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Nacionalinis maisto ir veterinarijos rizikos vertinimo institutas

I. PAGRINDINIAI DUOMENYS APIE TYRIMA

Pavadinimas — bi¢iy patogeniniy bakterijy ir mikrobiotos antimikrobinio atsparumo bei antimikrobinio
atsparumo geny paplitimo Lietuvoje analizé (tgstiné tema).

Kryptis — 8.3.1. varozés erkiy biologijos ir kity bigiy ligy, kenkéjy ir kovos su jais priemoniy tyrimai.
II. TYRIMO VYKDYTOJAI

Pareigybé Darbovietés
Eil. | atliekant Mokslo Vardas, ” pavadinimas,
; . : Telefonas, el. pastas :
Nr. | tyrimg laipsnis pavardeé pareigos
(pasirenkama)
Tyrimo vadovas
1. | Petras daktaras Petras 069807654, NMVRVI
Maciulskis Maciulskis petras.maciulskis@ direktoriaus
RMVEvLE pavaduotojas
Kiti tyrimo vykdytojai
2. | Grupés Magistras Ceslova 052780473, NMVRVI
vadovas Butrimaite- ceslova.ambrozeviciene@ | Bakteriologiniy
Ambrozeviie- | nmyrvilt tyrimy skyriaus
né vedéja
3. | Tyréjas Magistras Tatjana 052780473, NMVRVI
Kutyriova tatjana.kutyriova@ Bakteriologiniy
nmvrvi.lt tyrimy skyriaus
vyr. specialisté
4. | Tyréjas Magistras Irina Rusak 052780473 NMVRVI
irina.rusak@nmvrvi.lt Bakteriologiniy
tyrimy skyriaus
vyriausioji
veterinarijos
gydytoja
5. | Tyréjas Bakalauras Rima 052780473, NMVRVI
Vitk@iniené rima.vitkuniene@nmvrvi.lt | Bakteriologiniy
tyrimy skyriaus
laboranté
6. | Tyréjas daktaras Simona 05278 0459, NMVRVI
Pilevi¢iené simona.pileviciene@ Molekulinés
nmvrvi.lt biologijos ir
GMO tyrimy
skyriaus vedéja




7. | Tyréjas daktaras Zygimantas 05278 0459, NMVRVI
Janelilinas zygimantas.janeliunas@ Molekulines
R blOlOgl_]OS. ir
GMO tyrimy
skyriaus
vyriausiasis
bioinZinierius
[II. SANTRUMPOS IR SUTARTINIAI ZENKLAI
Santrumpa ar sutartinis PaaiSkinimas
zenklas
AAG Atsparumo antimikrobinéms medZiagoms genas
AAM Atsparumas antimikrobinéms medZiagoms
CLSI Klinikiniy ir laboratoriniy standarty institutas
DNA/DNR Deoksiribonukleoriigstis
EUCAST Europos antimikrobinio jautrumo tyrimy komitetas
KSV Kolonijas sudaranéiy vienety skaiCius
MALDI-TOF Lazeriné desorbciné jonizacijos masiy spektrometrija
MYPGP Agaro terpé
NGS Naujos kartos sekoskaita
SDP Standartiné darbo procediira
GA Galimai atspari

IV.PAGRINDINIU REZULTATU SANTRAUKA

Suaugusiy bidiy méginiai buvo tiriami dél bi¢iy patogeniniy bakterijy (Paenibacillus larvae) ir bifiy
mikrobiotos (Enterobacteriaceae spp.) atsparumo antimikrobinéms medZiagoms (AAM) ir antimikrobinio
atsparumo genai (AAG). Tyrimai buvo atliekami bakteriologiniais ir molekuliniais tyrimo metodais.
Suaugusiy bigiy méginiai paimti i§ jvairiy bityny 48 Lietuvos rajonuose. IStyrus 103 suaugusiy biciy
méginius nustatytos Enferobacteriaceae $eimos 38 bakterijy rusys. Ant bidiy pavirdiau aptiktos 20, o
yarmyne 31 bakterijy riiis. Bi¢iy pavir§iuje nustatytos 76, o Zarnyne — 164 bakterijy padermés. Suaugusiy
bitiy méginiuose Paenibacillus larvae bakterijy neaptikta. Biciy pavirSiuje ir Zarnyne daZniau aptinkamos
Hafnia alvei it Pantoea agglomerans bakterijos. Escherichia coli, Hafnia alvei, Enterobacter spp.,
Klebsiella spp., Serratia spp., Proteus spp. bakterijoms nustatytas atsparumas antimikrobinéms
medZiagoms. DidZiausias atsparumas aptiktas ampicilinui ir amoksacilinui su klavulano rugstimi, kurie yra
pirmo pasirinkimo antimikrobinés medZiagos, naudojamos bakteriniy ligy gydymui. Antimikrobinio
atsparumo geny tyrimas parodé, kad bi¢iy mikrobiotoje yra antimikrobinio atsparumo geny, kurie koduoja
bakterijy atsparuma ne tik pirmojo pasirinkimo antibiotikams, bet ir platesniam antimikrobiniy medZiagy
spektrui. Antimikrobinio atsparumo genai buvo nustatyti 13,3 proc. Hafpnei alvei bakterijy, iskirty i8 bi¢iy
pavir§iaus, ir 35,6 proc. i§ Zarnyno, taip pat 6,7 proc. Escherichia coli bakterijy, iskirty i§ Zarnyno. Hafnei
alvei bakterijos, turinfios blaACC-1 ir blaACC-3 antimikrobinio atsparumo genus, yra atsparios
amoksicilinui, amoksicilinui su klavulano rigitimi, ampicilinui, ampicilinui su klavulano ragstimi,
cefotaksimui, cefoxitinui, ceftazidimui, piperacilinui, piperacilinui su tazobaktamu, tikarcilinui ir
tikarcilinui su klavulano riigitimi. Hafhei alvei bakterijos, turinios aph(6)-Id; aph(3")-Ib antimikrobinio
atsparumo genus, yra atsparios streptomicinui. Escherichia coli bakterijos, turinéios blaTEM-1B
antimikrobinio atsparumo gena, yra atsparios amoksicilinui, ampicilinui, piperacilinui, tikarcilinui,
cefalotinui. Escherichia coli bakterijos, kurioms nustatytos mutacijos, yra atsparios ciprofloksacinui ir
nalidiksino riig§&iai. Bi¢iy mikrobiotos tyrimas dél atsparumo antimikrobinéms medZiagoms (AAM) ir
atsparumo antimikrobinéms medZiagoms geny (AAG) rodo netiesioginj antimikrobiniy medZiagy
naudojimo Zmoniy ir gyviiny sveikatos prieZitiros srityje poveikj aplinkai.

