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KASUTATUD LUHENDID

BMEC - aju mikrovaskulaarse endoteeli rakud (ingl k brain microvascular endothelial cells)
C — klavulaanhape

CAZ — tseftasidiim

CDT - tsiitoletaalne paisutav toksiin (ingl k cytolethal distending toxin)

CNF1 — tsiitotoksiline nekrotiseeriv faktor 1 (ingl k cytotoxic necrotizing factor 1)
CTX — tsefotaksiim

CX — Kkloksatsilliin

DAEC — diffuusselt kinnituv E. coli (ingl k diffusely adherent E. coli)

EAEC — enteroagregatiivne E. coli (ingl k enteroaggregative E. coli)

EHEC — enterohemorraagiline E. coli (ingl k enterohemorrhagic E. coli)

EIEC — enteroinvasiivne E. coli (ingl k enteroinvasive E. coli)

EPEC — enteropatogeenne E. coli (ingl k enteropathogenic E. coli)

ESBL — laiendatud spektriga -laktamaas (ingl k extended spectrum f-lactamase)
ETEC — enterotoksigeenne E. coli (ingl k enterotoxigenic E. coli)

EXPEC — sooleviline patogeenne E. coli (ingl k extraintestinal pathogenic E. coli)
LPS — lipopoliisahhariidid

MALDI-TOF —ingl k Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization-Time Of Flight
NMEC - vastsiindinute meningiiti pdohjustav E. coli (ingl k neonatal meningitis-associated E.
coli)

PAI — patogeensussaareke (ingl k pathogenicity island)

SAT - sekreteeriv autotransporter-valk (ingl k secreted autotransporter protein)
SEPEC - sepsist pohjustav E. coli (ingl k sepsis-associated E. coli)

UPEC — uropatogeenne E. coli (ingl k uropathogenic E. coli)

VF — virulentsusfaktor



SISSEJUHATUS

Escherichia coli on Gram-negatiivne pulgakujuline bakter, mis koloniseerib inimese ja
teiste piisisoojaste organismide soolestikku. Tiived on enamjaolt kommensaalsed, kuid leidub
ka palju patogeenseid tiivesid, mis on voimelised tekitama infektsioone viga paljudes keha
piirkondades. Patogeensed tiived jaotatakse soolesisesteks ja soolevilisteks vastavalt sellele,
kus nad infektsioone pdhjustavad.

Sooleviliselt patogeensed E. coli (EXPEC, ingl k extraintestinal pathogenic
Escherichia coli) tiived pohjustavad kdige sagedamini uroinfektsioone, vereinfektsioone ja
vastsiindinute meningiiti. EXPEC tiivedel on leitud erinevaid virulentsusfaktoreid kodeerivaid
geene, mis on vajalikud infektsiooni pohjustamisel. Nende hulka kuuluvad adhesiinide, kapsli
slinteesi, toksiinide, invasiinide, siderofooride ning antibiootikumiresistentsuse geenid.
Nimetatud virulentsusfaktorite abil on bakter vdimeline peremeesorganismi koloniseerima,
tungima tema kudedesse, immuunreaktsiooni eest korvale hoidma ning toitaineid omastama.

E. coli infektsioonide puhul on suureks probleemiks bakterite resistentsus p-laktaam
antibiootikumidele. Laiendatud spektriga p-laktamaaside (ESBL, ingl k extended spectrum f5-
lactamase) tootmine on E. coli puhul tiheks antibiootikumiresistentsuse mehhanismiks.

On tehtud palju uuringuid, mis késitlevad virulentsusfaktoreid erinevatest kliinilistest
materjalidest isoleeritud E. coli tiivedel, samas aga ei ole 18puni selge, millised neist on
hiddavajalikud infektsiooni pohjustamisel. Samuti on véiga vihe andmeid erinevatest
geograafilistest piirkondadest périt E. coli tiivede virulentsusfaktorite erinevusest.

To6 eesmérgiks oli vorrelda E. coli tiivede virulentsusfaktoreid kodeerivate geenide
esinemist: (1) erinevatesse fiilogruppidesse kuuluvatel tiivedel, (2) patogeensetel ja
kommesaalsetel tiivedel, (3) ESBL-positiivsetel ja ESBL-negatiivsetel tiivedel ning (4) Eestis,
Létis, Leedus ja Venemaal isoleeritud ESBL-positiivsetel tiivedel.

To66 tehti Tartu Ulikooli arstiteaduskonna mikrobioloogia instituudis. Tinan oma
juhendajaid Epp Seppa ning Siiri Koljalga, kes aitasid kédesolevat t66d kirjutada, Kristi Huiki,
kes oli abiks praktilises t60s ning kaasjuhendajat Riho Terast konstruktiivse kriitika eest.

Samuti sooviksin tdnada koiki laborikaaslasi meeldiva tookeskkonna loomise eest.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Escherichia coli ildiseloomustus

Escherichia coli on Gram-negatiivne fakultatiivne anaeroobne pulgakujuline bakter.
E. coli't leidub inimeste ja teiste piisisoojaste loomade seedekulglas. Seedekulglast satuvad
tilved véliskeskkonda ning on vdimelised seal elama ja ka paljunema. E. coli’t kasutatakse
keskkonna saastatuse mdadramiseks kui indikaatororganismi (Ishii ja Sadowsky, 2008;
Tenaillon jt, 2010).

Inimest koloniseerivad E. coli tiived voib jagada kolme gruppi: kommensaalsed tiived,
soolesisesed patogeensed tiived ning soolevilised patogeensed tiived (Russo ja Johnson,
2000). Patogeensetel E. coli tiivedel on leitud palju virulentsusfaktoreid, mis on otseses seoses
esile kutsutud infektisoonidega (Johnson, 1991).

Kuna E. coli elab vdga erinevates keskkondades, on bakteritiivedel palju strateegiaid
keskkonnatingimustega kohanemiseks. E. coli genoom on védga plastiline ning eri
keskkondades elavatel tiivedel on olemas kohastumisega seotud geeniklastrid. Touchon jt
(2009) leidsid 20 kommensaalse ja patogeense tiive sekveneerimisel, et keskmine E. coli
genoom koosneb ligikaudu 4700 geenist, kuid umbes 2000 geeni on konserveerunud koigil
tiivedel (Touchon jt, 2009).

