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Kasutatud liihendid

CAZ- tseftasidiim

CAZ-C- tseftasidiim + klavulaanhape

CAZ-CX- tseftasidiim + kloksatsilliin

CLSI- Kiliiniliste ja Laboratoorsete Standardite Instituut (ingl k., Clinical and Laboratory Standards
Institute)

CTX- tsefotaksiim

CTX-C- tsefotaksiim + klavulaanhape

CTX-CC- tsefotaksiim + kloksatsilliin

E. coli— Escherichia coli

EAEC- enteroagregatiivne E. coli (ing k., enteroaggregative E. coli)

EARS-Net—n iileeuroopaline ravimiresistentsus jédlgimissiisteem (ing k., European Antimicrobial
Resistance Surveillance Network)

EDTA- raskemetalli kelaatori (ing k., ethylenediaminetetraacetic acid)

EHEC- enterohemorraagiline E. coli (ing k., enterohemorrhagic E. coli)

EIEC- enteroinvasiivne E. coli (ing k., enteroinvasive E. coli)

EPEC- enteropatogeenne E. coli (ing k., enteropathogenic E. coli)

ESBL- laiendatud-toimespektriga beeta-laktamaas (ing k., extended-spectrum f-lactamase)

ETEC- enterotoksigeenne E. coli (ing k., enteroaggregative E. coli)

EUCAST- Antimikroobse Tundlikkuse Testimise Euroopa Komitee (ing k., The European Committe
on Antimicrobial Susceptibility Testing)

EXPEC- sooleviline patogeene E. coli (ing k., extraintestinal pathogenic E. coli)

IPEC- soolesisene patogeene E. coli (ing k., intestinal pathogenic E.coli)

KPC- Klebsiella pneumoniae karbapenemaasid (ing k., K. pneumoniae carbapenemase)

MALDI-TOF MS— maatriksaine vahendatud laseril pohinev desorptsioon-ionisatsioon lennuaja mass-
spektromeetria (ing k., matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry)
MBL- metallo-beeta-laktamaasid

MDR- multi-resistentne patogeen (ing k., multidrug resistant pathogen)

MIK- minimaalne inhibeeriv kontsentratsioon

MLST- multilookus jérjestuse tiipiseerimine (ing k., multilocus sequence typing)

PAI- patogeensuse saared (ing k., pathogenicity islands)

PBP— penitsilliini siduv valk (ing k., penicillin binding protein)

ST- nukleiinhappe jarjestuse tiiiip (ing K., sequence type)

UPEC- uropatogeene E. coli (ing k., uropatogenic E. coli)



Sissejuhatus

Escherichia coli (E. coli) on Gram-negatiivne pulkbakter. See on inimestel ja teistel imetajatel kdige
sagedamini mikroflooras leiduv mikroob. Tiived voivad olla kommensaalsed ning eksisteerida
normaalse mikrofloora osana voi pohjustada erinevaid infektsioone (uroinfektsioone, sepsist,
meningiiti) (Schaechter, 2009). E. coli infektsioonide raviks kasutatakse sagedasti [B-laktaam
antibiootikume, mis on bakteritsiidse toimega ained takistades mikroobil rakuseina siinteesi. Selle
vastu voditlemiseks on mikroobidel mitmeid erinevaid mehhanisme. Uheks olulisemaks on ensiiiimi B-
laktamaasi produktsioon, mis 16hub antibiootikumi B-laktaam ringi. Viimasel kiimnendil on bakterite
resistentsus seotud laiendatud-toimespektriga B-laktamaaside produktsiooniga (ing k., extended-
spectrum f-lactamase, ESBL).

ESBL-id on ensiilimide grupp, mis on vdimelised inaktiveerima ja pohjustama seeldbi resistentsust
oksiiimino-tsafalosporiinide (3. ja 4. pdlvkonna tsefalosporiinid) ja monobaktaamide (astreonaam)
vastu, aga mitte tsefamiitsiinide voi karbapeneemide vastu (Bush & Jacoby, 2010). Laiendatud
toimespektriga P-laktamaase produtseerivaid tiivesid klassifitseeritakse Bush-Jacoby-Medieros
funktsionaalse stisteemi jargi gruppi 2be, Ambleri klassidesse A ja D ning Giske et al. jargi klassi
ESBLA (Ambler et al. 1991; Giske et al., 2009; Bush & Jacoby, 2010). Klassi ESBL kuuluvaid
ESBL-e saab jagada kolme gruppi: SHV, TEM ja CTX-M (Giske et al., 2009). Kéesoleva aasta
alguseks oli CTX-M-i variante detekteeritud ligi 150, SHV-sid ligi 180 ja TEM-tiiiipi ensiitime 200
ringis (http://www.lahey.org/studies/).

ESBL tivede globaalset levikut on seostatud erinevate geneetiliste elementidega (plasmiidid,
intergronid) ning tiivede klonaalse paritoluga ja nende fiilogeneetilise kuuluvusega (Markovska et al.,
2013; Machado et al.,, 2013; Onnberg et al.,, 2011). Laiendatud toimespektriga [B-laktamaase
produtseerivate bakterite poolt podhjustatud infektsioonide ravi on problemaatiline, sest need ei allu
enamikele p-laktaam antibiootikumidele, jéttes vdimalikuks antimikroobse ravi variandiks
karbapeneemid ja tsefamiitsiinid. Resistentsete tiivede levik maailmas on erinev. Eesti Kliinilistest
tiivedest isoleeritud E. coli ja Klebsiella pneumoniae fenotiiiibiline resistentsus on kdrge, olles sarnane
Kesk- ja L&una Euroopale (ECDC, 2013). Maailmas on pdhjalikult uuritud [-laktamaasi
produtseerivate bakteritiivede levikut. Kirjanduse andmetel on Euroopas enim levinud CTX-M-1 ja
CTX-M-9 geeni klastritesse kuuluvad geenid ning blasyy ja blarew erinevad variandid on viimasel
kiimnendil tahaplaanile jaanud (Starlander et al., 2014; Gibold et al., 2014). Andmed ESBL
positiivsete titvede leviku kohta Balti mere piirkonna riikides ja Venemaal (Peterburg) on kesised.

Kéesoleva t60 eesmirgiks on kirjeldada Eesti, Lati, Leedu ja Venemaa (Peterburg) kliinilistest
materjalidest isoleeritud B-laktamaase produtseerivate E. coli tiivede fenotiiiibilist ja genotiiiibilist
jaotust, ESBL A geene (CTX-M, blasny) ning nende seost fiilogeneetilise ja klonaalse kuuluvusega ning
piirkonna epidemioloogiat. T66 koosneb teemakohase kirjanduse iilevaatest ja eksperimentaalosast.

Eksperimentaalosa teostati Tartu Ulikooli arstiteaduskonna mikrobioloogia instituudis.
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1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Escherichia coli iseloomustus

Perekonda Escherichia kuulub 7 liiki: E. coli, E. adecarboxylata, E. blattae, E. hermannii, E. vulneris,
E. fergusonii, E. albertii. Tiipliigiks on E. coli ehk soolekepike. See on Gram-negatiivne
pulgakujuline bakter, mis kuulub inimese normaalsesse mikrobiootasse persisteerides peamiselt
seedetraktis kddrsoole limaskestal (Schaechter, 2009; Madigan et al., 2011).

E. coli moodustab mitmekesise bakterite populatsiooni. Selle genoomi suurus jadb vahemikku 4,5-5,6
Mb ning seejuures ligi 30% DNA-st vdib olla tiive-spetsiifiline (Dobrindt, et al., 2010). Ténu
diinaamilisele genoomile ja geneetilisele mitmekesisusele kasutab E. coli energiaks mitmeid
stisinikuallikaid ning on vdimeline elama erinevates keskkondades. E. coli on fakultatiivne aeroab,
mistottu suudab elada nii aeroobsetes kui ka anaeroobsetes tingimustes (Schaechter, 2009; Monk et
al., 2013).

E. coli kommensaalsed tiived on kohastunud kooseluks peremeesorganismiga ning ei tekita
infektsioone (Maltby et al., 2013). Inimese esimene kokkupuude E. coli‘ga toimub siinnihetkel, kui
mikroobid kanduvad ema fekaalsest ja vaginaalsest mikrobiootast lapsele (Madigan et al., 2011).
Kommensaalse E. coli hulk seedetraktsi on viike, kuid on vajalik, et kaitsta patogeensete tiivede
kolonisatsiooni eest (Madigan et al., 2011). E. coli on oluline anoksilise keskkonna siilitamiseks,
tarbides sooles leiduvat hapniku. Lisaks siinteesib E. coli K-vitamiini, mis on oluline inimese
normaalseks vere koagulatsiooniks ja kaltsiumi tasakaalu reguleerimiseks (Madigan et al., 2011; Card
etal., 2013).

1.1.1. Infektsioone pohjustav patogeenne E. coli

E. coli on oportunistlik mikroob ning ohutute kommensaalsete tiivede kdrval leidub selliseid, mis
voivad pohjustada erinevaid infektsioone (Madigan et al., 2011). Need E. coli tiived kannavad
mitmeid  virulentsusfaktoreid  kodeerivaid geene, mis on olulised peremeesorganismi
koloniseerimiseks, kudedesse tungimiseks ja infektsiooni tekitamiseks. Nende hulka kuuluvad
poliisahhariidse kapsli, adhesiinide, toksiinide, invasiinide ja siderofooride geenid, mille
ekspresseerumine on vajalik peremeesorganismi kaitsemehhanismidega voitlemiseks (Schaechter,
2009). Seejuures on virulentsusgeenid olemas ka kommensaalsetes tiivedes, kuid vdhem kui
patogeensetes E. coli‘des (Duriz et al., 2001). Virulentsus on bakteri jaoks oluline omadus, et jdada
ellu peremeesorganismis, kuid see ei ole piisiv omadus ning vdib horisontaalse geeniiilekande tottu
teatud aja jérel kaduda vdi olla omandatav (Le Gall et al., 2007).

Patogeenne E. coli v&ib pdhjustada mono- ja segainfektsioone (Schaechter, 2009). Nakkust
pohjustavad tiived jaotatakse vastavalt infektsiooni lokalisatsioonile fakultatiivsetelts soolevilisteks
patogeenseteks (ingl k., extrintestinal pathogenic E. coli, EXPEC) ja soolesisesteks patogeenseks
(ing k., intestinal pathogenic E.coli, IPEC) E. coli deks (K6hler & Dobrindt, 2011).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov.ezproxy.utlib.ee/pubmed?term=Dobrindt%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21982038

Kirjanduse andmetel vdivad nii EXPEC kui ka IPEC tiived seedetrakti piisivalt koloniseerida,
pohjustamata haigussiimptomeid (De Moura et al., 2012; Nielsen et al., 2014). IPEC tiived erinevad
EXPEC ja mitte-patogeensetest tiivedest nii epidemioloogia kui evolutsioonilise paritolu poolest.
ExXPEC tiivedel ja kommensaalsetel E. coli'del on viga sarnane genoom ning selle tottu on ka
molekulaarsete meetodite abil raske patogeenseid tiivesid kommensaalsetest E. coli‘dest eristada
(Kohler & Dobrindt, 2011).

1.1.1.1 Soolevilised infektsioonid

Sooleviliseid infektsioone tekitav E. coli (EXPEC) tiived vodivad pohjustada erinevaid infektsioone
levides soolestikust teistesse keha piirkondadesse. E. coli patogeenesd tiived pohjustavad koige
sagedamini kuseteede-, pehmete kudede ja kesknarvisiisteemi infektsioone (Johnson & Stell, 2000;
Hussain et al., 2012; Maltby et al., 2013). Kirjanduse andmetel omavad ExPEC tiived sagedamini
erinevaid adhesiini, fimbria ja kapsli geene, mis vdimaldavad paremat kinnitumist ja rakku tungimist
(Vollmerhausen & Katouli, 2014).

Kuseteede infektsioonidest pohjustavad EXPEC tiived koige sagedamini tsiistiiti ja piiclonefriiti. Need
on erineva slmptomaatika ja raskusastmega bakteriaalsed infektsioonid kuseteedes, pdies ja
neeruvaagnas. Enamasti on need pohjustatud uropatogeensete E. coli tiivede poolt, (ing k.,
uropathogenic E. coli, UPEC) mis koloniseerivad urotrakti epiteeli ja moodustavad biofilmi, et viltida
peremeesorganismi immuunsiisteemi aktivatsiooni (Brzuszkiewicz et al., 2006; Vollmerhausen &
Katouli, 2014). UPEC pohjustab 70-95% ambulatoorsetest ja kuni 50% nosokomiaalsetest
kuseteedeinfektsioonidest (Kucheria et al., 2005).

Haiglaravil viibivate patsientide kuseteedeinfektsioonide tiisistuseks voib olla sepsis. Sepsiseks
nimetatakse rasket iildinfektsiooni, kus mikroobid on tunginud vereringesse ning paljunedes
voivad levida erinevatesse organitesse. Kirjanduse andmetel on E. coli poolt pohjustatud suremus
sepsisesse kuni 22% (Rojas et al., 2013). Vastsiindinutel vdib patogeenne E. coli pohjuststda
ajukelmete podletikku ehk meningiiti. Lapsed saavad infektsioonitekitajad siinnituse ajal emalt, voi
ka keskkonnast. E. coli poolt pdhjustatud vastsiindinute meningiidi suremus on 10-15%
(Gaschignard et al., 2013).

1.1.1.2 Soolesisesed infektsioonid

Soolesiseseid infektsioone tekitav E. coli (IPEC) Kklassifitseeritakse erinevate tunnuste alusel
(geneetilised ja fenotiitibilised markerid, haigussiimptomid) viieks erinevaks patotiiiibiks:
enteropatogeenseks (ingl k., enteropathogenic E. coli, EPEC), enteroinvasiivseks (ingl k.,
enteroinvasive E. coli, EIEC), enterotoksigeenseks (ingl k., enterotoxigenic E. coli, ETEC),
enterohemorraagiliseks (ingl k., enterohemorrhagic E. coli, EHEC), enteroagregatiivseks (ingl k.,
enteroaggregative E. coli, EAEC) E. coli’ks (Schaechter, 2009).

Enteropatogeense E. coli (EPEC) infektsioon pdhjustab kdhulahtisust koos modduka palavikuga, ent
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puudub verine roe. EPEC tived on vidhe levinud arenenud riikides, kuid vahel esineb
toidumiirgitusepideemiate korral. Madala hiigeenitasemega riikides pdhjustavad EPEC tiived
endeemilisi diarréa puhanguid (Santona et al., 2013).

Enteroinvasiivse E. coli (EIEC) pohjustatud diarrda meenutab Shigella tekitatud diisenteeriat.
Kohulahtisus on verine-limane ja véljaheites esineb leukotsiiiite. EIEC tiived tungivad jamesoole
epiteeli, paljunevad ja pohjustavad raku liiiisi (Beld & Reubsaet, 2012).

Enterotoksigeenne E. coli (ETEC) on levinud reisikohulahtisuse tekitaja. Haiguse kulg vdib olla
erinev, kuid tavaliselt pohjustab ilma palavikuta vesist diarrdad. Sarnaselt EPEC tiivedele on see
peamiselt levinud arenguriikides (Vilchez et al., 2014).

