dalj visy A. baumannii
infekcijy.
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4. REZULTATUY APTARIMAS

Siame darbe buvo tirtos klinikinés kilmés A. baumannii izoliaty, i§skirty
i§ Lietuvos ligoniniy, virulentinés savybés. Miisy Ziniomis tai pirmas toks
Lietuvos ligoninése cirkuliuojan¢iy A. baumannii izoliaty apibiidinimas.
Tiriami izoliatai priklaus¢ labiausiai iSplitusiems pandeminiams klonams
ICTirICIIL

A. baumannii izoliatai buvo iSskirti i§ klinikinés aplinkos, kur bakterijy
iSplitimui yra svarbios su iSgyvenimu ex vivo siejamos savybés, tarp jy ir
judéjimo fenotipas (Kearns, 2010), todél pirmiausia iStyréme izoliaty
gebéjimg judeéti ropojimo ir trikciojimo budais. IS atlikty tyrimy paaiskéjo,
kad intensyvus ropojimo tipo judéjimas yra retas A. baumannii fenotipas, nes
tik keli izoliatai pasiZzyméjo S$ia savybe. Manoma, kad ropojantys
A. baumannii izoliatai yra virulentiSkesni in vivo lyginant su neropojanciais
izoliatais (Eijkelkamp ir kt., 2013). Ta pati tendencija buvo pastebéta ir su
kitomis patogeninémis bakterijomis (Lee ir kt., 2015). Visgi miisy duomenys
rodo, kad bent jau iSplitimui ligoninése §io tipo judéjimas néra kritiné
savybé, nes dauguma labiausiai paplitusiy pandeminiy klony izoliaty
nepasizymejo tokiu fenotipu. Jdomu tai, kad ropojimo fenotipas
patogeninése bakterijose, pvz. P. aeroginosa, siejamas su Ziuzelio funkcija
(Harding ir kt., 2018a). Taciau atlikus bioinformating duomeny bazése
esanCiy DNR seky analiz¢ genai, koduojantys ZiuZelio komponentus,
A. baumannii genomuose nebuvo rasti (Clemmer ir kt., 2011). Tod¢l iskelta
hipotezé, kad ropojimo jud¢jimas A. baumannii yra nuo ZiuZeliy
nepriklausantis, daugiakomponentinis reiskinys (Harding ir kt., 2013).

Kitaip nei ropojimo judéjimas, triik¢iojimo tipo judéjimas buvo daznas
fenotipas, aiSkiai iSreikstas IC I klono bakterijose. Sig tendencija patvirtina
duomenys apie Australijoje iSskirty klinikinés kilmés A. baumannii savybes,
kur nustatyta, kad trukciojimo fenotipas taip pat labiau biidingas IC I klonui
(Eijkelkamp ir kt., 2011). Tai leidZzia manyti, Sis fenotipas yra IC I klono
savybé. Nustatyta, kad trik¢iojimo judéjimui A. baumannii bakterijoms
reikia IV tipo piliy (Harding ir kt., 2013). Tiek IC I, tiek IC II bakterijos savo
genomuose koduoja IV tipo piliy genus, todél akivaizdis skirtumai tarp
trikciojimo fenotipo pasireiSkimo lyginant skirtingus klonus galéty biti
susije su piliy komponenty pokyc€iais. A. baumannii yra nustatytas kai kuriy
geny, koduojanciy pilés komponentus, polimorfizmas, pvz. pagrindinio pilés
subvieneto — PilA geno, kurio skirtingi variantai biidingi skirtingiems IC
klonams (Piepenbrink ir kt., 2016). Rasta ir kity skirtumy, galimai susijusiy
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su pilés funkcijomis. IC II bakterijy genomuose $alia PilA subvienetg ir PgIL
O-oligosachariltransferazg (O-OTazé) koduojanciy geny yra koduojama
papildoma TfpO O-OTaz¢, kuri glikozilina IV tipo piles (Harding ir kt.,
2015). Idomu tai, kad TfpO O-OTazés geno buvimas koreliuoja su serino
buvimu PilA subvieneto C-gale, taigi, Sios aminortgsties glikozilinimas
galéty biti susijes su bakterijy judrumu. Tiriant kitas patogenines bakterijas,
pvz. Neissiria meningitidis buvo parodyta piliy glikozilinimo jtaka bakterijy
iSplitimui  (Chen ir Seifert, 2011). Vis délto, #pO geno iSveiklinimas
nejudriose IC II klono bakterijose neturéjo jtakos ropojimo fenotipo jgijimui
(Skerniskyté, duomenys neparodyti), taigi, IC II bakterijy ropojimo
praradimas néra susijes su piliy glikozilinimu. Tokig iSvada patvirtina ir kiti
tyrimai, atlikti artimose A. baumannii bakterijose Acinetobacter
nosocomialis, kuriy PilA suvienete, taSkinés mutagenezés budu jvesta
S136A mutacija neturéjo jtakos bakterijy judrumui (Piepenbrink ir kt.,
2016). Kitame neseniai publikuotame tyrime buvo lygintas pilA delecinio
mutanto, komplementuoto IC I ir IC II pilA aleliais, geb¢jimas judéti (Ronish
ir kt., 2019). Tik IC I pilA geno aleliu komplementuotas ApilA mutantas
pasizyméjo triik¢iojimo fenotipu, tuo tarpu IC II aleliu komplementuotas tas
pats mutantas buvo labiau séslus ir formavo didesnés biomasés bioplévele.
Remiantis elektrostatiniais skaifiavimais pasiiilyta, kad IC II izoliatuose
pilés gali buti linkusios sgveikauti viena su kita ir taip nuslopinti nuo IV tipo
piliy priklausoma trik¢iojimo judéjima.