Fiilogeneetilise péritolu pohjal voib E. coli tiived jagada erinevatesse gruppidesse.
Clermont jt tootasid 2000 aastal vilja multiplex-PCR-i, mis nditab E. coli tiivede kuuluvust
tihte neljast enamlevinud fiilogeneetilisest grupist A, B1, B2 ja D (Clermont jt, 2000).
Gruppidesse A ja Bl kuuluvad pohilised kommensaalsed tiived, mida voib leida inimese ja
loomade seedekulglas, aga ka viliskeskkonnast. Nendel tiivedel on vihe virulensusgeene, aga
nad voivad pdhjustada haigusi immuunpuudulikkusega inimestel. B2 ja D gruppi kuuluvad
patogeensed tiived, millel on tavaliselt mitmed erinevad virulensusfaktorid ning mis
pohjustavad sageli infektsioone (Picard jt, 1999; Rijavec jt, 2008). On niidatud, et
soolevilised patogeensed tiived (EXPEC, ingl k extraintestinal pathogenic E. coli) kuuluvad

pohiliselt B2 gruppi ning viahemal mééral D gruppi (Escobar-Paramo jt, 2004).

1.1.1. E. coli kuulumine inimese normaalsesse mikrofloorasse

Kommensaalsed E. coli tived moodustavad 0sa normaalsest soole mikrofloorast

inimesel, teistel imetajatel ja lindudel. Need tliived on adapteerunud rahulikuks
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kooseksisteerimiseks peremeesorganismiga, neil on vdhe voi ei ole iildse virulentsusgeene
ning nad ei tekita infektsioone (Russo ja Johnson, 2000).

E. coli koloniseerib inimese soole varajases imikueas. Vaginaalsel teel siindinud
lapsed saavad oma esmased E. coli tiived ema siinnitusteedest ning nende kolonisatsioon E.
coli’ga toimub varem kui keisrildikega siindinud lastel (Nowrouzian jt, 2003).

Kommensaalsed E. coli tiived koloniseerivad jaimesoole limaskesta, mis katab soole
epiteelirakkude pinda, ning baktereid eritatakse koos viljaheitega (Poulsen jt, 1994).
Limaskestas sisalduvaid toitaineid on E. coli’l kerge omastada, kuna tal on olemas vajalikud
metabolismirajad (Chang jt, 2004b). Kuigi suhet mittepatogeensete E. coli tiivede ning
peremeesorganismi  vahel nimetatakse kommensalismiks, saab ka peremeesorganism
kommensaalsest mikrofloorastst moningast kasu. Kommensaalne mikrofloora voib tagada
kolonisatsiooniresistentsuse - kaitse patogeensete tiivede eest, kasutades dra olemasolevad
toitained (Maltby jt, 2013).

Inimese kommensaalse mikrofloora koostis ei ole stabiilne. Tavaliselt domineerib tihel
ajahetkel soolestikus iiks vai paar E. coli tiive, mis pilisivad mone aja jooksul ning seejérel
asenduvad teiste tiivedega (Caugant jt, 1981; Schlager jt, 2002). Seedekulgla kommensaalse
E. coli populatsiooni mdjutab geograafiline piirkond, kus inimene elab. Elukoha vahetamisel
toimuvad muutused ka kommensaalse mikrofloora koostises  (Skurnik jt, 2008). Samuti on
ndidatud, et sama E. coli tiivi voib levida inimese pereliikmete vahel ning isegi inimeselt

koduloomale ja vastupidi (Johnson jt, 2008).

1.1.2. E. coli pohjustatud infektsioonid

Patogeensed E. coli tiived voib jagada soolevilisteks ning soolesisesteks vastavalt
sellele, kus nad infektsioone pdhjustavad. Sooleinfektsioone pohjustavaid E. coli tiivesid voib
omakorda jagada kuude gruppi: enterotoksigeenne (ETEC; ingl k enterotoxigenic E. coli),
enterohemorraagiline (EHEC; ingl k enterohemorrhagic E. coli), enteropatogeenne (EPEC;
ingl k enteropathogenic E. coli), enteroinvasiivne (EIEC; ingl k enteroinvasive E. coli),
enteroagregatiivne (EAEC; ingl k enteroaggregative E. coli), ja diffuusselt kinnituv (DAEC,;
ingl k diffusely adherent E. coli) E. coli. Igal patotiiiibil on unikaalne virulentusfaktorite
kombinatsioon, mis tagab iseloomuliku patogeensusmehhanismi ja kliinilised siimptomid.
Vaatamata nende tlivede vdimele pdhjustada soolesiseseid haigusi, on nad enamasti voimetud

pOhjustama infektsioone véljaspool soolt (Nataro ja Kaper, 1998).



Patogeensed soolevilised E. coli (EXPEC; ingl k extrintestinal pathogenic E. coli)
tiived pohjustavad keskkonnatekkelisi ja haiglasiseseid infektsioone. EXPEC tiivede hulka
kuuluvad uropatogeensed tiived (UPEC; ingl k uropathogenic E. coli), bakterieemiat
pohjustavad tiived (SEPEC; ingl k sepsis-associated E. coli) ning vastsiindinute meningiiti
pohjustavad tiived (NMEC; ingl k neonltal meningitis-associated E. coli). EXPEC
infektsioonid esinevad kdigis vanusegruppides ning on viga erineva lokalisatsiooniga. Kdige
sagedasemad on uroteede, kdhuddne, pehmete kudede ja hingamisteede infektsioonid ning
vastsiindinute meningiit. Nende kdigiga v3ib kaasneda bakterieemia, ehk bakterite esinemine
veres (Russo ja Johnson, 2000; Russo ja Johnson, 2003).