Raktiniai ZodZiai: bitiy $eimos, mikrobiota, AAM, AAG, paplitimas, bakteriologiniai ir molekuliniai
tyrimai

V. TURINYS
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Atsparumas antimikrobiniams vaistams yra rei¥kinys, atsiradgs kartu su antimikrobiniy vaisty atradimu ir
vartojimu, o jo eksponentinis augimas vyksta sparéiai dél netinkamo antimikrobiniy vaisty naudojimo tiek
Zmoniy, tiek veterinarijos medicinoje [WHO, 2021]. Siuo metu visuotinai nerimaujama del pladiai
paplitusio atsparumo antibiotikams, o vis daugiau jrodymuy rodo, kad zarnyno mikrobiota yra labai svarbi
uztikrinant atsparuma antibiotikams [Sun et al., 2023]. Antimikrobinés medziagos ir jy biologiskai aktyviis
metabolitai jvairiais biidais gali patekti i aplinkg. Jie gali pasiekti vandens telkinius per miesto nuotekas ir
agroekosistemas tresiant antibiotikais uZterStu nuoteky dumblu, méslu, nuosédomis ar biokietosiomis
medZiagomis [Serweciniska, 2020; Tuvo et al., 2023]. Zemés ikio ir gyvulininkystés plotai gali biiti
potencialus AAM ir AAG rezervuaras, nes dirvozemio bakterijoms gali turéti jtakos gyviny méslas, gautas
1§ gyviny, gydyty antimikrobinémis medziagomis [Jezak, Kozajda, 2022; Zalewska et al., 2021]. Daugybé
vabzdziy rliSiy buvo tirtos visame pasaulyje, siekiant jvertinti aplinkos antimikrobinj atsparumg. Daugeliu
atvejy 18 vabzdziy iskirtos bakterijy padermés buvo atsparios arba turéjo AAG, ypa¢ pagrindiniams
antimikrobiniams vaistams, naudojamiems Zmonéms ir gyviinams gydyti. Aplinkos bakterijy populiacijos
gali buti AAM ir AAG rezervuarai [Resci, Cilia, 2023]. Bités yra socialiis vabzdziai, glaudZiai
sgveikaujantys su juos supanéia aplinka. Biéiy Zarnyno mikrobiota vaidina svarby vaidmen;] $eimininko
sveikatai, biologijai ir saveikai su supangia aplinka [Ganeshprasad et al., 2022]. Suaugusios bités (Apis
mellifera) gali biti naudojamos aplinkos tarai antimikrobinémis medZiagomis stebéti. Kiekvienos bités
kiino pavirsius padengtas Seriais ir plaukeliais, kuriais jos skrydZio metu gaudo Ziedadulkes ir kity tipy
daleles. Bi¢iy Seima per dieng surenka daug nektaro ir Ziedadulkiy. Bités nuskrenda apie 1,5 km nuo avilio
[Cilia et al., 2023; Piva et al., 2020; Cenci-Goga et al., 2020]. AAG paplitimas bités paviriaus ir Zarnyno
mikrobiotoje gali kelti potencialig rizika ne tik jos padios sveikatai, bet ir visuomenés bei gyviiny sveikatai
del galimo AAG platinimo. Naujausi analizés rezultatai rodo, kad bités Zarnynas yra antibiotiky atsparumo
geny rezervuaras, tikriausiai dél antibiotiky naudojimo bitininkystéje istorijos ir horizontalaus geny
perdavimo i3 labai uZterstos aplinkos. Sie antibiotiky atsparumo genai kaupiasi bités Zarnyne ir gali biti
perduoti patogenui, netgi turédami potencialg i¥plisti augaly apdulkinimo, socialinés sgveikos ir Kitais
budais [Sun et al., 2023]. 2024 m. tyrimai parodé, kad Lietuvoje daZniausiai aptinkamos Enterobacter spp.,
Escherichia coli, Klebsiella spp. padermés buvo atsparios beta laktaminiams antibiotikams (ampicilinui ir
amoksicilinui su klavulano riigitimi). Bi¢iy mikrobiotoje identifikuoti AAG, koduojantys AAM jvairiy
klasiy antibiotikams, buvo nustatyti 18 Lietuvos savivaldybiy. Todél buvo nuspresta testi biCiy patogeniniy
bakterijy ir mikrobiotos antimikrobinio atsparumo bei antimikrobinio atsparumo geny paplitimo Lietuvoje
analize.

DESTOMOJI ATASKAITOS DALIS
Tyrimo objektas — Suaugusiy bigiy méginiai
Bakteriologinio tyrime metodika.