Kaip ir kitose Gram-neigiamose bakterijose, A. baumannii iSoriniai
polisacharidai ir lipooligosacharidai yra svarbiis virulentiniai veiksniai
apsisaugant nuo infekuojamo organizmo imuninés sistemos (Russo ir kt.,
2010; Moffatt ir kt., 2013). Absoliuti dauguma klinikinés kilmés
A. baumannii sintetino egzopolisachariding kapsule. Pandeminiy klony
bakterijos pasiZzyméjo klonui biidingais kapsulés komponenty profiliais —
ICT sintetino jvairaus ilgio sacharidy molekules, o IC II - tik didelés
molekulinés masés molekules. UZ A. baumannii kapsulés sinteze yra
atsakinga geny sritis, vadinamasis K lokusas, kuris yra itin variabilus (Hu ir
kt., 2013; Kenyon ir Hall, 2013), taiau mes nenustatéme sgsajos tarp
kapsulés komponenty profilio ir kapsulés sintezés lokuso tipo. A. baumannii
kapsulés biogenezé yra vis dar menkai iStyrinéta, todél sudétinga atsakyti,
kokios priezastys gali nulemti jos fenotipo skirtumus. Dams-Kozlowska ir
Kaplan (2007) tyrinédami artimos rusies — Acinetobacter venetianus — Rag-1
izoliato egzopolisacharidus pasteb&jo, kad sintetinamy molekuliy ilgis
priklausé nuo taskiniy mutacijy, jvedamy j Wzc baltymo prolino-glicino
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regiong. Wzc yra tirozino kinazé, kuri dalyvauja kapsulés polisacharidy
pernasoje, kitose Gram-neigiamose bakterijose jai priskiriamas kapsulés
polisacharido ilgj reguliuojanc¢io baltymo vaidmuo (Kalynych ir kt., 2012).
Taskinés mutacijos, jvestos j A. baumannii Wzc baltymo Walker‘io motyva
taip pat tur¢jo jtakos egzopolisacharidy profiliui (Geisinger ir Isberg, 2015).
A. baumannii kapsulés polisacharidy profilio pokyc€ius sukélé ir kito baltymo
— fosfoglikoziltransferazés PglC pakeitimas geno ortologu iS kitos bakterijos
(Harding ir kt., 2018b). Visi Sie duomenys liudija, kad kapsulés
polisacharidy ilgj lemia daugiakomponentinis mechanizmas.

Disertaciniame darbe buvo atlikta Wzc ir PglC baltymy, koduojamy
duomeny bazéje esanciuose IC 1 ir IC Il A. baumannii genomuose,
filogenetiné analizé. | analiz¢ buvo jtrauktas ir nekloninis A. baumannii
izoliatas ATCC 17978, kuris sintetina didelés molekulinés masés kapsule,
panasig | musy tiriamy IC II izoliaty kapsule (Lees-Miller ir kt., 2013;
Geisinger ir Isberg, 2015), bei A. venetianus Rag-1 izoliatas, kurio
egzopolisacharidy profilis taip pat yra Zinomas ir yra labiau panaSus j IC I
izoliaty variabilaus ilgio egzopolisacharidus. Jdomu tai, kad Wzc ir PglC
baltymai i§ IC II izoliaty klasterizavosi kartu su nekloninio A. baumannii
ATCC 17978 izoliato baltymy variantais, o baltymai IC I izoliatuose buvo
panasiausi | A. venetianus Rag-1 izoliato baltymus (S1 pav., Priedai). Taigi,
su kapsulés sinteze susijusiy baltymy grupavimasis pagal seky panaSuma
koreliavo su jy sintetinamy egzopolisacharidy profiliais.

Siame darbe visos tirtos A. baumannii, i§skyrus egzopolisacharidinés
kapsulés nesintetinantys izoliatai, pasiZyméjo atsparumu serumui ir
makrofagy fagocitozei, kas patvirtino esminj kapsulés vaidmenj
A. baumannii apsaugoje nuo Seimininko imuninés sistemos komponenty
(Russo ir kt., 2010). Tyrimais su II-h izoliatu parodyta kapsulés sintezés
indukcija, kaip atsakas j aktyvaus serumo komponentus. Sis faktas galéty
liudyti apie faziy variacijos (angl. phase variation) fenomeng, neseniai
aprasyta A. baumannii AB5075 izoliate (Chin ir kt., 2018). Indukuojama
kapsulés sintezé parodyta ir inkubuojant A. baumannii su antibiotikais
(Geisinger ir Isberg, 2015).

II-h izoliatas pasiZyméjo panaSiu virulentiniu potencialu C. elegans
modelyje, kaip ir kiti hidrofiling kapsule sintetinantys izoliatai, taciau
nekapsuliuotos II-h bakterijos nesugebé¢jo islikti pelés organizme. Tai liudija
apie A. baumannii kapsulés svarbag stuburiniy gyviny infekcijos pradZioje,
kai fagocituojancios lastelés ir komplemento sistema neutralizuoja
bakterijas. Tuo tarpu C. elegans imuninés sistemos apsaugos mechanizmai
yra paremti daugiausiai antimikrobiniy lekting ir peptidy veikimu
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(Ermolaeva ir Schumacher, 2014), duomeny apie funkcionalius
komplemento baltymus ar fagocituojancias lasteles nematoduose néra. Russo
ir kt. (2010) parodé, kad kapsulés nesintetinantis A. baumannii izoliatas buvo
neutralizuotas Ziurkés minkStyjy audiniy infekcijos modelyje jau per pirmas
valandas nuo infekcijos pradzios. Vis délto, kapsulés nesintetinantis II-h
izoliatas nebuvo visiSkai avirulentinis peliy infekcijos modelyje, nes buvo
stebéti ir Ziities atvejai. Tikétina, kad indukcija Seimininko aplinkoje galéjo
prisidéti prie tokio poveikio.

Siame darbe parodéme, kad kapsulé yra svarbi ne tik apsaugai nuo
infekuoto organizmo imuninés sistemos, bet ir kity savybiy pasireiskimui.
Neigiama krivj turinCios kapsulés praradimas padidino bakterijy
hidrofobiskumag, tai palengvino adhezija prie plastiko ir bioplévelés
formavima. Nepaisant to, kad kapsulé maZina bakterijy gebéjima adhezuotis
prie plastiko pavirSiaus, dauguma Siame darbe tirty A. baumannii sintetino
kapsule ir tuo paciu gebéjo formuoti bioplévele. Hidrofiliniai, negebantys
formuoti bioplévelés IC II izoliatai, remiantis TEM duomenimis, sintetino
beveik du kartus storesn¢ bakterijos apvalkalo struktiirg ir buvo atsparesni
dzitivimui lyginant su hidrofobiniais izoliatais. Sie duomenys leidZia manyti,
kad A. baumannii sintetinama kapsulé nors ir trukdo adhezijai prie plastiko,
visiSkas jos netekimas néra palankus, galimai dél to, kad kapsulé¢ apsaugo
bakterijas nuo aplinkos streso, pvz. prisidedant prie atsparumo iSdziGivimui
ar dezinfektantams (Tipton ir kt., 2015; Chin ir kt., 2018). Kapsulés
netekimas ir pavirSiaus hidrofobiskumo padidéjimas A. baumannii mutante
sumazino adhezija prie eukariotiniy lasteliy, kurios dazniausiai turi neigiama
pavirSiaus kriivi. Tac¢iau hidrofobiniai A. baumannii izoliatai, kurie sintetino
dvigubai plonesnj lastelés apvalkala, taip pat pasiZzyméjo maZesne adhezija
prie lasteliy, lyginant su hidrofilinémis bakterijomis. Jdomu tai, kad
nekapsuliuotas mutantas lyginant su laukinio tipo izoliatu pasiZyméjo
virulentiSkesnémis savybémis nematody infekcijos modelyje. Tai galéjo
nulemti nedidelés molekulinés masés adheziny ir kity efektoriniy baltymy,
kurie kapsuliuotose bakterijose dazniausiai yra “paslépti”, poveikis.
Kapsulés savybé “uZdengti” trumpus adhezinus ir taip maZinti bakterijy
virulentiSkumg pastebéta patogeninése E. coli ir C. jejuni bakterijose
(Schembri ir kt., 2004; Rubinchik ir kt., 2014).