ExPEC tiivedel arvatakse olevat mitmeid reservuaare. Inimese seedetrakt on iiheks
reservuaariks, kuna ExXPEC tiived voivad kuuluda inimeste normaalsesse mikrofloorasse,
koloniseerides soolt asiimptomaatiliselt. Translokatsiooni korral (levides soolest vilja) on nad
voimelised koloniseerima teisi keha piirkondi ning pdhjustama sooleviliseid infektsioone
(Kohler ja Dobrindt, 2011). Teised EXPEC tiivede vdimalikud reservuaarid on
lemmikloomad, toiduks kasutatavad loomad ja linnud, reovesi ning muud keskkondlikud
tegurid (Hamelin jt, 2007; Johnson jt, 2008; Jakobsen jt, 2010; Clermont jt, 2011).

Uroinfektsioonid on iihed levinuimaid infektsioonid maailmas. Kuni 90% koigist
uroinfektsioonidest pdhjustab uropatogeenne E. coli. E. coli pdhjustab pdiepoletikku ehk
tsiistiiti ja neeruvaagana poletikku ehk piielonefriiti. Naistel esineb uroinfektsioone palju
sagedamini kui meestel. Foxman jt (2000) andmetel pdeb kuni 60% naistest elu jooksul
vihemalt iihe korra uroinfektsiooni ning paljudel esineb korduvaid haiguse episoode (Foxman
jt, 2000). Tihti on korduvate infektsioonide pdhjustajaks sama bakteritiivi (Russo jt, 1995b;
Koljalg jt, 2009).

Kuigi uroinfektsioonid on vordlemisi lihtsalt ravitavad, vdivad need pohjustada
tosiseid komplikatsioone (Foxman, 2003; Nicolle, 2008). Uroinfektsiooni korral on uriinis
bakterid ja leukotsiiidid ning urineerimine on valulik. Neerupdletiku puhul vdivad lisaks
eelmainitud siimptomitele esineda valu, palavik ja oksendamine (Hunstad ja Justice, 2010).

Uropatogeensetel E. coli tiivedel on leitud palju erinevaid virulentsusfaktoreid, mille
tottu on nad voimelised pohjustama infektsioone alumistes ja iilemistes uroteedes. UPEC
tivede hddavajalikeks virulentsusfaktoriteks peetakse uroepiteelile kinnitumiseks vajalikke
fimbriaid ning poliisahhariidset kapslit, mis kaitseb bakterit peremehe immuunsiisteemi eest
(Bahrani-Mougeot jt, 2002; Crepin jt, 2012).

Bakterieemiaks nimetatakse mikroorganismide esinemist veres. E. coli on iiks
sagedasemaid bakterieemia pohjustajaid ning sellega kaasneb ka korge suremus (Diekema jt,

2003; Uslan jt, 2007; Skogberg jt, 2008). Riskifaktorid bakterieemia tekkeks on
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immuunpuudulikkus, veenisisesed Kkateetrid, transplantatsioonid aga ka uro- ja seedetrakti
infektsioonid (Jaureguy jt, 2007; Kumpf ja Schumann, 2008; Cooke jt, 2010; Silva jt, 2010).

Bakterieemiat pohjustavatel E. coli tivedel (SEPEC) on leitud rohkelt
virulentsusfaktoreid (Sannes jt, 2004; Ananias ja Yano, 2008). Vereinfektsioonide tekitajate
puhul peetakse viga olulisteks siderofoore, mille abil saavad bakterid keskkonnast rauda kétte
ning seerumresistentsust, mis kaitseb bakterit peremeesorganismi immuunvastuse eest.
Suuremal osal verest isoleeritud E. coli tiivedest on need virulentsusfaktorid olemas (Ananias
ja Yano, 2008; Cooke jt, 2010).

1.2.  Sooleviliseid infektsioone pohjustava E. coli virulentusfaktorid

E. coli patogeensus on Korrelatsioonis virulentsusgeenide olemasoluga, mis
kodeerivad erinevaid virulentsusfaktoreid. Virulentsusgeenid vdivad bakteritiivede vahel
edasi kanduda nii vertikaalselt kui horisontaalselt (Johnson jt, 2001). Adhesiine, toksiine,
antibiootikumiresistentsust ja teisi virulentsusfaktoreid kodeerivad geenid vodivad asuda
iilekanduvatel geneetilistel elementidel nagu transposoonid, plasmiidid v&i bakteriofaagid
(Waldor ja Mekalanos, 1996; Venturini jt, 2010; Bailey jt, 2011). Lisaks vdivad
virulentsusgeenid  asuda  regioonides  bakteri  kromosoomis, mida  nimetatakse
patogeensussaarteks (PAI; ingl k pathogenicity island) (Hacker jt, 1990; Blum jt, 1994).

ExPEC tiivedel on leitud erinevaid virulentsusfaktorite geene. Virulentsusfaktorid on
olulised peremehe koloniseerimiseks ja kudedesse tungimiseks (adhesiinid, invasiinid,
toksiinid), immuunsiisteemi eest korvalehoidmiseks (kapsel, seerumresistentsus), toitainete
kéttesaamiseks (siderofoorid). Lisaks eelmainitutele virulentsusfaktoritele on paljudel EXPEC
tiivedel voime toota laienendatud spektriga B-laktamaase (ESBL, ingl k extended spectrum [-
lactamase), mis annavad bakterile resistentsuse B-laktaam antibiootikumidele (Kohler ja
Dobrindt, 2011; Pitout, 2012).

1.2.1. O ja K antigeenid ning seerumresistentsus

Bakterieemiat pohjustavad patogeensed E. coli tiived peavad olema Kkaitstud

vereseerumi antibakteriaalsete omaduste eest, milles pohilist rolli méngib komplemendi

stisteem. E. coli ekspresseerib raku pinnal 3 tiiiipi pinnaantigeene: O - lipopoliisahhariidsed, H



- flagellaarsed ja K - kapsullaarsed pinnaantigeenid (Orskov ja Orskov, 1992). O ja K
antigeenid on olulised hoidumisel peremeesorganismi immuunvastuse eest (Johnson, 1991).

Lipopoliisahhariidid (LPS) on Gram-negatiivsete bakterite vilismembraani pohiline
koostisosa. LPS koosneb kolmest osast: lipiid A, siidamik-poliisahhariid ning O-
poliisahhariid (O-antigeen). O-antigeeni struktuur maarab E. coli serogrupi (Valvano, 1992).
Tuntakse tile 170 erinevat O-antigeeni (Orskov ja Orskov, 1992).