Meéginiy paruosimas. Bités (10 vnt.) uZpilamos steriliu fiziologiniu tirpalu 10 ml, paskalaujamos,
paruosiamas nuoplovinis skystis. I 10 bi¢iy i§imamos Zarnos j sterilia Petri lekstele, sutrinamos. Paruosti
méginiai naudojami tolimesnéms tyrimams. Enterobacteriaceae spp. bakterijy kultivavimas ir
identifikavimas. Paruodti bi¢iy Seimos méginiai pirmiausia séjami ant Kraujo ir selektyvaus MacConkey
agary, kurie inkubuojami +(37+1)°C temperatiiroje, (2443) val. Tyrimai atliekami pagal (SDP B.59 (1.5)).
ISaugusios biidingos bakterijy kolonijos identifikuojamos MALDI-TOF sistema (pagal SDP B.10 (1.4)).
Sutrintos bi¢iy Zarnos sé¢jamos ant Kraujo ir selektyvaus MacConkey agary, kurie inkubuojami +(37+1)°C
temperatiroje, (24+3) val. Tyrimai atliekami pagal (SDP B.59 (1.5)). Iaugusios bidingos bakterijy
kolonijos identifikuojamos MALDI-TOF sistema (pagal SDP B.10 (1.4)). Paenibacillus larvae kultivavimas
ir identifikavimas: 30 suaugusiy bi¢iy 30s homogenizuojama 20 ml sterilaus fiziologinio tirpale. Filtruojama
per filtrinj popieriy, centrifuguojama, nuosédos resuspenduojamos fiziologiniame tirpale. Dedama j vandens
vonelg ir laikoma 10 min. +(80+1)°C temperatiiroje. Pas¢jama kraujo ir pasirinktinai MYPGP agaruose
(pagal SDP B.32 (1.4)), auginama +(37+1)°C temperatiiroje nuo 2 iki 7 dieny aerobinémis salygomis.
[8augus blidingoms bakterijy kolonijoms, identifikavimas atlickamas pagal SDP B.10 (1.4) (MALDI-TOF
(lazerinés desorbcinés jonizacijos masiy spektrometrijos) sistema) procediira.

Bakterijy atsparumo antimikrobinéms medZiagoms tyrimas. Tyrimas atliekamas pagal SDP B.7 (1.6).
Tyrimui atrinktos analizuojamos bakterijy padermés. Naudojant gryna bakterijy kultiirg, ruo$iama 0,5




McFarland‘o drumstumo (1,5%10% KSV/ml) bakterijy suspensija. Mueller-Hinton agaro pavirSiuje Spateliu
paskleidziama 100 pl paruostos bakterijy suspensijos. Petri lékstelé paliekama kambario temperatiiroje iki
5 min., kad suspensija geriau jsigerty j agarg. Uzdejus antibiotiky diskus, po 15 min. Petri lékStelés
apveréiamos ir inkubuojamos salygose, kurios yra optimaliausios konkre&iai bakterijy ruSiai
(Enterobacteriaceae spp. aerobinése salygose (16— 18) val., +(35=1)°C temperatiiroje, Paenibacillus larvae
mikroaerofilinése salygose +(35+1-37+1) °C temperatiiroje 2—4 dienas.

Tyrimai atlikti pagal NMVRVI paruostas procediiras SDP B.32 (1.4) ,,Bi¢iy europinio ir amerikinio puviniy
nustatymas®, SDP B.59 (1.5) ,Indikatorinés-simbiotinés Escherichia coli nustatymas klinikinéje,
patologinéje medZiagoje ir maisto produktuose®, SDP B.10 (1.4) ,Mikroorganizmy identifikavimas
MALDI-TOF sistema®. ISskirtoms pasirinktoms bakterijy kultiroms buvo atlickami  jautrumo
antimikrobinéms medZiagoms testas pagal SDP B.7 (1.6) ,,Antimikrobinio rezistentiskumo nustatymas disky
difuzijos metodu®. Atsparumo antimikrobinéms medzZiagoms (AAM), rezultatai buvo vertinami pagal
EUCAST ir CLSI rekomendacijas.

Molekuliniy tyrimy metodika:

- Bakterijy atsparumo antimikrobinéms medZiagoms nustatymas atliekamas analizuojant viso genomo
sekoskaitos duomenis.

- Tyrimui reikalinga aukstos kokybés Paenibacillus larvae ir Enterobacteriaceae spp DNR ruo$iama pagal
(SDP G.66 (1.5) su QIAGEN ,,QlAamp DNA Blood Mini Kit ir Zymo Research ,,DNA Clean &
Concentrator. 200 pL bakterijy suspensijos sumaifoma su 20 pl QIAGEN Protease ir su 200 pl AL buferio.
Gautas tirpalas inkubuojamas 56°C temperatiiroje apie 10 min. Po lizés i tirpala pridedama 200 ul etanolio
(96 — 100 %) ir sunesamas j valymo kolonéles QlAamp Spin Column ir centrifuguojamas. SekanCiais
Zingsniais kolonélés plaunamos buferiais AW1 ir AW2, o i§valyta DNR elivoujama su dejonuzuotu
vandeniu. Gautas tirpalas papildomai valomas ir koncentruojams su ,,DNA Clean & ConcentratorTM — 25,
naudojant dviguba tiirjf DNA Binding Buffer. MiSinys valomas kolonélémis “Zymo-Spin IITM plaunant su
DNA Wash Buffer. I§valyta DNR eliuoujama su dejonuzuotu vandeniu, o gautas DNR kiekis jvertinamas
fluorimetru.

