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Santrauka

Acinetobacter baumannii yra vienas sékmingiausiai prisitaikanc¢iy Siuolaikiniy sveikatos priezitiros
sistemy patogeny. Pastaraisiais metais didéjant invaziniy procediiry skai¢iui ligoninése, pacientams
vis dazniau vartojant antibiotikus, 4. baumannii ligoninése tapo vienu pavojingiausiy patogeny, dél
elastingo genomo, kuris leidzia iSvystyti jvairius vidinius atsparumo antibiotikams mechanizmus.
Infekcijos ir protrukiai, kuriuos sukelia daugeliui antibiotiky atspartis 4. baumannii izoliatai, yra
placiai paplite ir per pastaruosius dvideSimt ar daugiau mety apie juos pranesta visame pasaulyje.
Siekiant veiksmingai i$spresti Sig didéjancig problema, labai svarbu identifikuoti tiriamas rtsis, jy
klinikinius poZymius, rizikos ir virulentiSkumo veiksnius. Todél detalus A. baumannii naudojamy
atsparumo mechanizmy supratimas gali parodyti galimas kovos su antimikrobiniu atsparumu
sklaidos strategijas. Atsizvelgiant i dabartinius gydymo rezultatus, labai svarbu sukurti ir jvertinti
naujy antibiotiky veiksmingumg ir suprasti kity galimy alternatyvy vaidmenj gydant A. baumannii
sukeltas infekcijas.

A. baumannii atsparumo antimikrobinéms medziagoms nustatymui bei mechanizmy tyrimui buvo
pasirinkta penkiasdeSimt nepasikartojanciy Sios bakterijos izoliaty imtis. Darbo metu analizuojami
bakterijy méginiai surinkti periodu nuo 2018 mety Vasario ménesio iki 2018 mety Rugséjo
ménesio, buvo gauti i§ skirtingy Lietuvos sveikatos moksly universiteto ligoninés Kauno kliniky
intensyvios terapijos skyriy. Atliktas jautrumo antibiotikams nustatymas disky difuzijos metodu,
pasirinktos medziagos: Amikacinas, Ampicilinas — Sulbaktamas, Cefoperazonas — Sulbaktamas,
Ciprofloksacinas, Meropenemas. Taip pat nustatyti bakterijy fermentiniai atsparumo antibiotikams
mechanizmai, identifikuojant specifinius fermentus- B-laktamazes bei karbapenemazes. Gauti
rezultatai palyginami tarpusavyje.

LSMU ligonin¢je Kauno klinikose 2018 metais didziausias A. baumannii infekcijy daznis buvo
nustatytas Centriniame intensyvios terapijos skyriuje, maziausias— Sirdies chirurgijos intensyvios
terapijos skyriuje. Tyrimo metu analizuotas 4. baumannii atsparumas skirtingiems antibiotikams,
nustatyta, jog visi izoliatai buvo atsparts cifroploksacinui ir meropenemui, maziausias atsparumas
nustatytas Ampicilinui- Sulbaktamui ir Cefoperazonui- Sulbaktamui. Lyginant bakterijy atsparuma
antibiotikams atskiruose intensyvios terapijos skyriuose, nustatyta, kad Centriniame intensyvios
terapijos skyriuje baterijy atsparumas yra reikSmingai didesnis nei kituose skyriuose. Atlikus
rezultaty analize, pastebéta, jog asmeny vir§ 65 mety amziaus infekcijos buvo atsparesnés visiems
tirtiems antibiotikams, palyginus su jaunesniais asmenimis. Tyrimo metu identifikuotos A.
baumannii sintetinami atsparumo antibiotikams fermentai, nustatyta jog 25 izoliatai sintetina Amp-
C B-laktamazes bei 2 izolatai sintetina ir Amp-C, ir ESBL B-laktamazes. Taip nustatyta, jog visi tirti
izoliatai sintetina A klasés karbapenemazes.
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Summary

The most successful pathogen in nowadays health care system is Acinobacter baumanii which can
survive under critical environmental conditions. With an increase of invasive procedures in hospital
and the rise of antibiotics intake A. baumannii became the most hazardous pathogen in hospitals
during the last decades. The main reason why this pathogen can spread and proliferate is the
genome flexibility which enables the improvement of inner mechanisms leading to antibiotics
resistant cells development. During the last twenty years the infections caused by A. baumannii
isolates, resistant to the most common antibiotics, have spread out and the records about these
outbreaks can be found worldwide. To effectively solve this rising issue it is really important to
identify not only pathogen species but also clinical features, risks and virulence factors related to
the corresponding pathogen. Knowledge about resistance mechanisms of 4. baumannii can reveal a
strategy on how the spread of these pathogens can be stopped. The effectiveness of newly
investigated antibiotics should be evaluated when applied to treat infections caused by 4. baumanni
following with the perception of alternate drugs application.

To investigate mechanisms of antimicrobial resistance fifty non-repetitive isolates of A. baumanni
were selected. The samples of research pathogens were collected from Lithuanian University of
Health Sciences Kaunas Clinics Intensive Care Unit during the period of February-September on
2018. Antibiotics resistance tests were performed by disk diffusion method with the active agents of
amikacin, ampicillin-sulbactam, cefoperazome-sulbactam, ciprofloxacin, meropenem. Antibiotics
resistance mechanisms by observing certain enzymes (f-lactamase and carbapenemase) were
identified. The results were compared to each other.

The highest rate of infections caused by A. baumannii in LUHS Kaunas Clinics hospital was
observed in the Central Intensive Care Unit, the lowest — In the Cardiac Intensive Care Unit. When
investigating A. baumannii resistance to antibiotics, all samples were resistant to ciprofloxacin and
meropenem. It was identified that 4. baumannii has the lowest resistance rate to ampicillin-
sulbactam and cefoperazone-sulbactam. When antibiotics resistance rates in different units of
hospital were compared, the significantly higher resistance rate in the Central Intensive Care Unit
was observed. The results have shown that infections of people over 65 years old were more
resistant to all antibiotics applied when compared to younger people. During this research the
enzymes responsible for 4. baumannii antibiotics resistance were determined: 25 4. baumannii
samples synthesize Amp-C B-lactamases and 2 samples - Amp-C along with ESBL B-lactamases.
Hence, all A. baumannii samples synthesize class A carbapenemases.
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Ivadas

Pirmieji atsparumo antimikrobinéms medziagoms, naudojamoms infekcinéms ligoms gydyti,
mechanizmai buvo zinomi, net prie§ prasidedant antibiotiky jprastiniam klinikiniam vartojimui (1).
Taciau nepagristas ir per daznas antimikrobiniy medziagy vartojimas padidino atsparumo problema,
praturtindamas atsparias bakterines populiacijas jautriy bakterijy saskaita (2). Vis daZniau
susiduriame su svarbiais Zmogaus patogenais, kuriems budingas atsparumas daugeliui
gydyti infekcijas, kurioms veiksmingy vaisty nuolat maZéja. Siuo metu, bakterijy atsparumo
antimikrobinéms medziagoms mechanizmy yra nustatyta daug ir jvairiy. DaZniausiai stebimi yra
Sie: fermentinis antibiotiky skaldymas, antimikrobiniy agenty tiksliniy baltymy arba molekuliy
modifikavimas, sumazéjes pralaidumas per Igstelés sienele ir antibiotiky iSsiurbimas i$ Igstelés.

Acinetobacter baumannii yra labai jvairiapus¢ hospitaliné bakterija, kuri yra susijusi su daugeliu
ligoninése jvykstanciy infekcijy tarp sunkiai serganciy ligoniy ir pasiZzyminti dideliu mirtingumu.
Sios infekcijos apima kvépavimo taky pneumonija, kraujotakos infekcijas, §lapimo taky infekcijas
ir zaizdy infekcijas. Daugeliui antimikrobiniy medziagy ir ypa¢ karbapenemui atspariy
Acinetobacter baumannii 1izoliaty daznis ligoninése taip pat sparciai did¢ja, tai vercia gydytojus
ieskoti rediau naudojamy, tadiau galimai veiksmingy antibiotiky, tokiy kaip kolistinas. Sis
patogenas pasizymi plac¢ia jvairiy vidiniy atsparumo mechanizmy, virulentiSkumg lemianciy
veiksniy gama, taip pat jis turi elastingg genoma, kuris leidzia lengvai iSvystyti atsparuma beveik
visiems antimikrobiniams vaistams. Nattralus 4. baumannii atsparumas labai riboja gydymo
galimybes, pastebimos tik kelios antimikrobinés medziagos, kurios iSlaiko gerg aktyvuma pries §j
patogeng. Nepaisant to, dideli Sio organizmo gebéjimo prisitaikyti pajégumai daznai sukelia
atsparumg ir dar labiau riboja galimg gydymo biidg. Nors ankstesniais deSimtmeciais buvo gaunami
nerimg keliantys pranesSimai, apie daugeliui antibiotiky atsparius A. baumannii izoliatus, Siandien
galima rasti duomeny, kuriose yra iSsamiy praneSimy netgi apie vistiems antimikrobiniams
vaistams atsparius izoliatus. Ypac¢ nerima kelia atsparumo karbapenemams daznis, nes Sie vaistai
dazniausiai pasirenkami kritiSkai sergantiems pacientams, uzsikrétusiems daugeliui antibiotiky
atspariais organizmais.

D¢l Siy A. baumannii savybiy, biitina laiku ir tinkamai atlikti laboratorinius tyrimus, taip pat ruosti
praneSimus susijusius su padidéjusiu sergamumu ir mirtingumu. Nes tik tokiu biidu bus uZztikrintas
efektyvus pacienty gydymas ir uzkirstas kelias antimikrobinio atsparumo plitimui.

Darbo tikslas: Nustatyti Acinetobacter baumannii sukéléjy atsparuma pasirinktiems antibiotikams,
identifikuoti produkuojamus atsparumo antibiotikams fermentus 2018 mety laikotarpyje ir nustatyti

Ju sasajas

Darbo uzdaviniai:

1. nustatyti ir palyginti 4. baumannii infekcijy daznj skirtinguose intensyvios terapijos
skyriuose 2018 mety laikotarpyje

2. nustatyti ir palyginti 4. baumannii sintetinamy B-laktamaziy bei karbapenemaziy daznj
skirtinguose intensyvios terapijos skyriuose 2018 mety laikotarpyje

3. nustatyti ir palyginti A. baumannii padermiy atsparumo pasirinktiems antibiotikams
dinamikg skirtinguose intensyvios terapijos skyriuose tiriamuoju laikotarpiu laikotarpiu

4. atlikti A. baumannii padermiy atsparumo pasirinktiems antibiotikams rezultaty palyginima
su atsparumo mechanizmais
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1. Literatiiros apZvalga
1.1. Acinetobacter baumannii charakteristikos

Acinetobacter yra gentis, kuri Siuo metu klasifikuojama Moraxellaceae Seimoje, kuri taip pat apima
Moraxella, Psychrobacter gentis ir kitus susijusius organizmus. Si Seima yra klasikiniy
Gammaproteobacteria Kklasés atstové. Nepaisant to, Acinetobacter gentis 1§ esmés pasikeité
taksonominiais poky¢iais nuo tada, kai ji pirma karta buvo atrasta 1911 m. Tai i§ esmés yra todeél,
kad Sios genties nariai gali prisitaikyti prie daugumos substraty naudodami skirtingus katabolinius
kelius ir taip klaidindami biocheminiy tyrimy interpretacija (3).

Pirmasias bakterijas, priklausancias $iai genciai, 1911 m. nustaté olandy mikrobiologas Martinas
Beijerinckas. Tirtasis izoliatas buvo gautas i§ aplinkos méginio ir tuo metu buvo vadinamas
Micrococcus calcoaceticus. Nuo to laiko iki 1970-yjy buvo apibiidintos kelios panaSios rasys ir
gentys, kurios véliau pasirodé esa Acinetobacter genties dalimi. Sios rasys buvo apibendrintos
Henrikseno 1973 m. jos apima Achromobacter anitratus, Achromobacter mucosus, Alcaligenes
hemolysans, Bacterium anitratum, Diplococcus mucosus, ir kitas. Tarp Siy bakterijy buvo rasta
daugybé bendry savybiy, kol 1968 m. placiai paplitusi jy grupé buvo pavadinta Acinetobacter po
iSsamiy jy fenotipiniy savybiy tyrimy (4). Tai, savo ruoztu, leido oficialiai pripazinti $ig gentj ir ja
atskirti nuo Achromobacter genties. Véliau $i gentis buvo jvardinta ir sisteminés bakteriologijos
vadove, kuriame buvo tik viena apraSyta riisis.

1986 m. atlikus DNR-DNR hibridizacijos tyrimus buvo aprasyta 12 skirtingy Acinetobacter genties
atstovy, kurie turéjo daugiau kaip 70% DNR-DNR sutapimo. Sios rii§ys buvo Acinetobacter
baumannii, Acinetobacter calcoaceticus, Acinetobacter haemolyticus, Acinetobacter johnsonii,
Acinetobacter junii ir Acinetobacter Iwolffii (5). Nepaisant to, ne visos atrastos riiSys tuo metu buvo
pavadintos. Per vélesnius 38 metus buvo nustatyta papildoma 31 genomo riisis, i§ kuriy 17 buvo
jvardytos. Likusi dalis buvo vadinama genomine rasimi, po kurios nurodomas skaicius, kuris gali
skirtis priklausomai nuo naudojamos nomenklatiiros schemos (6).

2012 metais dél identifikavimo metody kiekio ir tikslumo, nustatytas genominiy rusiy skaicius
padidéjo iki 36, o i§ viso 27 rasims buvo suteiktas galiojantis pavadinimas (7). Siuo metu vis
dazniau atsiranda naujy rusiy, susijusiy su Acinetobacter, 1§ viso yra identifikuoti 51 Sios genties
atstovai ir nurodyti galiojantys ar preliminaris jy pavadinimai.

1.2. Bendros Acinetobacter riiSies savybés

Zodis Acinetobacter pirma karta pasidlytas i§ graiky kalbos ZodZio ,,Akinetos“, kuris i§vertus
tiesiog reiskia ,,nemobilus®. Sis vardas buvo pasiiilytas siekiant atskirti nejudrias rasis nuo judriy,
priklausan¢iy Achromobacter genciai, ir sugrupuoti nejudrias riiSis priskiriant jas naujai rasiai
Acinetobacter. Tai buvo todel, kad tiriant Sios genties narius tradiciniais metodais, jie ilga laika
buvo laikomi nemobiliais. Nepaisant to, naujesni tyrimai parodé, kad kai kurios Acinetobacter
genties padermés gali rodyti pavir§inj ar traukimo judruma (8).