On niidatud, et mdned O antigeenid vdivad bakterirakku kaitsta komplemendi ning
fagotsiitoosi eest. Naiteks O75 ja O18 serogruppi kuuluvad LPS kaitsevad bakterit peremehe
immuunsiisteemi eest, samas kui O4 serogruppi kuuluvad LPS, mida on leitud soolevéliseid
infektsioone pohjustavatel tiivedel, bakterit ei kaitse (Russo jt, 1995a; Burns ja Hull, 1998;
Burns ja Hull, 1999).

Paljudel E. coli tivedel on kogu rakupinda katvad ning sellega seotud
poliisahhariidsed struktuurid, mida nimetatakse kapsliteks. E. coli kapslid on viga
mitmekesised, eristatakse iile 80 kapsli poliisahhariidide (K-antigeenid) serotiiiibi. Kapslid
saab geneetilistel ja biokeemilistel alustel jagada nelja gruppi (Whitfield ja Roberts, 1999). E.
coli tiivesid, mis toodavad gruppidesse Il ja Il kuuluvad kapsleid seostatakse sooleviliste
infektsioonidega (Whitfield, 2006). On leitud, et kapsel on oluline virulentsusfaktor
uroinfektsioone pdhjustavatel tiivedel ning vajalik bakteri ellujddmiseks uroteedes (Bahrani-
Mougeot jt, 2002; Buckles jt, 2009).

Kapsel voib bakterit kaitsta peremeesorganismi immuunsiisteemi eest, inhibeerides
komplemendi aktivatsiooni ning fagotsiitoosi (Horwitz ja Silverstein, 1980). Kapsli kaitsvad
omadused soltuvad selle koostisest. Mitmed uuringud néitavad, et gruppi II kuuluvad K1 ja
K2 antigeensed kapslid on olulised seerumresistentuse faktorid (Allen jt, 1987; Vermeulen jt,
1988; Leying jt, 1990; Buckles jt, 2009). Samas teised K antigeenid ei pruugi Kaitsta
komplemendi eest (Opal jt, 1982).

Lisaks O- ja K-antigeenidele méngib bakteri seerumresistentsuse kujunemisel olulist
rolli vdlismembraani pinnal ekspresseeritav lipoproteiin TraT, mida kodeerib plasmiidne geen
traT  (Moll jt, 1980). TraT suurendab bakterite vastupanuvdimet komplemendi liiiitilisele
aktiivsusele ning fagotsiitoosile (Aguero jt, 1984; Rhen ja Sukupolvi, 1988). TraT geeni on
leitud rohkem septitseemiat pShjustavatel E. coli tiivedel kui normaalse mikrofloora tiivedel
(Montenegro jt, 1985). Samuti on geeni leitud paljudel uropatogeensetel E. coli tiivedel
(Oliveira jt, 2011).
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1.2.2. Adhesiinid

Peremeesorganismi  koloniseerimine algab  bakteri  kinnitumisega peremehe
epiteelirakkude retseptoritele, mis toimub adhesiinide vahendusel. Seedetraktivaliseid
infektsioone pohjustavatel E. coli tiivedel on leitud mitu fimbrialiste adhesiinide perekonda:
titip 1 fimbriad (fim), P-fimbriad (pap), S-fimbriad (sfa), F1C-fimbriad (foc), Dr-fimbriad
(dra) ning mittefimbrialisi adhesiine (Wright ja Hultgren, 2006; Antao jt, 2009).

Tiiiipl fimbriad seonduvad D-mannoosi ning mannotrioosi jadkidele, mida leidub pdie
luumenipoolse epiteeli pinnal. Fimbria tipus asub valk FimH, mis moodustab mannoosi-
siduva tasku ning mille vahendusel toimub seondumine retseptormolekulile. Tiitip 1 fimbriad
on suure tdhtsusega pdie koloniseerimisel (Krogfelt jt, 1990; Hung jt, 2002). 50-70% E. coli
tiivedest sisaldab tiiip 1 fimbriate geene (Klemm jt, 1982). FimH valku on vaadeldud
vaktsiini kandidaadina uroinfektsioonide vastu, kuna leiti, et iile 90% uropatogeensetest E.
coli tiivedest voib seda valku ekspresseerida (Langermann jt, 1997).

P-fimbriad on morfoloogiliselt sarnased tiiip 1 fimbriatega, kuid nad seonduvad
teistele retseptoritele. P-fimbriate retseptoriks on inimese P-veregrupi spetsiifilised
gliikosfingolipiididid eriitrotsiilitidel ning uroepiteelis, mis sisaldavad a-D-Galp-(1-4)-B-D-
Galp jarjestust (Korhonen jt, 1982). P-fimbriaid on leitud 90% uroinfektsioone pdhjustanud
tiivedel (Kallenius jt, 1981). On tiheldatud, et need vdivad olla olulised ka bakterieemia
pShjustamisel (Otto jt, 1993). P-fimbriaid kodeerib pap geeniklaster, kuhu kuulub 11 geeni.
PapG kodeerib P-fimbria tipuadhesiini ning vastutab retseptorile seondumise eest. On leitud
mitu erinevat papG varianti (Lund jt, 1987; Mitsumori jt, 1998; Lane ja Mobley, 2007).

S-fimbriad on morfoloogiliselt sarnased tiilip 1 ja P-fimbriatega ning  nende
retseptoriteks on sialiiiil-galaktosiidid (Korhonen jt, 1984; Parkkinen jt, 1986). S-fimbriad
seonduvad neerude epiteelile ning vaskulaarsele endoteelile (Korhonen jt, 1986). S-fimbriaid
ekspresseerivaid E. coli tiivesid on seostatud sepsise ja vastsiindinute meningiidiga ning on
ndidatud, et hematoentsefaalbarjddari ldbimisele eelneb E. coli seondumine aju
mikrovaskulaarse endoteeli rakkudele S-fimbriate abil (Parkkinen jt, 1986; Stins jt, 1994).