Viso genomo sekoskaita atlickama pagal (SDP G.16 (1.2). Bibliotekos ruosimas atliekamas su Invitrogen™
Collibri™ ES DNA Library Prep Kit for Illumina™, priklausomai nuo gautos DNR koncentracijos imama
1-100 ng DNR ir atlieckama fermentiné DNR fragmentacija su 5X Fragmentation and dA-tailing Enzyme
Mix. DNR pirmiausia fragmentuojama 30 min 37°C temperatiiroje, o paskui formuojamos dA-uodegos
65°C temperatiroje 10 min. Prie fragmentuotos DNR sekandiu Zingsniu liguojami dvigubi indeksai-
adapteriai (Collibri"™ Dual-Dual-Indexed) su 7X Ligation Master Mix 20 °C temperatiiroje 30 min. Gautas
indeksuotas DNR tirpalas valomas magnetiniy daleliy tirpalu DNA Cleanup Beads, atliekant tris magnetiniy
daleliy — DNR surisimo Zingsnius su nuosekliai kintamu magnetiniy daleliy kiekiu, atitinkamai: 60 pL, 45
pL ir 20 uL. Gautas pirminis DNR bibliotekos tirpalas toliau amplifikuojamas su 2X Collibri Library
Amplification Master Mix atliekant 3-12 anilinimo cikly, priklausomai nuo jnestos DNR koncentracijos. Po
amplifikacijos tirpalas paeiliui valomas su 40 pL ir 50 pL DNA Cleanup Beads. Gauta DNR bibliokeka
jvertinama kiekybitkai fuorimetru ir atliekant kiekybing Tikro-laiko PGR reakcija su Collibri™
Quantification rinkiniu. Skiesta iki 1:10000 ir 1:100000 DNR biblioteka amplifikuojama atliekant pirming
danatiiracija 2 min 95 °C. Toliau seka 35 ciklai denatiracijos 95 °C temperatiiroje 30 s ir anilinimo 60 °C
temperatiiroje 45 s. Pagal kiekybinius duomenis jvertinta bibliotekos koncentracija nM, toliau naudojama
sekoskaitai. Neilgy DNR seky sekoskaita atliekama su Illunina miSeq analizatoriumi naudojant sekoskaitos
tinkinj MiSeq Reagent Kit v2 naudojant skiesta biblioteka iki 4nM. Biblioteka denatiiruojama 0,2N NaOH
tirpalu, skiedziama iki 20pM ir analizuojama sekvenatoriuje.

Gauti sekoskaitos Zaliaviniai duomenys analizuojami bioinformatikos jrankiais pagal (KSP 7.2.1.G.2.).
Analizés metu jdentikuojami galimi atsparumo antimikrobinéms medZiagoms (rezistentiSkumo) genai pagal
antibiotiku klases.

Darbai atlikti pagal darbo plang
Mokslinio tyrimo darbai atlikti pagal kalendorinj darbo plana, nurodyta 1 lenteléje.
1 lentelé. Tyrimo darbo planas.
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Tyrimo rezultatai ir ju aptarimas
Bakteriologinio tyrimo rezultatai

Bitiy aplinkos uZterStumas antimikrobinémis medZiagomis suteikia lZzvalgy apie AAM ir AAG
epidemiologinj pasiskirstymg [Resci, Cilia, 2023; Brudzynski, 2021]. Bic¢iy Zarnyno mikrobiota vaidina
svarby vaidmenj biciy fiziologijoje ir medziagy apykaitoje. Biciy sveikatg reguliuoja simbiotiniai
mikroorganizmai, kolonizuojantys zarnyng subalansuotomis proporcijomis. Tyrimai parodé, kad Sios
naudingos bakterijos gali sustiprinti bi¢iy imunine sistema, darydamos didele jtaka jy imunologiniy atsaky
reguliavimui ir taip padédamos apsiginti nuo patogeniniy ligy. Kitas svarbus biiy sveikatos aspektas yra jy
igimta imuniné sistema, susijusi su jy gebé&jimu sintetinti antimikrobinius peptidus (AMP) [Mojgani et al.,
2025]. Siam tyrimui suaugusiy biciy meéginiai paimti i3 jvairiy bityny 48 Lietuvos rajonuose. Iityrus 103
suaugusiy bi¢iy méginius nustatytos Enferobacteriaceae $eimos 38 bakterijy riiSys. Ant bi¢iy pavir§iaus
aptiktos 20, o Zarnyne 31 bakterijy rii$is. Bigiy Zarnyne nustatytos 164 bakterijy padermés (2 lentelé; priedo
I lentelés). Suaugusiy bi¢iy méginiuose Paenibacillus larvae bakterijy neaptikta.

2 lentele. Enterobacteriaceae spp.ir jy padermiy skaiius aptiktas suaugusiy bic¢iy méginiuose

i Tiriamo Bi¢iy méginiy skaidius, I8skirty Nustatyty
Meéginiy 2oy ; ; : .
oy meginio kuriose aptiktos Enterobacteriaceae padermiy
skaiéius, vnt. A . v e
pavadinimas | Enterobacteriaceae spp., vnt. spp. skaitius, vnt. skaicius, vnt.
103 Biciy pavir§ius 52 20 76
Bidiy Zarnynas 89 31 164

Biciy mikrobiotoje dazniau aptinkamos bakterijos Hafnia alvei it Pantoea agglomerans (1 pav.; priedo 1
lentele). Hafnia alvei yra viena i§ keliy Enterobacteriaceae rasiy, kurios sporadiskai aptinkamos biiy
zarnyne ir gali blti oportunistiniai patogenai [Sabaté et al., 2009]. Hafnia alvei gali sukelti ligg bitéms, nuo
kurios jos mirsta [Wang et al., 2025]. Hafnia alvei yra vienas i§ patogenu, sukelianciy sepsj suaugusioms
bitéms [Lang et al., 2022]. Bi¢iy mikrobiota gali sukelti imuniniy geny ekspresijos padidéjima ir sumazinti
Hafnia alvei ir kity patogeniniy bakterijy paplitima, o tai rodo, kad imuninis priminimas yra mikroby
apsauginio poveikio pagrindas [Wang et al., 2022]. Pantoea agglomerans, dazna bi¢iy aplinkoje randama
bakterija, gali turéti tiek teigiama, tiek neigiamg poveikj bitéms. Nors kai kurios padermeés gali bati
naudingos, kitos gali veikti kaip patogenai, galintys paveikti bi¢iy sveikata ir elgesj. Svarbu pazymeéti, kad
poveikis gali skirtis priklausomai nuo konkreéios padermés ir sgveikos konteksto [Lorenzi et al., 2022].
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Bakterijy risys

® Bités pavirSius = Zarnynas

1 pav. Bakterijy paplitimas bi¢iy pavirSiuje ir Zarnyne

Pasirinktoms Escherichia coli ir Hafnia alvei, Enterobacter spp., Klebsiella spp., Serratia spp., Proteus spp.
bakterijoms nustatytas atsparumas antimikrobinéms medZiagoms (ampicilinui (AMP10), amoksacilinui su
klavulano rigstimi (AMC 30), amikacinui (AK 30), ciprofloksacinui (CIP 5), ceftazidimui (CAZ 30),
enrofloksacinui (ENR 5), gentamicinui (CN 10), imipenemui (IMP 10), tetraciklinui (TE 30),
sulfametoksazolui/trimetoprimui  (SXT 25)). Istirtas 135 padermiy atsparumas antimikrobinéms
medziagoms (3 lentele).