Kita A. baumannii savybe, kuri aiSkiai iSskyré IC I ir IC II klony
bakterijas, buvo pelikulés fenotipas. Gebéjimas formuoti pelikule yra
svarbus patogeniniy bakterijy virulentiSkumo veiksnys (Holscher ir kt.,
2015). Ankstesniais tyrimais pademonstruota, kad A. baumannii pelikulése

telkiami jvairiis su virulentiSkumu siejami veiksniai, pvz. fosfolipazés,
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adhezinai, sideroforai, kurie reikalingi gelezies jsisavinimui (Marti ir kt.,
2011; Kentache ir kt., 2017). Idomu tai, kad P. aeruginosa bakterijose buvo
nustatytas rySys tarp ropojimo tipo jud¢jimo ir formuojamos pelikulés
morfologijos, tatiau §is rySys nebuvo nustatytas truk¢iojimo tipo judéjimui
(Yamamoto ir kt., 2012). Misy duomenimis A. baumannii  pelikulés
formavimas nekoreliuoja nei su vienu judéjimo tipu.

Pirmas pelikulés formavimosi etapas apima bakterijy adhezijg prie
plastiko pavirSiaus, vélesniuose etapuose bakterijoms iSplintant po visg
tirpalo pavirSiy (Holscher ir kt., 2015). Bakterijy saveika su pavir§iumi
nulemia lgstelés pavirSiaus hidrofobiskumas (Krasowska ir Sigler, 2014),
todél §i savybé galéty biti reikSminga pelikulés susidarymui. Chabane ir kt.
(2014) bei Giles ir kt. (2015) nustaté rysj tarp A. baumannii lasteliy
hidrofobiskumo ir pelikulés formavimo, taciau kitame panasSaus pobtidZio
tyrime sgsaja tarp hidrofobiSkumo ir pelikulés fenotipo (McQueary ir Actis,
2011) nebuvo parodyta. Misy duomenys liudija, kad hidrofobinés
A. baumannii savybés gali biiti palankus veiksnys pelikulei formuotis, taciau
bitini ir kiti veiksniai, prisidedantys prie Sio fenotipo pasireiSkimo, nes né
vienas hidrofobinémis savybémis pasiZzymintis IC II klono izoliatas
neformavo pelikulés. Kita vertus, A. baumannii hidrofobiSkumas buvo
akivaizdZiai susijes su gebg&jimu formuoti bioplévele. Tuo tarpu
hidrofilinémis pavirSiaus savybémis pasiZymincios bakterijos nesugebéjo
adhezuotis prie plastiko ir formuoti bioplévelés struktiiros. Tai liudija, kad
pelikulés ir bioplévelés struktiroms susidaryti yra reikalingos skirtingos
bakterijos pavirSiaus savybés.

Siame darbe atlikti tyrimai liudija, kad A. baumannii paviriaus
hidrofobiskumas mazina atsparumg dZitivimui ir geb¢jima adhezuotis prie
eukariotiniy Iagsteliy. IC II klono A. baumannii, kurios pasiZymeéjo
hidrofilinémis savybémis, buvo virulentiSkesnés tiek nematody infekcijos,
tiek peliy sepsio modeliuose. Pastebéta sasajg tarp A. baumannii hidrofiliniy
savybiy ir virulenti§kumo in vivo paremia anksc¢iau atlikto tyrimo rezultatai.
IS to paties paciento buvo iSskirti du A. baumannii izoliatai, besiskiriantys
pavirSiaus hidrofobinémis savybémis. Hidrofilinis izoliatas neformavo
bioplévelés ant plastiko pavirSiaus, taciau buvo Zymiai virulentiSkesnis
lyginant su hidrofobiniu izoliatu (Kempf ir kt., 2012). Miisy duomenimis,
nors hidrofilinémis savybémis pasiZymin¢iy A. baumannii virulentiSkumas
buvo labiau iSreikStas nei hidrofobiniy izoliaty, visgi hidrofiliSkumas buvo
labiau paplites tarp sporadiniy A. baumannii, o ne tarp klonaliy placiai
paplitusiy izoliaty. Ligoninése aiskiai vyravo hidrofobinémis savybémis bei
mazesniu virulentiSkumo potencialu (palyginus su hidrofiliniy savybiy
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bakterijomis) pasiZymincios A. baumannii, kuriy dalis, remiantis turimais
epidemiologiniais duomenimis, buvo i§ infekcijos protriikiy i8kirti izoliatai.
Sie duomenys liudija, kad svarbesnis virulentiSkumo veiksnys, prisidedantis
prie A. baumannii paplitimo ligoninése, yra bakterijy gebé&jimas adhezuotis
prie abiotiniy pavirSiy ir formuoti bioplévelés struktiirg ir kad §i savybé
galéty turéti pranaSumg pries kitas virulentines savybes — atsparuma
dZitivimui bei serumui, geb&jimg adhezuotis prie epiteliniy lasteliy.

Idomu yra tai, kad aiSkindamiesi A. baumannii hidrofobiSkumo
variabilumo molekulines prieZastis, nustatéme, kad su Siuo reiSkiniu néra
susije nei uz kapsulés polisacharidy, nei uz LOS sinteze¢ atsakingi genetiniai
lokusai. AnksCiau yra pastebéta, kad A. baumannii lipido A modifikacija
fosfoetanolaminu sumazina formuojamos bioplévelés tarj (Pelletier ir kt.,
2013; Da Silva ir Domingues, 2017), o bakterijos pasiZymi padidéjusiu
atsparumu kolistinui. Vis délto, visi miisy tirti IC II izoliatai buvo jautriis
kolistinui (3.4 pav.), kas liudija, kad hidrofobiSkumo variacijas tarp skirtingy
izoliaty nulémé ne §i modifikacija.