F1C-fimbriate retseptoriteks on kaks gliikosfingolipiidi (galaktosiitiltseramiid ning
globotriaostiiiltseramiid), mida on isoleeritud roti, kiiiiliku ning inimese urotraktist (Backhed
jt, 2002). Kuigi F1C- ning S-fimbriate retseptorid on erinevad, on need kaks fimbriate
perekonda omavahel ldhedases suguluses, nende DNA jarjestused on homoloogilised (Ott jt,
1988).
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Dr-perekonna fimbriad seonduvad Dr-antigeenidele inimese neeru tubulaarses
basaalmembraanis ning Bowmanni kapslis (Nowicki jt, 1988). Dr-fimbriaid ekspresseerivatel
tiivedel on suurenenud voime pohjustada neerupoletikke (Goluszko jt, 1997).

Lisaks erinevaid fimbriaid kodeerivatele geenidele on EXPEC tiivedel ka
mittefimbrialisi adhesiine kodeerivaid geeniklastreid: afa, nfa ja bma. Afa geeniklaster
kodeerib Afa perekonna adhesiine, mida leidub nii uropatogeensetel kui sooleinfektsioone
pOhjustavatel E. coli tiivedel (Germani jt, 1997). Afa adhesiinid seonduvad samuti nagu Dr-
fimbriad Dr-antigeenidele, kuid tdendoliselt teisele epitoobile (Nowicki jt, 1990). Nfa
geeniklaster, mis koosneb viiest erinevast geenist (nfaA-nfaE) kodeerib Nfa perekonna
mittefimbrialisi adhesiine, mille retseptoreid on leitud inimese eriitrotsiilitide pinnal. Nfa
adhesiine on detekteeritud uropatogeensetel tiivedel (Goldhar jt, 1987; Ahrens jt, 1993).
Patogeensetel E. coli tiivedel on leitud ka M-veregrupi spetsiifiline mittefimbrialine adhesiin,

mida kodeerib 5 geenist (bmaA-bmaE) koosnev geeniklaster (Rhen jt, 1986).

1.2.3. Invasiinid

Bakterieemia saab tihti alguse uroinfektsioonist (Marschall jt, 2012). Kirjanduses on
viahe andmeid SEPEC tiivede vereringesse tungimise mehhanismist, aga arvatakse, et
haigustekitajad sisenevad neerude kaudu ning olulist rolli méngivad adhesiinid (Conceicao jt,
2012). Mokady jt (2005) vordlesid bakterieemiat pdhjustavaid E. coli tiivesid ja leidsid, et
tiivedel on vihe tihiseid virulentsusgeene. Arvatakse, et erinevad SEPEC tiived kasutavad
ithes infektsioonietapis erinevad virulentsusfaktoreid ning igal tiivel vOib olla unikaalne
virulentsusfaktorite kombinatsioon (Mokady jt, 2005).

E. coli pdhjustab vastsiindinutel meningiiti (Chang jt, 2004a). Haigust pdhjustavad
need veres tsirkuleerivad E. coli tiived, mis on vdimelised ldbima hematoentsefaalbarjaéri.
Hematoentsefaalbarjdir koosneb mikrovaskulaarse endoteeli rakkudest (BMEC; ingl k brain
microvascular  endotelial  cells):  astrotsiiiitidest ja  peritsiilitidest. ~ Eelduseks
hematoentsefaalbarjédari labimisele on vdime esmalt seonduda ning seejarel tungida BMEC
rakkudesse (Kim, 2001; Kim, 2006).

E. coli tungimisel kesknirvisiisteemi on olulised mitmed virulentsusfaktorid.
Kinnitumisel BMEC rakkudele on tihtsal kohal tiitip 1 ja S-fimbriad, vélismembraanis
paiknev OmpA ja transmembraanne IbeA (Ibel0) valk (Stins jt, 1994; Huang jt, 1995; Huang
jt, 2001; Shin jt, 2005; Teng jt, 2005). BMEC rakkude pinnalt on leitud IbeA retseptor ning

arvatakse, et IbeA soodustab invasiooni kesknéirvisiisteemi seondudes BMEC rakkudele
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(Prasadarao jt, 1999). Kuigi tdpne mehhanism on siiani ebaselge, arvatakse, et meningiiti
pohjustav E. coli tiivi K1 kasutab BMEC rakkudesse tungimisel peremeesrakkude Racl GTP-
aasi aktivatsiooni. Naidati, et valkudel IbeA ning OmpA on oluline roll Racl aktiveerimisel
(Maruvada ja Kim, 2012).

1.2.4. Siderofoorid

E. coli vajab elutegevuseks rauda. Inimkehas on bakteritele kittesaadavat rauda vihe.
Suurem osa rauavarudest rakkude sees on seotud hemoglobiini, heemi, ferritini voi
hemosideriini kujul, rakuviline raud on seotud transferriini ja laktoferriini koosseisu (Litwin
ja Calderwood, 1993).

Selleks, et inimkehas rauda kitte saada, toodavad bakterid siderofoore ja
ferrisiderofooride  (raud-siderofoor  kompleks) retseptoreid. Siderofoorid  on
madalmolekulaarsed iihendid, millel on kdrge afiinsus Fe* ioonide suhtes (Clarke jt, 2001).
Rauavaeses keskkonnas nagu veri ja uriin siinteesivad bakterid siderofoore ning sekreteerivad
need keskkonda (Opal jt, 1990; Schubert jt, 2000). Siderofoorid suudavad efektiivselt
konkureerida imetajate rauda siduvate valkudega ning Fe** nendest kitte saada. Bakterid
tunnevad ferrisiderofoori dra spetsiaalsete retseptorite abil ning ferrisiderofoor transporditakse
bakterirakku (Chakraborty jt, 2007). ExPEC tiived on vdimelised tootma nelja erinevat
siderofoori: aerobaktiini, enterobaktiini (enterokeliin), salmokeliini ja jersiniabaktiini (Watts
jt, 2012).

Aerobaktiin on hiidroksamaatne siderofoor, mida kodeerib operon iUCABCD iutA,
IutA on ferriaerobaktiini retseptor (de Lorenzo jt, 1986). Aerobaktiin on uropatogeense E. coli
oluline virulentsusfaktor (Gao jt, 2012).