3 lentelé. Bakteriju atsparumas antimikrobinéms medZiagoms proc.

Bakterijy pavadinimas | Padermiy Atsparumas antimikrobinéms medZiagoms, proc.
skaidius AMP10 | AMC30 AK 30 CIPS CAZ 30
Escherichia coli 22 22,7 0 0 9 0
Enterobacter spp. 5 100 40 0 0 0
Hafhia alvei 57 80,7 61,4 0 0 0
Klebsiella oxytoca 9 GA 11 0 0 0
Pantoea agglomerans 34 14,7 0 0 0 0
Proteus hauseri 1 100 100 0 0 0
Pseudescherichia vulneri 1 100 0 0 0 0
Raoultella ornithinolytica 2 100 0 0 0 0
Serratia fonticola 4 0 0 0 0 0
I3 viso: 135
ENR 5 GN 10 IMP 10 TE 30 SXT 25

Escherichia coli 22 9 0 0 4,5 4,5
Enterobacter spp. 5 0 0 0 0 0
Hafnia alvei 57 0 0 0 17 0
Klebsiella oxytoca 9 0 0 0 0 0
Pantoea agglomerans 34 0 0 0 0 0
Proteus hauseri 1 0 0 0 100 0
Pseudescherichia vulneri 1 0 0 0 0 0
Raoultella ornithinolytica 2 0 0 0 0 0
Serratia fonticola 4 0 0 0 0 0

I viso: 135

DidZiausias atsparumas aptiktas ampicilinui ir amoksacilinui su klavulano riigdtimi (3 lentelé; 2 pav.).
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Bakteriju rosys

1 pav. Bakterijy atsparumas antimikrobinéms medziagoms

Escherichia coli padermiy atsparumas ampicilinui buvo 22,7 proc., ciprofloksacinui — 9,0 proc.,
enrofloksacinui — 9 proe., tetraciklinui 4,5 proc. ir sulfametoksazolui/trimetoprimui — 4,5 proc.
Enterobacter spp. bakterijy padermiy atsparumas ampicilinui buvo 100 proc. ir amoksicilinui su klavulano
rugstimi 40 proc. Hafnia alvei atsaprumas ampicilinui buvo 80,7 proc., amoksicilinui su kavulano rigstimi
61,4 proc., ciprofloksacinui — 1,7 proc. Klebsiella oxytoca padermés yra galimai atsparios amoksicilinui.
Joms nustatytas 11 proc. atsparumas amokscilinui su kalvulano riigitimi. Pantoea agglomerans padermiy
atsparumas ampicilinui buvo 14,7 proc. Proteus hauseri padermés buvo 100 proc. atsparios ampicilinui,
amoksicilinui su kalvulano riigdtimi ir tetraciklinui. Pseudescherichia vulneri ir Raoultella ornithinolytica
padermés buvo 100 proc. atsparios ampicilinui. Serratia fonticola padermés buvo jautrios visiems
antibiotikams.

Molekuliniy tyrimy rezultatai

45 bakterijos tirtos siekiant nustatyti atsparumo antimikrobinéms medZiagoms genus ir atsparumag
antibiotiky klasems (4 lentel¢). Antimikrobinio atsparumo genai buvo nustatyti 13,3 proc. Hafhei alvei
bakterijy, i8skirty i§ bi¢iy pavirsiaus, ir 35,6 proc. i§ Zarnyno, taip pat 6,7 proc. Escherichia coli bakterijy,
i8skirty 8 Zarnyno (4 lentelé). Hafnei alvei bakterijoms isskirtoms i§ bidiy pavirsiaus aptikti blaACC-3
antimikrobinio atsparumo genai. Hafhei alvei bakterijoms i§skirtoms i§ biiy Zarnyno aptikti blaACC-1,
blaACC-3, aph(6)-1d ir aph(3")-Ib antimikrobinio atsparumo genai. Escherichia coli bakterijoms, iSskirtoms
i§ Zarnyno, aptikti blaTEM-1B antimikrobinio atsparumo genas ir dvi geny mutacijos (16S-rrsB mutacija
p.D82G (nukleotidai gac>ggc) ir p.D87G (nukleotidai gac>ggt); bei mutacija p.A56T nukleotidai:
gcc>acce)).

4 lentelé. Bakterijos tirtos dél atsparumo geny ir atsparumo antibiotiky klasei

Bakterijy pavadinimas I¥skyrimo vieta AAG Néra atsparumo
bités 6 (13,3 proc.) 0
Hafnia alvei Zarnos 16 (35,6 proc.) 0
bités 0 0
Pantoea agglomerans Zarnos 0 15 (33,3 proc.)




bités 0 0
Escherichia coli Zarnos 3 (6,7 proc.) 5 (11,1 proc.)
IS viso: 25 (55,6 proc.) 20 (44,4 proc.)