Enterohemorraagiline E. coli (EHEC) produtseerib Shiga-taolist toksiini, mis pohjustab diarr6ad ning
hemoliiiitilist-ureemilist slindroomi ja koliiti (verine kohulahtisus). Haiguspuhangud esinevad
arenenud riikides ning nakkus levib enamasti toiduainetega (Bielaszewsk et al., 2013).
Enteroagregatiivne E. coli (EAEC) seostub jamesoole epiteeliga moodustades agregaate. EAEC
infektsiooni korral tekib vesine kohulahtisus, oksendamine ja dehiidratsioon. Haiguse kulg voib

muutuda krooniliseks pohjustades soolestiku poletikku (Boll & McCromic, 2012).

1.1.2. E. coli fiilogeneetiline kuuluvus

Kommensaalsed ja patogeensed E. coli tiived kuuluvad enamasti nelja suuremasse fiilogeneetilisse ehk
evolutsioonilisse gruppi. Need grupid on: A, B1, B2 ja D (Clermont et al., 2000). K&ikide gruppide
eellaseks on B2, millest ajaliselt esimesena eristus grupp D (Lecointre et al., 1998). Grupid A ja B1 on
ddegrupid ning kujunesid hiljem kui grupp D (Gordon et al., 2008). Lisaks neile on olemas veel
grupid C ja E, kuid need on vihe levinud (Escobar-Paramo et al., 2004).

Uhte ja samasse fiilogeneetilisse gruppi kuuluvad tiived on saranased mitme tunnuse poolest:
energiaallika eelistus, antibiootikum-tundlikus, genoomi suurus, virulentsusgeenid (Gordon, 2004).
Suurema genoomiga B2 ja D grupi tiived omavad erinevaid virulentsusgeene rohkem kui gruppide A
ja B1 tiived (Bergthorsson & Ochman, 1998; Duriez et al., 2001; Gordon et al., 2008). Antibiootikumi
tundlikud tiived kuuluvad peamiselt gruppi B2 ning omavad rohkem erinevaid virulentsusgeene kui
resistentsed tiived, mis kuuluvad sageli gruppidesse D ja A (Cooke et al., 2010). Kirjanduse andmetel
on saadud ka vastupidiseid tulemusi, kus resistentsed tiived kuuluvad pdhiliselt gruppi B2. Naiteks
antibiootikum-resistentne pandeemiline E. coli kloon (ST131) kuulub ainult B2 fiilogeneetilisse gruppi
(Olesen et al., 2013; Brolund et al., 2013).

Enamasti kuuluvad patogeensed sooleviliseid infektsioone pohjustavad E. coli tiived gruppi B2 ja
vidhem gruppi D ning harva seostatakse neid gruppidega A ja Bl. Soolesiseseid infektsioone
pdhjustavad ja toksiine produtseerivad E. coli'd (EHEC, ETEC, EIEC) kuuluvad sageli gruppidesse A
ja B1 ning harva gruppidesse B2 ja D. Kroonilist ja kerget diarrdad pohjustavate patotiiipide nagu
EPEC ja EAEC tiived kindlatesse fiillogeneetilistesse gruppidesse ei kuulu ning jaotuvad koikide
gruppide vahel (Escobar-Paramo et al., 2004).


http://onlinelibrary.wiley.com.ezproxy.utlib.ee/doi/10.1111/j.1462-2920.2008.01669.x/full#b8

1.2. Antibiootikumid

Antibiootikumid on mikroobide elu pérssivad (bakteriostaatilised) voi neid surmavad (bakteritsiidsed)
ained, mis tekivad bakterite ja seente ainevahetusproduktidena voi on todstuslikult siinteesitud (Bush
K®, 2012).

Neid antimikroobse toimega aineid kasutatakse raviks ehk kemoteraapiaks, kemoprofiilaktikaks ja
kemosanatatsiooniks ehk mikroobikandluse korvaldamiseks. Ténaseks on kirjeldatud palju erinevaid
laborites siinteesitavaid antibakteriaalseid preparaate, mis erinevad oma keemilise koostise ja

bakteritevastase toime poolest (Lutsar et al., 2007; Bush K&, 2012).

1.2.1. Beeta-laktaam antibiootikumid

Beeta-laktaamid on laia toimespektriga bakteritsiidsed antibiootikumid, mis mdjutavad nii gram-
positiivsete kui gram-negatiivsete mikroobide rakuseinas peptidogliikaani siinteesi (Bush”®, 2012).
Beeta-laktaam antibiootikumid on nimetuse saanud B-laktaamtuuma jargi. Antud struktuur koosneb
neljast molekulist, mille kiiljes vdib olla viie- vdi kuueliikmeline heterotsiikliline rdngas.
Bakteritsiidne toime tuleneb antibiootikumi voimest seonduda kovalentselt mikroobi rakuseina
vastava retseptoriga, mida nimetatakse penitsilliini siduvaks valguks (ing k., penicillin-binding
protein, PBP). Beeta-laktaam antibiootikumi seondumisel PBP-ga inhibeeritakse transpeptidatsiooni
reaktsioon ning peptidogliikkaani siintees seiskub. Lisaks kahjustavad rakuseina erinevad
hiidroksiiiilradikaalid. Lopptulemuseks on bakteriraku liiisumine (Bush®, 2012).

Beeta-laktaam antibiootikumid jagatakse gruppidesse tuumaga ithendatud rdnga struktuuri jargi:
penitsilliinid, tsefalosporiinid, monobaktaamid ja karbapeneemid. Tsefalosporiine jaotatakse
omakorda pdlvkondadesse vastavalt nende antimikroobse aktiivsuse spektrile. Esimene pdlvkond on
aktiivne peamiselt Gram-positiivsete bakterite vastu, teine ning kolmas pdlvkond on aktiivsemad
gram-negatiivsete bakterite vastu. Neljanda pdlvkonna tsefalosporiinid on laiendatud aktiivsusega
(Bush®, 2012). Monobaktaamid toimivad gram-negatiivsete mikroobide vastu. Karbapeneeme
kasutatakse nii gram-positiivsete kui ka gram-negatiivsete bakterite poolt pohjustatud infektsioonide
raviks (Bush”, 2012; Bush®, 2012).

Beeta-laktaam antibiootikumide antimikroobse toime suurendamiseks kasutatakse neid tihti
kombineerituna klassikaliste B-laktamaasi inhibiitoritega (tasobaktaam, sulbaktaam, klavulaanhape).
Sulbaktaam ja tasobaktaam on sulfoonid, klavulaanhape on klavaam ning nende iihiseks tunnuseks on
B-laktaamile sarnane tuum. Inhibiitorid seostuvad p-laktamaasi aktiivsaitide konserveerunud
jadkidega, hoides seni mikroobi ensiiiimi inaktiivsena kuniks 3-laktaam antibiootikum inhibeerib PBP
valke ja peatab raku peptidogliikaani siinteesi. Eraldi kasutatuna on neil nork antibakteriaalne toime,

kuid koos B-laktaamidega muudavad ravi efektiivsemaks (Bush®, 2012; Drawz et al., 2014).



1.2.2. Resistentsuse mehhanismid beeta-laktaam antibiootikumidele

Mikroobide antibiootikum-resistentsuse korral antibiootikumid ei suuda baktereid hévitada v3i nende
kasvu parssida. Resistentsus v3ib olla loomulik (liigi piisiv omadus) vdi omandatud. Omandatud
resistentsus tekib geneetiliste mutatsioonide vdi resistentsusgeenide omandamise kaudu (Lutsar et al.,
2007). Mikroobide resistentsus beeta laktaamantibiootikumidele on seotud erinevate mehhnismidega:
pumpade abil aktiivne efluks, PBP valkude modifitseerimine, membraani permeaabluse muutmine jne
(Bush®, 2012).

Enterobakterites, sealhulgas ka E. coli’'s on iiheks levinud mehhanismiks enstiiimi [-laktamaasi
produktsioon. Need ensiiiimid hidroliiiisivad neljast aatomist koosneva B-laktaamtuuma struktuuri
lisades sinna vee molekuli ning deaktiveerivad ravimi antibakteriaalsed omadused (Abraham & Chain,
1940). Beeta-laktamaasi geenide (bla) ekspressioon vdib olla pidev v&i indutseeritud. S&ltuvalt -
laktamaasi geeni asukohast ja ekspresseeritavast ensiiiimist on leitud erinevusi. Gram-negatiivsetes
mikroobides on tdheldatud indutseeritud ekspressiooni kromosoomis paiknevate bla geenide puhul
ning pidevat ekspressiooni plasmiidil kodeeritud pB-laktamaaside puhul. Lisaks m&jutavad bla geenide
ekspressiooni neid Gimbritsevad geenid (Eftekhar et al., 2013; Mokracka et al., 2013). Sageli on f-
laktamaase produtseerivad bakterid multi-resistentsed (ing k., multidrug resistant pathogen, MDR)
ning on resistentsed ka teistele antibiootikumide klassidele (fluorokinoloonid, aminogliikosiidid)
(Baudry et al., 2009). Moned PB-laktamaasid on spetsiifilised penitsilliinidele (penitsillinaasid),
tsefalosporiinidele (tsefalosporinaasid) voi karbapeneemidele (karbapenemaasid), teised aga on
voimelised inaktiveerima paljusid p-laktaam antibiootikume (Bush®, 2012).

Laiendatud toimespektriga B-laktamaasideks (ing k., extended-spectrum p-lactamase, ESBL)
nimetatakse ensiiimide gruppi, mis on vodimelised hidroliiiisima ja pdhjustama resistentsust
oksiiimino-tsafalosporiinidele (tsefotaksiim, tseftasidiim, tseftriaksoon, tsefuroksiim ja tsefepiim-
tuntud ka kui 3. ja 4. pdlvkonna tsefalosporiinid) ja monobaktaamide (astreonaam) vastu, aga mitte
tsefamiitsiinide (tsefoksitiin ja tsefotetaan) vOi karbapeneemide (imipeneem, meropeneem,
doripeneem ja ertapenecem) vastu. ESBL aktiivsust inhibeerivad klassikalised [-laktamaasi
inhibiitorid: klavulaanhape, sulbaktaam ja tasobaktaam (Bush et al. 1995; Bush & Jacoby, 2010).

1.2.3. Beeta-laktamaasi méiravate geenide evolutsioon

Beeta-laktamaase produtseerivad Streptococcus aureus tiived levisid 1940ndatel peale penitsilliini
kasutuselevottu. B-laktamaasi geenid S. aureus tiivedes paiknesid peamiselt kromosoomis ning olid
indutseeritavad (Medieros, 1997). Seevastu 1963. aastal Kreekas avastatud E. coli produtseeritud
TEM-1 pB-laktamaas oli plasmiidil kodeeritud. Geeni nimetati TEM-1 patsiendi nime jargi
(Temoneira), kellelt antud mikroob isoleeriti (Datta & Richmond, 1966).

TEM-1-ga suguluses olev SHV-1 identifitseeriti ligi kimme aastat hiljem. See p-laktamaas on
biokeemiliste omaduste jargi TEM-1-ga sarnane, kuid rohkem levinud Klebsiella spp. tiivedel (Hall &

Barlow, 2004). Peagi vdis neid ensiiiime leida ka teistes gram-negatiivsetes bakterites (Pseudomonas
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aeruginosa, Haemophilus influenza, Neisseria gonorrhoeae). Mitmeid aastaid domineerisid peamiselt
TEM-1, TEM-2 ja SHV-1, kuid olukord muutus alles 80ndatel, kui antud resistentsusgeenides tekkisid
punktmutatsioonid. Laiast toimespektrist (ing k., broad spectrum) sai laiendatud toimespekter (ing k.,
extended spectrum) (Hall & Barlow, 2004).

Knothe teatas 1983. aastal Saksamaal esimesest K. pneumoniae tiivest, mis inaktiveeris laiendatud
toimespektriga tsefalosporiine (tsefotaksiimi, tseftasidiimi). SHV-1 geenijarjestuses oli toimunud iihe
nukleotiidne mutatsioon (238. positsioonis oli gliitsiin asendunud seriiniga) ning sellest tulenevalt
tekkis suurenenud aktiivsus. Seda geeni hakati nimetama SHV-2-ks (Knothe et al., 1983; Hall &
Barlow, 2004). Moni aasta hiljem leiti Prantsusmaal jargmine K. pneumonia tiivi, mis oli resistentne 3.
polvkonna tsefalosporiinidele (Brun-Buisson et al., 1987). Sellel korral leiti geen, mis oli viga sarnane
TEM-1 ja TEM-2 geenijarjestustega ning tegemist oli TEM tiiiipi laiendatud aktiivsusega [-
laktamaasiga (Datta & Kontomichalou, 1966; Hall & Barlow, 2004).

Seoses uute SHV- ja TEM derivaatide kindlakstegemisega 1980ndate teises pooles voeti ametlikult
kasutusele ka uus mdiste — laiendatud-spektriga p-laktamaas, ESBL (Philippon et al., 1989; Giske et
al, 2009). Sama kiimnendi 16pus leiti uus ESBL geen, mis ei kuulunud SHV ega TEM perekonda
(Bauernfeind et al., 1990; Hall & Barlow, 2004). Jaapanis isoleeriti aastal 1986
farmakokineetikalabori katseloomalt E. coli, mis produtseeris ESBL-i, mida nimetati FEC-1-ks
(Matsumoto et al, 1988). Mdni aasta hiljem avastati sarnane tsefotaksiimi resistentne tiivi Saksamaalt,
kuid seda hakati nimetama tema ensiimaatilisest aktiivsusest tulenevalt CTX-M-1-ks (Bauernfeind et
al., 1990). Paari aasta jooksul teatati teistest sarnastest leidudest, kuid selgus tuli aastal 1996, kui antud
jarjestused sekveneeriti ja vorreldi. Tulemused niitasid, et need ESBL-id on omavahel sarnased
kuuludes samasse perekonda. Selle ESBL perckonna jaoks jdeti kasutusele nimetus CTX-M
(Bauernfeind et al., 1996).

CTX-M geenijérjestusi vorreldes leiti sarnasus enterobakteri Klyvera sp. kromosoomis KLUC-1
geeniga. Toendoliselt levis Klyvera bakterist antud geen plasmiidide voi teiste mobiilsete elementide
vahendusel monda patogeensesse liiki ja kandus sealt omakorda horisontaalselt edasi (Decousser et
al., 2001). CTX-M perekond erineb SHV ja TEM perekondadest koosnedes mitmest kompleksest
mitte-homogeensest grupist ehk klastrist (Bonnet, 2004). Klastritesse ehk gruppidesse jagunevad
CTX-M-id aminohappe jérjestuse sarnasuse alusel. Gruppe on kokku viis ning igasse kuulub kiimneid
plasmiidil kodeeritud ensiiime: CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 ja CTX-M-25 (Tabel 1;
Bonnet, 2004).