Acinetobacter gentis yra lengvai auginama ant jprasty standziy ir skystose auginimo terpése.
Auginant ant standziy agaro l€ksteliy jos yra panasSios 1 Enterobacteriaceae, auga lygiai pilksvai
baltomis kolonijomis, kurios kartais gali biiti gleivinés ir kuriy skersmuo yra nuo 1,5 iki 3 mm po
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24 valandy inkubacijos (9). 1 paveiksle parodyta Acinetobacter baumannii kolonijy forma auginant

ant kraujo agaro.
F 7

1 pav. Acinetobacter baumannii kolonijos (9)

Dauguma Sios genties riiSiy gerai auga temperatiroje nuo 25 °C iki 45 °C, o optimalus augimas
pasiekiamas 37 °C temperatiiroje. Biochemiskai dauguma Acinetobacter genties nariy gali gaminti
rugst] 1§ gliukozes, galaktozés, manozés, ramnozés, laktozés ir ksilozés. Jos taip pat yra teigiamos
Simono citrato testui, taCiau jos nesugeba gaminti riigSties i§ manitolio ir sacharozés. Be to, Sios
ruSys yra neigiamos indolui, nitratui, eskulino hidrolizei, H,S gamybai ir Vogeso-Proskauerio
testams (10). Acinetobacter taip pat nustatyta, kad ji gali pabloginti ksenobiotiky junginius, tokius
kaip alkanai, herbicidai ir net kai kurie farmaciniai junginiai (8).

Acinetobacter genties nariai turi keleta bendry savybiy tarpusavyje. Nudazyti Gramo bidu, jie
atrodo kaip gramneigiami kokai, kurie gali buti diploidiniai ar kintamo ilgio grandinés. Taciau juos
sunku iSblukinti, tod¢l juos galima klaidingai nustatyti, kaip gramneigiamus ar gramteigiamus
kokus. Sie organizmai taip pat yra grieztai aerobiniai, galintys augti minimalioje terpéje, kuriy DNR
citozino ir guanino kiekis svyruoja nuo 39 proc. iki 47 proc. (11).

1.3. Acinetobacter identifikavimas

Tyrimai parodé¢, kad labai sunku atskirti Acinetobacter genties narius vieng nuo kito, remiantis tik
paprastais jprastiniais biocheminiais tyrimais. Nepaisant to, buvo sukurta daug tobulesniy metody
identifikuoti Acinetobacter baumannii, pagrindinj Sios genties patogena (9). Pirmasis Bouveto ir
Grimonto (1986) pasiiilytas DNR-DNR hibridizavimo schemos metodas iki Siol iSlieka galiojanciu
identifikavimo metodu kelioms Acinetobacter risims nustatyti. Vélesniais metais sukurta keletas
papildomy metody, kurie sékmingai pritaikyta identifikuoti Acinetobacter ris). Toliau Siame
skyriuje pateikiami pagrindiniai Acinetobacter riisiy nustatymo metodai naudojami laboratorijose.

Vienas i§ tokiy metody yra amplifikuota ribosominés DNR sukarpymo analizé. Sis metodas
pagrjstas bakterijos 16S ribosominés DNR padauginimu polimerazés grandinés reakcijos (PGR)
metodu ir vélesnis Siy DNR fragmenty suskaidymas keturiais skirtingais fermentais, restrikcijos
endonukleazémis. Tuomet suskaidyta DNR yra elektroforezuojama agarozés geliuose, o modeliai,
kurie gaunami paveikus DNR restrikcijos endonukleazémis yra vizualizuojami ir lyginami su
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anksGiau nustatytais modeliais, leidzianiais identifikuoti rasis (12). Sis bandymas pasiteisino
nustatant keleta Acinetobacter rusiy, iskaitant Acinetobacter baumannii.

Panasus j anks¢iau minéta metoda, naudojamas identifikuoti Acinetobacter rusis, yra PGR riboto
fragmento ilgio polimorfizmas (PCR-RFLP). Sioje technikoje 16S ribosominés RNR genas
amplifikuojamas PGR metodu ir po to karpomas Haelll restrikcijos endonukleaze. Tada fragmentai
ileidziami | agarozés gelius, vizualizuojami ir lyginami su jau Zinomais Acinetobacter izoliatais
(13). Siuo metodu sékmingai aptinki Acinetobacter baumannii izoliatai, netgi tie, kuriy nejmanoma
automatiSkai nustatyti per auginima kraujo kulttirose.

Amplifuoto fragmento ilgio polimorfizmas (AFLP) yra dar viena naudinga Acinetobacter
identifikavimo priemoné, kurios metu gaunami aukstos raiskos DNR atspaudai. Siuo metodu visas
bakterijy genomas suskaidomas dviemis restrikcijos endonukleazémis (EcoRI ir Msel), todél
daugybé fragmenty gali skirtis, priklausomai nuo vienetiniy nukleotidy polimorfizmy kiekio ir
viety. Tada specifiniai adapteriai yra sumaiSomi su fragmentais ir atsiranda selektyvus stiprinimas
(remiantis vienu i8 restrikcijos endonukleaziy adapteriu). Tada amplifikuoti fragmentai yra Zymimi
ir elektroforezuojami agarozes gelyje, siekiant gauti DNR atspaudus ir identifikuoti riisis (14).

Ribosomy nutatymo metodas, Siek tiek panaSus ; AFLP metodika, taip pat sékmingai naudojamas
identifikuoti Acinetobacter. Sis metodas remiasi viso genomo sukarpymu naudojant restrikcijos
endonukleazes. Tuomet fragmentai yra atskiriami elektroforeze, perneSami | Southern Blot ir
hibridizuojami su radiomagnetizuotais ribosominiais operono zondais. Vizualizuotos juostos
atitinka kiekvieno méginio ribosominés RNR jvairove ir sukuria unikaly modelj, atitinkantj
konkrecig rusj (15). Kitas budas, naudojamas identifikuoti Acinetobacter yra 16S-23S ribosominés
RNR tarpinés sekos ribinés analizés metodas. Si technika yra labai panasi j ribosomy nustatymo,
taciau skirtumas yra tai, kad restrikcijos endonukleazé EcoRI kerpa 16S-23S ribosominés RNR
intarpings srities PGR produktais naudojant atitinkamus zondus (16).

Visi anksciau apibtdinti metodai yra tikslis, identifikuojant riiSies lygio Acinetobacter genties
narius. Taciau jie yra sudétingi ir ilgai uZtrunkantys. Nors Sie metodai vis dar yra naudojami
etaloninése laboratorijose, taCiau netinka jprastoms diagnostikos laboratorijoms. Atsizvelgiant ]
technologijy pazangg ir susidoméjimg Sios riiSies nariais, ypa¢ patogenisku Acinetobacter
baumannii, yra sukurta daugybé ne tokiy sudétingy metody. Vienas i§ tokiy budy yra 16S-23S
ribosominés RNR geno intarpinés srities genetiné sekoskaita. Sis metodas remiasi tarpiniy sri¢iy
amplifikavimu tarp minéty geny ir jy vélesne sekoskaita automatizuotomis priemonémis. Atlikus
nustatyma, gautos sekos yra palyginamos su Zinomy duomeny baziy sekomis ir riagimis (17). Siuo
metu placiai naudojamas metodas yra 16S ribosominio DNR geno sekos nustatymas ir
identifikavimas, pagristas palyginimu su paskelbtomis sekomis NCBI duomeny bazéje. Sis metodas
tampa vis labiau naudojamas, nes NCBI duomeny bazéje yra daugiau galimy seky. Aptariamas
metodas yra greitas, paprastas ir tiksliai nustato tiriamy bakterijy risis. Be to, neseniai validavus
sekos nustatymo metodus ir naujos kartos sekvenavimg, visuotinio genomo sekvenavimas buvo
pazymetas kaip galutiné identifikavimo, epidemiologiné ir genominé tyrimo metodika (18). Taciau
Sis metodas yra santykinai brangus, nes analizei reikalingos naujos kartos sekos nustatymo
sistemos.

Kitas greitas biidas, galintis identifikuoti rusis mazdaug po 4 valandy, yra PGR- elektrony
jonizacijos masés spektrometrija (PGR / ESI-MS). Siuo metodu septyni genai yra amplifikuojami
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PGR biidu, o véliau atliekamas ESI-MS, siekiant nustatyti adeniny, timiny, guaniny ir cisteiny
skai¢iy kiekviename méginyje. Tai, atspindi kiekvienos ruSies tapatybe (19). Masés
spektrofotometrija taip pat naudojama bakterijy izoliatams identifikuoti naudojant matricos
padedamo lazerio desorbcijos-jonizacijos skrydzio laiko masés spektrometrija (MALDI-TOF MS).
Pagal $ig technologija bakterijy izoliatai auginami skystose kultiirose ir koncentruojami
centrifuguojant. Tada méginiai tinkamai apdorojami ir dedami j masés spektrofotometrg. Gauti
spektrai yra lyginami su standartinémis spektrogramomis duomeny bazése, kurias paprastai pateikia
gamintojai, ir yra nustatomas izoliato tapatumas (20). Sios technologijos, nors ir yra greitos, ta¢iau
joms yra reikalingas masiy spektrofotometras, kurj turi tik nedaugelis laboratorijy.

1.4. Atsparumas antimikrobinéms medziagoms

Atsparumas antimikrobinéms medziagoms yra reiSkinys, kuris buvo nustatytas, kai tik Sios
molekulés buvo aptiktos prie§ kelis deSimtmecius. Taciau tyrimai rodo, kad Sis reiSkinys yra
senovinis, kuris buvo gamtoje ilgai prie$ antibiotiky atradima. Siuo metu sparéiai plintantis atspariy
bakterijy atsiradimas visame pasaulyje, kelia pavojy antibiotiky, kurie pakeité vaistus ir iSgelbéjo
milijjonus gyvybiy, veiksmingumui. Antimikrobinis atsparumas tapo viena i§ svarbiausiy 21-o0jo
amziaus visuomene¢s sveikatos problemy, kuri kelia grésme vis didéjanciai infekcijy, kurias sukelia
bakterijos, parazitai, virusai ir grybai, kurios nebéra jautrios bendriems vaistams, prevencijai ir
gydymui. Antimikrobinis atsparumas tai problema, kuri ypa¢ aktuali dél vis didéjancio bakterijy
atsparumo. Per kelis deSimtmecius, jvairiais laipsniais, bakterijos, sukelian¢ios jprastas ar sunkias
infekcijas, iSsivysté atsparumg kiekvienam naujam ] rinkg patekusiam antibiotikui. Atsizvelgiant j
Sig tikrove, biitina imtis veiksmy siekiant iSvengti besivystanCios pasaulinés sveikatos priezitiros
krizés. D¢l Sios priezasties, vis dazniau stengiamasi nustatyti galimus bakterijy atsparumo
mechanizmus siekiant suvaldyti vis did¢jancig rizika.

Bakterijy atsparumo antimikrobinéms medziagoms mechanizmy yra daug ir jvairiy. Dazniausiai
atsparumg  antimikrobinéms medziagoms salygoja  antibiotiky fermentinis  skaidymas,
antimikrobiniy medziagy tikslo modifikacijos, sumazéj¢s antibiotiky pralaidumas ir (arba)
iSstimimas. Toliau skyriuje bus aptariami 4. baumannii turimi atsparumo antibiotikams
mechanizmai.

A. baumannii natiiraliai turi atsparumo kelioms antimikrobinéms medziagoms mechanizmus.
Vienas i§ tokiy mechanizmy yra paremtas specifinio fermento Ambler C klasés cefalosporinazes
(toliau— Amp-C) sinteze. Sis fermentas suteikia 4. baumannii atsparuma daugeliui plataus spektro
cefalosporiny. Be to, iterptos genetinés sekos ISAbal buvimas DNR grandinéje prie§ §] gena,
nulemia stipry geno promotoriy ir dél to yra stebima papildoma fermento ekspresija, bei sukuriamas
atsparumas ceftazidimui ir cefepimui (21). Be to, buvo nustatyta, kad kai kurie aleliniai Sio
fermento variantai sglygoja platesnio spektro atsparumg prie§ cefalosporinus, nei kiti, net ir
nepastebint pernelyg didelés ekspresijos. A. baumannii taip pat natiiraliai turi Ambler klasés D
oksacilinaze, kuri yra blaOXA-51 tipo. Sis fermentas paprastai nesuteikia bakterijoms atsparumo
plataus spektro antibiotikams, nebent jis yra per daug iSreiSkiamas dél Salia DNR grandingje esancio
ISAbal promotoriaus (22).

Taip pat, prie atsparumo antimikrobinéms medziagoms prisideda ir tai, jog 4. baumannii 1asteliy
membrana yra zZymiai maziau pralaidi antimikrobinéms medziagoms, palyginti su kitomis gram-
neigiamomis bakterijomis. Tai daugiausia yra d¢l to, kad Siy bakterijy iSoriné membrana turi mazai
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pory, kurios tuo paciu metu yra nedidelés, ko pasékoje lastelés iSoréje esancios medziagos sunkiai
patenka j vidy. Galiausiai 4. baumannii nuolatos ekspresuoja jvairius membraninius iSmetimo
siurblius baziniu lygmeniu, kurie lemia vidinj atsparumg kelioms antimikrobinéms medziagoms.
Pagrindinis iSmetimo siurblys, identifikuotas A4. baumannii, kuris prisideda prie jo jgimto
atsparumo, yra adelJK siurblys (23). Sio organizmo i§stimimo siurbliy buvimas ir reguliavimas
aptariamas kitame skyriuje. Visi Sie veiksniai prisideda prie 4. baumannii vidinio atsparumo
daugeliui antimikrobiniy medziagy ir yra pavaizduoti 2 paveiksle.

Aminoglikozidus
modifikuojanéiy
fermenty
sintezé

Mazas
membranos
pralaidumas

Vidiniai A.

baumannii

atsparumo
antibiotikams
mechanizmai

Skirtingy rusiy Nuolatiné
B-laktamaziy iSmetimo
sintezé siurbliy sintezé

2 pav. A. baumannii vidinio atsparumo antibiotikams keliai

A. baumannii atsparumas antimikrobinéms medZziagoms taip pat gali biiti jgyjamas keliais biidais.
Endogeniniy geny mutacijos gali sukelti tam tikry lastelés funkcijy pertekling iSraiSka, pavyzdziui,
iSmetimo sistemy arba atvirkS$¢iai, atitinkamy subjekty sumazinta iSraiska, pavyzdziui, iSorinés
membranos porinus (24). Be to, atskiros mutacijos gali sukelti antimikrobinio agento tikslinés
molekulés pasikeitimg, todél atitinkamas antibiotikas tampa neveiksmingas. Galiausiai ir
svarbiausia atsparumo jgijimo priezastis yra, judrieji genetiniai elementai, tokie kaip plazmidés ir
transpozonai. Horizontalus genetinés informacijos perdavimas sukelia papildomg atsparumo
antibiotikams jgijimg ir platinimg. Be to, Sie mobilieji genetiniai elementai gali biiti nesunkiai
itraukti 1 A. baumannii genomg ir formuoti atsparumo saleles, kuriose gali buti iki 45 atsparumo
antibiotikams geny (2). Dél A. baumannii genomo plastiSkumo $is organizmas gali jgyti atsparumag
beveik visoms zinomoms antimikrobinéms medziagoms skirtingais biidais, kurie bus aptarti toliau.