Enterobaktiin on katehhoolne siderofoor, mida toodavad nii patogeensed Kui
kommensaalsed E. coli tiived ning seda ei loeta virulentsusfaktoriks (Bhattacharya ja
Bhattacharya, 2007). Enterobaktiinil ei ole tdhtsust infektsiooni pShjustamisel, kuna selle
seob dra valk siderokaliin, mida sekreteerivad makrofaagid poletiku kdigus (Flo jt, 2004).

Salmokeliin on enterobaktiini C-gliikosiileeritud derivaat ning tunduvalt efektiivsem
siderofoor (Bister jt, 2004). Algselt avastati salmokeliin Salmonella enterica tiivedel, aga seda
toodavad ka uropatogeensed E. coli tiived. Ferrisalmokeliini tunneb dra vilismembraanis
paiknev valk IroN (Hantke jt, 2003). Salmokeliini geenid vdivad paikneda bakteri genoomis
voi ColV virulentsusplasmiidil (Johnson jt, 2006). Siderofoori on leitud rohkem EXPEC
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tiivedel, mis pohjustavad vastsiindinute meningiiti ja uroinfektsioone (Bauer jt, 2002; Negre
jt, 2004).

Jersiniabaktiin on fenolaatne siderofoor, mida toodavad paljud EXPEC tiived ning mis
algselt avastati Yersinia perekonna liikidel (Schubert jt, 2002). Jersiniabaktiini kodeerivad
geenid asuvad Yersinia patogeensussaarel, mis on horisontaalselt liikunud E. coli’le. FyuA on
jersiniabaktiini retseptor (Pelludat jt, 1998; Schubert jt, 1998). On leitud seos EXPEC tiivede
virulentsuse ja jersiniabaktiini vahel (Schubert jt, 2002).

1.2.5. Toksiinid

Soolevilise patogeense E. coli tiived toodavad mitut toksiini, mis on olulised
virulentsusfaktorid EXPEC-i pohjustatud haiguste patogeneesis.

Hemoliisiin o (HlyA) on tsiitoliiitiline valguline toksiin, mida sekreteerivad enamus
hemoliiiitilisi E. coli tiivesid ning mis liiiisib imetajate erlitrotsiitite (Rennie ja Arbuthnott,
1974). Hemoliisiini toodavad bakterid eksponentsiaalses kasvufaasis ning sekreteerivad selle
rakust vilja. HIyA tootmiseks ning sekretsiooniks vajalikud geenid voivad paikneda bakteri
kromosoomis voi plasmiidil (Cavalieri jt, 1984). Hemoliisiin o molekulid moodustavad
eriitrotsiiiitide membraanidesse umbes 2 nm diameetriga kanalid, mis voimaldavad katioonide
sissevoolu rakkudesse. Korge HlyA kontsentrantsiooni juures rakud liitisuvad (Bhakdi jt,
1986; Menestrina jt, 1987). Lisaks eriitrotsiilitidele avaldab HIyA tsiitotoksilist moju ka
teistele rakkudele, sealhulgas vererakkudele ning neeru tubulaarsetele rakkudele (Gadeberg jt,
1983; Konig jt, 1986; Keane jt, 1987).

Tsiitotoksiline nekrotiseeriv faktor 1 (CNF1; ingl k cytotoxic necrotizing factor 1) on
toksiin, mis seondub peremeesraku pinna laminiini retseptori prekursoriga ning siseneb
endotsiitoosiga rakku (Contamin jt, 2000; Chung jt, 2003). CNF1 stimuleerib Rho GTPaasi-
soOltuvat aktiinikiudude timberkorraldust ning membraani sopistuste teket (Flatau jt, 1997). On
nididatud ka CNF1 apoptoosi esilekutsuvat toimet uroepiteeli rakkudele (Mills jt, 2000).
Samuti on ndidatud CNF1 olulisust E. coli tiive K1 tungimisel inimese kesknérvisiisteemi
(Khan jt, 2002).

Sekreteeritav autotransporter-valk (SAT; ingl k secreted autotransporter protein) on
uropatogeense E. coli virulentsusfaktor, mis kuulub SPATE (ingl k serine protease
autotransporters of Enterobacteriaceae) perekonda (Guyer jt, 2000). Bakterid sekreteerivad
SAT valku tiiip V sekretsioonisiisteemi abil (Henderson jt, 2004). Toksiinil on leitud

tsiitopatogeenne aktiivsus neeru- ja poieepiteeli rakkudele. SAT kahjustab neeruepiteeli -
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toimub neerude glomerulaarmembraani rakkudevaheliste kontaktide nodrgenemine ning
proksimaalsete tuubulite rakkude vakuoliseerumine (Guyer jt, 2002).

Tsiitoletaalne paisutav toksiin (CDT; ingl k cytolethal distending toxin) blokeerib
eukartiootsete rakkude rakutstikli (Peres jt, 1997). CDT on kolmest monomeerist (CdtA, CdtB
ja CdtC) koosnev valk. CdtB on nukleaas, mis 16ikab peremeesraku DNA-d, CdtA ja CdtC
vastutavad CdtB transpordi eest peremeesrakku (Lara-Tejero ja Galan, 2000; Lee jt, 2003).
CDT siinteesiks vajalikud geenid cdtA, cdtB ja cdtC voivad asuda kromosoomis voi
plasmiidil (Scott ja Kaper, 1994; Peres jt, 1997). E. coli’l on avastatud 5 erinevat CDT tiiiipi:
CDT-1 -V (Toth jt, 2009). Kuigi CDT toksiini on seostatud rohkem soolesiseste patogeensete
E. coli tiivedega, on seda leitud olulisel hulgal ka EXPEC esindajate seas (Clarke, 2001,
Johnson jt, 2002b).