Neseniai, tiriant AB5075 izoliata, atskleistas A. baumannii TetR Seimos
transkripcijos  reguliatoriaus (ABUW_1645) vaidmuo bakterijoms
formuojant dvi virulentinémis savybémis besiskirianc¢ias kolonijy
subpopuliacijas (Tipton ir kt., 2015; Chin ir kt., 2018). Virulentinés
subpopuliacijos bakterijos pasiZyméjo storesniu lgstelés apvalkalu, didesniu
atsparumu dezinfektantams, sumaZéjusiu gebéjimu formuoti biopléveles ir
padidéjusiu virulentiSkumo potencialu gyviny modelyje (Tipton ir kt., 2015;
Chin ir kt., 2018). Autoriy apraSyti fenotipai buvo labai panaSis j Siame
darbe nustatytas A. baumannii savybes — atsparumg dZilivimui, bioplévelés
formavima, virulentiSkumg in vivo — todél patikrinome TetR geno raiska
hidrofobiniame II-a ir hidrofiliniame II-f izoliatuose kiekybinés RT-PCR
bidu. Reguliatoriaus raiSkos poky¢iai nebuvo nustatyti, kas liudija apie kitus
mechanizmus, atsakingus uz virulentiniy savybiy variacijas tirtuose
izoliatuose (SkerniSkyté, duomenys neparodyti).

Avirulentinio, hidrofobiniy savybiy II-a ir virulentinio, hidrofiliniy
savybiy II-f A. baumannii izoliaty genomy sekoskaitos duomeny analizé
parod¢, kad jy genomai labai panasis, taciau II-f izoliatas netur¢jo ~65 kb
ilgio pACICU?2 tipo plazmidés, kuri nustatyta Il-a izoliate. Né viena i$ tirty
hidrofilinémis savybémis pasiZzymin¢iy IC Il A. baumannii neturéjo Sios
plazmidés, tuo tarpu ji rasta hidrofobinémis savybémis pasiZyminciuose
IC II izoliatuose. pACICU2 plazmidé koduoja H-NS Seimos transkripcijos
reguliatoriy, kuris galéty dalyvauti A. baumannii koduojamy geny raiskos

reguliavime. AprasSytas atvejis, kai pAB3 plazmidéje perneSamas TetR
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Seimos transkripcijos reguliatorius moduliavo A. baumannii T6SS sekrecijos
sistemos raiSka (Weber ir kt., 2015). Tuo tarpu nustatyta, kad ne plazmidéje,
0 A. baumannii chromosomoje koduojamas H-NS baltymas (A1S_0268),
slopina T6SS baltymy, I tipo piliy, autotransporteriy, kvorumo baltymy, kai
kuriy bendryjy metabolizmo fermenty bei kity transkripcijos reguliatoriy
geny raiSka (Eijkelkamp ir kt., 2013). Taip pat buvo nustatyti pokyciai
citoplazminés membranos fosfolipidy riebaly riig8ciy liekany sudétyje.
Manoma, kad A. baumannii chromosomoje koduojamas H-NS reguliatorius
dazniau nutildo horizontalios pernasos biidu jgytas patogeniskumo salas,
kuriose yra su virulentiSkumu siejami genai, ir tokiu biidu gali keisti
bakterijy virulentiSkumo potenciala reaguojant | aplinkos salygas
(Eijkelkamp ir kt., 2013). Sia prielaidg paremia ir kitose patogeninése
bakterijose apraSyty H-NS Seimos transkripcijos reguliatoriy veikimas, kurie
slopino su virulentiSkumu susijusius genus (Allsopp ir kt., 2012; Ares ir kt.,
2016; Picker ir kt., 2016). Shigella flexneri 2457T izoliate taip pat buvo
aptikta konjugaciné plazmidé, kuri kodavo H-NS Seimos transkripcijos
reguliatoriy, atsakingg uZ virulentiniy geny slopinimg (Navarre ir kt., 2010).
ISkelta hipoteze, kad plazmidés jgijimas galéty buti palankus veiksnys, nes
pagerino bakterijy augimg. Miisy darbe tirtos A. baumannii, turincios
pACICU?2 tipo plazmide, taip pat pasiZzymejo geresniu augimu LB terpéje.
Vis délto, pACICU2 hns genas, klonuotas ] kitg A. baumannii plazmide ir
jterptas ] hidrofilinj pACICU2 plazmidés neturintj izoliatg, nedaré jtakos jo
virulentinéms savybéms, nors geno raiska II-f::pH-NS kamiene buvo
patvirtinta RT-PCR metodu (SkerniSkyté, duomenys neparodyti). VisiSkai
atmesti plazmidés koduojamo H-NS reguliatoriaus vaidmens A. baumannii
patogenezéje negalime, nes reguliatoriaus veikimui gali biiti reikalingi kiti
pACICU2 koduojami komponentai. pACICU2 tipo plazmidés iSlaikymas
hidrofobiniuose izoliatuose liudija apie Sios plazmidés jtaka A. baumannii
savybéms.

Visai neseniai buvo nustatyta konjugaciné plazmidé pABS, kuri reguliavo
su virulentiSkumu susijusiy A. baumannii chromosomoje koduojamy geny
raiSka (Di Venanzio ir kt., 2019). Parodyta, kad plazmidé padidino bakterijy
geb¢jimg plisti  kateteriy pavirSiumi, nors sumaZino A. baumannii
virulentiSkuma peliy pneumonijos modelyje. Galima manyti, kad ir
pACICU?2 tipo plazmidZiy palaikymas klinikinés kilmés A. baumannii yra
palankus bakterijoms plisti ligoniniy aplinkoje, nes hidrofobinés lastelés
pavirSiaus savybés lemia bakterijy adhezijg prie plastiko ir bioplévelés
formavimo fenotipa. Biitent Sios savybés leidZia bakterijoms jsitvirtinti ant
medicininés jrangos ir tokiu budu iSplisti ligoninése. Visgi, A. baumannii
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infekuojant organizma, §i plazmidé galéty buti pametama, tokiu atveju
bakterijos galéty persijungti j virulentiSkesne biiseng. Atsakyti j klausimg, ar
i tiesy bakterijos linkusios pamesti pACICU2 plazmide in vivo infekcijos
salygomis, reikalingi papildomi tyrimai. Remiantis NCBI duomeny bazeje
esan¢iy A. baumannii DNR seky analize, pACICU2 tipo plazmidé iSskirtinai
randama tik dalyje IC II klono A. baumannii izoliaty ir jos paplitimas
nekorelivoja su ST tipais. pACICU2 plazmidé koduoja uZ konjugacija
atsakingus genus. A. baumannii izoliatai, turintys Sia plazmide, sintetino
plonesne Igstelés apvalkalo struktiirg, todél neatmestina prielaida, kad dél
plazmidés geny funkcijy plonéja lastelés apvalkalo storis ir taip
palengvinamos salygos bakterinei konjugacijai vykti. Konjugacija yra svarbi
bakterijoms dalinantis judriaisiais genomo elementais, kurie koduoja
atsparumo  antibiotikams ar su virulentiSkumu susijusius  genus
(Leungtongkam ir kt., 2018). Turint omenyje, kad pACICU2 plazmidé
paplitusi tik IC II izoliatuose, o Siam klonui priklausantys izoliatai iSsiskiria
genomo variabilumu lyginant su IC I izoliatais (Eijkelkamp ir kt., 2014),
galima manyti, kad pACICU2 plazmid¢, palengvindama sglygas bakterinei
konjugacijai vykti, gali prisidéti ir prie A. baumannii IC Il priklausanciy
izoliaty genomy variabilumo.