1.5. Nefermentiniai atsparumo mechanizmai

DaZniausiai pasitaikantis A. baumannii atsparumo mechanizmas yra fermentinis antimikrobiniy
medZziagy skaidymas, taciau egzistuoja keletas nefermentiniy mechanizmy. Tai apima membraniniy
iSmetimo siurbliy pertekling iSraiSkg kartu su pory mazinimu ir antibiotiky tikslo modifikacijomis.
Toliau skyriuje aprasomi pagrindiniai nefermentiniai A. baumannii atsparumo mechanizmai.

1.5.1. Efliukso siurbliai

Efliukso arba iSmetimo siurbliy sistema yra jprasto bakterijy metabolizmo dalis, kuomet jie siurbia
toksiska medziagg i3 lastelés ir apsaugo ja nuo jvairiy pavojingy junginiy. Siuo metu i§skiriamos
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penkios efliukso siurbliy Seimos, kurios susijusios su atsparumu vaistams. Tai yra ATP prisiri§imo
kaseciy (ABC) transporteriai, daugelio vaisty ir toksisSky junginiy ekstruzijos (MATE) siurbliai,
atsparumo- lgsteliy dauginimosi (RND) siurbliai, pagrindiniy pagalbiniy siurbliy Seima ir mazos
daugiapakopés rezistencijos Seimos (24). Sios i$metimo siurbliy Seimos yra laikomos
svarbiausiomis, nes jos kerta vidines ir iSorines lgstelés membranas ir gali iSsiurbti daugelj
pavojingy lastelei medziagy. ABC transporteriai naudoja ATP energija norédami pasalinti
nepageidaujamas molekules, o kiti siurbliy tipai yra protoniniai ir jie naudoja protony varomaja
jéga, kaip Saltin] molekuléms pasalinti (25).

ISmetimo siurbliy pertekliné raiSka yra susijusi su keliy antimikrobiniy vaisty iSplovimu, tokiy kaip,
antiseptiky, biocidy ir dazikliy (24). Igytas atsparumas makrolidams, tetraciklinams ir chinolonams,
taip pat susijes su pertekline iSstimimo siurbliy raiSka. Nors visy Seimy iSmetimo siurbliai
paskatina tam tikrus atsparumo antibiotikams laipsnius, dazniausiai tarp A. baumannii izoliaty
randami, yra RND $eimai priklausantys siurbliai. Sie specifiniai baltymai yra grieztai reguliuojami,
0 jy transkripcijos reguliatoriy mutacijos lemia jy pertekling raiSkg. RND iSmetimo siurbliai yra
sudaryti i§ daugybés komponenty, kurie yra: vidinis membranos baltymas, kuris veikia kaip
siurblys, su juo susijes pagrindinis sulietas baltymas ir iSorinis membranos faktorius, leidziantis
pasalinti substratus. Pirmasis, RND iSstimimo siurblj A. baumannii koduojantis operonas yra
AdeABC. PraneSama, kad AdeABC paplitimas iSmetimo siurblius koduojan¢ioje DNR grandingje
tarp klinikiniy 4. baumannii izoliaty, priklausomai nuo regiony visame pasaulyje svyruoja nuo 53
% iki 97 %. Sio operono reguliavimas yra susijes su atsparumu cefepimui, cefpiramui ir
cefotaksimui— bei kitiems p-laktamams. Minétoji iSsiurbimo sistema taip pat yra susijusi su
atsparumu aminoglikozidams, tetraciklinams, chloramfenikoliui ir trimetoprimui. Be to, Sio siurblio
reguliavimas tam tikru laipsniu yra susij¢s su atsparumu karbapenemams. Galiausiai buvo nustatyta,
kad AdeABC operong turin¢iy siurbliy pernelyg didele ekspresija gali iSstumti i§ Igstelés ir
tigecikling — antibiotika, kuris atsparus iSstimimui daugelyje kity sistemy (26).

AdelJK yra kitas RND Seimai priklausantis iSstimimo siurblys, kuris yra esminis 4. baumannii. Jis
veikia sinergiSkai su AdeABC ekspresija ir yra susijes su atsparumu Siems antibiotikams:
penicilinams, cefalosporinams, monobaktams, tetraciklinams, tigeciklinui, fluorochinolonams,
rifampinui, linkozamidams, novobiocinui (27). Be nuolatinio AdelJK iSmetimo siurblio buvimo
lasteléje, pernelyg didelé AdeFGH iSstimimo siurblio ekspresija taip pat yra susijusi su atsparumu
antimikrobinéms medziagoms (28). Tarp Siy medziagy yra chloramfenikolis, trimetoprimas,
sulfametoksazolas, fluorochinolonai, klindamicinas, tigeciklinas ir tetraciklinai (24). Taciau
pernelyg didelé AdeFGH ekspresija néra labai paplitusi, palyginti su kitais RND Seimai
priklausianCiais iSmetimo siurbliais (29). Kitas iSmetimo siurblys, susijes su atsparumu
fluorochinolonams, trimetoprimui ir chloramfenikoliui, yra AbeM, priklausantis MATE Seimai (30).

Neseniai atliktas tyrimas taip pat nustaté, kad cianid-3-chlorfenilhidrazonas, protony varomosios
jégos inhibitorius, yra susijes su padidéjusiu atsparumu kolistinui (31). Be to, 4beS iSmetimo
siurblys, taip pat gali iSstumti i§ lgstelés amonio pagrindu sukurtus antiseptikus, bei eritromicing,
chloramfenikolj, fluorochinolonus ir novobiocina. Sie i§stimimo siurbliai veikdami kartu suteikia
Siai A. baumannii tam tikro efektyvumo atsparumg dezinfekcijai ir kelioms antimikrobinéms
medziagoms (8).
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1.5.2. Poriny mazinimas

Kitas mechanizmas, kuris veikia sinergiskai su iSsiurbimo siurbliy reguliavimu, yra membraniniy
pory reguliavimas. Sis mechanizmas veikia sumazindamas bakterijos membranos pralaiduma, tod¢l
antibiotikai negali i§ naujo patekti j lastele po iSmetimo ir tokiu biidu apsaugo nuo antimikrobinio
poveikio. Porinai yra iSoriniai membraniniai baltymai, kurie sudaro kanalus, per kuriuos keletas
molekuliy, jskaitant karbapenemus bei kitus antibiotikus, patenka j baktering lastele. CarO yra
specifinis porinas, kuris identifikuotas 4. baumannii, $io baltymo maZzas reguliavimas yra susij¢s su
atsparumu karbapenemui. Be to, 4. baumannii buvo nustatyti kiti iSoriniai membraniniai porinai,
kuriy poveikis yra susijes su atsparumu karbapenemui. Tarp jy yra OminF ir OprD homologinés
poros, kurios taip pat randamos Pseudomonas aeruginosa ir OmpW, esancios Escherichia coli ir
Pseudomonas aeruginosa (32).

2000 m. Pradzioje JAV ir Ispanijoje buvo pranesta apie karbapenemui atspariy izoliaty, susijusiy su
1Soriniy membraniniy baltymy mazinimu, protriikius. Be to, buvo nustatyta, kad keli porinai,
iskaitant CarO, veikia sinergiSkai su karbapenemg hidrolizuojanciais fermentais, tokiu biidu
suteikdami lastelei atsparumg karbapenemui. Kitas tyrimas parodé, kad geny CarO ir oprD
mutacijos, kartu su RND iSmetimo siurbliy pertekline ekspresija A. baumannii taip pat gali sukelti
atsparuma karbapenemui (33). Atlickant Siam antibiotikui atspariy izoliaty protrikiy analize
nustatyta, kad visi Sie izoliatai sumazino CarO ekspresija, dél Sios priezasties galima teigti, jog Sis
genas taip prisideda prie atsparumo karbapenemui lygiagreciai su kitais atsparumo mechanizmais.
Tai rodo, kad sumazéjes membranos pralaidumas gali veikti sinergiskai su kitais atsparumo
mechanizmais ir prisideda prie 4. baumannii atsparumo karbapenemui (34).

1.5.3. Tiksliniy molekuliy modifikavimas

Kitas nefermentinis atsparumo mechanizmas, nustatytas A. baumannii, yra antimikrobiniy
medziagy tikslo modifikavimas. DNR girazés ir topoizomerazés IV geny taskinés mutacijos
(atitinkamai gyrA4 ir parC) lemia fluorokvinolony tikslo modifikavimg ir vélesnj atsparumg Siems
antibiotikams. Neseniai JAV atliktas tyrimas parodé¢, kad visi 4. baumannii izoliatai, atsakingi uz
du atskirus protriikius, buvo atspariis fluorokvinolonams d¢l jvykusiy gyr4 ir parC mutacijy. Dél
mutacijy pasireiSké tokie patys aminortigsciy pokyciai, kaip pranesta ankstesniame tyrime. Atlikus
34 fluorochinolonui atspariy A. baumannii izoliaty tyrima Kinijoje nustatyta, kad 48,7 proc. i§ jy
buvo taSkinés gyr4 DNR mutacijos, 21,6 proc. tur¢jo taskines parC mutacijas ir 5,4 proc. nustatytos
mutacijos abiejuose genuose (35). Galiausiai tyrimas atliktas Svedijoje parodé, kad visi
chinolonams atspariis atsparlis A. baumannii izoliatai jgijo §i atsparumag, dél jvykusiy anksCiau
minéty mutacijy (36).

Atsparumas aminoglikozidams gali buti jgytas dél ribozimo baltymy sumazinto pralaidumo,
pernelyg didelés iSmetimo siurbliy ekspresijos ir aminoriig§¢iy pasikeitimy. Taciau stipriausia
atsparumo Sioms antimikrobinéms medziagoms jgijimo forma yra 16S rRNR metilaziy keitimas. IS
deSimties 16S rRNR metilaziy, identifikuoty gramneigiamuose organizmuose, ArmA ir RmtB yra
labiausiai paplite tarp A. baumannii (37). Siy fermenty koduojanéiy geny G ir C nukleotidy kiekio
analizé¢ parod¢, kad jie néra bidingi Siai rusiai, bet buvo gauti per geny transformacijg i§ kito
organizmo ir jtraukti ] genomg. Atrodo, kad RmtB metilaz¢ néra placiai paplitusi, kai ji buvo
nustatyta keliuose skirtinguose tyrimuose. Kita vertus, ArmA buvo nustatyta A. baumannii
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izoliatuose i$ viso pasaulio regiony. Apytiksliai 60% 18 iStirty klinikiniy 4. baumannii izoliaty buvo
nustatyta, kad jie turi ArmA metilaze (37).

Kita antimikrobiniy medziagy tiksliniy molekuliy modifikavimo forma yra ribosominés apsaugos
mechanizmas, kurig koduoja keli et genai. Siuo mechanizmu ribosomy apsaugos baltymai risasi
prie pacios ribosomos ir apsaugo ja nuo tetracikliny veikimo, todél atsiranda atsparumas Sioms
antimikrobinéms molekuléms. Sis mechanizmas yra labai pladiai paplites tarp A. baumannii
izoliaty ir veikia sgveikoje su iSmetimo siurbliais, siekiant padidinti atsparumg tetraciklinams (37).
Taciau antibiotikas tigeciklinas sugeba iSvengti Sio pasSalinimo mechanizmo ir jj vartojant yra
pasiekiamas geras efektyvumas pries fet genus turin¢ias bakterijas. Nepaisant to, nustatyta, kad trm
geno, kuris koduoja metiltransferazg, mutacijos sukelia padidéjusj atsparumg tetraciklinui per
mechanizma, kuris vis dar néra gerai apibréztas. Taip pat nustatyta, kad 4. baumannii peniciling
prisiriSan¢iy baltymy modifikacijos pasizymi didesniu atsparumu karbapenemams. Tyrimais
parodyta, kad deél peniciling prisiriSanc¢iy baltymy modifikacijy ir jy sumazéjusios iSraiSkos bei
sgveikos su kitais atsparumo mechanizmais, sukuriamas papildomas atsparumas karbapenemui.
Taciau duomenys apie $iy modifikuoty 4. baumannii baltymy paplitima ir tikslius mechanizmus yra
labai menki (38).

1.6. Fermentiniai atsparumo mechanizmai

Antimikrobiniy medziagy fermentinis skaidymas yra dar vienas mechanizmas, kuriuo bakterijos
tampa atsparios antimikrobinéms medziagoms. Patogeninés bakterijos sintetina daugiau kaip 900
fermenty, kurie skaido skirtingas antimikrobines medziagas. D¢l A. baumannii genominés DNR
plastiSkumo nustatyta daugybé antibiotikus hidrolizuojanciy fermenty. Kai kurie izoliatai yra igije
pakankamai fermentiniy ir nefermentiniy mechanizmy, kad tapty atspariis visoms zinomoms
antimikrobinéms medziagoms. Toliau skyriuje bus aptariami pagrindiniai fermentiniai atsparumo
antibiotikams mechanizmai.

1.6.1. Beta laktamazés

Tarp daugybés fermenty, kurie hidrolizuoja antibiotikus, B-laktamazés, kurios hidrolizuoja f-
laktamus ir -laktaminio ziedo amidinés jungties hidrolazés, yra labiausiai paplitusios tarp gram-
neigiamy bakterijy. B-laktamazés yra pagrindiné bakterijy atsparumo B-laktamo antibiotikams
priezastis. PlaCiausiai naudojama B-laktamaziy klasifikacija yra Ambler klasifikacija, pagal kurig -
laktamazés skirstomos ] keturias klases: A, B, C ir D, remiantis jy aminoriigsiy sekomis.
Klasifikacijos autorius i§ pradziy iSskyré dvi fermenty klases: A klas¢, aktyviosios serino [-
laktamazes; ir B klas¢, metalo-f-laktamazes, kuriy aktyvumui reikalingas dvivalen¢io metalo jonas,
paprastai Zn”". Véliau buvo nustatyta nauja serino B-laktamaziy klasé, kurios amino riigi¢iy seka
buvo mazai panasi j tuo metu Zinomos A klasés fermenty. Siai klasei priskirtas C pavadinimas, o du
jos nariai taip pat zinomi kaip Amp-C B-laktamazés. Véliau nustatyta dar viena serino B-laktamaziy
klasé, zinoma kaip OXA B-laktamazés, jos yra mazai panaSios | A ar C klasés fermentus ir buvo
priskirtos D klasei. Toliau pateikiamuose skyriuose placiau aptariamas skirtingy B-laktamaziy, ypac
karbapenemaziy, paplitimas tarp 4. baumannii izoliaty (39). B-laktamaziy klasifikavimas pagal
Ambler yra apibendrintas 3 pav (40).
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B-laktamazés

D klasés

C klasés
(serino) (serino)

B klasés
(metalo)

A klasés
(serino)

y

Subgrupé Subgrupé Subgrupé
Bl B2 B3

3 pav. B-laktamazés, aptiktos A. baumannii, suskirstytos pagal Ambler klasifikavimo sistemg (40)
Ambler A B -laktamazeés

Ambler A klasés B-laktamazés yra fermenty grupé, hidrolizuojanti B-laktamus susidarant acilo
fermentui ir savo aktyviajame centre turinti serino atomg. Daugelis Sios klasés iSpléstinio spektro -
laktamaziy yra labai paplit¢ tarp Enterobacteriaceae, taciau A. baumannii paprastai randama tik
keletas tipy (37). A klasés B-laktamaze, kuri pirma karta buvo nustatyta 4. baumannii, buvo
Pseudomonas rusiai priklausanti iSpléstinio atsparumo P-laktamazé— PER-1. Sis fermentas
bakterijoms suteikia atsparuma ceftazidimui ir turi nedidelj aktyvuma prie§ karbapenemazes. Jis
aptinkamos 4. baumannii izoliatuose, kurie paplit¢ keliose pasaulio Salyse (37). Tyrimas apimantis
11 mokymo ligoniniy Kinijoje parod¢, kad per SeSerius metus 77,8% 1§ 221 tirty 4. baumannii
izoliaty turéjo PER-1 (41).