Kolitsiin V (ColV) on bakteriotsiinide klassi kuuluv toksiin. Bakteriotsiinid on
antimikroobsed peptiidid, mida sekreteerivad paljud E. coli tiived, et tappa ldhedalt suguluses
olevad bakterid, vdhendades sellega konkurentsi toitainetele. E. coli toodab kahte tiitipi
bakteriotsiine: kolitsiine ja mikrotsiine. Kolitsiin V siinteesiks on vajalikud 4 geeni (cvaA,
cvaB, cvaC ja cvi), mis vdivad paikneda kromosoomis, aga EXPEC tiivedel asuvad enamasti
mitmeid virulentsusgeene sisaldaval ColV plasmiidil (Frick jt, 1981; Gilson jt, 1987
Fernandez-Beros jt, 1990; Budic jt, 2011). CvaC on ColV prekursorvalk, mida bakterid
sekreteerivad rakust vilja kasutades CvaA, CvaB ja TolC valkudest koosnevat ABC
transporterit. CvaC protsessitakse sekretsiooni kdigus valmis toksiiniks. Cvi kodeerib valku,
mis kaitseb kolitsiini tootvat tiive toksiini mdju eest (Zhang jt, 1995). ColV sihtmérgiks on
bakteri sisemembraan, toksiin tapab tundlikud bakterirakud takistades membraanipotentsiaali
formeerumist (Yang ja Konisky, 1984). Kliinilistest materjalidest parit E. coli tiived toodavad
rohkem ColV kui normaalse seedetrakti mikrofloora tiived (Davies jt, 1981).

1.2.6. Laienendatud spektriga p-laktamaaside produktsioon

E. coli infektsioonide puhul on probleemiks kasvav resistentsus [-laktaamsetele
antibiootikumidele, mille pdhjuseks peetakse iiha suurenevat antibiootikumide kasutamist
meditsiinis. Paljud resistentsed E. coli tiived toodavad laienendatud spektriga p-laktamaase
(ESBL; ingl k extended spectrum [-lactamase), ensiilime, mis 16huvad [-laktaamsete
antibiootikumide B-laktaamtuuma (Walsh, 2000; Datta jt, 2012). ESBL ensiiiimid annavad
resistentsuse penitsilliinidele, tsefalosporiinidele ja monobaktaamile, kuid on inhibeeritavad

B-laktaam inhibiitoritega (nt klavulaanhape ja sulbaktaam) (Perez jt, 2007).
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Tuntakse palju erinevaid ESBL ensiiiimide tiitipe. Giske jt (2009) vilja pakutud
klassifikatsiooni kohaselt voib ESBL-id jagada kolme klassi: ESBLa, ESBLy ja ESBLcarsA.
ESBLA hulka kuuluvad ,klassikalised“ ESBL-id, klavulaanhappe poolt inhibeeritavad
ensiitimid (CTX-M, TEM, SHV jt). ESBLy hulka kuuluvad plasmiididel paiknev AmpC
(ESBLm.c) ning OXA-ESBL-id (ESBLm.p). ESBLcarsa hulka kuuluvad lisaks
tsefalosporiinidele ka karbapeneeme hiidroliiiisivad ESBL ensiiiimid (KPC, IMP, VIM jt)
(Giske jt, 2009).
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. To66 eesmérgid

Kéesoleva t66 eesmargiks oli vorrelda E. coli virulentsusfaktoreid:

1) tiivedel, mis kuuluvad erinevatesse flilogeneetilistesse gruppidesse

2) ESBL-negatiivsetel tiivedel, mis on isoleeritud seedetraktist, verest ja uriinist

3) ESBL-positiivsetel tiivedel, mis on isoleeritud Eest, Liti, Leedu ja Venemaa (Peterburi)
patsientide Kliinilistest materjalidest

4) ESBL-negatiivsetel ja positiivsetel tiivedel, mis on isoleeritud uroinfektsiooniga

patsientide uriinist

2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Toos kasutatud bakteritiived

Toos kasutati 757 seedetrakti mikrofloorast ja erinevatest kliinilistest materjalidest
isoleeritud E. coli tiive, neist 334 olid ESBL-negatiivsed ja 423 ESBL-positiivsed.

ESBL-positiivsed tiived koguti ARMMD (Antibiootikumiresistentsuse molekulaarne
multiplex diagnostika) projekti raames kahekiimnest Eesti, Liti, Leedu ja Venemaa
(Peterburi) haiglast 2012. aasta jaanuarist maini. Tiived isoleeriti kliinilistest materjalidest
(Tabel 1).

Tabel 1. Eri riikidest ja eri materjalidest isoleeritud ESBL-positiivsete E. coli tiivede arv.

Materijal Eesti (n=149) | Liti (n=112) | Leedu (n=35) \2?]2??%3
Uriin (n=266) 110 52 19 85
Veri (n=27) 7 8 7 5
Haavaeritis (n=92) 23 37 7 25
Hingamisteede eritis 9 15 2 12
(n=38)
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T66s kasutati 334 ESBL-negatiivset E. coli tiive. Tiived olid isoleeritud uriinist, verest
ja roojast. Uriinist isoleeritud tiived olid kogutud uroinfektsioonidega patsientidelt Tartu
Ulikooli kliinikumis 2011. aasta septembrist novembrini. Verest isoleeritud tiived olid
kogutud baktereemiaga patsientidelt Tartu Ulikooli kliinikumis 2006. aasta veebruarist 2007.
aasta detsembrini. Rooja tiived (kommensaalse soole mikrofloora tiived) olid kogutud
tervetelt inimestelt ABRESIST (Antibiootikumiresistentsuse levikuteed) projekti kaigus
2012. aasta maist detsembrini. Tiivede arv on toodud tabelis 2.

Tabel 2. Uriinist, verest ja roojast isoleeritud ESBL-negatiivsete E. coli tiivede arv.

Materjal Tiivede arv
Uriin 92
Veri 112
Roe 130

2.2.2. Bakteritiivede identifitseerimine

Tervete inimeste seedetrakti E. coli tiivede esmaseks selekteerimiseks kiilvati inimeste
roe kromogeensele agarile Brilliance UTI Clarity agar [1,5% peptoon, 2,6% kromogeenide
Red-gal (6-kloro-3-indoliiiil-p-D-galaktopiiranosiid) ja X-gluc (5-bromo-4-kloro-3-indoliiiil-
B-D-glukuroniid) segu, 1,5% agar; (Oxoid)]. E. coli ensiitiim B-galaktosidaas metaboliseerib
agaris sisalduvat kromogeeni Red-gal ning moodustuvad roosad kolooniad.