Samasse gruppi  kuuluvad on sarnased vdhemalt 94% voi rohkem ning erinevatesse gruppidesse
kuuluvad on sarnased kuni 90% (Bonnet, 2004). CTX-M Kklastrite evolutsioonilisi kaugusi vorreldes
leiti, et hargnemine toimus varakult ning ilmselt iihisest eellasest. Nagu TEM ja SHV perekondades,

tekivad uued CTX-M-id jérjestustes toimuvate punktmutatsioonide t3ttu (Bonnet et al., 2000).
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Tabel 1. Erinevatesse Kklastritesse kuuluvad bla ctx.m (Bonnet et al., 2004)

CTX-M Kklaster blactx.m

CTX-M-1 CTX-M-1, -3, -10, -11, -12, -15, -28, -22
CTX-M-2 CTX-M-2, -4, -5, -6, -7, -20, TOHO-1
CTX-M-8 CTX-M-8

CTX-M-25 CTX-M-25, -26

CTX-M-9 CTX-M-9, -13, -14, -16, -17, -19, TOHO-2, -65

Kéesoleva aasta alguseks oli CTX-M-i variante detekteeritud ligi 150, SHV-sid ligi 180 ja TEM-tiitipi
ensiiime 200 ringis (http://www.lahey.org/studies/). Lisaks neile on ESBL-id perekondadest PER,
VEB, GES, IBC, TLA-1, kuid need on vihem levinud (Bonnet, 2004).

1.2.4. Beeta-laktamaaside klassifikatsioon

Molekulaarsed meetodid on teinud vdimalikuks paremini kirjeldada B-laktamaaside aminohappelist
jarjestust ning nende hiidroliitilist aktiivsust. Selle tottu on kasutusel mitu pB-laktamaaside
klassifikatsiooni siisteemi (Jacoby & Medieros, 1991; Giske et al., 2009; Bush & Jacoby, 2010).
Beeta-laktamaaside klassifitseerimiseks on kasutusel kaks silisteemi: Ambleri molekulaarne
klassifitseerimisskeem ja Bush-Jacoby-Medieros funkstionaalne siisteem ja (Ambler et al., 1991; Bush
et al., 1995; Bush & Jacoby, 2010). Nende jargi kuuluvad ESBL-id Ambleri molekulaarsesse klassi A,
funktsionaalsesse Klassi 2be, on klavulaanhappe poolt inhibeeritud ning on vdimelised inaktiveerima
oksiiimino-tsefalosporiine (Ambler et al., 1991; Bush et al., 1995; Bush & Jacoby, 2010).

Ambleri valgustruktuurist lahtuv skeem on koige lihtsam ning vdhem vastuoluline klassifitseerimise
vOimalus. Seejuures ei anna selline ldhenemine vajalikku informatsiooni ensiiiimide omaduste kohta,
mis on olulised ravi mddramiseks (Bush & Jacoby, 2010). Aastal 1989 loodud ja hiljem tdiendatud
Bush-Jacoby-Medieros funktsionaalne siisteem pole ideaalne (Bush et al., 1995; Bush & Jacoby,
2010). Selle kohaselt jaddvad ESBL grupist vdlja uuemad [B-laktamaasid, mille toimespekter on ka
laiendatud:  AmpC, OXA-tiiiipi  tsefalosporinaasid, = metallo-B-laktamaasid, = OXA-tiitipi
karbapenemaasid, K. pneumoniae klass A karbapenemaasid (KPC) ja teatud GES [-laktamaasi
variandid (Giske et al., 2009). Selle tdttu pakkus Giske et al. (2009) vilja veel iihe klassifikatsiooni
skeemi, mis siistematiseerib ka uued ESBL-id.

Giske poolt pakutud siisteemi eesmérk on lihtsustada ensiitimide siistematiseerimist kliiniliste laborite
jaoks. See ei ole mdeldud eelmisi klassifikatsioonisiisteeme asendama, vaid kui lisavahend
infektsioonkontrollile ning teistele tervishoiu professionaalidele t66 lihtsustamiseks.

Klassikaline ESBL definitsioon on aegunud, sest ensiiiime on aastate jooksul juurde tekkinud. Selle
jargi jadvad ESBL grupist vilja kliiniliselt olulised uued p-laktamaasid, millel on aktiivsus laiendatud

toimespektriga tsefalosporiinide ja/v3i karbapeneemide vastu (Giske et al., 2009).

12


http://www.lahey.org/studies/
http://aac.asm.org.ezproxy.utlib.ee/search?author1=Karen+Bush&sortspec=date&submit=Submit
http://aac.asm.org.ezproxy.utlib.ee/search?author1=George+A.+Jacoby&sortspec=date&submit=Submit

1.2.4.1. Ambleri skeem

Ambleri skeem jagab B-laktamaasid nelja suurde molekulaarsesse Klassi (A, B, C ja D) (joonis 1).
Jaotuse aluseks on valgujérjestuste homoloogsus (aminohappeline sarnasus). Klassidesse A, C ja D
kuuluvad seriin B-laktamaasid. Need P-laktamaasid inaktiveerivad B-laktaam antibiootikume seriini
kaudu. Klassi B kuuluvad metallo-B-laktamaasid, mis vajavad kahevalentset Zn iooni substraadi
hiidroliitisimiseks. Enamus ESBL-e kuuluvad klassi A (TEM, SHV ja CTX-M) ja on inhibeeritud -
laktamaasi inhibiitorite poolt. Klassi D kuuluvad OXA ensiitimid on ka ESBL-id, kuid inhibiitoritel on
neile ndrgem moju (Ambler et al., 1991; Bush et al., 1995; Bush & Jacoby, 2010).

p-laktamaasid

1
! |

Seriin Metallo (Zn)

Joonis 1. Ambleri skeem. Ringidega téhistatud klassidesse kuuluvad ESBL-id (Ambler et al., 1991).

—

1.2.4.2. Bush-Jacoby-Medieros siisteem

Bush-Jacoby-Medieros siisteem grupeerib p-laktamaasid funktsionaalse sarnasuse alusel gruppidesse
(substraadi ja inhibiitori profiilide pdhjal). Teisisonu on ensiitimid grupeeritud viisil, kus sarnase
fenotiiiibiga isolaadid kuuluvad iihte gruppi. PShigruppe on kokku kolm (1, 2 ja 3) ning igal pohigrupil
on mitu alagruppi (Bush et al., 1995; Bush & Jacoby, 2010) (joonis 2).

Esimesse gruppi (Ambleri klass C) kuuluvad nii kromosoomil kui plasmiidil kodeeritud
tsefalosporinaasid, mis on laialt levinud erinevates enterobakterite liikides. Selle klassi ensiilimid on
aktiivsemad nii tsefalosporiinide kui benstiilpenitsilliinide vastu ning tavaliselt resistentsed
klavulaanhappele (Bush & Jacoby, 2010).

Teise gruppi (Ambleri klassid A ja D) kuuluvad B-laktamaasid on sarnased esimese grupiga, aga
erinevalt neist reageerivad klavulaanhappele. Teisel grupil on ka kdige rohkem alagruppe: 2a, 2b, 2be,
2br, 2c, 2d, 2e ja 2f.

Alagruppi 2b kuuluvad B-laktamaasid hiidroliiiisivad vabalt penitsilliine ja esimesi tsefalosporiine ning
on tugevalt inhibeeritud klavulaanhappe ja tasobaktaami poolt. Sellesse gruppi kuuluvad ensiiiimid,
mis levisid 1970-80ndatel (TEM-1, TEM-2 ja SHV-1). Sellest jairgmine alagrupp 2be moodustub
ESBL-idest (CTX-M, SHV- ja TEM-derivaadid), mis on samamoodi aktiivsed penitsilliinidele,
tsefalosporiinidele nagu 2b grupi ensiitimid, kuid lisaks hiidroliiisivad need oksiiimino-B-laktaame

nagu tsefotaksiim, tseftasidiim ja astronaam. Lisaks kuuluvad sellesse alagruppi vihem tuntud ESBL-
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id nagu BEL-1, BES-1, SFO-2, TLA-1, TLA-2, PER ning VEB perekondade ensiiiimid. Kliinilises
praktikas kasutatakse 2be grupi ESBL-ide médidramisel klavulaanhappe inhibitsiooni (Bush & Jacoby,
2010).

Kolmandasse gruppi (Ambleri klass B) koonduvad metallo-B-laktamaasid (MBL), mis on voimelised
hiidroliiiisima kolmanda pdlvkonna tsefalosporiine ja karbapeneeme, kuid mitte monobaktaame.
Teistest B-laktamaasidest erinevad struktuuri poolest ning on inhibeeritud raskemetalli kelaatori (ing
k., ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA) poolt, mitte klavulaanhappe poolt nagu ESBL-id.
Ténapdeval on globaalselt tuntud VIM ja IMP perekondade esindajad (Bush et al., 1995; Bush &
Jacoby, 2010).

p-laktamaasid

I
I I

Seriin Metallo (Zn)
I

| I I

C A D B

I I I I

1 2 2d 3

| I |
1T 1 1 1 | | |
1 le 2a 2b 2be 2br 2f 2de 2df 3a 3b

Joonis 2. Bush-Jacoby-Medieros siisteem koos Ambleri klassidega (Bush & Jacoby, 2010).

1.2.4.3. Giske klassifikatsioon

Giske et al., (2009) vilja pakutud siisteem jaotab ESBL-id kolme suurde klassi: ESBL, ESBLy ja
ESBLcarsa (tabel 2). Giske ESBL4 klassi kuuluvad ,klassikalised ESBL-id* (CTX-M, SHV ja TEM
perekondade derivaadid ehk Ambleri klass A, Bush-Jacoby-Medieros siisteemi 2be alagrupp) (Bush &
Jacoby, 2010). ESBLy (ing k., miscellaneous ehk mitmesugused) klassi kuuluvad jagatakse eraldi
kahte kategooriasse: ESBLy.c (plasmiid kodeeritud AmpC; Ambleri klass C) ja ESBLy.p (OXA- tiiiipi
ESBL-id; Ambleri klass D). Giske paigutab ESBL-id, millel on hiidroliiitiline aktiivsus
karbapeneemide vastu klassi ESBLcarsa. Neid jagatakse kolme kategooriasse: ESBLcarsa-a
Klebsiella pneumonia klass A karbapenemaas (KPC), ESBLcarsas (metallo-p-laktamaasid) ja
ESBLcaresap (OXA-ESBL) (Giske et al., 2009).
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Tabel 2. Beeta-laktamaasid, millel on hiidroliiiitiline aktiivsus laiendatud toimespektriga

tsefalosporiinidele ja/voi karbapeneemidele (Giske et al., 2009)

ESBLA ESBLy ESBLcarea
Levinud: ESBLwm.c (plasmiid ampc): |ESBLcareaa:

CTX-M CMY KPC
TEM-ESBL-id FOX GES-2, -4, -5, -6, -8
SHV-ESBL-id MIR NMC

VEB MOX SME
PER DHA IMI-1,-2
LAT
BIL
ACT
ACC
Vihe levinud: ESBL.p: ESBLcarsas:
GES-1,-3-7,-9 OXA-10-grupp IMP
SFO-1 OXA-13-grupp VIM
BES-1 OXA-2-grupp SPM-1
BEL-1 OXA-18 GIM-1
TLA OXA-45 SIM-1
IBC AIM-1
CMT
ESB I—CARBA-D (OXA-karbapenemaasid):
OXA-23-grupp
OXA-24-grupp
OXA-48b
OXA-58-grupp

1.3 Laiendatud beeta-laktamaasi miiravate geenide epidemioloogia

1.3.1 Beeta-laktamaasi produtseerivete E. coli tiivede reservuaarid ja iilekanne

ESBL- postiivsete E. coli tiivede reservuaarideks voivad olla inimesed, loomad ja keskkond. Inimese
koige suuremaks antibiootikum-resistentsete mikroobide reservuaariks on seedetrakt. Prantsusmaal
tehtud uuringus leiti, et 6% inimesest on koloniseeritud ESBL-positiivsete tiivedega. Seedtraktist
isoleeritud mikroobid produtseerisid sarnaselt patogeensetele tiivedele kdige enam CTX-M ja SHV
grupi erinevaid variante (Nicolas-Chanoine et al., 2013). ESBL positiivsed mikroobitiived pdhjustavad
ka erinevaid hospitaalinfektsioone (Rettedal et al., 2012; Knudsen et al., 2014). On kindlaks tehtud, et
infektsioonirisk on korgem intensiivravi- ja hematoloogia osakondades (Rogers et al., 2011; Machado
et al., 2013; Gibold et al., 2014). Peamisteks mikroobi levitajateks on personal ning ambulatoorsed
haiged, kuid iilekanne voib toimuda ka meditsiiniseadmete kaudu ja invasiivsete protseduuride
kéigus/ajal (Schaechter, 2009; Rogers et al., 2011; Knudsen et al., 2014).

ESBL-positiivsete E. coli tiivede reservuaariks on ka loomad ja linnud. Kdige lihtsam resistentse
bakteri iilekanne voib toimuda inimese otsesel kokkupuutel mikroobi kandva loomaga (Hiroi et al.,

2012; Kola et al., 2012). Teine voimalus nakatumiseks on farmis kasvatatud looma- ja linnuliha
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tarbimine ning selle kaudu mikroobidega nakatumine. Hollandis labiviidud linnuliha uuringud on
ndidanud, et vdimalikud edasikantavad mikroobid omavad peamiselt CTX-M-1 klastri geene ja
moningaid SHV- ja TEM-derivaate (Kluytmans et al., 2012). Sarnane uuring on lébi viidud ka
Saksamaal Kola et al. (2012) poolt, kus lihas leiti ESBL-positiivseid enterobaktereid. Suurenenud
resistentsete enterobakterite osakaal voib olla seotud rohke antibiootikumide kasutamisega
farmiloomadel ja lindudel.

Loomade ja ka inimese organismist levivad resistentsed bakterid véljaheite kaudu pinnavette. Selle
tottu on uuritud pinnase- ja heitvett kui voimalikku ESBL-positiivsete mikroobide allikat. Uuringu
tulemused néitasid, et timbertdddeldud voi puhastatud vesi voib olla {iheks potentsiaalseks ESBL-

mikroobide allikaks (Dolejska et al., 2012).

1.3.1.1 Beeta-laktamaasi produtseerivete E. coli tilvede ESBL geenide iilekanne

Plasmiidid on autonoomselt replitseeruvad ekstrakromosomaalsed DNA elemendid, mis kannavad
erinevaid virulentsus- ja resistentsusgeene tagades mikroobi ellujadmise ebasoodsates
keskkonnatingimustes. Geenide liikumine v0ib toimuda plasmiidilt kromosoomi ja vastupidi,
kasutades selleks teisi geneetilisi elemente nagu transposoone ja integrone.

Ténaseks on teada, et blagsg, geenide levik mikroobi populatsioonide vahel sltub paljudest teguritest.
Nende geenide edasikandumine ei ole seotud iihe kindla determinandiga, vaid edukas levik on tagatud
mitme faktori (fiillogeneetiline paritolu, virulentsus, plasmiidid) kombineerumisel (Branger et al.,
2005; Baudry et al., 2009).

Plasmiidid, millega blagsg, geenid edasi kanduvad varieeruvad bakterites nii arvu kui suuruse poolest
(50 kuni 170 kb) (Trang et al., 2013). Enamasti asuvad blagsg, geenid suurematel plasmiididel ning
samal plasmiidil vdib olla mitu bla geeni. Uheks levinud kombinatsiooniks on blacrx.m ja blargy
(Trang et al., 2013). Selline kahe bla geeni koos liikumine tuleneb transposoonist, millega blargy levib
ning mis sageli asub blacrx.v-iga samal plasmiidil (Boyd et al., 2004). Lisaks transposoonidele v3ib E.
coli tiivedes blagsg. olla ka integronidel. Peamiselt on blagsg, geene leitud klass 1 integronide
struktuuris (Coque” et al., 2008).