Kita daznai pastebima A klasés p-laktamazé yra Klebsiella pneumoniae karbapenemazé (KPC). Sis
fermentas pasizymi ypatinga savybe, jis gali plisti tarp bakterijy per mobilius genetinius elementus
ir pasizymi stipriomis atsparumo karbapenemams savybémis (42). Nors Sis fermentas paprastai
pasireiskia tarp Enterobacteriaceae riisies bakterijy, jo paplitimas tarp A. baumannii izoliaty néra
retas bei aptinkamas izoliatuose i§ skirtingy pasaulio Saliy.

Ambler B p-laktamazés

Ambler B klasés fermentai yra metalo-fermentai, kurie savo aktyviajame centre naudoja cinko jona,
kad hidrolizuoty beta laktamo Zieda turindius junginius. Sie fermentai vadinami ,,Metalo-Beta-
Laktamazémis® (MBL), nustatyta jog Sios grupés evoliuciné kilmé yra nepriklausoma nuo serino -
laktamaziy protévio. Taip pat Sie fermentai tarpusavyje turi labai skirtingas amino riigs§ciy sekas, dél
Sios priezasties jy klasifikacija iSskiriama j mazesnes B1, B2 ir B3 grupes. Ambler B klasés f-
laktamazés pasizymi labai efektyvia karbapenemy hidrolize ir néra slopinamos klavulano rugsties
arba tazobaktamo (43). Nors Sios B-laktamazés néra labiausiai paplitusi atsparumo karbapenemui
priezastis A. baumannii, skirtingose pasaulio vietose aptinkami izoliatai ekspresuojantys $ios riiSies
fermentus (37).
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Ambler C B-laktamazés

Ambler C klasés fermentai yra B-laktamazeés, turincios platy aktyvumo spektra pries cefalosporinus.
Jie hidrolizuoja B-laktamus panasiai kaip A klasés fermentai. Mokslininkai nenustaté jokiy jgyty
geny, leidzian¢iy 4. baumannii gaminanti $io tipo fermentus, taciau §i bakterija i§ esmés gamina C
klasés cefalosporinazg- Amp-C. Amp-C gamyba paprastai yra Zemo bazinio lygio, ir todé¢l nedaug
prisideda prie atsparumo plataus veikimo spektro cefalosporinams (44). Taciau nustatyta, kad
atitinkamy genetiniy seky jterpimas prie§ Amp-C koduojanc¢ias DNR sekas padidina jy ekspresijg ir
leidzia jgyti atsparumg plataus spektro cefalosporinams, bet ne karbapenemams. Be to, kai kurie
Amp-C variantai, tokie kaip ADC-33 ir ADC-56, turi platesnj aktyvumo spektrg pries
cefalosporinus. Nustatyta, kad jie efektyviau hidrolizuoja ceftazidimg ir cefepima. Taciau jy
klinikiné reikSmé dar nenustatyta (37).

Ambler D B-laktamazés

Ambler D klasés fermentai yra labiausiai paplitusi 4. baumannii atsparumo karbapenemams
priezastis (38). Tai yra heterogeniné fermenty grupe, bendrai vadinama oksacilinazémis. Jy veikimo
mechanizmas yra panasus kaip A klasés ir C klasés fermenty, jos gali hidrolizuoti cefaloting ir
amoksiciling, taciau néra inhibuojamos klavulano rugsties (45). 4. baumannii buvo identifikuoti
keli oksacilinaziy tipai, kurie suteikia bakterijoms atsparumg karbapenemams. Visos jos bendrai yra
suskirstytos 1 SeSias Seimas.

Yra zinoma, kad oksacilinazés daznai veikia sinergiskai su kitais atsparumo mechanizmais, tokiais
kaip sumazéjes membranos pralaidumas arba padidé€jusi iSmetimo siurbliy iSraiSka, kad biity
pasiektas didelis atsparumas karbapenemams (46). A. baumannii nuolatos ekspresuoja panasius ]
oksacilinazes fermentus, taciau vien jy ekspresija nesukelia atsparumo karbapenemams, nebent ji
yra pernelyg iSreiSkiama naudojant specifines sekas prieS jo geng. Italijoje atliktame tyrime,
kuriame dalyvavo 10 intensyvios terapijos skyriy nuo 2005 iki 2009 m., i§ visy tirty A. baumannii
izoliaty, oksacilinazes koduojanéiy geny daznis buvo 71,1% (47).

1.6.2. Aminoglikozidus modifikuojantys fermentai

Aminoglikozidus ~ modifikuojantys  fermentai  sukelia  atsparuma  aminoglikozidams—
antimikrobinéms medziagoms, stabdancioms lastelés baltymy sinteze, neleidziant susiformuot
ribosoms. Aminoglikozidus modifikuojantys fermentai modifikuoja Siy antimikrobiniy molekuliy
amino arba hidroksilo grupes, d¢l Sios priezasties rySys tarp aminoglikozidy ir ribosomy tampa
silpnas ir to pasékoje bakterijy izoliatai sugeba sintetinti baltymus ir iSlikti gyvi, nepaisant
antibiotiky buvimo lasteléje. 4. baumannii rasti aminoglikozidus modifikuojantys fermentai apima
aminoglikozido acetiltransferazes (AAC), fosforiltransferazes (APH) ir adeniltransferazes (ANT)
(48). Genai, koduojantys Siuos fermentus, dazniausiai yra jtraukti | DNR seky mobiliuosius
genetinius elementus ir egzistuoja kartu. Tyrimais nustatytas aminoglikozidus modifikuojanciy
fermenty daznis tarp A. baumannii klinikiniy izoliaty, santykinai néra labai didelis. 97% amikacinui
atspariy A. baumannii izoliaty, gauty i§ 75 kariniy ir civiliy pacienty JAV medicinos centre, turéjo
teigiamg APH gena- aphA6. Be to, ANT genai aadAl ir aadB bei AAC genai aacCl ir aacC2 buvo
aptikti atitinkamai 39%, 48%, 56% ir 5% Siy izoliaty (49).
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1.6.3. Atsparumas Kkolistinui

Plati karbapenemui atspariy 4. baumannii izoliaty sklaida visame pasaulyje ir naujy antimikrobiniy
medziagy vystymosi triikumas priverté kliniky gydytojus vél pradéti naudoti antibiotikg kolisting,
nepaisant jo nefrotoksinio poveikio. Kolistinas labai gerai veike prie§ daugeliui antibiotiky atsparius
A. baumannii izoliatus, paskatindamas jj naudoti Siy organizmy gydymui. D¢l padidéjusio kolistino,
kaip karbapenemui atspariy izoliaty infekcijos terapijos, vartojimo, neiSvengiamai pradéjo didéti
atsparumas S$iai antimikrobinei medziagai. Be to, 4. baumannii izolaty atsparumas kolistinui kartu
padidino atsparumg gamtiniams katijoniniams antimikrobiniams junginiams (7). PasiprieSinimo
kolistinui mechanizmai dar néra visiSkai suprasti, taciau jrodyta, kad A. baumannii genome yra
ivyke keletas skirtingy mutacijy, dél kuriy atsiranda atsparumas kolistinui. Bendras veiksnys tarp
visy §iy mutacijy yra iSorinio membranos grynojo neigiamo kriivio sumazinimas, kuris trukdo
kolistino ir bakterijy lasteliy saveikai. Nustatyta, kad pirmuosiuose trijuose genuose, kurie
dalyvauja lipidy A sintezéje, vyksta mutacijos, sukeliandios atsparuma kolistinui. Sie genai yra
IpxA, IpxC ir IpxD, o jy mutacijy pasékoje gali buti visiSkai prarasta lipopolisacharidy produkcija ir
nebelikti kolistino tikslinés molekulés.

Be to, transkriptomy analizé pagal didelio nasumo RNR sekos nustatymo kolistinui jautriy ir
kolistinui atspariy 4. baumannii izoliaty parode¢, kad atsparumo kolistinui atsiradime dalyvauja Sesi
genai. Sie genai yra susije su lipopolisacharidy biosinteze ar elektrostatiniais pokygiais bakterijy
lastelése. Jie apima tris pmrCAB operono genus ir genus, koduojancius poli-p-1,6-N-
acetilglukozamino deacetilaze, glikoziltransferaze ir membranos baltyma. Be to, Siame tyrime buvo
nustatyta, kad visi kolistinui atspariis izoliatai turi modifikuotg lipidy struktiirg, kurig sukelia
fosfoetanolamino pridéjimas (50). Nepaisant to, dazniausiai pasireiSkianti kolistino atsparumo
priezastis A. baumannii yra daugybé mutacijy pmrCAB operone.

1.7. A. baumannii epidemiologija

Vis did¢jantis bakterijy atsparumas antibiotikams leidzia daryti prielaidg, jog netrukus galime
susidurti su ,,antibiotiky eros“ pabaiga. Zmogaus isradingumo vaisiy- antibiotiky sékmeé, vis
daZniau yra jvardijama kaip modernios medicinos problema, d¢l didéjanio bakterijy atsparumo. Si
kriz¢ gali biiti apibtdinta kaip nepageidaujamas karas. Surinkta medicinos jstaigy statistika
iliustruoja atsiradimg ir plitimg bakterijy, kurios yra atsparios visiems Zinomiems antibiotikams
(51). Sig tendencija puikiai jkiinija Acinetobacter gentis ir dél $ios priezasties nusipelno papildomo
démesio. Acinetobacter ypatinga tuo jog, sugeba iSvystyti atsparumo mechanizmus visoms
esamoms antibiotiky klaséms, taip pat turi geb¢jimg greitai jgyti naujy atsparumo veiksniy (52).
Did¢jantis Acinetobacter baumannii kamieny atsparumas daugeliui vaistiniy preparaty gydymo
jstaigose yra bauginanti realybé (53). Siame skyriuje apibendrinamas antibiotikams atsparaus A.
baumannii, kaip hospitalinio patogeno atsiradimas pasaulyje ir démesys sutelkiamas ] jo atsparumg
tam tikriems antibiotikams. Baigiama santrauka apie dabartines strategijas, susijusias su daugeliui
antibiotiky atspariy A. baumannii sukelty infekcijy gydymu ir pateikiamos perspektyvos dél Sios
pasaulinés visuomenés sveikatos grésmés kontrolés.

A. baumannii yra randamas daugelyje sveikatos priezitiros jstaigy ir yra labai veiksmingas Zmogaus
patogenas ligoninése. Jo atsparumo aplinkos veikiniams ir plataus spektro atsparumo determinanty
derinys daro ji sékmingu hospitaliniu patogenu. Tokiu budu A. baumannii tampa daugelio
pasauliniy infekcijy protriikiy (54) priezastimi, rodandia vis didéjantj pasipriesinimo greitj. Siuo
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metu yra surinkta praneSimy i§ ligoniniy apie daugeliui antibiotiky atspariy A. baumannii izoliaty
paplitima Europoje, Siaurés Amerikoje, Argentinoje, Brazilijoje, Kinijoje, Taivane, Honkonge,
Japonijoje ir Kor¢joje bei tolimesnése vietovése, tokiose kaip pietin¢je Ramiojo vandenyno dalyje
esantis Taitis (55). Sie A. baumannii izoliatai lengvai plinta ir sukelia ligos protriikius visuose
miestuose, Salyse ir zemynuose (55). Taip pat buvo jrodytas ir Sios bakterijos daugeliui antibiotiky
atspariy kamieny plitimas i§ vietoviy, kuriose atsparumas antimikrobinéms medziagoms yra labai
didelis, j regionus, kuriuose Sis atsparumas yra palyginti mazas, pvz., IS Ispanijos ] Norvegija (56).

Daugeliui antibiotiky atspariy 4. baumannii infekcijos dazniausiai pasireiskia pacientams,
sergantiems imunosupresija, sunkiomis létinémis ligomis, ir tiems, kuriems taikomos invazinés
procediiros ir kurie gydomi plac¢iu spektro antibiotikais (57). Tokiu budu 4. baumannii sukeltos
infekcijos daznai randamos intensyviosios terapijos skyriuose, kur jos yra susijusios su pneumonija,
Slapimo taky infekcijy priezastimi. 4. baumannii, nors ir recCiau, sukelia sudétingas odos ir
minkstyjy audiniy, pilvo ir centrinés nervy sistemos infekcijas (2). Yra dideliy prieStaravimy dél to,
ar Sio organizmo sukeltos infekcijos sukelia nepalankias ilgalaikes pasekmes. Taciau kai kurie
gydytojai mano, kad A. baumannii gydymas ligoninéje yra asocijuojamas kaip sunkios ligos
rodiklis, kurio mirtingumas yra mazdaug 30 proc. (58).

Daugeliui antibiotiky atspariis Acinetobacter baumannii izoliatai sparciai plinta visame pasaulyje,
nepriklausomai nuo jy protéviy lasteliy linijos. Neseniai atliktame pasauliniame tyrime, kuriame
nagrin¢jami 1235 A. baumannii izoliatai, gauti i§ 2010-2014 m. pastebéta bauginanti tendencija. I8
Saltiniy nustatyta, kad daugeliui antibiotiky atspariis izoliatai sudaro net 43 proc. i§ visy nagrinéty.
Be to, $is rodiklis padidéjo nuo 29 proc. 2011 m. iki 56 proc. 2014 m. Konkreciau, atsparumas
meropenemui per Siuos ketverius metus padidéjo nuo 41 iki 63 proc. Didziausias pasiprieSinimo
lygis buvo nustatytas Lotyny Amerikoje (63 proc.) ir Artimuosiuose Rytuose (62 proc.), o
maziausias (33 proc.) - Siaurés Amerikoje (59).