Hafhei alvei bakterijos, turinfios blaACC-1 ir blaACC-3 antimikrobinio atsparumo genus, yra atsparios
amoksicilinui, amoksicilinui su klavulano riigstimi, ampicilinui, ampicilinui su klavulano riigstimi,
cefotaksimui, cefoxitinui, ceftazidimui, piperacilinui, piperacilinui su tazobaktamu, tikarcilinui ir
tikarcilinui su klavulano riigstimi. Hafnei alvei bakterijos, turin¢ios aph(6)-1d; aph(3")-Ib antimikrobinio
atsparumo genus, yra atsparios streptomicinui. Escherichia coli bakterijos, turin¢ios blaTEM-1B
antimikrobinio atsparumo gena, yra atsparios amoksicilinui, ampicilinui,  piperacilinui, tikarcilinui,
cefalotinui. Escherichia coli bakterijos, kurioms nustatytos mutacijos (16S-rrsB mutacija p.D82G
(nukleotidai gac>gge) ir p.D87G (nukleotidai gac>ggt) mutacija; mutacija p.AS6T nukleotidai: gec>acc), yra
atsparios ciprofloksacinui ir nalidiksino riigi¢iai (priedo 2 lentelé).

ISVADOS IR REKOMENDACIIOS

1. Atsparumo antimikrobinéms medZiagoms atsiradima ir plitimg spartina zmogaus veikla, daugiausia
netinkamas ir per didelis antimikrobiniy medZiagy naudojimas #moniy, gyvany ir augaly bakterinéms
infekcijoms gydyti. Bi¢iy mikrobiotos tyrimas del atsparumo antimikrobinéms medZiagoms (AAM) ir
atsparumo antimikrobinéms medZiagoms geny (AAG) rodo netiesioginj antimikrobiniy medZiagy
naudojimo Zmoniy ir gyviiny sveikatos prieZifiros srityje poveikj aplinkai.

2. Ityrus 103 suaugusiy bi€iy méginius nustatytos Enterobacteriaceae $eimos 38 bakterijy rasys. Ant bi¢iy
paviriaus aptiktos 20, o Zarnyne 31 bakterijy rusis. Bi¢iy Zarnyne nustatytos 164 bakterijy padermes.
Suaugusiy bigiy méginiuose Paenibacillus larvae bakterijy neaptikta. Bigiy mikrobiotoje dazniau
aptinkamos bakterijos Hafnia alvei ir Pantoea agglomerans.

3. Didiausias atsparumas aptiktas ampicilinui ir amoksacilinui su klavulano rigdtimi, kurie yra pirmo
pasirinkimo antimikrobinés medZiagos, naudojamos bakteriniy ligy gydymui. Escherichia coli padermiy
atsparumas ampicilinui buvo 22,7 proc., ciprofloksacinui — 9,0 proc., enrofloksacinui —9 proc., tetraciklinui
4,5 proc. ir sulfametoksazolui/trimetoprimui — 4,5 proc. Enterobacter spp. bakterijy padermiy atsparumas
ampicilinui buvo 100 proc. ir amoksicilinui su klavulano rugstimi 40 proc. Hafnia alvei atsaprumas
ampicilinui buvo 80,7 proc., amoksicilinui su kavulano rigdtimi 61,4 proc., ciprofloksacinui — 1,7 proc.
Klebsiella oxytoca padermés galimai atsparios amoksicilinui ir 11 proc. atsparumas amokscilinui su
kalvulano rigitimi. Pantoea agglomerans padermiy atsparumas ampicilinui buvo 14,7 proc. Proteus
hauseri padermés buvo 100 proc. atsparios ampicilinu, amoksicilinui su kalvulano rigtimi ir tetraciklinui.
Pseudescherichia vulneri ir Raoultella ornithinolytica padermés buvo 100 proc. atsparios ampicilinui.

4. Antimikrobinio atsparumo genai buvo nustatyti 13,3 proc. Hafirei alvei bakterijy, idskirty i§ biciy
pavirSiaus, ir 35,6 proc. i§ Zarnyno, taip pat 6,7 proc. Escherichia coli bakterijy, i8skirty i§ Zarnyno. Hafiei
alvei bakterijoms igskirtoms i§ biéiy pavirSiaus aptikti blaACC-3 antimikrobinio atsparumo genai. Hafiei
alvei bakterijoms i¥skirtoms i§ bi¢iy Zarnyno aptikti blaACC-1, blaACC-3, aph(6)-Id ir aph(3")-Ib
antimikrobinio atsparumo genai. Escherichia coli bakterijoms, iSskirtoms i§ Zarnyno, aptikti blaTEM-1B
antimikrobinio atsparumo genas ir dvi geny mutacijos (16S-rrsB mutacija p.D82G (nukleotidai gac>ggc) ir
p.D87G (nukleotidai gac>ggt); bei mutacija p.A56T nukleotidai: gec>acc)). Antimikrobinio atsparumo
geny tyrimas parodé, kad bi¢iy mikrobiotoje yra antimikrobinio atsparumo genu, kurie koduoja bakterijuy
atsparumg ne tik pirmojo pasirinkimo antibiotikams, bet ir platesniam antimikrobiniy medZiagy spektrui.

5. Biiy mikrobiotos padermiy vienalypis ir (arba) daugialypis atsparumas skirtingoms antimikrobiniy
medziagy klaséms gali biiti susijes su esama aplinkos tar3a.

6. Rekomenduojama testi tyrimus, siekiant objektyviai jvertinti ir valdyti galimas aplinkos uzterstumo
antimikrobinémis medZiagomis prieZastis ir Saltinius, bei sumazinti galimg aplinkos uzterStuma
antimikrobinémis medZiagomis.
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Priedas