Kodik plasmiidid ei ole iihtemoodi voimelised ESBL geene siilitama ja levitama. Teatud
mittesobivusgruppi  kuuluvad plasmiidid kannavad antud geene teistest sagedamini. Laia
peremeesulatusega plasmiid IncN on omane K. pneumoniae ESBL tiivedele, kuid vahel on neid leitud
ka E. coli‘dest. Seda tiilipi plasmiididel on tavalised blactx.m geenid, kuid on tuvastatud ka blasyy
geene. Viimast on veel seostatud IncA/C-tiiiipi plasmiidiga, mis on samamoodi laia peremeesulatusega
(Younes et al., 2010; Markovska et al., 2013). IncN, IncA/C ja teiste sarnaste plasmiidide levik on
ttheks voimalikus pdhjuseks, miks ESBL-id erinevates E. coli populatsioonides nii edukalt levinud on
(Novais et al., 2007).

Seevastu on globaalselt domineeriv blacrxm.1s Seotud Kitsa peremeesulatusega IncF-tiiiipi

konjugatiivse plasmiidiga (Markovska et al., 2013). See plasmiid kannab enamasti FIA, FIAB ja FlI-
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replikone ning omab ka antibiootikum-resistentsuse geene tetratsiikliinide, aminogliikosiidide,
fluorokinoloonide vastu. Seda tiitipi plasmiide on tuvastatud sagedamini multiresistentsetes bakterites
(Baudry et al., 2008; Markovska et al., 2013; Trang et al., 2013). Sarnaselt CTX-M-15-le asub teinegi
Euroopas laialdaselt levinud ESBL geen blacrx-m-14 enamasti kindlat tiitipi plasmiidil (IncK), sageli on
seal ka B-laktamaas blagm.; (Machado et al., 2013).

1.3.1.2. E. coli klonaalne levik (Sequence Type 131 O25:H4)

E. coli puhul on tdheldatud, et lisaks fiilogeneetilisele kuuluvusele, geneetilistele elementidele ja
plasmiididele on blagsg. geenide leviku jaoks oluline ka isolaadi klonaalne kuuluvus. Kloonid on
tiived, mis on geneetiliselt viga sarnased ning suguluses, omades véga sarnast nukleiinhappe jirjestuse
tiitipi (ing k., sequence type, ST) (Tenover et al., 1995).

Viimasel kiimnendil on avaldatud mitmeid artikleid pandeemilise ESBL-positiivse E. coli klooni
ST131 025:H4 levikust (Coque” et al., 2008; Dolejska et al., 2011; Nicolas-Chanoine et al., 2013).
Antud Klooni pandeemiline levik tehti kindlaks 2007. aastal, kasutades multilookus jarjestuse
tiipiseerimis meetodit (ing k., Multilocus Sequence Typing, MLST), et uurida erinevatelt kontinentidelt
isoleeritud ESBL-e produtseerivate E. coli*de paritolu (Nicolas-Chanoine et al., 2007). Molekulaarsed
uuringud on ndidanud, et ST131 tiived omavad iihiseid virulentsus- ja resistentsusgeene (Hussain et
al., 2012).

E. coli ST131 O25:H4 iseloomustab kuulumine virulentsesse fiilogeneetilisse gruppi B2 ning kloon
kannab sageli IncF plasmiidi koos erinevate antibiootikumresistentsuse geenidega (Karim et al., 2001,
Pitout et al., 2005; Nicolas-Chanoine et al., 2008).

Karim et al. (2001) poolt raporteeriti Indias CTX-M-15 olemasolust esmakordselt. See ESBL on
tekkinud CTX-M-3-st ithe aminohappe asendusel positsioonil 240 (Asp->Gly), mis suurendas tema
kataliiiitilist aktiivsust tseftasidiimi suhtes. E. coli ST131 produtseerib sageli CTX-M-1 Klastrisse
kuuluvat CTX-M-15-st, kuid on leitud ka teistesse klastritesse kuuluvaid geene (Brisse et al., 2012).
Lisaks on ST131 sageli ka fluorokinoloonidele resistentne (Rogers et al., 2011).

ST131 geneetilised omadused on taganud ellujdémise ja leviku erinevates keskkondades. Arvatakse, et
tanu suurenenud f-laktaamide kasutusele toimus selle konkreetse klooni véljaselekteerumine. Pitout et
al., (2009) on uurinud ST131 geograafilise leviku seost inimeste reisimisega. Leiti, et enim on ST131
CTX-M-15 positiivsete tiivede kandjad naasnud Pohja-Ameerikasse reisilt Aasia erinevatest
piirkondadest (India, Pakistan), Aafrikast ja Euroopast. Antud piirkondades vdivad paikneda

potentsiaalsed reservuaarid, kust toimub turistide vahendusel klooni edasikandumine.

1.3.3. Levik Euroopas

Euroopas oli 1980ndatel ESBL-ide peamiseks produtseerijaks hospitaalinfektsiooni puhanguid
pShjustav K. pneumoniae ja olmelisi infektsioone pohjustav E. coli. Enamus tuvastatud ESBL-idest
olid TEM-1, TEM-2 ja SHV-1 erinevad derivaadid. Alates 90ndate algusest P-laktamaaside
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epidemioloogia muutus, sest domineerima hakkas uus ESBL perekond CTX-M ning TEM ja SHV
tiitipi ESBL-id jéid tahaplaanile (Bonnet, 2004; Gibold et al., 2014).

Euroopa antimikroobse resistentsuse jarelevalve siisteemi (ing k., European Antimicrobial Resistance
Surveillance Network, EARS-Net) 2013. aastal publitseeritud raporti andmetel on E. coli resistentsus
3. pdlvkonna tsefalosporiinidele riigiti erinev (joonis 3). Madalam resistentsus on Skandinaavias (1-
5%) ning tunduvalt kdrgem Louna-Euroopas (iille 50%). Seejuures suurem enamus (85-100%) 2012.
aastal EARS-Net-ile raporteeritud 3. polvkonna tsefalosporiini resistentsetest tiivedest olid ESBL-
positiivsed (ECDC, 2013).

Euroopat iseloomustav trend on Klastrisse CTX-M-1 kuuluva ensiitimi CTX-M-15 domineerimine,
millele jargneb klastrisse CTX-M-9 kuuluv CTX-M-14 (Gibold et al., 2014; Markovska et al., 2013).
Sellist olukorda on tdheldatud mitmes riigis nagu Prantsusmaal, Portugalis, Hispaanias (Novais et al.,
2007; Machado et al., 2013; Gibold et al., 2014).

Skandinaavias oli esimene suurem ESBL-positiivsete bakterite puhang 2005. aastal Rootsis. Selle
pOhjustajaks oli klonaalne MDR K. pneumoniae, mis produtseeris CTX-M-15-t. See nditas, et
epideemiline ESBL-positiivsete mikroobide puhang tekib ootamatult ka piirkondades, kus on madal
antibiootikumide selekteeriv surve ning kus MDR mikroobide levimus on madal (Lytsy et al.,
2008). CTX-M-15 produtseerivate Klebsiella'de levik antud piirkonnas mdjutas ka E. coli'de
resistentsust, sest peale nimetatud puhangut toimus E. coli'des tsefalosporinaasi AmpC produktsiooni
asendumine CTX-M-15-ga (Starlander et al., 2014). Ka teistes Pohjamaa riikides nagu Norras ja
Taanis on levinud samade ESBL geenidega MDR mikroobid (Rettedal et al., 2012; Olesen et al.,
2013).

B < 1

1% 10 < 5%
E35%tw<¢ 10
== 10% to ¢ 259
- 25% 10 ¢ 50
-_ > 50

3  Andmed puuduvad
1 Valjajdetud

Joonis 3. EARS-Net-il raporteeritud 3. pdlvkonna tsefalosporiinidele resistentsete E. coli tiivede

esinemissagedus (%) erinevates Euroopa riikides, 2012 andmed (ECDC, 2013).
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1.3.3.1. Levik Ida-Euroopas ja Baltimaades

Ida-Euroopa riikides viidi 2004-2010 aastal 1&bi tigetsiikliini ja teiste antibiootikumide resistentsuse
seire nimega T.E.S.T. (ing k., The Tigecycline Evaluation and Surveillance Trial, T.E.S.T.). Eelpool
nimetatud uuringu andmetel oli ligi 15% isoleeritud E. coli tiivedest fenotiiiibi jargi ESBL-positiivsed.
Korgeim ESBL-positiivsete E. coli'de osakaal tehti kindlaks Tiirgis (25%), Poolas (17,2%),
Bulgaarias (15,7%) ja Rumeenias (12,2%) (Balode et al., 2013).

Baltimaades ja Venemaal on libi viidud iiksikud ESBL geenide uuringud. Leedus Seputiene et al.
(2010) poolt ldbi viidud ESBL tiivede molekulaarne uuring néditas, et domineerisid CTX-M-15
produtseerivad E. coli'd. Leiti ka moningad erinevused, nimelt identifitseeriti vihem CTX-M-14,
CTX-M-3, CTX-M-2, CTX-M-1 positiivseid ja enam CTX-M-92 isolaate kui mujal Euroopas. Litis
kirjeldasid Dumpis et al. (2010) esimest ESBL positiivsete tiivede poolt pdhjustatud haiglainfektsiooni
puhangut, kus isoleeriti klonaalne K. pneumoniae CTX-M-15.

Venemaal on ESBL tiivesid uurinud Edelstein et al., (2003) ning leidnud, et erinevates piirkondades
isoleeritud E. coli tiivedes domineerisid sarnaselt CTX-M-1 (93%) ja CTX-M-2 (7%) klastrite geenid.
Eestis kliinilistest materjalidest isoleeritud ja fenotiiiibi jargi méaaratud E. coli de resistentsus on pigem
korge, sarnanedes rohkem Kesk- ja Louna-Euroopale kui Skandinaaviale (EARS-Net 2013). Seni on
Eestis piirdutud verest isoleeritud Gram-negatiivsete mikroobide antibiootikum-resistentsuse ja
geenikassettide uurimisega (Ldivuke et al., 2006; Stsepetova et al., 2006; Sepp et al., 2009). Andmed
ESBL-positiivsete E. coli tiivede epidemioloogia kohta Eestis puuduvad. Sarnane olukord on ka

naaberriikides Leedus, Létis ja Venemaal, kus ESBL produtseerijate kohta on andmeid vihe.
1.4. Laiendadtud beeta-laktamaaside madramine

1.4.1. Fenotiiiibilised meetodid

E. coli ja teiste enterobakterite jaoks on kasutusel erinevaid ESBL produktsiooni tuvastamise teste.
ESBL tootjate kindlakstegemine on keeruline, sest blagsg, geenid on erineval tasemel ekspresseeritud
(Eftekhar et al., 2012; Mokracka et al., 2013). Seejuures on antibiootikum-tundlikkuse profiil
mdjutatud ka teistest resistentsuse mehhanismidest (Bush et al., 1995; Bradford, 2001; Livermore,
2008).

Antimikroobse tundlikuse testimise euroopa komitee (ing k., The European Committe on
Antimicrobial Susceptibility Testing, EUCAST) ja Ameerika Uhendriikides asuva Kkliiniliste ja
laboratoorsete standardite instituudi (ing k., Clinical and Laboratory Standards Institute, CLSI)
soovitatud strateegiad enterobakterite ESBL produktsiooni médramiseks on sarnased. Molemad
soovitavad meetodit, mis koosneb skriining ja kinnitavast testist.

Skriiningul ~ méératakse  antibiootikumtundlikus  indikaator-tsefalosporiiniga  (tsefotaksiim,
tsefdasidiim, tseftriaksoon, tsefpodoksiim). Meetodid, mida kasutatakse: (1) lahjendus-meetodid, (2)

diskdiffusiooni meetod, (3) automatiseeritud siisteem (VITEK). Skriinimisel on soovitatav kasutada
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vidhemalt kahte erinevat tsefalosporiini, sest minimaalsed inhibeerivad kontsentratsioonid (MIK-id)
voivad erineda soltuvalt produtseeritavast ESBL-ist (Numanovic et al., 2013; Drieux et al., 2008;
EUCAST, 2013).

Kui skriiningtesti jargi on mikroobi antibiootikumtundlikus vdhenenud jérgneb sellele kinnitav test,
mis pohineb fenotiiiibilisel meetodil (CLSI, 2011; EUCAST, 2013).

ESBL-i produktsiooni kinnitavad testid pdhinevad klavulaanhappe inhibeerival toimel. Kliinilistes
laborites on kasutusel kombinatsiooni diski meetod (ing k., combination disk test, CDT),
kaksikdiski siinergia test (ing k., the double-disk synergy test, DDST), E-test ehk gradiendi test,
puljong mikrolahjendus meetod (ing k., broth microdilution) ja automatiseeritud siisteemid
VITEK voi MALDI-TOF (Drieux et al., 2008; Numanovic et al., 2013). Vahel vdivad testid anda
vale-positiivseid tulemusi, sest tiivedes v3ib esineb SHV-1, TEM-1 ja OXA-1-tiilipi B-laktamaaside
hiiperproduktsioon koos muutunud membraani permeaablusega, tekitades saranse ESBL-positiivsete
fenotiiibi (Giske et al., 2009). Ebamaéérane testi tulemus viitab suurenenud B-laktamaasi AmpC
produktsioonile, mis varjab ESBL produktsiooni. Sellised tiived on sarnaselt ESBL-idele
resistentsed 3. polvkonna tsefalosporiinidele, kuid ei ole tundlikud klavulaanhappele. ESBL-i
produktsioon vdibolla maskeeritud ka karbapenemaaside (KPC, NDM) poolt (Drieux et al., 2008;
Reuland et al., 2014).

1.4.2. Genotiiiibilised meetodid

Kuna fenotiiiibilised testid annavad sageli vale-positiivseid tulemusi ning ei méiédra tépset
produtseeritavat ESBL ensiilimi klassi on hakatud kliinilistes laborites mdtlema genotiiiibiliste
meetodite rakendamisele. Uued meetodid, mis tuvastavad tdpse ESBL-positiivse tiive genotiilibi/geeni
pohinevad multiplex-PCR-il, real-time PCR-il, erinevatel sekveneerimise vdimalustel voi mikrokiibi
meetoditel. Nende eeliseks fenotiiiibiliste testide ees on kiirus, tipsus ja spetsiifilisus. Puuduseks on
testi kallim hind ning osade meetodite puhul asjaolu, et nendega on vdimalik tuvastada ainult neid
blagsg, geene, mille jéarjestused on eelnevalt teada (Lupo et al., 2013).

Kliiniliste laborite jaoks on seni iiheks koige sobivamaks genotiitibiliseks ESBL kinnitustestiks
pakutud kontrollpunktide meetodit (ing k., check points method), mis pohineb mikrokiibil. See meetod
voimaldab eristada CTX-M erinevate klastrite geene ja SHV, TEM perekondade ESBL -e. Tapse TEM,
SHV, CTX-M geeni kindlaks tegemiseks on vajalik sekveneerimine (Platteel et al., 2011).
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2. Eksperimentaalosa

2.1. To6 eesmérgid

Magistrito6 peamiseks eesmargiks oli kliinilistest materjalides isoleeritud E. coli tiivede laiendatud
toimega PB-laktamaaside produktsiooni tuvastamise fenotiiiibiliste ja genotiiiibiliste metoodikatega,
ESBL, geenide seos fiilogeneetilise kuuluvusega ja nende epidemioloogia Balti mere piirkonnas.
Selleks piistitati jirgmised iilesanded:

(1) Maédrata Kliinilistest materjalidest isoleeritud E. coli tiivede fenotiiiibiline ESBL, ja ESBLy
tootmine ja mddrata ESBLA geenid (CTX-M Klastrid ja blagyy) ning vorrelda ESBL fenotiiiibiga
tiivedes ESBL 4 geenide (blacrx.m ja blasyy) jaotust.