Atsizvelgiant ] antibiotikams atspariy A. baumannii kamieny epidemijos potencialg, svarbu zinoti
dabartinj Siy bakterijy atsparumo antibiotikams paplitimg ir jy vystymosi tendencijas, nes tai yra
labai svarbi informacija biisimam scenarijui jvertinti. Ankstesni atsparumo antibiotikams paplitimo
tyrimai daugiausia apsiribojo tam tikra Salimi, tam tikru laikotarpiu, pasirinktais antibiotikais arba
iSsamios informacijos trikumu ir nesistemine analize. Todél siekiant jvertinti bendraji 4. baumannii
infekcijy atsparumo dazniausiai skiriamasi antibiotikais paplitima ligoninése, svarbu atlikti iSsamig
turimy duomeny analize.

Siuo metu Europos sajungos valstybés, aktyviai seka §ios bakterijos atsparumo antibiotikams masta.
Kiekvienais metais renkami A. baumannii infekcijy duomenys i$ jvairiy gydymo istaigy, kurie yra
analizuojami, sisteminami ir pateikiami metinése ataskaitose. 2015 m. 12 i§ 27 ES / EEE 3aliy,
pranesusiy apie atsparumag 10 ar daugiau Acinetobacter izoliaty, karbapenemo atsparumas buvo 50
proc. arba didesnis. Tai rodo, kad Siose Salyse yra labai ribotos Acinetobacter infekuoty pacienty
gydymo galimybés (60). Labiausiai démesys yra atkreipiamas ] Sios riSies bakterijy plintant]
atsparumg karbapenemui (pav. 4). Taciau tuo paciu metu yra susiduriama su papildomomis
klititimis, antibiotikai i§sivysCiusiuose Salyse yra gaunami tik receptiniais vaistais, o daugybe¢
antibiotiky gali biiti jsigyjami be recepto besivystanciose Salyse. Todél tik suvienodinus
reikalavimus jsigyti ir apskaityti antibiotiky vartojima, biity galima atlikti iSsamius pasaulinius
tyrimus ir nustatyti tikraja 4. baumannii atsparumo plitimo priezast] ir sumazinti epidemijos
tikimybe.
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B<1%
1% to <5%
E35% to <10%
B 10% to <25%
I 25% to <50%
M >50%
Bl Néra duomenu
b arba maziau nei 10
izoliatu

4 pav. Invaziniy Acinetobacter izoliaty, kurie yra atspariis karbapenemams, procentiné dalis (%) pagal salis,
ES / EEE salyse, A- 2016 mety duomenys ir B- 2014 mety duomenys (60).

1.8. Apibendrinimas

Apibendrinant anksCiau nagrinétas A. baumannii savybes galima teigti, jog didéjantis Siy
mikroorganizmy atsparumas antibiotikams yra svarbi Siuolaikinés medicinos problema, todél
privalu jai skirti atitinkamai démesio. Nuosekliis bakterijy tyrimai atskleidzia vis daugiau
informacijos apie S§iy organizmy geb¢jimus prisitaikyti prie juos supancios aplinkos ir jgyti
atsparumg antimikrobinéms medziagoms.

Daugeliui antibiotiky atsparios A. baumannii infekcijos dazniausiai nustatomos pacientams,
sergantiems sunkiomis ligomis, dazniausiai ligoniniy intensyviosios terapijos skyriuose, ir beveik
visuomet susij¢ su invazinémis procediiromis. Taciau Sios bakterijos infekcijomis vis dazniau
praneSamos ir pacientams, kurie yra hospitalizuoti jprastiniuose medicinos ir chirurgijos skyriuose.
D¢l sudétingo A. baumannii infekcijy gydymo ir didelio atsparumo, $ios bakterijos paplitimas
tampa endeminis.

Apzvalgoje nurodyti pagrindiniai atsparumo mechanizmai, pirmasis yra inicijuojamas, kuomet
lastelés DNR jau yra visa reikalinga informacija sukelti atsparumui. Antrasis kelias yra atsparumo
igijimas dél aplinkos veiksniy, kuomet mutacijy ar transformacijos metu lastelé jgyja pries tai
neturéta baltymga ir dél to atsiranda atsparumas atitinkamiems antibiotikams. Siuo metu didelis
démesys yra skiriamas antrajam atsparumo keliui tirti, siekiant iSsiaiskinti tikslius atsparumo
1gijimo kelius ir tokiu budu uztikrinti efektyvig infekcijy prevencija.
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2. Medziagos ir tyrimy metodai
2.1. Mikroorganizmai

A. baumannii atsparumo antimikrobinéms medziagoms mechanizmy tyrimui buvo pasirinkta
penkiasdeSimt nepasikartojanciy Sios bakterijos izoliaty imtis. Darbo metu analizuojami méginiai
surinkti periodu nuo 2018 mety Vasario ménesio iki 2018 mety Rugséjo ménesio, buvo paimti i§
skirtingy Lietuvos sveikatos moksly universiteto ligoninés Kauno kliniky intensyvios terapijos
skyriy. Analizuojamu laikotarpiu, Sirdies chirurgijos intensyvios terapijos skyriuje (SITS) buvo
nustatyti - 14 proc. (7 méginiai), Neurochirurgijos intensyvios terapijos skyriuje (NITS) — 20 proc.
(10 méginiy), Centriniame intensyvios terapijos skyriuje (CITS) - 66 proc. (33 méginiai),
uzsikrétimai 4. baumannii. Atsparumo antibiotikams mechanizmy nustatymui pasirinkti du
metodai. Pirmasis, leidziantis nustatyti bakterijas ekspresuojancias fermentus, skaidancius f-
laktamo Ziedg turinius antibiotikus, tai iSpléstinio spektro B-laktamazes (ESBL) bei Amp-C B-
laktamazes. Antrasis metodas, tai kombinuoty meropenemo disky bandymas, leidziantis
identifikuoti izoliatus, ekspresuojancius B klasés metalo-beta-laktamazes (MBL) ir A klasés
karbapenemazés (KPC)

2.2. Reagentai

Darbe naudoty medziagy ir reagenty sarasas (Zr. Lentele 1). Medziagos ir reagentai iSvardinti pagal
gamintojus.

1 lentelé. Tyrime naudotos medZziagos ir reagentai

MedZiagos ir reagentai Gamintojas
ESBL ir Amp-C nustatymo rinkinys Abtek Biologicals
Diskeliai su 10pg Meropinemo APPLICHEM

Darbe naudoty auksc¢iau iSvardinty rinkiniy sudétis:

ESBL AMPC nustatymo rinkinys:
e Diskelis su 30ug Cefotaksimo ( toliau — CTX 30)
e Diskelis su 30ug Cefotaksimo ir 10pug Klavulanato (toliau — CXV 40)
e Diskelis su 30ug Cefotaksimo ir 200pg Kloksacilino (toliau — CTC 230)
e Diskelis su 30ug Cefotaksimo, 200ug Kloksacilino ir 10pg Klavulanato (toliau — CCC 240)

2.3. Prietaisai ir priemonés

Visy tyrimo metu naudoty prietaisy ir priemoniy sgrasas pateikiamas 2 lenteléjé. Prietaisai
iSvardinti pagal gamintojus.

2 lentelé. Tyrime naudoti prietaisai ir priemoneés

Prietaisas Modelis Gamintojas
Saldytuvas-saldiklis ARC 2353 Snaigé
Giluminis Saldytuvas C-MAG HS7 Panasonic
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Termostatas B6 WTEbinder
Automatinés pipetés 2-20 uL, Eppendorf
Densitometras DEN-1 McFarland Densitometer BIOSAN
Stkurinis maiSytuvas Biovortex V1 BIOSAN

Kitos priemongs: sterilios plastikinés mikrobiologinés kilpelés, metalinés kilpelés, spiritiné
lemputeé, vienkartinés pirStinés, adata, Svirkstas, 70 proc. ir 96 proc. etanolio tirpalas.

2.4. Tirpalai ir mitybinés terpés

Darbe naudoty tirpaly ir mitybiniy terpiy apraSymas:

0,1M EDTA tirpalas: Etilendiamintetraacto rtigstis, dejonizuotas vanduo.

0,16M fenilboro riigsties tirpalas: fenilboro riigstis, dejonizuotas vanduo.

0,9% NaCl tirpalas: NaCl, dejonizuotas vanduo

Miulerio-Hintono terpé: sudétyje yra jautienos ekstrakto, kazeino rigsties hidrolizato,
krakmolo ir agaro. Jautienos ekstraktas ir kazeino rigSties hidrolizatas suteikia bakterijy
augimui reikalingy azoto, vitaminy, anglies, amino riigs¢iy, sieros ir kity maistiniy medziagy.
Krakmolas pridedamas, kad sugerty visus susidarancius toksiSkus metabolitus. Krakmolo
hidrolizés metu taip pat susidaro dekstroze, kuri yra naudojama kaip energijos Saltinis. Biitina
naudoti tinkama terpe¢ mikroorganizmy jautrumui sulfonamidams ir trimetoprimui nustatyti.
Antagonizmg su sulfonamido aktyvumu parodo para-aminobenzenkarboksirtigstis (PABA) ir
jos analogai. Sumazintas trimetoprimo aktyvumas, dél kurio susidaro mazesnés slopinimo
zonos ir vidinés kolonijos, yra jrodytas netinkamai paruostoje Miulerio-Hintono terpéje,
kurioje yra didelis timidino kiekis. Tiek PABA, tiek timino/timidino kiekis Miulerio-Hintono
terpéje yra sumazintas iki minimumo, taip Zymiai sumaZzinant sulfonamidy ir trimetoprimo
inaktyvavimg, kai terpé naudojama bakterijy izoliaty jautrumui Siems antimikrobiniams
vaistams iSbandyti.

Triptozeés terpé: sudétyje yra triptozés, dekstrozés, NaCl ir agaro. Si terpé gali baiti naudojama
kaip bendrosios paskirties jvairiausiy organizmy auginimui. Ji taip pat gali buti papildyta
defibrinuotu krauju (avies, arklio), norint paruosti kraujg turincig terpe, skirtg iSskirtiniams
organizmams, pvz. Brucella. Dekstrozé yra naudojama, kaip energijos Saltinis. Triptozé
tarnauja kaip azoto, vitaminy ir amino riug$ciy Saltinis, o natrio chloridas teikia butinus
elektrolitus bei palaiko osmoting pusiausvyra.

2.5. Tyrimo metodai

2.5.1. Mikrobiologiniai metodai

A. baumannii pradinis atgaivinimas

A. baumannii izoliatai ilgalaikiam saugojimui yra laikomi giluminiame Saldytuve, kurio temperatira

siekia -80°C. Prie§ prasidedant méginiy analizei, $iuo biidu saugomus izoliatus pirmiausia reikia
atitinkamai parengti. Siam tikslui naudojama papildoma inkubacija, auginant bakterijas ant
standZios triptozes terpés, 30°C temperatiiroje, stacionariomis sglygomis, 24 valandas. Atgaivinimo
metu izoliatai atgauna pradin] savo aktyvuma, riiSiai specifines savybes ir tampa tinkami
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tolimesniems tyrimams. Taip pat dél auginimo kietoje terpéje, susiformuoja individualios kolonijos
ir atsiranda galimybg, esant butinybei, istirti kiekvieng iS jy.

A. baumannii antibiotikogramuy ruoSimas

Po pirminio auginimo A.baumannii izoliatai yra parengti tolesnei atsparumo antibiotikams
mechanizmy analizei. Siekiant standartizuoti tyrimg, susiformavusios izoliaty kolonijos yra
suspenduojamos 0,9% NaCl tirpale, paruosSiama 0,5 McFarlando bakterijy suspensija. ParuoSus
meéginj, petri 1ékstelés su Miulerio-Hintono standZia terpe yra inokuliuojamos steriliu vatos
tamponu. Ant virSaus uzdedami diskai su skirtingomis antibiotiky koncentracijomis. Lékstelés
inkubuojamos 30°C temperatiiroje, stacionariomis salygomis 24val. Po inkubacijos, vykdoma
antibiotikogramy analizé.

2.5.2. ESBL ir Amp-C B-laktamaziy ekspresijos nustatymo metodas

Antibiotikams atsparios gramneigiamos bakterijos, ekspresuojancios iSpléstinio spektro f3-
laktamazes, sukelia didele teraping problema gydytojams dél riboty gydymo galimybiy. Svarbios
antimikrobinés medziagos, kurioms pastebétas vis didéjantis atsparumas, yra aminopeniciliny ir
cefalosporiny grupés. Viena i§ Sio atsparumo antibiotikams priezas¢iy yra bakterijy ekspresuojami
fermentai, vadinami iSpléstinio spektro pB-laktamazémis (ESBL) bei Amp-C B-laktamazémis (Amp-
C). Norint produkuoti §iuos fermentus, bakterijoms reikalingas tam tikras atsparumo genas. Si
genetine savybé gali biiti perduodama i§ vienos bakterijos kartos j kita per Iasteliy dalijimosi metu.
Taciau bakterijos gyvavimo metu jis taip pat gali biti perduodamas i§ vienos bakterijos Igstelés |
kita uzkre¢iamy geny sekcijose, tokiose kaip plazmidés. Sios dvi lastelés taip pat gali priklausyti
skirtingoms bakterijy rasims.

Daznas ir netikslingas antibiotiky vartojimas skatina ESBL ir (arba) Amp-C gaminanciy bakterijy
plitima, nes atsparumas antimikrobinéms medZziagoms reiskia pranaSuma konkuruojant su kitomis
bakterijy raiSimis.

Pastaraisiais metais atsiranda vis daugiau praneSimy apie ESBL ir (arba) Amp-C gaminanciy
bakterijy plitimg tarp gyviny ir Zzmoniy. Klinikinis cefalosporino ir monobaktamo terapijos
nepakankamumas dél iSpléstinio spektro B-laktamaziy yra vis didesné problema ligoninése, nes
bakterijos ekspresuojancios Siuos fermentus néra atpazjstamos pagal Siuo metu taikomus izoliavimo
ir jautrumo tyrimus. ESBL ekspresuojancios bakterijos daznai turi tik labai nedaug padidéjusj
atsparumg treciosios kartos cefalosporinams ir monobaktamams, todél jos gali biti jautrios Siems
antibiotikams atliekant jprastinius jtariamumo tyrimus ir klaidinti tyréjus. D¢l Siy priezasCiy imta
ieSkoti naujy atsparumo nustatymo metody, kurie leisty greitai ir tiksliai identifikuoti ESBL ir
(arba) Amp-C gaminancias bakterijas

Plazmidziy koduojamos [-laktamazés paprastai ekspresuojamos Enterobacteriacea. Amp-C [-
laktamazés paprastai iSskiriama 1S gramteigiamy bakterijy, atspariy iSpléstinio spektro
cefalosporinams.