Apibendrinant pirmos dalies tyrimy rezultatus, biitina pabréZti
akivaizdzius virulentiniy savybiy skirtumus tarp A. baumannii IC I ir IC 11
klony. IC II izoliaty padidéjes virulentiSkumas koreliavo su hidrofilinémis
bakterijy pavirSiaus savybémis. Pastaruoju metu pasaulio ligoninése sparciai
plinta IC II A. baumannii izoliatai (Kim ir kt., 2017a; Pournaras ir kt., 2017).
Manoma, kad tai nulemia Sio pandeminio klono iSauges atsparumas
karbapenemams. Visgi negalima atmesti ir IC II izoliaty iSskirtiniy
virulentiniy savybiy jtakos bakterijy iSplitimui, tarp kuriy galéty buti ir
pACICU?2 tipo plazmidZiy pernaSa tarp IC II izoliaty.

Siame darbe atlikta su lastelés pavir§iumi susijusiy virulentiskumo
veiksniy homology paieska ir tyrimai suteiké naujos informacijos apie
baltymus, kurie gali biiti svarbiis A. baumannii patogenezei. GItI baltymo,
kuris yra C. jejuni PebA adhezino homologas, geno delecija sumaZino
virulentiSkuma peliy sepsio modelyje, o tai reiSkia baltymo svarba infekcijos
in vivo procesui. C. jejuni PebA yra aspartata/glutamatg suriSantis ABC
transporterio baltymas, kuris veikia kaip vienas pagrindiniy bakterijy
adheziny saveikoje su eukariotinémis lastelémis (Pei ir kt., 1998).
Leon-Kempis ir kt. (2006) nustaté, kad PebA yra svarbus C. jejuni augimui

mikroaerobinémis salygomis ir glutamato bei aspartato jsisavinimui. Jie
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pasitlé, kad dvejopa baltymo funkcija (adheziné ir pernasos) galéty nulemti
PebA mutanto blogesnj iSgyvenimg pelés infekcijos modelyje. Misy
duomenimis A. baumannii Gltl (PebA homologas) mutantas nepasiZymeéjo
pakitusiomis adhezinémis savybémis. Tai gali buti aiSkinama tuo, kad
nedidelés molekulinés masés adhezinai ex vivo salygomis yra uZdengti
A. baumannii kapsulés ir nedaro jtakos bakterijy geb¢jimui adhezuotis. Tuo
tarpu infekuotame organizme tam, kad patogenas galéty -efektyviai
adhezuotis prie eukariotiniy lasteliy, kapsulés sintez¢ galéty biti slopinama,
kaip tai buvo parodyta kitose patogeninése bakterijose (King ir kt., 2015).
Tai galéty paaiSkinti, kodél A. baumannii GltI mutantas pasiZymeéjo
sumazéjusiu virulentiSkumu tik pelés infekcijos modelyje, taCiau savo
adhezinémis savybémis nesiskyré nuo laukinio tipo izoliato in vitro
salygomis.

A. baumannii YgaU yra E. coli prie peptidoglikano besijungiancio
baltymo homologas. Jj koduojanc¢io geno A. baumannii mutanto trukciojimo
judrumas ir bakterijy titras peliy bluZznyse buvo sumaZzéje, o tai liudija rysi
tarp bakterijy trik¢iojimo judéjimo ir virulentiSkumo in vive. Jdomu
pastebéti, kad A. baumannii genome, spéjamame operone kartu su YgaU
koduojamas baltymas, kuris yra B. subtilis baltymo DprA homologas. DprA,
kartu su RecA baltymu, prisijungdamas prie viengrandinés DNR, dalyvauja
natiiralios transformacijos procese (Duffin ir kt., 2016). Zinant, kad
truk¢iojimo fenotipas kartu su IV tipo pilémis turi jtakos natiralios
transformacijos efektyvumui A. baumannii (Harding ir kt., 2013),
neatmestina prielaida, kad YgaU taip pat galéty dalyvauti bakterijy
natliralios transformacijos procese.

ISorinés membranos baltymas OmpA dalyvauja daugelyje su
virulentiSkumu  siejamy A. baumannii fenotipy, pvz. adhezijoje,
virulentiSkume in vivo ir atsparume antibiotikams (Choi ir kt., 2005; Gaddy
ir kt., 2009; Kim ir kt., 2009; Smani ir kt., 2014). Misy tyrimy duomenys
patvirtino $io baltymo esminj vaidmenj A. baumannii IC 1 ir IC II izoliaty
patogenezéje. Parodéme, kad OmpA geno iSveiklinimas daré reikSminga
poveiki A. baumannii sienelés integralumui, augimui bei dalijimuisi abiejy
klony izoliatuose. Taip pat, identifikavome naujas A. baumannii AompA
mutanto savybes, parodéme, kad OmpA baltymas reikalingas bakterijy
trikk¢iojimo judrumui ir prisideda prie atsparumo sausoms aplinkos
salygoms. Darome prielaida, kad apraSytas daugiafunkcinis poveikis
A. baumannii fenotipams yra susijes su OmpA jtaka iSorinés membranos
stabilumui ir bakterijy dalijimuisi. PanaSus poveikis stebétas tiriant kitus

96



bakterijy iSorinés membranos baltymus, pvz. | OmpA panaSius baltymus ar
Tol-Pal sistemos komponentus, kuriy praradimas taip pat sumaZzino lastelés
sienelés integralumg ir sutrikdé bakterijy dalijimasi (Clavel ir kt., 2002;
Robertson ir kt., 2014; Egan, 2018). Manoma, kad §ie baltymai kartu su Lpp
lipoproteinais saveikaudami su peptidoglikanu yra atsakingi uZ iSorinés
membranos stabilumo palaikyma (Wojdyla ir kt., 2015). Buvo pasitlytas
mechanizmas, kuriuo remiantis A. baumannii OmpA baltymo sgveika su
peptidoglikanu stabilizuoja iSoring membrang (Samsudin ir kt., 2016). Yra ir
daugiau duomeniy, liudijan¢iy OmpA homology svarbg bakterijoms.
Acidofilinése bakterijose Acidithiobacillus ferrooxidans OmpA baltymo
homologas iSorinéje bakterijos membranoje nustatytas auginant kulttiras tik
auksStesnéje nei 40 °C temperatiiroje (Manchur ir kt., 2011), o tai rodo
baltymo svarbg iSlaikant iSorinés membranos stabiluma stresinémis
salygomis. Caulobacter crescentus bakterijose pastebéta OmpA homologo
poliarizacija Igsteliy dalijimosi metu (Ginez ir kt., 2014), rodanti baltymo
funkcijg bakterijy dalijimesi, kurio mechanizmas néra detaliai iSaiSkintas
(Boes ir kt., 2018).