(2) Médrata ESBL-positiivsete tiivede fiilogruppidesse kuuluvus ja kloon ST131 ning seos ESBLa
geenidega.

(3) Uurida ESBL 5 geenide epidemioloogiat ja klooni ST131 levikut Balt mere piirkonnas.

2.2. Materjal ja metoodika

T6os kasutatud E. coli'd on kogutud ARMMD (Antibiootikumresistentsuse molekulaarne multipleks
diagnostika) projekti raames. Tiived koguti 20 erinevast haiglast: Eestis (n=5), Létis (n=4), Leedus
(n=3) ja Venemaal (Peterburg) (n=8) vahemikus jaanuarist maini aastal 2012. Uuringu kéigus skriiniti
kokku n=7774 E. coli tiive, millest n=4799 périnesid statsionaarsetelt ja n=2975 ambulatoorsetelt
patsientidelt. Koik E. coli‘d skriiniti vdhenenud antibiootikumi-tundlikuse tuvastamiseks vastavalt
antimikroobse tundlikkuse testimise Euroopa komitee (The European Committe on Antimicrobial
Susceptibility Testing; EUCAST 2.0) voi Kliiniliste ja laboratoorsete standardite instituut (ingl k.,
Clinical and Laboratory Standards Institute; CLSI 2011) kriteeriumitele.

Skriinitud E. coli tiived siilitati -80°C juures Tartu Ulikooli arstiteaduskonna mikrobioloogia
instituudi Inimese Mikrobioota Biopangas (HUMB) siilitusvuaalides ja skim milk (Neogen,

Saksamaa) so6tmes edaspidisteks bakterioloogilisteks ja molekulaarseteks uuringuteks.

2.2.1. E. coli identifitseerimine

Uuringusse valitud tiivede liigiline kuuluvus identifitseeriti Tartu Ulikooli mikrobioloogia instituudis
kasutades MALDI-TOF analiisaatorit (Bruker Daltonics GmbH, Saksamaa). Tiived kiilvati
mitteselektiivsele veriagarile (Oxoid) ja inkubeeriti 66pdev temperatuuril 37°C. MALDI-TOF-i

kasutati vastavalt tootja protokollile.
2.2.2. ESBL fenotiiiibi méiiramine

2.2.2.1. ESBL,, ESBLy,

Kohalikes laborites teostati E. coli'de ESBL skriining ja kinnitustestid ning seejirel saadeti tiived TU

mikrobioloogia instituuti. E. coli vidhenenud antibiootikumtundlikkus tuvastati ldhtudes EUCAST
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(2.0) (Balti riigid) ja CLSI (2011) (Venemaa) kriteeriumidest. ESBL produktsiooni kinnitamiseks
kasutati diskide meetodil pohinevat ESBL méadramis komplekti (ESBL ja AmpC Confirm Kkit)
(Rosco, Taani).

ESBLA tootmise kinnitamiseks kasutati jargnevaid diske: tsefotaksiim (CTX), tsefotaksiim +
klavulaanhape (CTX-C), tseftasidiim (CAZ), tseftasidiim + klavulaanhape (CAZ-C). ESBLy
olemasolu kindlakstegemiseks kasutati tsefotaksiimi, tseftasidiimi, tsefotaksiim + kloksatsilliini (CTX-
CX) ning tseftasidiimi + kloksatsilliiniga (CAZ-CX) immutatud diske.

Tsefotaksiim ja tseftasidiim on tsefalosporiinid, millele ESBLA ja ESBLy.c produtseerijad on
resistentsed. Klavulaanhape on ESBL, inhibiitor ning kloksatsilliin ESBLy.c inhibiitor (Bush et
Jacoby, 2010).

Mikroobid kiilvati veriagarile ning kasvatati iledd 37°C juures. Agarsodtmel kasvanud
mikroobikultuurist tehti steriilses filisioloogilise lahuses 0.5 McFarlandi tihedusega suspensioon
ning plaaditi Mueller Hinton agarile. Antibiootikumidega immutatud diskid asetati agarile: (CTX 30
pug, CTX 30 ug + C, CTX 30 pg + CX, CAZ 30 pg, CAZ 30 pg + C, CAZ 30 pug + CX) ning
inkubeeriti {ile66 37°C juures. Seejarel mooddeti diskide iimber kasvuvabade tsoonide diameetrid. Kui
CTX-C ning CTX ja/voi CAZ-C ning CAZ diskide timber tekkinud kasvuvaba tsooni diameetrite
erinevus oli 5 mm voi suurem, loeti tiivi ESBL, positiivseks. Kui CTX-CX ning CTX ja/voi CAZ-CX
ning CAZ diskide iimber tekkinud kasvuvaba tsooni diameetrite erinevus oli 5 mm vdi suurem, oli
tegu ESBLy positiivse tiivega. Kui vdhemalt tihe diskide kombinatsiooniga tuvastati vahenenud

tundlikkus, loeti tiivi vastavalt ESBL vdi ESBLy positiivseks.
2.2.3. Genotiiiibiline ESBL méidramine

2.2.3.1. DNA eraldamine

Koik isoleeritud tlived kiilvati sdilituss6dtmest mitte-selektiivsele veriagarile ja inkubeeriti 1 60pdev
temperatuuril 37°C. Bakterikultuurist DNA eraldamiseks kasutati keetmismeetodit. Veriagarilt
eemaldati kiilviaasaga 2 keskmise suurusega kolooniat. Kolooniad viidi kiilviaasaga PCR tuubi, mis
sisaldas 100 ul MilliQ vett. Tuubid asetati PCR masinasse 98°C juurde 15 minutiks, et rakud l6hkuda.
Peale kuumutamist tsentrifuugiti tekkinud rakusade tuubi pohja (fuug Eppendorf 5810R, Saksamaa),
seejdrel eemaldati supernatant. DNA kontsentratsioonid {iihtlustati lahjenduste abil (10-20 ng/ul),
kasutades NanoDrop (Thermo Scientific), siisteemi. DNA-d sdilitati -20°C juures edaspidisteks

molekulaarseteks uuringuteks.

2.2.3.2. ESBL blasyy geeni identifitseerimine PCR meetodil

Klassikalise PCR meetodi abil tuvastati blagyy geeni jargnevaid variante (1, -2, -5, -7, -11, -12, -18,
-26, -32,-33, -38, -44, -46, -49) (Ramazanzadeh, 2010). Tapse blasyy variandi méadramiseks on vajalik

jarjestuse sekveneerimine. Reaktsioonis kasutati 1 pl keedetud DNA liisaati. PCR-I reaktsiooni maht
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oli 10 pul, mis sisaldas: Maxima Hot Start Green PCR Master Mix 5 ul (Maxima Hot Start Taqg DNA
poliimeraas, 2x hot Strart PCR puhver, 0,4 mM igat INTP-d, 4 mM Mg*") (Thermo Scientific),
molemat praimerit 0,7ul (10 uM). Amplifikatsioon teostati firma Eppendorf aparaadiga Mastercycler
personal (Saksamaa). Amplifitseeritud jérjestuse pikkus 982 bp. Kasutatud PCR praimerite jérjestused
toodud tabelis 3 ja PCR programm tabelis 4. Positiivsed kontrollid périnesid Rootsi
infektsioonhaiguste referentsinstituudist (Smittskyddsinstitutet), Stockholm-ist.

Geeni blagyy olemasolu ja pikkust kontrolliti geelelektroforeesil kasutades Bio-Rad Laboratoris power
pac 300 elektroforeesimasinat. Vordlusena kasutati DNA fragmentide pikkuse maédramiseks
suurusmarkerit O'Range Ruler 100 bp DNA Ladder (0,05 pg/ul) (Fermentas, Leedu). PCR-i produktid
kanti 1,5%-lisele etiidiumbromiidi (0,05 pg/ml) sisaldavale horisontaalsele agaroosgeelile, 1x TAE
puhvris (40 mM Tris-atsetaat, 1 mM EDTA, pH 8,5 (Naxo)). Visualiseerimiseks kasutati Syngene
visualiseerimisaparatuuri ning GeneSnap tarkvara (Syngene).

Tabel 3. Kasutatud praimerid geeni blasyy, identifitseerimiseks (Ramazanzadeh, 2010)

Geen Praimer Praimeri jirjestus (5°-3°)
blasy SHV-F GGGTTATTCTTATTTGTCGC
SHV-R TTAGCGTTGCCAGTGCTC

Tabel 4. PCR programm geeni blagy identifitseerimiseks (Ramazanzadeh, 2010)

Protsess Temperatuur | Aeg Tsiiklite arv
Esialgne denaturatsioon |95°C 10 min

Denaturatsioon 95°C 5s

Praimerite seostumine | 60°C 40 s %
DNA siintees 72°C 10s

2.2.3.3. ESBL A CTX-M Klastrite méairamine real-time PCR meetodi abil

Spetsiaalsete praimerite paari abil amplifitseeriti DNA fragment, mis oli kdigis CTX-M-i kodeerivates
jarjestustes. Neli erinevat Tagman (IDT, Rootsi) fluorofor mirgisega indikaatorit (ing k., probe)
kaasati reaktsiooni, mis spetsiifiliselt seondusid amplifitseeritud jérjestustega (Birkett et al., 2007).
Kasutatud probe-id ja real-time PCR programm tabelis 5 ja tabelis 6. Kolm probe-i (Joe, Cy5, Rox
margisega) detekteerisid spetsiifiliselt geene, mis kodeerisid CTX-M-1, CTX-M-2 ja CTX-M-9 grupi
ensiiime; neljas probe (Fam mérgisega) detekteeris CTX-M genotiiiipe klastrist CTX-M-8/-25.
Reaktsiooni 16ppmaht oli 20 pl, mis sisaldas 1x qPCR Mastermix No Rox puhvrit 12,5ul (ANTP
(dUTP), HotGoldStar DNA poliimeraasi, 5mM MgCI, uratsiil-N-gliikosiilaasi, stabilisaatoreid
(Eurogentec, Belgia), 5 uM igat probe-i, 10 uM praimerite segu (Thermo Scientific). Reaktsioonis
kasutati matriitsina 5 pl bakteriliisaati. Denaturatsioon, praimerite seostumine ja DNA siintees
toimusid termotsiiklis Applied Biosystems (ABI) 7500. DNA fragmentide hulk ja spetsiifilise

indikaatori seondumine amplifitseeritud PCR produktiga suurenes eksponentsiaalselt ning tekkinud
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fluorestsentssignaal mdodeti ja visualiseeriti graafikul. Erinevad fluoroformargisega probid neelasid
valgust eri lainepikkustel ning see voimaldas tuvastada CTX-M Klastrid. Positiivsed kontrollid
périnesid Rootsi infektsioonhaiguste referentsinstituudist (Smittskyddsinstitutet), Stockholmist.

Tabel 5. CTX-M klastrite real-time PCR-is kasutatud praimerid ja probe-id (Birkett et al., 2007)

Praimer/probe Nukleotiidi jérjestus

(Forward) CTX-M praimer 5-ATG TGC AGY ACC AGT AAR GTK ATG GC-3’

(Reverse) CTX-M praimer 5'-ATC ACK CGG RTC GCC XGG RAT-3’

CTX-M-1 klastri probe 5'-Joe-CCC GAC AGC TGG GAG ACG AAA CGT-BHQ1-3’
CTX-M-2 Klastri probe 5'-Cy5-CAG GTG CTT ATC GCT CTC GCT CTG TT-BHQ-3-3’
CTX-M-9 Klastri probe 5'-Rox-CTG GAT CGC ACT GAA CCT ACG CTG A-BHQ-2-3'

CTX-M Kklastri probe, mis on
spetsiifiline koigile CTX-M | 5'-6-Fam-CGA CAA TAC NGC CAT GAA-MGB-NFQ-3’
klastritele v.a. CTX-M-1

Tabel 6. CTX-M Klastrite real-time PCR programm (Birkett et al., 2007)

Temperatuur Aeg Tsiiklite arv
1.50°C 2 min

2.95°C 10 min

3.95°C 10s 40 tsiiklit
4.58°C 1 min

2.2.3.4. E. coli fiilogeneetilise grupi madramine

Klassikalise PCR meetodi abil (Clermont et al., 2000) méérati E. coli tiivede fiilogeneetiline kuuluvus
gruppidesse A, B1, B2 ja D. Meetod pShineb kolme geeni chuA. yjaA ja TspE4.C2 kombinatsiooni
olemasolul (Joonis 4).

®‘/ \@
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Joonis 4. Clermont et al. (2000) fiillogeneetiliste gruppide méaramine geenide olemasolul/puudumisel.
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2.2.3.5. E. coli klooni ST131 O25:H4 identifitseerimine PCR pabB meetod
PabB alleel-spetsiifilise meetodiga mairati E. coli kloon ST131 O25:H4. Clermont et al. (2009)

meetod pdhineb poliimorfismi tuvastamisel pabB geenis (tiimiin-144 ja adeniin-450), mis on
spetsiifiline ST131-le (Clermont et al., 2009). Praimerid amplifitseerisid 347 bp suuruse fragmendi
pabB geenist (Tabel 7). Lisaks kasutatati positiivset kontroll PCR-i, et viltida praimerite seostumisest
tulenevaid vigu. Kontroll PCR amplifitseeris 427 bp suuruse fragmendi trpA geenist. Positiivne
kontroll parines Rootsi infektsioonhaiguste referentsinstituudist (Smittskyddsinstitutet), Stockholmist.

PCR reaktsiooni maht oli 20 pl, mis sisaldas: 2 pl 10 x puhvrit (Taq poliimeraasiga), 1,5 mM MgCl,,
20 pmol Pab praimereid,12 pmol trpA praimereid, 2uM dNTP, 1 U Taq poliimeraasi. Bakteriliisaati
lisati 3 pl. Positiivseks loeti proov, millel olid mdlemad PCR produktid. PCR programm toodud
tabelis 8. Elektroforeesil kasutati Bio-Rad power pac 300 masinat 150V, 400 mA juures. Kasutati
agaroosgeeli (2%), mis oli tehtud TAE puhvrist (40 mM Tris-atsetaat, 1 mM EDTA, pH 8,5
(Naxo) ning sisaldas etiidiumbromiidi 0,5 pg/ml. Geenifragmendid visualiseeriti UV-s, kasutati
Syngene visualiseerimisaparatuuri ning GeneSnap tarkvara (Syngene).