1 lentelé. Bidiy paviriuje ir Zarnyne aptiktos Enterobacteriaceae spp. padermés

[3skirtos Enterobacteriaceae Seimos padermeés Biéiy pavirsius Bidiy zarnynas

Citrobacter braakii - 7
Citrobacter freundii 2 3
1
1

Citrobacter koseri -

Citrobacter gillenii

Enterobacter asburiae

Enterobacter bugandensis

—_ Y | =

Enterobacter cloacae

Enterobacter ludwigii

Enterobacter cancerogenus -

1
e e L B TS

Enterobacter ludwigii -

Escherichia coli 1 13
Hafnia alvei 27 45
Klebsiella oxytoca 1

Klebsiella aerogenes #

Klebsiella pneumoniae 1

Kodamaea ohmeri -

Kluyvera ascorbata -

Kluyvera intermedia g

Lelliottia amnigena 4

Lysinibacillus sphaericus -

Moellerella wisconsensis &

B SR G T NS T 0 T I S T i e 1 o B [ AV

Morganella morganii 3

g
00

Pantoea agglomerans 17
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Pantoea vagans 1
Proteus hauseri 1 2
Proteus vulgaris 1
Providencia alcalifaciens 2
Providencia rettgeri 2 4
Providencia rustigianii 1
Rahnella aguatilis 2 4
Raoultella ornithinolytica 2 3
Raoultella terrigena = 1
Serratia fonticola 4 7
Serratia luguefaciens 1 2
Serratia marcescens - 1
Serratia plymuthica 1 -
Serratia proteamaculans 2 -
Weissella viridescens - 1
Viso: 76 164

2 lentelé. Bakterijy atsparumo genai ir jy atsparumas antimikrobinéms medZiagoms

Bakterijos
pavadinimas

Bakterijos
iSskyrimo vieta

Atsparumo genas

Atsparumas antimikrobinéms
medzZiagoms

Pantoea agglomerans Zarmos

alsparumo néra

Hafnia alvei Zarnos

blaACC-3

Amoksicilinas, Amoksicilinas + klavulano
rigstis, Ampicilinas, Ampicilinas +
klavulano riigitis, Cefotaksimas,
Cefoxitinas, Ceftazidimas, Piperacilinas,
Piperacilinas + tazobaktamas, Tikarcilinas,
Tikarcilinas + klavulano riiggtis

Hapnia alvei Zarnos

blaACC-3

Amoksicilinas, Amoksicilinas + klavulano
rigitis, Ampicilinas, Ampicilinas +
klavulano ragstis, Cefotaksimas,
Cefoxitinas, Ceftazidimas, Piperacilinas,
Piperacilinas + tazobaktamas, Tikarcilinas,
Tikarcilinas + klavulano rtgstis

Escherichia coli Zarnos

atsparumo néra

Pantoea agglomerans zarnos

alsparumo néra

Escherichia cali Zarnos

blaTEM-1B

Amoksicilinas, Ampicilinas, Piperacilinas,
Tikarcilinas, Cefalotinas

Hapnia alvei bités

blaACC-3

Amoksicilinas, Amoksicilinas + klavulano
rigstis, Ampicilinas, Ampicilinas +
klavulano riigtis, Cefotaksimas,
Cefoxitinas, Ceftazidimas, Piperacilinas,
Piperacilinas + tazobaktamas, Tikarcilinas,
Tikarcilinas + klavulano riigitis

Hajhia alvei Zarmos

blaACC-3

Amoksicilinas, Amaoksicilinas + klavulano
riigdtis, Ampicilinas, Ampicilinas +
klavulano riigitis, Cefotaksimas,
Cefoxitinas, Ceftazidimas, Piperacilinas,
Piperacilinas + tazobaktamas, Tikarcilinas,
Tikarcilinas + klavulano riigstis

Hafnia alvei bités

blaACC-3

Amoksicilinas, Amoksicilinas + klavulano
rugstis, Ampicilinas, Ampicilinas -+
klavulano riagstis, Cefotaksimas,
Cefoxitinas, Ceftazidimas, Piperacilinas,
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Piperacilinas + tazobaktamas, Tikarcilinas,
Tikarcilinas + klavulano riigstis

Escherichia coli, Zarnos atsparumo néra
Pantoea agglomerans Zarnos atsparumo néra
Amoksicilinas, Amoksicilinas + klavulano
riigitis, Ampicilinas, Ampicilinas +
klavulano riigitis, Cefotaksimas,
Cefoxitinas, Ceftazidimas, Piperacilinas,
Piperacilinas + tazobaktamas, Tikarcilinas,
Hafnia alvei Zamos blaACC-1 Tikarcilinas + klavulano riigstis
Amoksicilinas, Amoksicilinas + klavulano
riigitis, Ampicilinas, Ampicilinas +
klavulano riigstis, Cefotaksimas,
Cefoxitinas, Ceftazidimas, Piperacilinas,
Piperacilinas + tazobaktamas, Tikarcilinas,
Hafnia alvei Zarnos blaACC-3 Tikarcilinas + klavulano riigstis
Pantoea agglomerans Zarnos atsparumo néra
Amoksicilinas, Amoksicilinas + klavulano
rigstis, Ampicilinas, Ampicilinas +
klavulano rugtis, Cefotaksimas,
Cefoxitinas, Ceftazidimas, Piperacilinas,
Piperacilinas + tazobaktamas, Tikarcilinas,
Hafnia alvei Zarnos blaACC-3 Tikarcilinas + klavulano riigitis
Amoksicilinas, Amoksicilinas + klavulano
riigitis, Ampicilinas, Ampicilinas +
klavulano riagtis, Cefotaksimas,
Cefoxitinas, Ceftazidimas, Piperacilinas,
Piperacilinas + tazobaktamas, Tikarcilinas,
Hafhia alvei 7armos blaACC-3 Tikarcilinas + klavulano rigstis
Pantoea agglomerans zarnos atsparumo néra
Amoksicilinas, Amoksicilinas + klavulano
riigstis, Ampicilinas, Ampicilinas +
klavulano riigstis, Cefotaksimas,
Cefoxitinas, Ceftazidimas, Piperacilinas,
Piperacilinas + tazobaktamas, Tikarcilinas,
Hafhia alvei Zarmos blaACC-3 Tikarcilinas + klavulano ragstis
Pantoea agglomerans Zamos atsparumo néra
Amoksicilinas, Amoksicilinas + klavulano
riigstis, Ampicilinas, Ampicilinas +
klavulano riigitis, Cefotaksimas,
Cefoxitinas, Ceftazidimas, Piperacilinas,
Piperacilinas + tazobaktamas, Tikarcilinas,
Hapnia alvei Zarnos blaACC-3 Tikarcilinas + klavulano rigstis
Escherichia coli Zarnos Néra atsparumo
Escherichia coli Zamos Néra atsparumo
Pantoea agglomerans Zarnos Néra atsparumo
Pantoea agglomerans Zarmos Néra atsparumo
Amoksicilinas, Amoksicilinas + klavulano
rigtis, Ampicilinas, Ampicilinas +
klavulano riigstis, Cefotaksimas,
Cefoxitinas, Ceftazidimas, Piperacilinas,
Piperacilinas + tazobaktamas, Tikarcilinas,
Hafnia alvei Zarnos blaACC-1a Tikarcilinas + klavulano riigstis
16S-rrsB mutacija
p.D82G (nukleotidai
gac>gge) ir p.D87G
Escherichia coli Zarmos (nukleotidai gac>ggt) Ciprofloksacinas, nalidiksino riigstis
Pantoea agglomerans Zarnos Néra atsparumo
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Hapnia alvei