Siame darbe ompApassa It 0mpAgrogza mutanty tyrimais parodéme, kad
sgveika tarp periplazminio OmpA domeno ir peptidoglikano yra bitina
normaliam A. baumannii dalijimuisi, taip pat viso spektro virulentiniy
savybiy pasireiSkimui. Todél kyla klausimas, ar iki S$iol pagrindiniu
A. baumannii virulentiSkumo veiksniu laikytas OmpA baltymas i tiesy gali
biiti tiesiogiai siejamas su bakterijy patogeneze, ar jo daugiafunkcinis efektas
virulentiSumui yra sutrikusios bakterijy biogenezés pasekme?

Visgi, yra duomeny, liudijanciy ir tiesioginj OmpA baltymo ry$j su
infekuoty eukariotiniy lasteliy apoptoze aktyvinant kaspaziy signalinj kelia,
taip pat parodytas Sio baltymo patekimas ] Igstelés branduolj ir
mitochondrijas (Choi ir kt., 2008; Lee ir kt., 2010; Rumbo ir kt., 2014).
Sitloma, kad OmpA baltymas | eukariotinés Igstelés vidy galéty biiti
perneSamas A. baumannii iSorinés membranos pislelémis. Misy
duomenimis, puslelés, iSskirtos i§ A. baumannii AompA mutanto, blogiau
stimuliavo peliy makrofagy J774 uzdegiminj atsaka nei laukinio tipo
kamienas su funkcionaliu OmpA, apie kg spresta i§ uzdegiminiy citokiny
TNF-a, IL-1b ir IL-6 raiSkos lygio sumaz¢jimo (S2 pav., Priedai). Taigi,
galima manyti, kad OmpA baltymas yra uzdegiminj atsaka stimuliuojantis
veiksnys.

OmpA s3sajy su iSorinés membranos piislelémis yra ir daugiau. Parodyta,
kad iSorinés membranos nestabilumas, atsiradgs dél sutrikusios
peptidoglikano ar lipopolisacharidy sintezés, salygojo padidéjusia OMV
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gamyba Salmonella enterica bakterijose (Nevermann ir kt., 2019). Siame
darbe parodéme, kad A. baumannii AompA mutantas taip pat sintetino ~2
kartus daugiau pusleliy. Nustatyta, kad bakterijy iSorinés membranos
pusleliy gamyba indukuojama, kai augimo terp¢je yra antibiotiky (Agarwal
ir kt., 2019). Paslelés, iSskirtos 1§ daugiavaisCiu atsparumu pasiZyminc¢iy
E. coli, gebéjo inaktyvuoti B-laktamus (Kim ir kt., 2018). Atsparios
bakterijos iSorinés membranos pislelése ,supakuoja*® antibiotikus
iSaktyvinancius fermentus, pvz. P-laktamazes (Jan, 2017). Atrankiems
porinams perneSus antibiotikg j puslelg, ten jj hidrolizuoja atitinkami
fermentai. Neseniai parodyta, kad A. baumannii OmpA baltymas
funkcionuoja kaip B-laktamy porinas (Iyer ir kt., 2018). Siame darbe
nustatytas pusleliy su OmpA geresnis gebéjimas iSaktyvinti augimo terpéje
esant] ampiciling. A. baumannii puslelés, neturinéios OmpA, visiSkai
neprarado gebéjimo neutralizuoti antibiotikg, nors procesas tapo létesnis. Tai
liudija, kad A. baumannii puslelés turi ir kity antibiotikus perneSanciy
poriny. Lyginant pusleliy baltymy profilius NDS-PAGE, misy démes;j
atkreipé ~ 27 kDa baltymo indukcija puslelése, kurias gamina AdompA
bakterijos. Proteomine analize baltymas buvo identifikuotas kaip iSorinés
membranos nesiklis CarO (Skerniskyté, duomenys neparodyti). Zinoma, kad
A. baumannii CarO dalyvauja B-laktamy pernaSoje (Catel-Ferreira ir kt.,
2011; Wu ir kt., 2016a). Todél manome, kad nesant OmpA, antibiotiky
patekimg ] pisleles i§ dalies galéty kompensuoti CarO baltymo
inkorporavimas j membrang.

ISveiklinus A. baumannii OmpA baltymo periplazminj C domena buvo
nustatytas padidéjes jautrumas keletui skirtingy antibiotiky (Kwon ir kt.,
2017). Taip pat Wu ir kt. (2016a) identifikavo nekovalenting saveika tarp
OmpA baltymo ir OXA-23 B-laktamazés. Mushtaq ir kt. (2017) in vitro
salygomis parode¢, kad A. baumannii OmpA baltymo periplazminis domenas
ljgauna pilnai funkcionalig biiseng tik saveikoje su ligandu (peptidoglikanu).
Visgi, remiantis miisy tyrimo duomenimis prieSingai nei A. baumannii
virulentinéms savybéms, OmpA baltymo saveika su peptidoglikanu netur¢jo
itakos OMV gebéjimui inaktyvuoti ampiciling. Tai rodo, kad bitent OmpA
baltymo membraninis [-statinés N domenas yra atsakingas uZ ampicilino
patekimg  pusleles.

OmpA baltyma koduojanéiam genui biidingas alelinis polimorfizmas;
nustatyta akivaizdi sgsaja tarp geno varianto ir A. baumannii priklausymo
konkre¢iam pandeminiam klonui. Seky skirtumai, lyginant alelius i$
skirtingy IC, nustatyti baltymo B-statinés domeno iSoriniuose linkiuose.
Polimorfizmas iSorinés membranos baltymy linkiuose parodytas ir kai
kuriose kitose patogeninése bakterijose (Wu ir kt., 2016b; Hua ir kt., 2017),
pvz. C. jejuni, parodyta, kad vieng i§ gausiausiy iSorinés membranos baltyma
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PorA koduojantys skirtingi geno aleliai daro skirtingg jtakg virulentinéms
savybéms in vivo. Tuo tarpu A. baumannii ompA aleliy jtaka IC I ir IC II
klony bakterijy patogenezei nesiskyré, todél darome prielaida, kad OmpA
variabilumas galéty lemti kitas, su virulentiSkumu nesusijusias savybes, pvz.
atsparumg bakteriofagams, kas parodyta E. coli OmpA baltymo atveju
(Smith ir kt., 2007b).