Atlikus tyrimus pastebéta, kad ESBL ekspresuojanciy bakterijy augima slopina klavulantas, o
antibiotiky disky, kuriuose yra klavulanato, slopinimo zonos yra didesnés, palyginti su vien tik
cefalosporino turinciais diskais. Amp-C B-laktamaze slopina kloksacilinas, o inhibicijos zonos su
antibiotiky diskais, kuriy sudétyje yra Sio antibiotiko, yra Zymiai didesnés, lyginant su diskais be
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kloksacilino. Nustatyta jog, klavulanatas sukelia Amp-C B-laktamaziy sinteze, o inhibicijos zonos
skirtumas vien tik su Sio vaisto disku gali biiti maziau tikétinas.

Pagal atlikus tyrimus sukurtas specifinis metodas, leidziantis identifikuoti ESBL ir (arba) Amp-C
ekspresuojancias bakterijas. Naudojant skirtingas antibiotiky kombinacijas galima tiksliai nustatyti
tiriamyjy bakteriju sintetinamas p-laktamazes. Sio metodo eiga ir rezultaty analizé apraSoma
ziemiau (63).

Metodas vykdomas Sia eiga:

e 1 Zingsnis: ParuoSiama 0,5 McFarlando drumstumo bakterijy suspensija (atitinkanti 1,5 x
108 kolonijas formuojanciy vienety KFV/ml). Pasirenkamos 3-5 gerai izoliuotos, tokio pat
morfologinio tipo bakterijy kolonijos. Sterilia kilpele kulttiros perkeliamos } mégintuvélj su
steriliu fiziologiniu tirpalu.

e 2 zingsnis: Miulerio-Hintono agarizuota terpé inokuliuojama steriliu vatos tamponu ir ant
virSaus uzdedami keturi diskai su skirtingy antibiotiky kombinacijomis (4pav.).

e 3 zingsnis: Vykdoma lasteliy inkubuojama 30 ° C temperatiiroje 18-24 val.

e 4 7zingsnis: Matuojamos susidariusios bakterijy augimo inhibicijos zonos, apvalinant iki
milimetro

CTX 30 CTC 230

CXV 40 CCC 240

5 pav. Izoliaty tyrimas naudojant diskus su skirtingy antibiotiky kombinacijomis

Rezultaty interpretavimas:

Kombinuoty disky ESBL ir Amp-C mechanizmy identifikavimo bandymo rezultaty aiSkinimas yra
pagristas palyginimu tarp susidaranc¢iy keturiy skirtingy slopinimo zony kombinacijy, kaip parodyta
5 paveiksle.

Jei nenustatytas nei vienas i tiriamyjy atsparumo mechanizmy, disko CXV 40 inhibicijos zonos
skersmuo bus iki 2mm didesnis nei CTX 30. Tik ESBL sintezés lastelése atveju, CXV 40 disky,
inhibicijos zonos >5 mm didesnés, palyginus su CTX 30 diskais. Tik Amp-C sintez¢ lastelése bus
nustatoma esant vienai i§ trijy kombinacijy- jei inhibicijos zonos prie CTC 230 disky >5 mm
didesnés nei prie CTX 30, arba jeigu inhibicijos zonos prie CCC 240 disky >5 mm didesnés nei
prie CXV 40, arba jei inhibicijos zonos prie CCC 240 disky <5 mm didesnés nei prie CTC 230.
Jeigu tiriamasis izoliatas sintetina ir ESBL, ir Amp-C augimo inhibicijos zonos atitinka vieng i$ Siy
varianty: inhibicijos zonos prie CXV 40 disky <5 mm didesnés nei prie CTX 30, arba inhibicijos
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zonos prie CCC 240 disky >5 mm didesnés nei prie CXV 40, arba jei inhibicijos zonos prie CCC
240 disky >5 mm didesnés nei prie CTC 230.

2.5.3. Meropenemo disky kombinaciju metodas

Tarp jgyjamy atsparumo antibiotikams mechanizmy, B-laktamaziy gamyba yra laikoma viena
svarbiausiy. Sie fermentai ne tik yra lengvai geneti$kai perduodami, tadiau ir savo veikimu
inaktyvuoja daugelj p-laktamo Zieda turinéiy antibiotiky taip pat ir karbapenemus. Sioje dideléje
fermenty Seimoje karbapenemazés (B klasés metalobeta-laktamazés (MBL), kuriy aktyviame centre
yra cinkas ir A klasés karbapenemazés (KPC)) in vitro hidrolizuoja visus arba beveik visus [-
laktamo zieda turinCius antibiotikus, jskaitant ir karbapenemus. [-laktamazes sintetinanciy
patogeniniy mikroorganizmy paplitimas sparciai didéja visame pasaulyje, ir tai yra viena i$
svarbiausiy grésmiy visuomenés sveikatai, todél labai svarbu laiku identifikuoti Siuos patogenus,
siekiant paskirti efektyvy gydyma ir stabdyti atspariy bakterijy kamieny plitima.

Darbui pasirinktas metodas yra modernus EDTA ir fenilboro riigsties bandymo derinys atliekamas
vienoje petri 1éksteléje ir buvo pirma kartg pritaikytas Graikijoje tiriant gramneigiamy bakterijy
izoliatus, kurie kartu gamina KPC ir MBL karbapenemazes. Bandymo pranasumas pies kitus, yra
tas, kad jo metu galima atskirti 4. baumannii kamienus, kurie sintetina atitinkamas
karbapenemazes. Modernus metodas leidzia identifikuoti tris skirtingas lasteliy rusis- tik KPC
sintetinanéias, tik MBL sintetinancias ir abi paminétas karbapenemazes sintetinandias Igsteles. Siuo
metodu galima tiksliai nustatyti, kuri i§ minéty karbapenemaziy yra sintetinama ir pagal gautus
rezultatus parinkti efektyvy gydymo bidg (64).

Metodas vykdomas $ia eiga:

e 1 zingsnis: ParuoSiama 0,5 McFarlando drumstumo bakterijy suspensija (atitinkanti 1,5 x
108 kolonijas formuojanciy vienety KFV/ml). Pasirenkamos 3-5 gerai izoliuotos, tokio pat
morfologinio tipo bakterijy kolonijos. Sterilia kilpele kultiiros perkeliamos ] mégintuvélj su
steriliu fiziologiniu tirpalu.

e 2 zingsnis: Miulerio-Hintono agarizuota terp¢ inokuliuojama steriliu vatos tamponu ir ant
virSaus uzdedami keturi meropenemo diskai.

e 3 zingsnis: Ant antro disko uzpilama 10ul EDTA, ant trecio disko 20 pl fenilborno riigsties.
Uzpilti 20ul fenilborno riigsties ir 10ul EDTA ant ketvirtojo disko(5 pav.).

e 4 7zingsnis: Vykdoma lasteliy inkubuojama 30 ° C temperatiiroje 18-24 val.

e 5 zingsnis: Matuojamos susidariusios bakterijy augimo inhibicijos zonos (MASZ),
apvalinant iki milimetro
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O Meropenemas

Meropenemas

O +

10uL EDTA

Meropenemas

O +

20uL fenilboro riigsties

Meropenemas

+
O 10uL EDTA
+

20uL fenilboro rtgsties

6 pav. Izoliaty tyrimas naudojant meropenemo diskus

Rezultaty interpretavimas:

Kombinuoty meropenemo disky bandymo rezultaty aiSkinimas yra pagristas palyginimu tarp
susidaran¢iy keturiy skirtingy meropenemo disky slopinimo zony kombinacijy, kaip parodyta 6
paveiksle.

Jei tiriamasis izoliatas nesintetina karbapenemaziy, antibiotiky disky, kuriuose yra inhibitoriy, zony
skersmuo neturés reikSmingy skirtumy (>5 mm), augimo inhibicija vyks tik dél naudojamo
meropenemo disko. KPC sintezés lastelése atveju, diskuose, kurie papildomai turi pridétos
fenilboro riigsties, inhibicijos zonos padidés (=5 mm), palyginus su diskais turinCiais tik
meropenemo. MBL sintez¢ 1gstelése bus nustatoma, kuomet inhibicijos zonos padidés (=5 mm)
prie disky, kurie yra papildyti EDTA tirpalu. Jeigu izoliatas sintetina ir KPC, ir MBL, ketvirtasis
diskas turés didesnj nei likusiy zony Inhibicijos skersmenj. Skirtingais atvejais, meropenemo diskai
papildyti EDTA arba fenilboro rtigstimi gali turéti arba gali neturéti (=5 mm) didesnio inhibicijos
zonos skersmens nei tik meropenemo diskas (7 pav.).

Neigiamas KPC MBL KPC+MBL

Meropenemas

+ EDTA

+ fenilboro rugstis

+ fenilboro rugstis
+EDTA

7 pav. Meropenemo disky metodo rezultaty interpretavimas
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2.5.4. Jautrumo antibiotikams nustatymas disky difuzijos metodu

Atsparumas pasirinktiems antibiotikams buvo nustatytas disky difuzijos metodu. Miulerio —
Hintono agaras buvo inokuliuojamas ir ant virSaus uzdedami popieriniai diskai, turintys tam tikrus
skirtingy koncentracijy antibakterinius vaistus. Antibiotikai difunduoja i terpe ir suformuoja
koncentracijos gradienta su didele koncentracija Salia disko, kuri tolstant nuo jo mazéja.

Metodas vykdomas Sia eiga:

e 1 zingsnis: ParuoSiama 0,5 McFarlando drumstumo bakterijy suspensija (atitinkanti 1,5 x
108 kolonijas formuojanciy vienety KFV/ml). Pasirenkamos 3-5 gerai izoliuotos, tokio pat
morfologinio tipo bakterijy kolonijos. Sterilia kilpele kulttros perkeliama j mégintuvélj su
steriliu fiziologiniu tirpalu.

e 2 zingsnis: Steriliu vatos tampon¢liu uzs¢jamas Miulerio-Hintono agaro pavirSius, braukiant
tamponu per agaro pavirdiy. Si procediira pakartojama dar du kartus, kiekviena kartg
pasukant Petri 1¢kStele mazdaug 60° kampu, kad bakterijy suspensija pasiskirstyty tolygiai.

e 3 zingsnis: Antibiotiky diskai uzdedami i§ karto ant visos léksStelés naudojant skirstytuva,
gerai prispaudziant prie Miulerio-Hintono agaro pavirSiaus. Lékstelés apver¢iamos ir 15 min
laikotarpiu sudedamos j termostatg. Inkubuojama 35 °C temperatiroje.

e 4 Zingsnis: Matuojamos susidariusios bakterijy augimo inhibicijos zonos, apvalinant iki
milimetro

e 5 zingsnis: Slopinimo zony dydziai interpretuoti remiantis Europos jautrumo
antibakterinéms medziagoms tyrimy komiteto 2016 m. parengtomis EUCAST (angl.
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) standarto lentelémis.

Tyrimui pasirinkti penki dazniausiai A. baumannii sukeltoms infekcijoms gydyti naudojami
antibiotikai ar jy kombinacijos: Amikacinas, Ampicilinas — Sulbaktamas, Cefoperazonas —
Sulbaktamas, Ciprofloksacinas, Meropenemas. Jautrumas antibiotikams nustatomas remiantis
EUCAST standartu, kuris apraSomas lentel¢je

3 lentelé. Jautrumas antibiotikams remiantis EUCAST standartu

Antibiotiko pavadinimas Antibiotiko koncentracija | Inhibicijos zonos diametras, mm
diskelyje Atsparu Jautru
Amikacinas 30 pg <19 >19
Ampicilinas - Sulbaktamas 10/10 pg <15 >15
Cefoperazonas - Sulbaktamas 30/10 pg <19 >19
Ciprofloksacinas 5ug <21 >21
Meropenemas 10 pug <21 >21

2.6. Statistiné analizé

Tyrimo metu surinkti duomenys buvo analizuojami naudojant $ias programas: Microsoft Excel for
Windows (Microsoft Corporation, JAV) ir IBM SPSS Statistics 25.0 (IBM Corporation, JAV).
Daznio skirtumui tarp keliy grupiy vertinti buvo naudojamas neparametrinis statistinis kriterijus °.
Hipotezéms tikrinti bei skirtumy tarp grupiy statistiniam reikSmingumui jvertinti buvo naudojama
paklaidos tikimyb¢ p<0,05.
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3. Tyrimy rezultatai ir ju aptarimas

IS Lietuvos sveikatos moksly universiteto ligoninés Kauno kliniky intensyvios terapijos skyriy i$
viso gauta 50 bronchy sekreto méginiy su A. baumannii izoliatais, visi méginiai surinkti per 2018
m. Vistiems méginiams atliktos antibiotikogramos su pasirinktais skirtingy klasiy ir veikimo
mechanizmy antibiotikais (Amikacinu, Ampicillinu-Sulbaktamu, Cefoperazonu-Sulbaktamu,
Ciprofloksacinu, Meropenemu) ir jvertintas tiriamyjy izoliaty atsparumas. Taip pat siekiant
iSsiaiskinti A. baumannii atsparumo antibiotikams mechanizmus atlikti tyrimai, nustatantys izoliaty
ekpresuojamus fermentus, skirtus antibiotiky skaidymui. Tirtos pagrindinés Sios paskirties fermenty
grupés, tai P-laktamazés ir karbapenemazés pasitelkiant ankscCiau aprasytus metodus. Atlikus
reikalingus tyrimus, gauti rezultatai buvo susisteminti ir pateikiami Zemiau.

3.1. A. baumannii izoliaty pasiskirstymas pagal intensyvios terapijos skyrius

Darbo metu analizuojami méginiai, buvo paimti i$ skirtingy Lietuvos sveikatos moksly universiteto
ligoninés Kauno kliniky intensyvios terapijos skyriy. Analizuojamu laikotarpiu, Sirdies chirurgijos
intensyvios terapijos skyriuje buvo nustatyti - 14 proc. (7 méginiai), Neurochirurgijos intensyvios
terapijos skyriuje — 20 proc. (10 méginiy), Centriniame intensyvios terapijos skyriuje - 66 proc. (33
méginiai), uzsikrétimai A. baumannii (pav. 8).

mNITS

3ITS

14.0%

CR
66.0%

8 pav. Tiriamy A. baumannii izoliaty pasiskirstymas skirtinguose intensyvios terapijos skyriuose
3.2. Tiriamyjy pasiskirstymas pagal amZiaus grupes

Tyrime analizuojami A. baumannii izoliatai aptikti asmenims, kuriy amzius siekia nuo 25 iki 101
mety. Atlikus turimy duomeny analize, pastebéta tendencija, jog tiriamyjy patogeny infekcijos
dazniau pasireiSkia vyresnio amziaus Zzmonéms, tod¢l atsizvelgiant j turimg informacijg, galima
suskirstyti visus infekcijy atvejus i dvi amziaus grupes: vyresnio amziaus asmenys ir jaunesni.
Vadovaujantis Jungtiniy Tauty ir Pasaulio Sveikatos Organizacijos gairémis, pasirinktoms amZziaus
grupéms turéty priklausyti asmenys iki 65 ir vir§ 65 mety imtinai. IS 50 analizuojamy A. baumannii
izoliaty Sioms dviem amziaus grupéms, buvo priskirti atitinkamai 18 ir 32 méginiai. Atlikus detaly
amziaus ir infekcijy palyginima, pastebéta, jog didziausias infekcijy skaicius priklauso asmenims,
kuriy amzius yra tarp 70-80 mety (32,0 proc.), o maziausias susirgimy kiekis priklauso amziaus
grupei iki 40 mety (4.0 proc.) (pav. 9). Atlikus pirmin¢ analize, galima teigti, jog A. baumannii
infekcijos daziau pasireiSkia vyresnio amziaus Zmonéms.
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Pasiskirstymas pagal amziy
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9 pav. Tiriamy A. baumannii izoliaty pasiskirstymas pagal serganciyjy amziy
3.3. A. baumannii izoliaty ESBL ir Amp-C B-laktamaziy ekspresija

Viena i§ pagrindiniy atsparumo antibiotikams priezas¢iy yra bakterijy ekspresuojami fermentai.
Tokios medziagos kaip, iSpléstinio spektro [B-laktamazés (ESBL) bei Amp-C p-laktamazés
ypatingai veikia Aminopeniciliny ir cefalosporiny grupes turinius antibiotikus. Efektyviam A.
baumannii infekcijy gydymui bei atsparumo plitimo mazinimui, labai svarbu laiku nustatyti izoliaty
atitinkamy p-laktamaziy sintezés galimybes. Siy fermenty ekspresijos nustatymui pasitelktas
specifinis metodas, leidziantis identifikuoti individualias, tiriamyjy izoliaty sintetinamas [-
laktamazes. Tyrimo metu gaunamos bakterijy augimo inhibicijos zonos pavaizduotos paveikslélyje

(pav 10).