Zarnos

blaACC-3

Amoksicilinas, Amoksicilinas + klavulano
riigitis, Ampicilinas, Ampicilinas +
klavulano riigstis, Cefotaksimas,
Cefoxitinas, Ceftazidimas, Piperacilinas,
Piperacilinas + tazobaktamas, Tikarcilinas,
Tikarcilinas + klavulano riigitis

Escherichia coli

Zarnos

Néra atsparumo

Pantoea agglomerans

Zarnos

Néra atsparumo

Pantoea agglomerans

bités

Néra atsparumo

Pantoea agglomerans

Zarnos

Néra atsparumo

Hafnia alvei

bités

blaACC-3

Amoksicilinas, Amoksicilinas + klavulano
ragstis, Ampicilinas, Ampicilinas +
klavulano riigstis, Cefotaksimas,
Cefoxitinas, Ceftazidimas, Piperacilinas,
Piperacilinas + tazobaktamas, Tikarcilinas,
Tikarcilinas + klavulano riigitis

Hafnia alvei

Zarmos

blaACC-3

Amoksicilinas, Amoksicilinas + klavulano
rigstis, Ampicilinas, Ampicilinas +
klavulano riigstis, Cefotaksimas,
Cefoxitinas, Ceftazidimas, Piperacilinas,
Piperacilinas + tazobaktamas, Tikarcilinas,
Tikarcilinas + klavulano riigstis

Pantoea agglomerans

Zarnos

Néra atsparumo

Hafnia alvei

Zarnos

aph(6)-Id; aph(3")-Ib

Streptomicinas

Pantoea agglomerans

bités

Néra atsparumo

Hafnia alvei

bités

blaACC-3

Amoksicilinas, Amoksicilinas + klavulano
riigstis, Ampicilinas, Ampicilinas +
klavulano riigitis, Cefotaksimas,
Cefoxitinas, Ceftazidimas, Piperacilinas,
Piperacilinas + tazobaktamas, Tikarcilinas,
Tikarcilinas + klavulano riigstis

Hafnia alvei

Zarnos

blaACC-3

Amoksicilinas, Amoksicilinas + klavulano
rigdtis, Ampicilinas, Ampicilinas +
klavulano riigitis, Cefotaksimas,
Cefoxitinas, Ceftazidimas, Piperacilinas,
Piperacilinas + tazobaktamas, Tikarcilinas,
Tikarcilinas + klavulano riigitis

Hafnia alvei

bités

blaACC-3

Amoksicilinas, Amoksicilinas + klavulano
rigstis, Ampicilinas, Ampicilinas +
klavulano ragstis, Cefotaksimas,
Cefoxitinas, Ceftazidimas, Piperacilinas,
Piperacilinas + tazobaktamas, Tikarcilinas,
Tikarcilinas + klavulano rtgstis

Pantoea agelomerans

Zarnos

Néra atsparumo

Hajnia alvei

Zarnos

blaACC-3

Amoksicilinas, Amoksicilinas + klavulano
rigdtis, Ampicilinas, Ampicilinas +
klavulano riigstis, Cefotaksimas,
Cefoxitinas, Ceftazidimas, Piperacilinas,
Piperacilinas + tazobaktamas, Tikarcilinas,
Tikarcilinas + klavulano riigstis

Escherichia coli

Zarnos

Mutacija p.AS6T
Nukleotidai: gcc>ace)

Ciprofloksacinas, nalidiksino rigstis

Hafnia alvei

Zarnos

blaACC-3

Amoksicilinas, Amoksicilinas + klavulano
rigstis, Ampicilinas, Ampicilinas +
klavulano riigstis, Cefotaksimas,
Cefoxitinas, Ceftazidimas, Piperacilinas,
Piperacilinas + tazobaktamas, Tikarcilinas,
Tikarcilinas + klavulano riigstis
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Hafnia alvei

bités

blaACC-3

Amoksicilinas, Amoksicilinas + klavulano
riigtis, Ampicilinas, Ampicilinas +
klavulano rugstis, Cefotaksimas,
Cefoxitinas, Ceftazidimas, Piperacilinas,
Piperacilinas + tazobaktamas, Tikarcilinas,
Tikarcilinas + klavulano riigstis

Pantoea agglomerans

7arnos

atsparumo néra

Hafhia alvei

Zarnos

blaACC-3

Amoksicilinas, Amoksicilinas + klavulano
riigstis, Ampicilinas, Ampicilinas +
klavulano rigstis, Cefotaksimas,
Cefoxitinas, Ceftazidimas, Piperacilinas,
Piperacilinas + tazobaktamas, Tikarcilinas,
Tikarcilinas + klavulano riigstis

/
Direktoriaus pavaduotojas Q M - @ Petras Madiulskis

(Parasas) (Vardas, pavardé)

(Vadovo ar jgalioto asmens
pareigy pavadinimas)