PrieSingai nei kapsulés ,uZdengiami* maZi adhezinai, didelés
molekulinés masés baltymas Blp1 turéty prasiskverbti pro egzopolisacharidy
sluoksnj, tokiu biidu sustiprindamas A. baumannii adhezines savybes net ir
kapsuliuotose bakterijose. Sig prielaida patvirtino disertacijos tyrimy metu
gauti duomenys: blpl delecinis mutantas formavo pakitusios struktiiros
bioplévele, prasc¢iau adhezavosi prie eukariotiniy Igsteliy ir pasiZyméjo
susilpnéjusiu virulentiSkumu in vivo infekcijos modeliuose.

A. baumannii Blpl baltymas priklauso RTX domeng turintiems
baltymams. RTX toksiny superSeimai priklauso jvairios funkcijos baltymai,
pvz, citotoksinai ar adhezinai (Linhartova ir kt., 2010). Nors Blpl
lokalizacija lasteléje néra Zinoma, T1SS sekrecijos sistemos atpaZinimo seka
baltymo C-gale liudija, kad jis turéty biiti iSneSamas j lastelés iSore. Tokig
prielaida paremia artimos A. baumannii ruSies — A. nosocomialis Blpl
homologo, (36 % aminoriigsiy sekos panasumas ] A. baumannii Blpl),
parodyta uZlasteliné iSnasa (Harding ir kt., 2017). Strukttriniy homology
paieskos metu, naudojant Swiss-Model jrankj pavyko nustatyti didelés
molekulinés masés bakterijy adhezinus, pasiZyminfius  panaSumu |
A. baumannii Blpl — SiiE i§ Salmonella enterica ir MpIBP 1§ Marinomonas
primoryensis. Pasitlyta, kad SiiE adhezinas tvirtinasi ant bakterijos
pavirSiaus N-galu (Griessl ir kt. 2013). PanaSiai elgiasi ir MpIBP, kurio
N-galiniam domenui priskirtas inkaro, leidZian¢io didelés molekulinés masés
baltymui jsitvirtinti iSorinéje membranoje, vaidmuo (Guo ir kt., 2017).
In silico analizés metu nustatéme trumpg (120-137 aminoriigstys) a-spiralés
transmembraninj fragmenta Blpl baltymo N-gale, kuris galéty jtvirtinti
baltymg bakterijos iSorinéje membranoje, panaSiai kaip aprasSytais SiiE ir
MpIBP adheziny atvejais. Tuo tarpu Blpl C-galiniame domene nenustatyta
jokiy su adhezija susijusiy seky motyvy, kitaip, nei, pvz. adhezino MpIBP
atveju. Vis délto miisy gauti duomenys apie fenotipy, susijusiy su adhezija,
pokycius Ablpl mutante liudija, kad Blpl baltymas yra A. baumannii
funkcionalus adhezinas.

A. baumannii blpl genui, kaip ir ompA, yra budingas polimorfizmas.
PrieSingai nei OmpA tyrimy metu, skirtingy geno varianty reikSmeé su
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virulentiSkumu siejamiems fenotipams buvo skirtinga. Blp1l netekimas IC I
klono izoliate sutrikdé bioplévelés struktiirg bei adhezija prie eukariotiniy
Iasteliy, o IC II klono izoliate Sioms virulentinéms savybéms geno delecija
jitakos netur¢jo. IC I mutanto biolévelés pokyciai buvo panasis j fenotipa,
stebéta IC I izoliato AB307-0294 mutante, neturinCiame kito didelés
molekulinés masés adhezino — Bap (Loehfelm ir kt., 2008). IC I klono 4bip1
mutanto bioplévelés struktiiros pokyciai, stebimi struktiiros formavimosi
pradZioje, galéty liudyti sutrikusj bioplévelés brendimo procesa, nulemta
sekretuojamy veiksniy, svarbiy bioplévelés struktiirai palaikyti, triikumo.
Kadangi Ablpl mutantinio kamieno formuojamoje biopléveléje buvo
nustatytas padidéjes PI daza kaupianciy lasteliy kiekis, galima manyti, kad
Blpl praradimas gal¢jo paskatinti uzlgstelinés DNR sekrecija, bioplévelése
veikiancig kaip struktiirg sutvirtinanti medziaga (Vorkapic ir kt., 2015), kuri
turéty kompensuoti Blp1 poveikj.

Komplementavus IC I mutantg tiek nuosavu geno aleliu, tiek IC II
izoliatuose aptinkamu geno variantu, bioplévelés struktiira ir adhezija prie
eukariotiniy lgsteliy buvo atstatoma, o tai rodo abiejy aleliy funkcionaluma.
Tai, kad IC II izoliate Blpl netekimas neturéjo jtakos bioplévelés fenotipui
ir adhezinéms savybéms, liudija, kad pasitelkiami kiti neZinomi veiksniai,
kompensuojantys Blp1 funkcija.

Funkcionalus Blp1 baltymas yra reikalingas IC I ir IC II klony infekcijai
in vivo, o izoliaty virulentiSkumas yra grieZtai susijes su natyviais blpl geny
aleliais, tai ypa¢ biidinga IC I klonui, kur virulentiSkumui in vivo reikéjo
nuosavo blpl (taip pat ir ompA geno) alelio. Tokio fenomeno priezastys néra
aiskios. IC II klono A. baumannii genomai, lyginant su IC I, iSsiskiria seky
variabilumu, daznai koduoja naujus genus ar jy variantus (Imperi ir kt.,
2011; Snitkin ir kt., 2011; Eijkelkamp ir kt., 2014). Galima manyti, kad IC II
klono izoliaty genomo variabilumas, bet ne konkreciy baltymy su labiau
iSreikStomis virulentinémis savybémis iSvystymas, gali biti priezastis,
lemianti IC II izoliaty i$plitimg (Kim ir kt., 2017a; Pournaras ir kt., 2017).