Tabel 7. Kasutatud praimerid PCR pabB meetodis (Clermont et al., 2009)

Geen Praimer Praimeri jirjestus (5°-3°)

pabB O25pabBspe.F TCCAGCAGGTGCTGGATCGT
O25pabBspe.R GCGAAATTTTTCGCCGTACTGT

trpA trpA.F GCTACGAATCTCTGTTTGCC
trpA2.R GCAACGCGGCCTGGCGGAAG

Tabel 8. PCR programm pabB meetodis (Clermont et al., 2009)

Protsess Tsiiklid Aeg
Esialgne denaturatsioon 4 min 94°C
Denaturatsioon 5894°C
Praimerite seostumine 30 tsiiklit 10 s 60°C
Ldpp ekstensioon 5 min 72°C

2.2.3.6. Statistiline analiiiis

Statistilise analuitisi 14biviimiseks kasutati veebilehte http://www.vassarstats.net/tab2x2.html.

Gruppidevaheliste erinevuste leidmiseks kasutati y’-testi ja Fisheri tipset testi (Fischer Exact test),

olulisuse nivood 0=0.05.
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2.3. Tulemused
2.3.1. Kliinilistest materjalidest isoleeritud E. coli tilvede ESBL fenotiiiibid ja genotiiiibid

2.3.1.1. E. coli jaotus ESBL fenotiiiibi jirgi

Eesti, Liti, Leedu ja Venemaa (Peterburi) haiglates skriiniti 3-laktaam antibiootikumide tundlikkust
kliinilistest materjalidest isoleeritud 7774 E. coli tiivel. Vihenenud tundlikkus [-laktaam
antibiootikumide suhtes tuvastati 421 (5,4%) E. coli tiivel. Diskide meetodil pdhineva kinnitustestiga
oli vdhenenud tundlikkus tsefotaksiimile ja/voi tseftasidiimile 399 tiivel. ESBL-negatiivseid tiivesid
oli 22. Kliiniliste materjalide jargi oli uriinist isoleeritud tiivesid n=244, madast n=93, trahhea eritisest
n=37 ja verest n=25.

Giske et al. (2009) klassifikatsiooni siisteemist lahtudes jaotusid E. coli tiived (n=399) fenotiiiibi jargi
jargnevalt: ESBLa n=297 (74%), ESBLy n=32 (8%) ja ESBLa+w n=70 (18%). Erinevad ESBL
fenotiitibid jaotusid sarnaselt erinevate Kliiniliste materjalide vahel. ESBL-positiivsete tiivede
esinemissagedus koikide skriinitud tiivede seas (n=7774) oli 5,1%; domineerisid ESBL fenotiiiibiga
tiived (3,8%) (Tabel 9).

Tabel. 9. E. coli ESBL fenotiiiibilise skriiningu ja kinnitustesti tulemused

Skriining Kinnitustest
ESBL- ESBL- - o
. " o ESBL- positiivsed ESBL-positiivsed* (%)
E.coli | positiivsed | positiivsed
n (%)
(n) (n) (n)
ESBLA 297 (74%) ESBLA 3,8%
ESBLy 32 (8%) ESBLy 0,4%
7774 421 399 5,1%
ESBLa+w 70 (18%) ESBLa+m 0,9%

* Giske et al. (2009) klassifikatsioon

2.3.1.2. E. coli titvedel ESBL 5 geenide jaotus

ESBL-positiivsetes E. coli tiivedes (n=399) identifitseeriti ESBL 4 geenid blasyy, ja CTX-M. Real-time
PCR meetodil tuvastati CTX-M geen ja selle klastrid (CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-9, CTX-M-8/25)
342 (86%) E. coli tives (Tabel 10). CTX-M Kklastritest esines kdige sagedamini CTX-M-1 283 (71%)
tivel, seejarel CTX-M-9 56 (14%) tiivel. Vihe oli klastrisse CTX-M-2 kuuluvat geeni, mida leiti
ainult kahel ning CTX-M-8/25 klastrite geeni, mida leiti iihel tiivel. CTX-M geen puudus 57 (14%)
tiivel. Uhelgi tiivel ei olnud mitut erinevasse CTX-M Kklastritesse kuuluvat geeni. Klassikalise PCR
meetodiga tuvastati geen blasyy 65 (16%) E. coli tiives. Nendest 65 tiivest oli blagyy geen iiksinda
seitsmes (2%) E. coli tiives ja koos CTX-M geeniga 58 tiives (14%). Mitte kumbagi uuritud ESBLA
geeni ei olnud 50 (12%) tiivel.
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Vorreldi ka blasyy ja blactx.m geenide esinemist erinevatest kliinilistest materjalidest isoleeritud
tiivedel, kuid statistiliselt olulisi erinevusi ei leitud.
Tabel 10. E. coli tiivede (n=399) ESBL 4 geenide esinemissagedused: CTX-M klastrite jaotus; blagyy
geeni jaotus; CTX-M klastrid koos blagyy geeniga

ESBL geenid ESBL A geenide n (%)
CTX-M-1 283 (71)
CTX-M-2 2(0,5)
CTX-M-9 56 (14)
CTX-M Klastrid
CTX-M-8/25 1(0,2)
CTX-Mneg 57 (14)
blaspy 65 (16)
blasyy geen
blasnvneg 334 (84)
ainult CTX-M 284 (71)
ainult blaspy 7(2)
CTX'M+bIaSHV
blagy+CTX-M 58 (15)
ESBLaNeg 50 (12)

2.3.1.3. ESBL.: genotiiiibiline ja fenotiiiibiline vordlus

ESBL fenotiilibiga E. coli tiivedest oli CTX-M geeniga 95% (n=282/297): domineeris klastri CTX-
M-1 geen, 83% (n=248/297); klastri CTX-M-9 geen oli olemas 11% (n=32/297); CTX-M geen puudus
5% (n=15/297) tiivedest (Tabel 11). ESBL, fenotiilibiga tiivedest kandis CTX-M geeni kokku 12%
(n=4/32), esindatud oli nii CTX-M-1 Klaster kui ka CTX-M-9. Mdlema fenotiiiipiga (ESBLa+m)
tiivedes oli CTX-M geeni 80% (n=56/70) tiivedest: 46% (n=32/70) CTX-M-1 Klastri geeni ja 33%
(n=23/70) CTX-M-9. ESBL, fenotiiiibiga tiivedes oli CTX-M-1 klastri geen sagedamini kui ESBL,
vOi ESBLa+wu tiivedes (p<0.0001; p<0.0001). ESBL v fenotiiiibiga tiivedes oli CTX-M-9 klastri geen
sagedamini kui ainult ESBL, fenotiiiibiga tiivedes (p<0.0001). ESBLy fenotiiiibiga tiivedes puudus
CTX-M geen vorreldes ESBLA ja ESBLa.v fenotiiiibiga tiivedes (p<0.0001; p=0.0002).

ESBLA fenotiiiibiga E. coli tiivedes oli blasyy geen 15% (n=44/297) olemas. ESBLy fenotiiiibiga
tiivedest (n=32) kandis blagyy geeni ainult {iks tiivi. ESBL .y fenotiiiibiga tiivedes oli antud geen
olemas 29% tiivedest (n=20/70). ESBL .\ fenotiiiibiga tiivedes oli blagyy, geen sagedamini olemas kui
ESBLA ja ESBLy fenotiiiibiga tiivedes (p=0.008; p=0.002). ESBL, fenotiiiibiga tiivedes oli ainult
CTX-M geen olemas sagedamini kui ESBLy, ja ESBLa+v fenotiiiibiga tiivedes (p<0.0001; p<0.0001).
ESBLa+m tiivedes oli ainult CTX-M geen sagedamini kui ESBLy, tiivedes (p<0.0001). ESBLa+m
tivedes oli blasy, koos CTX-M geeniga sagedamini kui ESBLA ja ESBLy fenotiiiibiga tiivedes
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(p=0.008; p=0.001). ESBLy fenotiiiibiga tiivesid oli ESBL, geenideta sagedamini kui ESBL, ja
ESBL a+m tiivesid (p<0.0001; p<0.0001). ESBL fenotiiiibiga tiivede seas oli vihem ESBL geenideta
tiivesid kui ESBLa.u tiivede seas (P=0.0002) (Tabel 11).

Tabel 11. Erinevate ESBL fenotiiiipidega E. coli tiivedes (n=399) ESBL geenide jaotused: CTX-M
klastrid; blasyy geen; CTX-M ja blagyy koos

ESBL fenotiiiibid n (%)

ESBL A genotiiiibid

ESBLA (n=297) ESBLy (n=32) ESBLa+m (N=70)
CTX-M-1 248 (83)"? 3(9)" 32 (46)°
CTX-M-2 1(0,3) 0(0) 1(1)
CTX-M-8/25 1(0,3) 0(0) 0(0)
CTX-M-9 32 (11)° 1(3) 23 (33)°
CTX-Mneg 15 (5)* 28 (88)*° 14 (20)°
blasyy 44 (15)° 1(3)’ 20 (29)°"
blakvneg 253 (85) 31 (97) 50 (71)
ainult CTX-M 251 (85)°° 1(3)%Y 38 (54)°
ainult blagny 4 (1) 1(3) 2 (3)
blagy+CTX-M 31 (10" 3(9)%” 18 (26)**2
ESBLaNeg 11 (485 27 (85)"** 12 (17)**

1p<0.0001; “p<0.0001; 3p<0.0001; “p<0.0001; *p=0.0002; °p=0.008; 'p=0.002; *p<0.0001; *p<0.0001;
1%p<0.0001; **p=0.008; **p=0.001; **p<0.0001; p**<0.0001; *p=0.0002.

2.3.1.4. E. coli fiilogeneetiline kuuluvus ja seos ESBL 5 geenidega

ESBL-postitiivsed E. coli tiived jaotusid Clermont et al. (2000) multiplex-PCR meetodi jérgi
erinevatesse fillogeneetilistesse gruppidesse jargnevalt: flilogeneetilisse gruppi A kuulus 25 tiive (6%),
gruppi B1 15 (4%), gruppi B2 281 (70%) ja gruppid D 78 (20%) (Tabel 12).

Gruppi A ja Bl kuuluvatel E. coli'del oli CTX-M-1 klastri geeni vastavalt 84% ja 87% (n=21/25,
n=13/15), B2 grupil 72% (n=203/281), D grupil 59% (n=46/78). D grupi tiivedes oli CTX-M-1 Klastri
geeni harvemini kui A, B1, B2 grupi tiives (p=0.02; p=0.04; p=0.02) (Tabel 12). Klastri CTX-M-9
geeni gruppidesse A ja Bl kuuluvates tiivedes ei leitud. Seevastu oli selle klastri geen levinud
fillogrupi D 23% (n=18/78) ja B2 tiivedes 14% (n=38/281). D grupi tiivedes oli CTX-M-9 klastri
geene sagedamini kui A ja B1 grupi tiives (p=0.005; p=0.03). Ka oli D fiilogrupis lisaks CTX-M-1 ja
CTX-M-9 Klastri geeniga tiivedele kaks CTX-M-2 ja iiks CTX-M-8/25 klastri geeniga tiive. CTX-M
geenita tiivesid oli erinevatesse fiillogrupidesse jaotunud sarnaselt, ligi 1/5 (Tabel 12). K&ige enam oli
blasyy olemas B1 grupi tiivedel (27%) ja kdige vihem B2 grupi tiivedel (14%), statistiliselt olulist

erinevust ei leitud (Tabel 12).
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Tabel 12. Erinevatesse fiilogruppidesse

CTX-M ja blagny geenid

kuuluvate E. coli tiivede (n=399) ESBL, geenide jaotus:

Fiilogrupid n (%)
ESBL A geenid A B1 B2 D

(n=25) (n=15) (n=281) (n=78)
CTX-M-1 21 (84)" 13 (87)° 203 (72)° 46 (59)+°
CTX-M-2 0 0 0 2(3)
CTX-M-8/25 0 0 0 1(1)
CTX-M-9 0* 0° 38 (14) 18 (23)*°
neg 4 (16) 2 (13) 40 (14) 11 (14)
blagyy 5 (20) 4 (27) 40 (14) 16 (21)
blasyyvneg 20 (80) 11 (73) 241 (86) 62 (79)

1p=0.02; *p=0.04; ®*p=0.02; “p=0.005; >p=0.03.

2.3.1.5. E. coli kloon ST131-025:H4 esinemissagedus ja seos ESBL  geenidega

Klassikalise PCR-meetodiga skriiniti fiillogeneetilise grupi B2 tiivede (n=281) seast E. coli klooni
ST131-025:H4 (Tabel 13). B2 fiillogruppi kuuluvate tiivede seas oli E. coli klooni ST131 levimus
korge, 83% (n=234/281). Varreldi klooni ST131 ja mitte-klooni ESBL 4 geenide jaotust ning leiti, et

molemas domineeris CTX-M-1 klaster ning vidhem oli CTX-M-9 klastri geene. ST131 seas oli blasyy,

geeniga tiivesid rohkem kui mitte-ST131 seas (16% vs 6%). Statistiliselt olulisi erinevusi kloon ST131
ja mitte-ST131 ESBL, geenide jaotumises ei tuvastatud. Kloon ST131 esines kdikide ESBL-
positiivsete E. coli tiivede hulgas 59% (n=234/399)

Tabel 13. E. coli kloon ST131 025:H4 ja ESBL A geenide jaotus

E. coli fiilogrupp B2

ESBL A geenid

ST131 (n=234)

mitte-ST131 (n=47)

n (%) n (%)
CTX-M-1 170 (73) 33(70)
CTX-M-9 33 (14) 5(11)
CTX-Mneg 31 (13) 9(19)
blaghy 37 (16) 3(6)
blasivneg 197 (84) 44 (94)
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2.3.2. ESBL » epidemioloogia

2.3.2.1. Erinevatest riikidest isoleeritud E. coli tiivede ESBL geenide jaotus

Vorreldi Eestist, Latist, Leedust ja Venemaalt isoleeritud E. coli tiivedes (n=399) ESBL geenide
(blasyy ja CTX-M) esinemissagedusi (Tabel 14). Latis isoleeritud tiivedest omasid CTX-M-1 klastri
geeni 88% (n=98/112),Venemaal 73% (n=98/134), Eestis 61% (n=72/118) ja Leedus 43% (n=15/35).
CTX-M-1 klastri geeni on Liti tiivede seas statistiliselt rohkem kui Eesti, Leedu ja Venemaa tiivedes
(p<0.0001; p<0.0001; p=0.006) ning Venemaa tiivedes sagedamini Kui Leedu tiivedes (p=0.001).
CTX-M-9 Kklastri geen esines kdige sagedamini Leedu tiivedes, 26% (n=9/35), seejdrel Venemaa
tiivedes, 18% (n=24/134), vahem Eesti ja Léti tiivedes, vastavalt 14% ja 6% (n=16/118; n=7/112).
CTX-M-9 klastri geene on Leedu tiivede seas statistliselt enam kui Léti ja Eesti tiivedes (p=0.003;
p=0.001). Klastri CTX-M-2 geene oli iihes Leedu ja ihes Venemaa tiives ning klastri CTX-M-8/25
geeni leiti ainult ithes Venemaa tiives. CTX-M negatiivseid tiivesid oli kdige enam Leedus, 28%
(n=10/35) ja kdige vdhem Litis, 6% (n=7/112). Leedust ja Eestist isoleeritud tiived olid sagedamini
CTX-M negatiivsed vorreldes Litist (p=0.0007; p<0.0001) ja Venemaalt (p=0.001; p=0.0001)
isoleeritud E. coli tiivedega.