10 pav. A. baumannii izoliaty auginimas tiriant ESBL ir Amp-C B-laktamaziy ekspresija

Antibiotiky kombinacijy jautrumo profiliai buvo surinkti naudojant minimalias slopinancias
koncentracijas (MIC) pagal ESBL ir Amp-C B-laktamaziy nustatymo gaires aprasytas 2.5.2
skyriuje. IStyrus penkiasdeSimt 4. baumannii izoliaty paimty i§ skirtingy intensyvios terapijos
skyriy, nustatyta, jog dazniausiai bakterijos sintetina Amp-C B-laktamazes. Procentiskai, didziausia
dalis §j fermentg sintetinanciy bakterijy nustatyta NITS (80,0 proc.), o maziausia dalis bakterijy
nustatyta CR skyriuje (36,4 proc.) (pav. 11). Taip pat NITS ir CR skyriuose buvo identifikuoti
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izoliatai, sintetinantys tieck ESBL, tiek ir Amp-C B-laktamazes, dél Sios priezasties, tiriamieji
kamienai, tampa ypatingai atspartis vistiems [ laktamo Zzieda savo struktiiroje turintiems
antibiotikams. Atlikus B-laktamaziy ekspresijos tyrima ir nustacius, jog didzioji dauguma tiriamy
A. baumannii izoliaty sintetina Siuos fermentus, galima daryti prielaida, jog atlikus atsparumo
antibiotikams testus, $ios bakterijos bus atsparios aminopeniciliny ir cefalosporiny grupéms.

100%
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80% -

80.0%

71.4%

70% A 60.6%
60% -
50% -
40% -
30% -
20% -
10% -
0% -

36.4%

28.6%

10.0% 10.0%

0.0%

NITS 3ITS

B Tik Amp-C W ESBL ir Amp-C Nei ESBL nei Amp-C

11 pav. A. baumannii izoliaty ESBL ir Amp-C B-laktamaziy ekspresija skirtinguose intensyvios terapijos
skyriuose

Tiriamy A. baumannii izoliaty ESBL ir Amp-C B-laktamaziy ekspresija apibendrinama lentel¢je
pateiktoje Zemiau.

4 lentelé. A. baumannii izoliaty ESBL ir Amp-C B-laktamaziy ekspresija

Skyrius Amp-C ekspresija ESBL ir Amp-C ekspersija Nei ESBL nei Amp-C
NITS 8 1 1

SITS 5 0 2

CR 12 1 20

Viso 25 2 23

3.4. A. baumannii izoliaty tyrimas meropenemo disky kombinacijy metodu

Dar viena didel¢ fermenty Seima, suteikianti bakterijoms atsparumg antibiotikams yra
karbapenemazés. Siame darbe tirta, dviejy pagrindiniy $ios klasés fermenty ekspresija, tai B klasés
metalo-beta-laktamaziy (MBL) ir A klasés karbapenemaziy (KPC). Tai pagrindinés medziagos,
kurios in vitro hidrolizuoja visus arba beveik visus beta-laktamo ziedg turinCius antibiotikus,
jskaitant ir karbapenemus. Siy fermenty sintezés nustatymui pasitelktas specifinis metodas,
leidziantis atskirti kurig i§ karbapenemaziy klasiy sugeba sintetinti tiriamieji izoliatai. Antibiotiky
jautrumo profiliai buvo nustatyti naudojant minimalias slopinancias koncentracijas (MIC) pagal
Meropenemo disky kombinacijy metodo gaires 2.5.2 skyriuje. Atlikus tyrimg, nustatyta, jog visi
penkiasdeSimt tirty A. baumannii bakterijy méginiy, sintetina tik A klasés karbapenemazes. Tai
puikiai patvirtina ir turimi atsparumo antibiotikams rezultatai, parodantys, kad visi tiriami méginiai
yra atsparlis meropenemui, pagrindiniam karbapenemaziy taikiniui. Tyrimo metu gaunamos
bakterijy augimo inhibicijos zonos pavaizduotos 12 paveikslélyje.
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12 pav. A. baumannii izoliaty auginimas tiriant karbapenemaziy ekspresija

3.5. Izoliaty jautrumas pasirinktiems antibiotikams skirtinguose intensyvios terapijos
skyriuose

Antibiotiky jautrumo profiliai buvo nustatyti naudojant minimalias slopinancias koncentracijas
(MIC) pagal CLSI gaires. 13 paveiksle parodyta tiriamy A. baumannii izoliaty jautrumo ir
atsparumo procentiné dalis tiriamiesiems antibiotikams. IS visy Lietuvos sveikatos moksly
universiteto ligoninés Kauno klinikose surinkty ir tirty izoliaty, 76% izoliaty nebuvo jautriis nei
vienam 1§ pasirinkty antibiotiky. Visi tirti izoliatai nebuvo jautris meropenemui, bei
ciprofloksacinui, todé¢l galima teigti, jog Sios riSies bakterijos labai efektyviai skaido ir Salina
karbapenemy ir fluorokvinolony klaséms priklausancius antibiotikus. Labiausiai izoliatai buvo
jautriis Ampicilinui- Sulbaktamui ir Cefoperazonui- Sulbaktamui (24 proc.) (pav. 13). Tai parodo,
jog skirtingy klasiy antibiotiky kombinacijos, leidziancios vienu metu naudoti skirtingus lastelés
veikimo mechanizmus, gali pasiekti geresniy rezultaty, nei vartojant tik vienos riisies antimikrobing
medziagg. Ypatingai augant lgsteliy atsparumui antibiotikams, §i gydymo strategija, leidzia
sekmingai kovoti su sunkiai jveikiamais patogenais.
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13 pav. A. baumannii izoliaty jautrumas pasirinktiems antibiotikams
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3.6. Izoliaty jautrumas pasirinktiems antibiotikams Centriniame intensyvios terapijos
skyriuje

Lietuvos sveikatos moksly universiteto ligoninés Kauno kliniky Centriniame intensyvios terapijos
skyriuje 2018 metais Atsparumas pasirinktoms antimikrobinéms medziagoms svyravo nuo 90,9
proc. iki 100,0 proc. visy tirty atvejy. DidZiausig atsparumg Siame skyriuje A. baumannii izoliatai
turéjo Meropenemui (100,0 proc.) ir Ciprofloksacinui (100,0 proc.). Treciasis pagal bakterijy
atsparuma buvo Amikacinas (93,9 proc.), o reCiausiai izoliatai buvo atspartis Cefroperazono ir
Sulbaktamo kombinacijai (atsparu 46,3 proc.) bei Ampicilino ir Sulbaktamo kombinacijai (atsparu
46,3 proc.) (pav. 14). A. baumannii izoliatai surinkti i§ Centrinio intensyvios terapijos skyriaus,
pasizymejo didziausiu atsparumu pasirinktiems antibiotikams. Dél didelio infekcijy kiekio daugeliui
antibiotiky atsparios bakterijos gali plisti jgauti papildomg atsparumg, todél labai svarbu
identifikuoti visus uzsikrétimo Siame skyriuje atvejus ir taikyti veiksmingg gydyma.
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Sulbaktamas Sulbaktamas

W Atsparus Jautrus

14 pav. A. baumannii izoliaty jautrumas pasirinktiems antibiotikams Centriniame intensyvios terapijos
skyriuje

3.7. Izoliaty jautrumas pasirinktiems antibiotikams Neurochirurgijos intensyvios terapijos
skyriuje

Lietuvos sveikatos moksly universiteto ligoninés Kauno kliniky Neurochirurgijos intensyvios
terapijos skyriuje 2018 metais atsparumas pasirinktoms antimikrobinéms medZziagoms svyravo nuo
40 iki 100proc. visy tirty atvejy. Didziausig atsparumg Siame skyriuje 4. baumannii izoliatai tur¢jo
Meropenemui(100,0 proc.) ir Ciprofloksacinui(100,0 proc.). Treciasis antibtiokikas pagal bakterijy
atsparumg buvo Amikacinas (80,0 proc.), o reciausiai izoliatai buvo atspariis Cefroperazono ir
Sulbaktamo kombinacijai (atsparu 40,0 proc.) bei Ampicilino ir Sulbaktamo kombinacijai (atsparu
40,0 proc.) (pav. 15). Atlikus gauty rezultaty analize, galima teigti, jog Neurochirurgijos intensyvios
terapijos skyriuje identifikuoti A. baumannii izoliatai yra maziau atsparis antibiotikams nei
Centriniame intensyvios terapijos skyriuje, d¢l Sios priezasties, labai svarbu jog sergantiesiems bty
suteikiamas efektyvus gydymas, kuris neleisty atspariems izoliatams plisti tarp skirtingy skyriy.
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15 pav. A. baumannii izoliaty jautrumas pasirinktiems antibiotikams Centriniame intensyvios terapijos

skyriuje

3.8. Izoliaty jautrumas pasirinktiems antibiotikams Sirdies chirurgijos intensyvios terapijos

skyriuje

Lietuvos sveikatos moksly universiteto ligoninés Kauno kliniky Sirdies chirurgijos intensyvios
terapijos skyriuje 2018 metais Atsparumas pasirinktoms antimikrobinéms medziagoms svyravo nuo
79,7 iki 95,0 proc. visy tirty atvejy. Didziausig atsparumg Siame skyriuje A. baumannii izoliatai
tur¢jo Meropenemui(100,0 proc.), Ciprofloksacinui(100,0 proc.) ir Amikacinui (100.0 proc.), o
reCiausiai tiriamieji izoliatai buvo atspariis Cefroperazono ir Sulbaktamo kombinacijai (atsparu 57,1
proc.) bei Ampicilino ir Sulbaktamo kombinacijai (atsparu 57,1 proc.) (pav. 16)
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16 pav. A. baumannii izoliaty jautrumas pasirinktiems antibiotikams Sirdies chirurgijos intensyvios

terapijos skyriuje
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3.9. Atsparumas tiriamiems antibiotikams pagal amziaus grupes

Lietuvos sveikatos moksly universiteto ligoninés Kauno kliniky intensyvios terapijos skyriuose
2018 metais A. baumannii atsparumas pasirinktoms antimikrobinéms medziagoms buvo
tendencingas priklausomai nuo amziaus grupés. Visais tirtais atvejais, kuomet atsparumas
antibiotikams nebuvo 100 proc., vyresnio amziaus zmonéms (>65m.) nustatyti patogenai,
pasizyméjo didesniu atsparumu antibiotikams. Analizuojant gautus duomenis, 4. baumannii
atsparumas Sioje amziaus grup¢je svyravo nuo 81,3 proc. iki 93,8 proc. visy tirty atvejy. Didziausig
atsparuma 4. baumannii izoliatai turé¢jo Amikacinui(93,8 proc.) o maziausiai izoliatai buvo atspariis
Cefroperazono ir Sulbaktamo miSiniui (81,3 proc.) bei Ampicilono ir Sulbaktamo miSiniui
(81,3proc.). Tuo tarpu izoliatai gauti 1§ asmeny iki 65 mety visais atvejais parodé didesn] jautruma
pasirinktiems antibiotikams. Palyginus atsparumo tiriamiesiems antibiotikams profilius tarp
skirtingy amziaus grupiy didziausias skirtumas nustatytas tarp Cefroperazono ir Sulbaktamo
miSiniui bei Ampicilino ir Sulbaktamo tai parodo, kad gydant jaunesnius asmenis, didesné
tikimybe¢, jog antibiotikai bus veiksmingi.
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17 pav. A. baumannii izoliaty atsparumas tiriamiems antibiotikams pagal amziaus grupes

3.10. Izoliaty jautrumas amikacinui skirtinguose intensyvios terapijos skyriuose

Lietuvos sveikatos moksly universiteto ligoninés skirtinguose intensyvios terapijos skyriuose 2018
metais atsparumas amikacinui svyravo nuo 80,0 iki 100,0 proc. visy tirty atvejy. DidZiausig
atsparuma $iam antibiotikui A. baumannii izoliatai turéjo Sirdies chirurgijos intensyvios terapijos
skyriuje (100,0 proc.), o reciausiai tiriamieji izoliatai amikacinui atspartis buvo Neurochirurgijos
intensyvios terapijos skyriuje (80,0 proc.). Galima teigti, jog didziausias Siam antibiotikui atspariy
A. baumannii kamieny paplitimas yra bitent Sirdies chirurgijos intensyvios terapijos skyriuje, todél
pacienty gydymui, nereikéty rinktis amikacino, nes jis bus visiskai neveiksmingas.
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Atsparumas Amikacinui
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18 pav. A. baumannii izoliaty atsparumas amikacinui Sirdies chirurgijos (SITS), Neurologijos (NITS) ir
Centriniame (CR) intensyvios terapijos skyriuje

3.11. Izoliaty jautrumas Ampicilinui- Sulbaktamui skirtinguose intensyvios terapijos
skyriuose

Lietuvos sveikatos moksly universiteto ligoninés skirtinguose intensyvios terapijos skyriuose 2018
metais atsparumas Ampicilinui- Sulbaktamui svyravo nuo 40,0 iki 90,9 proc. visy tirty atvejy.
Didziausig atsparumg Siam antibiotikui 4. baumannii izoliatai turé¢jo Centriniame intensyvios
terapijos skyriuje (90,9 proc.), o re€iausiai tiriamieji izoliatai Ampicilinui- Sulbaktamui atsparts
buvo Neurochirurgijos intensyvios terapijos skyriuje (40,0 proc.). Galima teigti, jog didziausias
Siam antibiotikui atspariy A. baumannii kamieny paplitimas yra biitent Centriniame intensyvios
terapijos skyriuje, todél pacienty gydymui, nereikéty rinktis Ampicilino- Sulbaktamo, nes anksc¢iau
minétame skyriuje jis bus mazai veiksmingas. Taip pat stebimas didelis $iy antibiotiky atsparumo
skirtumas lyginant intensyvios terapijos skyrius, kuris yra netgi 50,9 proc. tarp CR ir NITS.