Tarp naujy gydymo strategijy prie§ DAA A. baumannii sukeltas
infekcijas vakciny vystymas teikia daugiausia vil¢iy (Ahmad ir kt., 2016;
Dickey ir kt., 2017). Tinkamas kandidatas vakcinai turéty biiti j lastelés iSore
eksponuotas, placiai paplites ir turintis konservatyvig aminoriig§¢iy seka
antigenas. Dauguma klinikiniy A. baumannii sintetina egzopolisacharidine
kapsule, todél kapsulés polisacharidai galéty biiti naudojami kaip antigenai
imunizacijai. Tokiy antigeny efektyvumas yra pademonstruotas (Bentancor
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ir kt., 2012b; Russo ir kt., 2013). Problema yra ta, kad A. baumannii
pasizymi dideliu sintetinamy kapsulés polisacharidy variabilumu (Hu ir kt.,
2013) ir sacharidinés kilmés vakcinos yra efektyvios tik prie§ nedidele dalj
A. baumannii izoliaty, Siandien cirkuliuojan¢iy pasaulio ligoninése. Be to,
kitaip nei baltyminiai antigenai, polisacharidinés grupés negali aktyvinti
atminties lIasteliy (Colombo ir kt., 2018), todél sprendziant Sia problema,
kuriamos su bakteriniu toksinu konjuguotos vakcinos, o tai gerokai
apsunkina gamybos proces3. Kaip galimi vakciny prie§ A. baumannii
kandidatai testuojami ir iSaktyvinti A. baumannii lizatai bei bakterijy
gaminamos iSorinés membranos pislelées (McConnell ir Pachén, 2010;
Huang ir kt., 2014b; KuoLee ir kt., 2014). Vis délto, iSgryninti baltymai yra
tinkamesni kandidatai vakcinoms dél saugumo sumetimy, nes Zmogaus
imuniné sistema yra ypac jautri bakterinés kilmés lipopolisacharidams ar
lipooligosacharidams (Colombo ir kt., 2018). Iki Siol yra pasidlyti keli
A. baumannii baltymai, kaip galimi kandidatai vakcinoms, daugiausiai
iSorinés membranos komponentai, pvz. OmpW ir FilF (Huang ir kt., 2016;
Singh ir kt., 2016; Zhang ir kt., 2016). Dél jau apraSytos A. baumannii
savybés sintetinti egzopolisachariding kapsule, kuri dengia dauguma
bakterijy pavirSiaus antigeny, Sie baltymai kelia pagristy abejoniy dél jy
efektyvumo klinikoje. Todél didelés molekulinés masés pavirSiaus baltymai,
kurie gali prasiskverbti pro kapsulés polisacharidy sluoksnj, turéty
pasizyméti geresniu efektyvumu kaip vakciny antigenai (Badmasti ir kt.,
2015).

A. baumannii Blpl yra didelés molekulinés masés, adhezinémis
savybémis pasiZymintis baltymas. Blp1 dydis ir stuktiirinés savybés leidZia
manyti, kad Sis adhezinas galéty prasiskverbti per A. baumannii kapsule,
kuri, miisy atliktos TEM analizés duomenimis, galéty biiti ~ 30-80 nm
storio. Blp1 C-galinis domenas turi konservatyvy 160 aminortig§¢iy motyva,
kuris budingas klinikoje labiausiai paplitusiy IC I ir IC II klony
A. baumannii sintetinamy baltymy variantams. Butent dél ] iSorg
eksponuojamos dalies konservatyvumo ir gebéjimo prasiskverbti pro
klinikiniy A. baumannii kapsulés sluoksnj Blpl baltymas yra pranasesnis
vakcinos kandidatas lyginant su iki Siol pasiiilytais (Huang ir kt., 2016;
Singh ir kt., 2016; Zhang ir kt., 2016). BALB/c peliy imunizacijos tyrimais
parodéme, kad Blpl baltymo C-galinis domenas gebéjo aktyvinti jgyto
imuniteto komponentus taikant aktyvia vakcinacija, o peliy iSgyvenamumo
rodikliai buvo geresni nei A. baumannii OmpA baltymo, kuris jau yra
iSbandytas kaip antigenas vakcinai (Lin ir kt., 2013). Taikant pasyvia

vakcinacija Blpl-antiserumu vakcinuoty gyviny iSgyvenamumas, juos
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infekavus A. baumannii, buvo 100 %. Negana to, serumo indukuotos
opsofagocitozés tyrimais parodéme, kad Blpl-antiserumas vienodai
efektyviai skatino makrofagy fagocitoze prieS klinikoje paplitusius DAA
A. baumannii izoliatus, priklausancius IC I ir IC II. Taigi, tyrimy metu
identifikavome Blpl C-galinj fragmenta kaip efektyvy vakcinos kandidata
tiek aktyviai, tiek pasyviai vakcinacijoms naudojant peliy infekcijos modelj.

Apibendrinant galima teigti, kad IC I ir IC II klony A. baumannii yra
iSvys€iusios skirtingus virulentiSkumo mechanizmus, lemiancius Siy
bakterijy iSplitimg pasaulio ligoninése. Parodéme OmpA, Blp1, YgaU ir GltI
virulentiniy veiksniy svarba klinikinés kilmés A. baumannii patogenezéje.
Blp1 baltymo C-galinis domenas yra potencialus vakcinos kandidatas prie§
dauginiu atsparumu pasizymincias IC I ir IC Il klony A. baumannii.
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ISVADOS

1. A. baumannii pandeminiy klony izoliatai pasiZymi skirtingomis
virulentinémis savybémis;

2. Lastelés pavirSiaus hidrofiliSkumas lemia padidéjusj A. baumannii
virulentiSkuma, taciau néra palanki savybé klinikiniy izoliaty
iSplitimui;

3. A. baumannii OmpA, Blpl, YgaU ir GItI baltymai yra
identifikuoti kaip virulentiSkumo veiksniai ex vivo ir in vivo;

4. A. baumannii OmpA baltymo periplazminio domeno sgveika su
peptidoglikanu lemia daugiafunkcinj baltymo vaidmenj bakterijy
patogenezgje;

5. Blpl baltymo C-galinis fragmentas yra efektyvus antigenas taikant
aktyvig imunizacija, o Blpl-antiserumas apsaugo nuo
A. baumannii infekcijos taikant pasyvig imunizacija.
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S1 pav. Filogenetiné Acinetobacter Wzc (A) ir PglC (B) baltymy analizé. Oranziné ir mélyna
spalvos atitinkamai nurodo IC I ir IC II izoliatus. Neklonin¢ A. baumannii ATCC 17978 ir A.
venetianus izoliatas Rag-1 jtrauktos j analiz¢. Juodi ir raudoni kvadratai atitinkamai nurodo
Zinomus izoliatus, sintetinancias variabilaus ilgio ir didelés molekulinés masés

egzopolisacharidus. Mastelis nurodo aminoriigs¢iy evoliucinj atstumg. Filogenetiné analizé
atlikta naudojant Neighbor-Joining metoda su MEGA 7.0 programa.
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S2 pav. Citokiny TNF-a (A), IL-18 (B) ir IL-6 (C)
raiSkos tyrimas buvo atlikas makrofagus J774
inkubuojant 24 val. su 2 pg/ml iSorinés
membranos puslelémis. Raiskos pokytis
normalizuotas su OMV nepaveiktomis lgstelémis.
Paklaidos nurodo standartines klaidas pagal du
nepriklausomus eksperimentus.
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