Liti, Leedu ja Venemaa E. coli'des identifitseeriti blagyy ligi 1/5 tiivedes. Vdhem tuvastati blagyy
geeniga tiivesid Eestis, ainult 12% (n=14/118). Statistiliselt olulisi erinevusi ei leitud (Tabel 14).
Tabel 14. Erinevatest riikidest isoleeritud E. coli tiivel (h=399) CTX-M ja blasyy esinemissagedused

ESBLA geenid | Eesti (n=118) | Lati (n=112) Leedu (n=35) Venemaa (n=134)
CTX-M-1 72 (61)" 08 (88)M*° 15 (43)** 08 (73)**
CTX-M-2 0(0) 0(0) 1(3) 1(1)
CTX-M-9 16 (14)° 7 (6)° 9 (26)°° 24 (18)
CTX-M-8/25 0 (0) 0 (0) 0(0) 1(1)
CTX-M neg 30 (25)*" 7(6)"7 10 (28)"® 10 (7)%%°
blagyy-pos 14 (12) 20 (18) 7 (20) 24 (18)
blasyy-neg 104 (88) 92 (82) 28 (80) 110 (82)

1p<0.0001; “p<0.0001; *p=0.006; “p=0.001; °p=0.003; °p=0.001; 'p=0.0007; ®p=0.001; "p<0.0001;
1°p=0.0001.

2.3.2.2.

esinemissagedus

Erinevatest riikidest isoleeritud tiivede seas E. coli klooni ST131-O25:H4

Vaorreldi klooni ST131-025:H4 (n=281) esinemissagedusi Eesti (n=97), Lati (n=100), Leedu (n=22) ja

Venemaa (n=62) B2 fiilogrupi tiivede seas. Léti, Eesti ja Leedu B2 fiilogrupi tiivedest moodustas
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kloon ST131 81% (81/100), 88% (85/97) ja 95% (21/22). ST131 tuvastati vihem Venemaa B2 tiivede
hulgas, 76% (47/62), kuid leitud erinevus ei olnud statistiliselt oluline.

Seejdrel vaadati ST131 esinemissagedust kdikide tiivede seas (n=399) (Tabel 15). ESBL-positiivsete
tivede (n=399) seas oli ST131 esinemissagedus 59%: Eestis 72%, Litis 72%, Leedus 60% ja
Venemaal 35% (Tabel 16). E. coli ST131 kloon oli vihem levinud Venemaal vorreldes Eestist, Latist
ja Leedust isoleeritud tiivedega (P<0.0001; P<0.0001; P=0.01).

Tabel 15. E. coli kloon ST131-025:H4 esinemissagedused erinevates riikides

ESBL E. coli (n=399)
o ST131 mitte-ST131
Riigid (n)
n (%) n (%)
Eesti (n=118) 85 (72)" 33 (28)
Liiti (n=112) 81 (72)° 31 (28)
Leedu (n=35) 21 (60)° 14 (40)
Venemaa (n=134) 47 (35)+° 87 (65)

1p<0.0001; *p<0.0001; *p=0.01.
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2.4. Arutelu

Viimasel kiimnendil on infektsioone pdhjustavate kliiniliste isolaatide seas resistentsete E. coli tiivede
osakaal pidevalt suurenenud. See on seotud laiendatud toimespektriga PB-laktamaaside (ESBL)
produktsiooniga, mis inaktiveerivad raviks kasutatavad B-laktaam antibiootikumid: penitsilliinid, 3. ja
4. pdlvkonna tsefalosporiinid ning monobaktaamid (ECDC, 2013; Gibold et al., 2014; Novais et al.,
2007). Beeta-laktaam antibiootikumid on bakteritsiidse toimega ained, mille vastu on bakteritel
voitlemiseks mitmeid erinevaid mehhanisme. Uheks olulisemaks on ensiiiimi p-laktamaasi
produktsioon, mis 16hub antibiootikumi B-laktaam ringi. ESBL-e produtseerivad tiived on globaalselt
levinud ning seda seostatakse resistentsusgeenide horisontaalse liikidevahelise (palsmiidid, integronid
jne) ja vertikaalse iilekandega (fiilogeneetiline kuuluvus ja kloon). Kirjanduses puuduvad andmed
ESBL-positiivsete E. coli tiivede levikust, feno- ja genotiiiibilisest jaotusest Balti mere piirkonnas.
Kéesoleva magistritoé eesmargiks oli vOrrelda fenotiiiibilisi ja genotiilibilisi metoodkaid p-laktamaasi
produtseerivate tlivede kindlakstegemiseks ning ESBL geenide seos fiilogeneetilise kuuluvusega ja
nende epidemioloogia Balti mere piirkonnas. Fenotiiiibiliste meetoditega skriiniti kokku 7774 E. coli
tive, millest iile 5% osutsusid ESBL positiivseteks. ESBL-positiivsete E. coli tiivede seas
domineerisid ESBL 4 fenotiitibiga tiived ning vihem oli ESBLa+y ja ainult ESBLy, fenotiiiibiga tiivesid.
Fenotiiiibiline ESBLA on pohjustatud ESBL A klassi kuuluvate CTX-M, SHV ja TEM ensiitimide poolt
ning ESBLy fenotiiiip AmpC poolt (Giske et al., 2009). ESBLA fenotiitibiga tiived on kdige enam
levinud kogu maailmas (Gibold et al., 2014; Mockracka et al., 2013). ESBL,, fenotiiiibiga tiivede
esinemissagedused kliiniliste tiivede seas on pigem madalad (Starlander et al., 2014; Reuland et al.,
2014). Starlander et al. (2014) on vorrelnud ESBLA ja ESBLy, tiivesid ning leidnud, et ESBLA tiived
on virulentsemad, laia resistentsusprofiiliga ning tunduvalt pikema vastupidavusega keskkonnas kui
ESBLy, tiived. Toendoliselt oli see ka liheks voimalikuks pdhjuseks, miks ESBL tiived ka antud t66
materjalides korge esinemissagedusega olid.

Blasyy geene detekteeriti 16%-il tiivedest, kasutades klassikalist PCR meetodit. Antud meetodiga ei
saanud eristada laia-spektriga blasyy p-laktamaasi ESBL-idest. Geeni blagyy  tdpseks
identifitseerimiseks on vajalik sekveneerimine. Siiski annavad saadud tulemused {iilevaate geeni
levikust Kliinilistest materjalidest isoleeritud E. coli tiivedes. Varasemates uuringutes on blagyy geeni
esinemissagedus olnud suurem K. pneumoniae tiivedes ning suhteliselt madal E. coli tiivedes (Trang et
al., 2013). Kui vorrelda antud t66 blagyy geeni tulemusi teiste varem 14bi viidud uuringutega (Huemer
et al., 2011), siis oli blasyy geeni sagedus korge. Siiski ei ole antud t66 tulemus erandlik. Néiteks
Prantsusmaal Nicolas-Chanoine et al. poolt (2013) 14bi viidud uuringus leiti, et blasyy geen oli olemas
12%-il uuritud E. coli tiivedes, mis on korrelatsioonis antud t66 tulemustega.

Fenotiiiibi jargi ESBL-positiivsetes tiivedes oli CTX-M geeni esinemissagedus kdrge (86%). Uuritud
CTX-M klastritest domineerisid CTX-M-1 (71%), seejirel CTX-M-9 (14%). Onnberg et al. (2011)
poolt 1dbi viidud uuringus leiti, et CTX-M geen oli 87%-il uuritud ESBL-positiivsetel enterobakteritel
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ning sarnaselt antud t66ga oli suurem osa tiivedest CTX-M-1 klastri geenidega. Seejuures oli CTX-M-
9 geeni klastriga tiivede osakaal suurem kui kdesolevas t66s (34% vs 14%). Lisaks on paljudes teistest
varasemates ESBL-tiivede uuringutes tdheldatud peamiselt CTX-M-1 ja CTX-M-9 Klastri geene
(Novais et al., 2007; Gibold et al., 2014; Markovska et al., 2013; Machado et al., 2013). Teised CTX-
M klastrid nagu CTX-M-8/25 ja CTX-M-2 olid E. coli'des esindatud mdnes tiksikus tiives, sarnane
tulemus on saadud ka teistes uuringutes (Onnberg et al., 2011; Huemer et al., 2011). Uhes tiives vdib
esindatud olla ka mitu erinevat CTX-M Kklastri geeni, kuid antud t66s ihtegi sellist tiive ei
identifitseeritud (Brolund et al., 2013). Osades ESBL fenotiiiibiga tiivedes (13%) ei leitud kumbagi
uuritud ESBL 5 geeni, mis tdhendab, et ilmselt oli nendes E. coli*des olemas moni teine antibiootikumi
resistentsusmehhanism voi ESBL geen, mis vastava fenotiiiibi tekitasid.

Kirjanduse jargi voib CTX-M geenide korge esinemissagedus olla seotud tiivede vahelise
horisontaalse geeni lilekandega ja klonaalse levikuga (Onnberg et al., 2011). Ka on CTX-M geenide
puhul leitud, et nende globaalne levik on seotud kindlate plasmiididega (Markovska et al., 2013;
Trang et al., 2013). Kliinilises praktikas on [-laktaamidest tseftasidiim ja tsefotaksiim sageli
kasutatavad ravimid ning ka see vdib olla CTX-M geeniga tiivede selektsiooni pdhjuseks.

Tiivede fenotiitibilisel ja genotiitibilisel vordlemisel leiti, et enamus ESBL, fenotiitibiga tiivedest oli
(83%) CTX-M-1 Klastri geenidega. ESBLy ja ESBLa+v fenotiiiibiga tiivedes oli CTX-M-1 Klastri
geeni vihem (vastavalt 9% ja 46%). ESBL tiivede seas oli ESBL geenita tiivesid kdige vdhem (4%)
ning ESBLy, fenotiilibiga kdige rohkem (85%). E. coli tiivedes oli fenotiiiibiline ESBLA pohjuststud
CTX-M-1 klastri geenide poolt. ESBL a+y tiivedes oli lisaks CTX-M-1 klastrile rohkem tiivesid CTX-
M-9 Klastri geeniga, mis on korrelatsioonis Brolund et al. (2013) tulemustega, kus ESBL a. tiivedes
oli samuti sagedamini esindatud mdlema klastri geenid. Fenotiiiibi jérgi ESBLy tiivedes oli ESBLA
geenide esinemissagedused madalad ning see oli oodatav tulemus, sest fenotiilibiline ESBLy on
pohjustatud ESBLy, klassi ensiiiimide poolt (AmpC).

E. coli teatud fiilogeneetilised grupid on sagedamini seotud antibiootikum resistentsusega.
Antibiootikum tundlikud tiived on peamiselt flilogeneetilises grupis B2 ning ning resistentsed tiived
kuuluvad sageli gruppidesse D ja A (Cook et al., 2010). Seevastu on saadud ka teistpidiseid tulemusi,
kus on leitud korrelatsioon B-laktaam resistentsete E. coli tiivede ja B2 grupi vahel (Olesen et al.,
2013; Brolund et al., 2013). Isoleeritud ESBL tiivedest kuulus suurem osa (70%) fiilogruppi B2, mis
langeb kokku Brolund et al. (2013) andmetega. Seejuures on tdheldatud, et olenevalt ESBL geenist
(CTX-M, SHV, TEM) on ka tiivede kuuluvus fiillogruppidesse erinev (Brisse et al., 2012). CTX-M-1
klastri geenidega tiived on sagedamini B2 fiilogrupist ning CTX-M-9 klastri geenidega tiived D
grupist (Brisse et al., 2012). Kdesoleva t60 tulemused erinesid: kdige enam olid CTX-M-1 klastri
geenid levinud hoopis A grupi tiivedes (84%) ja B1 grupi tiivedes (87%), mitte B2 (72%) tiivede seas.
Lee et al. (2009) poolt tehtud uurimuse andmetel on leitud, et lisaks B2 grupile on D fiilogrupi tiived
positiivses korrelatsioonis CTX-M-9 klastri geenidega. Seda viidet toetavad ka antud t66 tulemused,

kus CTX-M-9 klastri geenid olid kdige enam just D fiilogrupis esindatud. Seejuures CTX-M-9 Klastri
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geene ei leitud A fiilogrupi tiivedes. ESBLa geeni blasy, esinemissagedus olid eri gruppidesse
kuuluvatel tiivedel sarnased ning statistiliselt olulist erinevust ei leitud. K&ige enam oli blagyy, olemas
D grupi tiivedel (21%) ja kdige vdhem B2 grupi tiivedel (15%). CTX-M geenide suhteliselt kdrge
sagedus koikides fiilogeneetilistes gruppides peegeldab ESBL-ide laialdast levikut erinevates
kliinilistes tiivedes. Tulemustest v3ib jareldada, et fiilogruppide ja ESBL geeni tulemused on mingis
o0sas vastavuses varasemate uuringute tulemustega, kuid esineb erinevusi.

E. coli 0O25:H4 kloon ST131 kuulub B2 fiilogeneetilisse gruppi. Fiilogeneetilise grupi B2 tiivede
skriiningul klassikalise PCR-meetodiga leiti, et E. coli klooni ST131-025:H4 levik antud tiivede seas
oli korge, iile 83%. Sarnase tulemuse on saanud Brolund et al. (2013), kelle andmetel oli B2 grupi
tivedest koguni 98% E. coli ST131 kloon. Antud t66s teisi kloone ei skriinitud, kuid kirjanduse
andmetel on kliiniliste isolaatide seas levinud veel ST38, ST38, ST69, ST405, ST617, ST648 (Brolund
et al., 2013; Helldal et al., 2013). Kirjanduse andmetel produtseerib kloon ST131 sageli klastrisse
CTX-M-1 kuuluvat CTX-M-15 (Helldal et al., 2013). Seevastu on viimastel aastatel avaldatud ka
tulemusi, kus Kloonis ST131 on leitud ka teiste CTX-M klastrite geene (Brisse et al., 2012; Olesen et
al., 2013). Nii ST131 kui mitte-ST131 tiivedes domineerisid CTX-M-1 klastri (70% vs 73%) geenid
ning vihem oli CTX-M-9 (11% vs 12%) Klastri geene. Statistiliselt olulisi erinevusi kloonis ST131 ja
mitte-ST131 ESBL 4 geenide jaotumises ei tuvastatud. Brisse et al. (2012) tulemused olid vastupidised,
E. coli kloon ST131 eristus selgesti mitte-ST131 tiivedest omades sagedamini CTX-M geene kui
mitte-ST131. Kéesolevas to0s ei sekveneeritud CTX-M klastri geene ning selle tottu ei saa kindlalt
viita, et isoleeritud ST131 tiived olid seotud CTX-M-15-ga. Siiski on alust arvata, et ilmselt on need
tived CTX-M-15 geeniga, sest kloonis ST131 domineeris CTX-M-1 Klastri geen, kuhu CTX-M-15
kuulub. Klooni korget esinemissagedust isoleeritud tiivede seas vdib seostada CTX-M-1 klastri geeni
korge esinemissagedusega, mis annab resistentsuse f-laktaamide vastu. Lisaks ESBL-idele on leitud,
et ST131 on sageli multiresistentne, lagundades ka teisi antibiootikumide klasse (fluorokinoloone,
aminogliikosiide) (Nicolas-Chanoine et al., 2007; Helldal et al., 2013).