Atsparumas Ampicillinui- Sulbaktamui
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19 pav. A. baumannii izoliaty atsparumas ampicilinui-sulbaktamui Sirdies chirurgijos (SITS), Neurologijos
(NITS) ir Centriniame (CR) intensyvios terapijos skyriuje
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3.12. Izoliaty jautrumas Cefoperazonui - Sulbaktamui skirtinguose intensyvios terapijos
skyriuose

Lietuvos sveikatos moksly universiteto ligoninés skirtinguose intensyvios terapijos skyriuose 2018
metais atsparumas Cefoperazonui- Sulbaktamui svyravo nuo 40,0 iki 90,9 proc. visy tirty atvejy.
Didziausig atsparumg Siam antibiotikui 4. baumannii izoliatai tur¢jo Centriniame intensyvios
terapijos skyriuje (90,9 proc.), o re€iausiai tiriamieji izoliatai Cefoperazonui- Sulbaktamui atspariis
buvo Neurochirurgijos intensyvios terapijos skyriuje (40,0 proc.). Galima teigti, jog didziausias
Siam antibiotikui atspariy 4. baumannii kamieny paplitimas yra butent Centriniame intensyvios
terapijos skyriuje, todél pacienty gydymui, nereikéty rinktis Cefoperazono- Sulbaktamo, nes
anksCiau minétame skyriuje jis bus mazai veiksmingas. Taip pat stebimas didelis Siy antibiotiky
atsparumo skirtumas lyginant intensyvios terapijos skyrius, kuris yra netgi 50,9 proc. tarp CR ir
NITS.
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20 pav. A. baumannii izoliaty atsparumas cefoperazonui-sulbaktamui Sirdies chirurgijos (SITS),
Neurologijos (NITS) ir Centriniame (CR) intensyvios terapijos skyriuje

3.13. Izoliaty jautrumas Ciprofloksacinui ir Meropenemui skirtinguose intensyvios terapijos
skyriuose

Lietuvos sveikatos moksly universiteto ligoninés skirtinguose intensyvios terapijos skyriuose 2018
metais tirty 4. baumannii 1zoliaty atsparumas antibiotikams Ciprofloksacinui ir Meropenemui buvo
nustatytas 100 proc. visy tirty atvejy. Galima teigti, jog Siems antibiotikams atspariy A. baumannii
kamieny paplitimas yra ligoninéje, susij¢s su A klasés karbapenemaziy (KPC) sinteze, kadangi visi
tirti kamienai sintetina §j fermenta, atsakingg uz atsparumg karbapenemams. Atsizvelgiant | gautus
duomenis, pacienty gydymui, nereikéty rinktis Ciprofloksacino ir Meropenemo, nes Sie antibiotikai
bus neveiksmingi.

40



3.14. Rezultaty aptarimas

Tikslingos 4. baumannii infekcijy gydymo strategijos parinkimui biitinas etiologijos nustatymas.
Sio tyrimo metu skirtinguose intensyvios terapijos skyriuose aptikti tiriamieji patogenai buvo
detaliai analizuojami. Nustatyti A. baumannii izoliaty atsparumo antibiotikams mechanizmai,
identifikuojant sintetinamas pagrindines B-laktamaziy ir karbapenemeaziy grupes, atsakingas uz
antibiotiky skaidymga Igsteléje. Duomenys apie Siy fermenty svarbg iSsiskiria, ta¢iau neabejotinai jie
prisideda prie A. baumannii izoliaty atsparumo antibiotikams funkcijos. Atsparumo mechanizmams
pagristi, atliktas jautrumo penkiems skirtingiems antibiotikams nustatymas disky difuzijos metodu.
Papildomai surinkta informacija apie A. baumannii infekcijy daznj ir pacienty amziy skirtinguose
intensyvios terapijos skyriuose, leidzianti atlikti detalig analize.

Tiriamuoju laikotarpiu pagrindinis skyrius, kuriame buvo nustatyta daugiausia A. baumannii
bakterijy infekcijy, buvo Centrinis intensyvios terapijos skyrius — sukeltos infekcijos sudar¢ 66,0
proc. visy tirty atvejy, likusiuose skyriuose infekcijy atvejai buvo zenkliai retesni. Taip pat
pastebéta tendencija, jog bakterijos aptiktos Centriniame intensyvios terapijos skyriuje pasizymi
didesniu atsparumu visiems tirtiems antibiotikams. Atsparumo antibiotikams skirtumai tarp
skirtingy intensyvios terapijos skyriy buvo statistiskai reikSmingi (p <0,05), iSskyrus cifloksacing ir
meropenemg. Del Siy priezasCiy galima teigti, jog infekcijy skaiCius priklauso nuo bakterijy
gebéjimo prisitaikyti ir i§vystyti atsparuma antibiotikams. Zinant A. baumannii virulentiskuma ir
greitai prisitaikyti prie pakitusios aplinkos gebant] genoma, labai svarbu laiku nustatyti naujus
infekcijy atvejus ir pritaikyti efektyvy gydyma, tik tokiu budu galima uzkirsti kelig Siy patogeny
plitimui ir atsparumo augimui.

A. baumannii yra pavojingas infekcijy sukeléjas, pasizymintis dideliu atsparumu daugeliui
antibiotiky. Tyrimo metu nustatytas $iy bakterijy gebéjimas ekspresuoti B-laktamazes, pagrindinius
fermentus, suteikiancius atsparumg didziajai daliai p—laktamo ziedg turin¢iy bakterijy. Nustatyta,
jog pusé visy tirty izoliaty sintetina tik Amp-C bei du izoliatai, sintetinantys ir ESBL, ir Amp-C -
laktamazes. Amp-C fermentai suteikia lgsteléms didelj atsparumg prieS cefalosporinus bet ne
karbapenemus. TreCios kartos cefalosporinai yra vieni i§ pagrindiniy antibiotiky, kuriais yra
gydomos A. baumannii bakterijy sukeltos infekcijos, tyrime analizei pasirinktas Sios klasés
antibiotikas cefoperazonas, nustatyta, jog priklausomai nuo skyriaus, Siai medZziagai atspariy
bakterijy kiekis svyruoja nuo 40,0 neurochirurgijos iki 90,9 proc. centriniame intensyvios terapijos
skyriuje. Palyginimui, studija atlikta Siaurin¢je Indijos dalyje, nustaté jog iS 82 tirty A. baumannii
izoliaty, visi buvo atspariis antros kartos cefalosporinams ir 64,6 proc. i§ jy ekspersavo Amp-C bei
4,8 proc. ESBL B-laktamazes (65). Tai tik patvirtina Lietuvos sveikatos moksly universiteto
ligoningje atlikta tyrimg, kurio metu gauti panasis rezultatai. Nustatyta, jog 54 proc. A. baumannii
izoliaty ekspresuoja Amp-C ir 4,0 proc. ekspresuoja ESBL f-laktamazes, gauti duomenys buvo
statistiSkai reikSmingi (p <0,05). Pagrindinis skirtumas nuo tyrimo atliko Indijoje, jog antibiotiky
jautrumo testui buvo pasirinktas ne antros, o trecios kartos cefalsporinas — cefoperazonas, kuriam
jautris buvo 24,0 proc. tirty izoliaty. Todél galima teigti, jog skirtingose pasaulio Salyse A.
baumannii sintetinamy B-laktamaziy paplitimas yra panasus ir daugiau nei pusé izoliaty geba
sintetinti Siuos fermentus. Tadiau naudojant naujesnés kartos, efektyvesnius antibiotikus galima
gauti geresnius gydymo rezultatus, dél Sios priezasties labai svarbu infekcijos atveju taikyti
veiksmingg gydyma ir neleisti bakterijoms plisti bei jgyti papildomo atsparumo.
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A. baumannii yra pavojingas infekcijy sukeléjas, pasizymintis dideliu atsparumu daugeliui
antibiotiky. Tyrimo metu nustatytas Siy bakterijy gebéjimas sintetinti karbapenemy klasés
antibiotikus skaidanc¢ius fermentus- karbapenemazes, Siuo atveju, tiriama biutent KPC ir MBL
fermenty ekspresija. Atlikus gauty rezultaty analize, nustatyta, jog visi tirti kamienai sintetina tik
KPC karbapenemaze. Siy fermenty buvimg patvirtina ir atlikti antibiotiky atsparumo testai, kuriais
nustatyta, jog visi analizuojami kamienai buvo atspariis karbapenemy klasés antibiotikui-
meropenemui. Palyginimui, Malaizijos atsparumo antibiotikams tyrimo duomenimis, ligoninése
18skirty Acinetobacter atsparumas karbapenemams, jskaitant meropenema, pasieké 50-60 proc.
reikSmes ir 2017m. laikosi Sio intervalo ribose (66). Studija atlikta Serbijoje pabrézé tapaty
désningumg— nuosekliai did¢janti 4. baumannii atsparuma karbapenemams 2009-2015 m.
laikotarpiu, kuris tiesiogiai koreliuoja su did¢jusiu Siy antibiotiky vartojimo mastu minétu
laikotarpiu (67). Apibendrinant, gautus duomenis ir palyginus juos su kity Saliy turima informacija,
galima teigti jog A. baumannii bakterijy atsparumas karbapenemy klasés antibiotikams sparciai
plinta.

Didéjantis Acinetobacter riisiy paplitimas ir atsparumas antibiotikams ypatingai pasireiskia vyresnio
amziaus zmonéms. Atlikus tyrima nustatyta, jog i§ visy tirty penkiasdeSimties izoliaty, trisdeSimt du
buvo nustatyti asmenims vir§ 65 mety. Palyginimui atlikos studijos patvirtina, jog vyresnis amzius
yra vienas 1§ pagrindiniy veiksniy A. baumannii infekcijoms (68). Kitas tyrimas atliktas Jungtinése
Amerikos Valstijose, taip pat nustaté, jog net 68 proc. infekuoty asmeny buvo vir§ 60 mety amziaus
(69). Tai tik patvirtina tyrimo metu gautus rezultatus ir parodo, jog $i asmeny grup¢ yra ypatingai
pazeidziama. Taip pat pastebéta, jog vyresnio amziaus Zzmoniy infekcijos pasizyméjo didesniu
atsparumu visiems tiriamiems antibiotikams, didziausias atsparumo skirtumas tarp amziaus grupiy
lygus 14,6 proc. Taip pat nustatyta, jog net 93,8 proc. izoliaty, nustatyty asmenims vir§ 65 mety
buvo atspariis amikacinui. D¢l Sios priezasties, vyresniy asmeny infekcijos dazniau pasibaigia
mirtimi, tai patvirtina ir atlikti tyrimai skirtingose pasaulio Salyse (70).

Apibendrinant, Acinetobacter baumannii yra vis svarbesni hospitaliniai patogenai, galintys greitai
prisitaikyti prie ligoninés aplinkos. Néra jokiy abejoniy, kad Sie organizmai ateityje kels dar
daugiau problemuy, dé¢l nuolat didéjandio atsparumo jvairiems antibiotikams. Siy organizmy plitimo
suvarzymui reikalingas kontrolés priemoniy rinkinys. Sékminga infekcijy kontrolé¢ buvo nustatyta
keliose sveikatos prieziiiros jstaigose (71) taciau, kuomet 4. baumannii infekcijos tapo endeminés,
sveikatos prieziliros jstaigose tampa vis sunkiau taikyti veiksmingg gydyma. D¢l Sios priezasties
ankstyvas atpazinimas, agresyvi infekcijy plitimo kontrol¢ ir endeminiy padermiy atsiradimo
prevencija yra labai svarbios prevencijos priemonés. Siy infekcijy kontrolé yra labai svarbi, ypa¢
atsizvelgiant i 4. baumannii geb&jima sukelti protrukius. A. baumannii protrukiy kontrolés
strategijos turéty apimti aktyvy padermiy stebéjimg, aplinkos stebéjimo kulttira, geresne ranky
higieng, aplinkos valymg ir dezinfekavimg, kohorty slaugg, pacienty izoliavima vienvieCiuose
kambariuose, prieigos prie intensyvios terapijos skyriy apribojima, tinkama antibiotiky naudojima ir
reguliary skyriy uzdaryma valymui ir dezinfekcijai (72). Todé¢l reikia nedelsiant imtis veiksmy, kad
A. baumannii infekcijoms bty uzkirstas kelias ir kontroliuojama tolesné atsparumo antibiotikams
plétra. Naujy antibiotiky, skirty 4. baumannii infekcijai, moksliniai tyrimai ir plétra turéty buti
skatinami.
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ISvados

Lietuvos sveikatos moksly universiteto ligoninéje Kauno klinikose 2018 metais didziausias A.
baumannii infekcijy daznis buvo nustatytas Centriniame intensyvios terapijos skyriuje,
maziausias— Sirdies chirurgijos intensyvios terapijos skyriuje.

Nustatyta, jog i penkiasdeSimt tirty 4. baumannii izoliaty, dvideSimt penki sintetina Amp-C f -
laktazames ir du izoliatai sintetina ESBL ir Amp-C. Daugiausia Amp-C sintetinanc¢iy izoliaty
nustatyta Centriniame intensyvios terapijos skyriuje. Nustatyta, jog visi tirti izoliatai sintetina
KPC karbapenemaze.

Lyginant A. baumannii izoliaty atsparumg skirtinguose intensyvios terapijos skyriuose,
nustatyta, jog didziausias atsparumas pasirinktiems antibiotikams pastebimas Centriniame
intensyvios terapijos skyriuje, o maziausiu atsparumu pasizymi izoliatai surinkti kliniky
Neurochirurgijos intensyvios terapijos skyriuje.

Atlikus jautrumo antibiotikams testa A. baumannii izoliatams ir palyginus gautus rezultatus su
Siy bakterijy sintetinamomis p-laktazamémis ir karbapenemazémis, nustatyta tiesioginé
koreliacija tarp sintetinamy fermenty ir atsparumo atitinkamoms antibiotiky grupéms.

Atliekant infekuoty asmeny amziaus analizg, papildomai pastebéta, jog 4. baumannii infekcijos
dazniau identifikuojamos vyresnio amziaus asmenims. D¢l Sios priezasties iSskirtos dvi amziaus
grupés iki 65 mety asmenys ir vyresni. Nustatyta, jog vyresnio amziaus zmoniy infekcijoms
budingas didesnis atsparumas visiems tirtiems antibiotikams, tokia pati tendencija pastebima ir
uzsienyje atliktuose tyrimuose.
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