Maailmas on pohjalikult uuritud B-laktamaasi produtseerivate bakteritiivede epidemioloogiat nii
fenotiiiibiliste kui ka molekulaarsete markerite alusel (Brolund et al., 2013; Balode et al., 2013;
ECDC, 2013). Epidemioloogilised andmed ESBL-positiivsete tiivede leviku kohta Eestis puuduvad
ning andmed Léti, Leedu ja Venemaa (Peterburi) kohta on kesised. Antibiootikum-resistentsuse seire
andmetel oli lda-Euroopas ESBL-positiivsete E. coli tiivede osakaal suurim Tiirgis (25%) ning
madalaim Leedus (3,6%) (Balode et al., 2011). Meie tulemused néitasid, et Balti mere piirkonnas oli
ESBL-positiivsete osakaal 5%. Madalamat ESBL-positiivsete osakaalu on tdheldatud Rootsis, kus
ESBL-positiivseid tiivesid oli ainult 3% (Brolund et al., 2013). Eldenstein et al. (2013) poolt
Venemaal 1dbi viidud uuringus oli ESBL-positiivsete E. coli tiivede osakaal ligi 16%. Seejuures leiti,
et Venemaa eri piirkondades oli ESBL-positiivsete tiivede esinemissagedused vidga erinevad,
varieerudes 10-90% vahel. ESBL-positiivsete esinemissagedus erinevates riikides voib olla

pohjustatud suurema ja suhteliselt kontrollimatu antibiootikumide kasutamisega. Kéesoleva t60

34



tulemuste alusel oli Balti mere piirkonnas ESBL tiivede osakaal madal sarnanedes pigem Pohja-
Euroopale. See on ilmselt seotud sarnase antibiootikumide kasutus poliitikaga ja
infektsioonikontrolliga.

ESBLA geenide epidemioloogia oli Balti mere riikides erinev. Baltimaades ja Venemaal oli blasyy
geen sarnaselt levinud (12-20%). Brolund et al. (2013) poolt tehtud uuringu oli blasy, geenide
sagedused ainult 1%-il tiivedest. Suur erinevus antud t66s saadud blasyy, tulemustega v3ib tuleneda
sellest, et tuvastatud blasyy geenid vdivad olla peamiselt kromosomaalselt kodeeritud blagyy.; ja
blasyy.2, mis ei ole ESBL aktiivsusega. Balti mere piirkonnas domineerisid CTX-M-1 ja CTX-M-9
klastrid, mille levimus on kdrge ka teistes Euroopa riikides (Huemer et al., 2011; Cicek et al., 2013;
Helldal et al., 2013). Léti ja Venemaa tiived olid sagedamini CTX-M-1 genotiilibiga vorreldes Eesti ja
Leedu tiivedega (88% ja 73% versus 61% ja 43%.). CTX-M-1 Klastri esinemissagadus on kooskdlas
eelnevalt Litis, Leedus ja Venemaal labiviidud uuringutega, kus vastava klastri esinemissagedus oli
100%, 36% ja 93% (Dumpis et al., 2010; Seputiene et al. 2010, Eldenstein et al., 2003). Venemaal
leiti ka CTX-M-2 genotiilibiga tiivesid (7%), mida kdesoleva uuringus oli ainult {ihel isolaadil. Lisaks
tuvastasime 1/5 tiivedel CTX-M-9 ja iihel tiivel CTX-M-8/25 genotiiiibi, mida Eldestein varasemas
uuringus Venemaal ei leidnud (Eldenstein et al., 2003). Viimasel kiimnendil on Venemaal (Peterburg)
E. coli*de populatsioonis toimunud moningad ESBL genotiiiibi muutused, mis ilmselt on mdjutatud
Euroopas valitsevast olukorrast. Siiski ei ole andmete hulk piisavalt suur, et saaks teha iildistusi terve
riigi kohta.

Meil puuduvad eelnevad andmed Eestist isoleeritud E. coli ESBL geenide kohta. Meie t66 tulemused
on sarnased Rootsis Brolund et al. (2013) poolt 1dbi viidud uuringute andmetega, kus samuti 61%
ESBL-positiivsetest tiivedest oli CTX-M-1 genotiiiibiga. Erinevalt Eesti tiivedest oli CTX-M-9
genotiiiibiga tiivesid Rootsis rohkem kui Eestis (21% vs 14%). Rootsis identifitseeriti ka {iksikud tiived
CTX-M-2 genotiiiibiga, kuid Eestis teisi CTX-M genotiiiipe ei leitud.

CTX-M-1 Kklastri geenide korge esinemissagedus Balti mere piirkonnas on ilmselt seotud
tivedevahelise geenide iilekandega plasmiidide vahendusel. CTX-M-1 Klastri geenide ulatuslik levik
erinevate konjugatiivsete plasmiididega algas peale 2000. aastat (IncN, IncL/M, IncFIl). Plasmiidid
IncN ning IncA/C on laia peremeesulatusega, mille tottu voivad CTX-M geenid suure tGendosusega
edaspidi levida horisontaalsel teel ka teistesse enterobakteri liikidesse (Novais et al., 2006).

E. coli klooni ST131-025:H4 levikut ei ole eelnevalt Eestis, Litis, Leedus ja Venemaal (Peterburg)
uuritud. Tiivede fiilogeneetilise kuuluvuse pohjal (70% tiivedest kuulus virulentsesse B2 gruppi) vois
oletada, et ST131 on levinud ka Balti mere piirkonnas. Balti mere piirkonnast isoleeritud tiivede seas
oli ST131 esinemissagedus 56%, mis on korgem kui varasemate uuringute andmetel Rootsis (34%),
Taanis (38%) ja Norras (20%) (Brolund et al., 2013; Naseer et al., 2009; Olesen et al., 2013). Eestis,
Litis, Leedus oli ST131 osakaal korge, vastavalt 72%, 72%, 60% ning Venemaal (Peterburis)
isoleeritud tiivede seas oli ST131 Kklooni esinemissagedus tunduvalt madalam, ainult 35%. E. coli

klooni ST131 satatistilne erinevus Venemaa ja Balti riikide vahel vdis olla tingitud E. coli tiivede
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fillogeneetilisest kuuluvusest. Grude et al. (2007) on oma t66s leidnud, et Venemaal isoleeritud tiivede
seas esines B2 grupi tiivesid tunduvalt vihem ning selle tottu on ilmselt Venemaal ka kloon ST131
vihem levinud. Kirjanduse andmetel on ST131 tiivedel oluliselt laiem virulentsusprofiil kui teistel
ESBL-positiivsetel tiivedel ning see on iiheks pohjuseks, miks kloon nii edukalt maailmas levib ja on
levinud ka Balti mere piirkonnas (Olesen et al., 2013).

Peale ESBL, Kklassi ensiilimide pohjustab tsafalosporiinide resistentsust plasmiididele kodeeritud
AmpC-tiiiipi f-laktamaasid (ECDC, 2013; Brolund et al., 2013). Antud t66s ESBLy, tiivede geene ei
identifitseeritud, kuid suure tGendosusega on tegemist ESBLy; klassist AmpC-ga. AmpC on vorreldes
ESBL4 ensiiiimidega Euroopas vihem levinud, kuid USA-s on ka selle geeniga E. coli tiivede levimus
korge (Munoz-Price et al., 2013). Arvatakse, et ldhitulevikus tekitatavad enim probleeme
karbapeneemi resistentsed tiived, mis kannavad erinevaid ESBLcarpa Klassi kuuluvaid metallo-B-
laktamaasi geene nagu VIM ja NDM vai seriin-karbapenemaase (nagu KPC). Need ensiiiimid annavad
mikroobile resistentsuse kodikide ravimiturul olevate B-laktaam antibiootikumide vastu, kaasa arvatud
ka karbapeneemidele ja tsefamiisiinidele (Giske et al., 2009; ECDC, 2013).

Mikrobioloogilise diagnostika tdiustamine ja antibakteriaalsete preparaatide kontrollitud kasutamine
on oluline resistentsete bakterite leviku piiramisel. Enne antibakterialse ravi alustamist tuleks kindlasti
madrata, kas infektsiooni pdhjustaja on ravimile tundlik v3i mitte. Selleks, et antibakteriaalne ravi
oleks efektiivsem, tuleks vilja tootada praegustest kiiremad diagnoosimeetodid ning véimalusel tuleks
vidhendada antibiootikumide kasutamist. Molekulaarbioloogilised meetodid (PCR, sekveneerimine,
kiibimeetodid) voimaldavad kiiresti tuvastada ESBL geenid, kuid need meetodid on paljudele
haiglalaboritele veel kéttesaamatud ja kallid (Platteel et al., 2011).

Kédesolev uurimistod kirjeldas  kliinilistest materjalidest isoleeritud laiendatud B-laktamaasi
produtseerivate E. coli'de fenotiiiibilist ning genotiiiibilist jaotust, ESBL geenide esinemissagedusi,
fillogeneetilist ning klonaalset kuuluvust. T66 tulemusena leiti, et E. coli ESBLA fenotiiiip on
peamiselt pohjustatud CTX-M geenidest ning diskimeetodil ESBL, produktsiooni tuvastamine on
usaldusvddrne. Balti riikides ja Venemaal (Peterburg) domineerisid CTX-M-1 ja CTX-M-9 klastri
geenid, mis on sarnane tulemus varem Euroopas tehtud uuringutele. E. coli kloon ST131
esinemissagedus Balti riikides oli kdrgem kui kirjanduse andmetel PGhjamaades. Klooni ST131 esines
oluliselt vihem Venemaa tiivedes vorreldes Balti riikidest isoleeritud tiivedega. Eestis oli ESBL
tiivede kirjeldamine ning vordlus teiste riikidega esmakordne. Liti, Leedu ja Venemaa (Peterburi)
kohta mdningad andmed olid varasematest uuringutest olemas, kuid antud t66 tulemused annavad uut

informatsiooni tulevaste uurimuste jaoks.
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Kokkuvote

Kéesoleva t60 eesmargiks oli kliinilistest materjalides isoleeritud laiendatud [-laktamaasi
produtseerivate (ESBL) E. coli‘de fenotiiiibiliste ja genotiiiibiliste metoodikate vordlus, ESBLa
geenide seos flilogeneetilise kuuluvusega ja nende epidemioloogia Balti mere piirkonnas.

Baltimaades ja Venemaal (Peterburg) skriiniti kokku 7774 E. coli tive. Tiivedel maédrati
fenotiitibiliselt ESBL. Fenotiiiibiliselt ESBL-positiivsetel tiivedel madrati PCR-ga fiillogeneetiline
grupp ning PCR-ga ja real-time PCR-ga ESBL geenid (blasyy, CTX-M).

Tulemused:

(1) ESBL positiivsete E. coli tiivede feno- ja genotiiiibiline vordlus

Fenotiiiibi alusel oli 5% E. coli tiivedest ESBL-positiivsed ning domineeris ESBLa grupp. ESBLA
geenidest oli blagyy geen 1/5 tiivedest ja CTX-M Klastri geenid 95%. CTX-M geeni Kklastritest esinesid
koige sagedamini CTX-M-1 ja CTX-M-9 Kklastrite geenid, ainult tiksikud tiived olid CTX-M-2 ja
CTX-M-8/25 Klastri geenidega. Fenotiilibilised ESBLA E. coli tiived kandsid enamasti CTX-M-1 ja
vihem CTX-M-9 klastri geene vorreldes ESBL)y, fenotiiiibiga.

(2) ESBL-positiivsete E. coli tiivede fiilogruppide ja ST131 klooni seos ESBL 4 geenidega
E. coli A ja B1 fiilogrupid olid seotud CTX-M-1 ning B2 ja D fiilogrupid olid seotud nii CTX-M-1 kui
CTX-M-9 kastritega. B2 fiilogrupi tiivedest moodustasid 83% E. coli ST131 klooni. ESBLA geenid

olid sarnaselt jaotunud E. coli ST131 klonaalsete ja mittekloonalsete tiivede vahel.

(3) E. coli ESBL geenide epidemioloogia ja ST131 klooni levik Balt mere piirkonnas

Geen blagyy esinemissagedus oli kdikide riikide tiivede seas madal. CTX-M-1 Klastri geenide
esinemissagedus oli kdrgem Litis ja Venemaal vorreldes Eesti ja Leeduga. CTX-M-9 Klastri geeniga
tiivesid oli rohkem Leedu ja Eesti tiivede seas. E. coli ST131 klooni esinemissagedus oli kdrgem Balti

maades ning madalam Venemaal.
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The phenotypic and genotypic characterization of clinical strains producing
extended-spectrum beta-lactamase in the Baltic Sea region

Kristiine Pai
Summary

Escherichia coli is a rod-shaped Gram-negative bacterium that is a frequent cause of extraintestinal
diseases, such as urinary tract infections, bacteremia and meningitis. Among gram-negative bacteria
beta-lactamases continue to be the leading cause of resistance to beta-lactam antibiotics. In recent
years there has been an increased occurrence and prevalence of extended-spectrum beta-lactamases
(ESBLs), enzymes that hydrolyze and cause resistance to oxyimino-cephalosporins and aztreonam.
ESBLs are classified according to the scheme of Giske et al. (2009) into three classes: ESBLA (CTX-
M, SHV, TEM), ESBLy (AmpC, OXA-ESBLS), ESBLcarsa (NDM, KPC). Molecular epidemiology
suggests that the ESBLs genes have been disseminated either by epidemic strains or by transferring

plasmids carrying the resistance traits.

The aim of this study was: (1) To assign the ESBLA and ESBL, phenotype to clinical ESBL-positive
E. coli strains, evaluate the prevalence of ESBL, (CTX-M, blashy) genes; (2) Designate the
phylogenetic groups of E. coli, detect the clone ST131 and describe the prevalence of ESBL genes;
(3) Describe the molecular epidemiology of ESBLs and ST131 in Baltic countries and in Russia (St.
Petersburg).

The results of this study were following:

(1) According to the phenotypic ESBL screening test, 5% of all strains were ESBL-positive. The
ESBLA phenotype dominated. Molecular detection of blasy, showed that all E. coli strains from
different Baltic countries and St. Petersburg were similar, carrying blaSHV almost at the same rate
(1/5). CTX-M gene was detected among 95% of the strains. The majority of CTX-M positive strains
carried subgroup CTX-M-1, CTX-M-9 and only few strains had genes from subgroups CTX-M-2 and
CTX-M-8/25.

(2) E. coli phylogentic groups A and B1 were associated with CTX-M-1 and group D was associated
with CTX-M-1 and also CTX-M-9. Among B2, phylogenetic group ST131 represented 83% of the
isolates. ESBL A genes were distributed similarly in ST131 and non-ST131.

(3) The prevalence of blasyy was low in all strains from different Baltic countries and Russia. The
prevalence of CTX-M-1 was higher in Latvia and Russia compared to Estonia and Lithuania. Strains
with CTX-M-9 were more present among strains from Lithuania and Estonia. The prevalence of

ST131 was higher among strains from Baltic countries than Russia.
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Tanuavaldused

Sooviksin tinada oma juhendajaid Epp Seppa, Siiri Kdljalga ja TUMRI poolset kaasjuhendajat Andres
Mie'd, kes juhendasid mind magistritoo ajal ning olid alati abiks.
Samuti tahaksin tinada oma tddkollektiivi TU Mikrobioloogia Instituudist, eriti Kristi Huiki

ja Jelena Stsepetova hea ndu ja abi eest.
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