E.coli'na identifitseeritud seedetrakti mikrofloorast isoleeritud tiived ja koik
Kliinilistest materjalidest isoleeritud tiived identifitseeriti 1oplikult kasutades MALDI-TOF
(ingl k Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization-Time Of Flight) spektromeetrit (Bruker).
Tiived kiilvati mitteselektiivsele veriagarile [1% ,,Lab Lemco* puljongipulber (Oxoid), 1%
peptoon, 0,5% NaCl, 1,5% agar, 5% defibrineeritud hobuseveri; (Oxoid)], kasvatati {ile66 37
°C juures ning identifitseeriti MALDI-TOF spektromeetriga, vastavalt tootja protokollile.

Meetod pShineb valkude spektri pohjal bakteriliigi kindlakstegemisel.
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2.2.3. ESBLa ja ESBL.c kindlakstegemine antibiootikumi diskide abil

Vastavalt iihtsele protokollile tehti haiglates kindlaks E. coli ESBL-i tootmine.
Esmalt mééarati vdhenenud tundlikkus tihe voi mitme P-laktaamse antibiootikumi suhtes,
kasutades antimikroobse tundlikkuse méadramise Euroopa komitee kriteeriume (EUCAST,;
ingl k The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing). Parast esmast
madramist kasutati ESBLi Kkinnitamiseks ESBL komplekti (ROSCO). ESBLa olemasolu
kindlakstegemiseks kasutati tsefotaksiimi (CTX), tseftasidiimi (CAZ), tsefotaksiimi +
klavulaanhappe (CTX-C) ning tseftasidiimi + klavulaanhappega (CAZ-C) immutatud diske.
ESBLy olemasolu kindlakstegemiseks kasutati tsefotaksiimi, tseftasidiimi, tsefotaksiimi +
kloksatsilliini (CTX-CX) ning tseftasidiimi + kloksatsilliiniga (CAZ-CX) immutatud diske.
Tsefotaksiim ja tseftasidiim on tsefalosporiinid, millele ESBLA ja ESBLy.c annavad
resistentsuse. Klavulaanhape on ESBL 4 inhibiitor ning kloksatsilliin ESBL.c inhibiitor.

Tiived kiilvati veriagarile ning kasvatati {ile66 37 °C juures. Seejirel valmistati
bakterikultuurist suspensioon, mis oleks ekvivalentne 0,5 McFarland-iga ning plaaditi
Mueller Hinton agarile. Peale asetati antibiootikumidega immutatud diskid (CTX 30 g,
CTX 30 pg + C, CTX 30 pug + CX, CAZ 30 pg, CAZ 30 pg + C, CAZ 30 pg + CX) ning
inkubeeriti iile66 37 °C juures. Mdddeti diskide timber tekkinud kasvuvabade tsoonide
diameetrid. Kui CTX-C ning CTX ja/vdoi CAZ-C ning CAZ diskide timber tekkinud
kasvuvaba tsooni diameetrite erinevus oli 5 mm voi suurem, oli tegu ESBLA positiivse
tivega. Kui CTX-CX ning CTX ja/vdi CAZ-CX ning CAZ diskide tmber tekkinud
kasvuvaba tsooni diameetrite erinevus oli 5 mm voi suurem, oli tegu ESBLy positiivse

tivega.

2.2.4. DNA eraldamine

E. coli tiived kiilvati veriagarile, inkubeeriti ile6é 37 °C juures ning véljakasvanud
kolooniatest eraldati DNA kasutades QIAamp DNA MiniKit (Qiagen®) ning PureLink™
Pro96 Genomic DNA Kit (Invitrogen) komplekte, tootjate protokolle jargides. DNA siilitati -
20 °C juures.

19



2.2.5. Virulentsusgeenide miaidramine multiplex-PCR meetodiga

E. coli tiivedest eraldatud DNA-s maiérati multiplex-PCR-iga 23 virulentsusfaktori
geeni olemasolu. Multiplex-PCR-i reaktsioonides kasutati nelja praimerite kombinatsiooni
(Johnson ja Stell, 2000). PCR-i reaktsioonisegu koostist ning programme optimeeriti
sobivamaks arvestades labori tingimuste ja kasutatavate reagentidega. Praimerite jarjestused
ja kombinatsioonid on toodud tabelites 3a ja 3b.

Positiivsete kontrollidena kasutati nendest bakteritiivedest eraldatud DNA-d, milles oli
PCR-iga geeni olemasolu detekteeritud ning PCR-i produkt sekveneeritud. Kasutati Tartu
Ulikooli molekulaar- ja rakubioloogia instituudi sekveneerimisteenust.
Sekveneerimisjérjestuste analiilisiks kasutati programmi BioEdit 7.0. Sekveneerimise
tulemusel saadud DNA jarjestusi vorreldi NCBI BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) E.
coli geenijérjestustega.

Uuritavate geenide hulka kuulusid:

1) adhesiinide geenid: papAH (P-fimbria pohiline struktuurne subiihik), papEF (P-fimbria
tipu subiihik, mis stabiliseerib tipuadhesiini), papC (P-fimbria kokkupanekuks vajalik faktor),
papGl (P-fimbria tipuadhesiin klass 1), papGll (P-fimbria tipuadhesiin klass 1), papGllIl (P-
fimbria tipuadhesiin klass I1l), fimH (tiip 1 fimbria tipuadhesiin), sfa/focDE (S- ja F1C-
fimbria operonide tsentraalne regioon), focG  (F1C-fimbria tipumolekul), nfak
(mittefimbrialise adhesiini Nfal kokkupanek ja transport), bmaE (M-fimbria subiihik);

2) toksiinide geenid: hlyA (hemoliisiin a)), cvaC (kolitsiin V prekursor), cdtB (CDT toksiini
subiihik);

3) kapsli siinteesi geenid: kpsSMTII (gruppi II kuuluvate kapslite poliisahhariidide transpordis
osalevate valkude siintees), kpsMTIII (gruppi 11l kuuluvate Kkapslite poliisahhariidide
transpordis osalevate valkude siintees), kpsMT K1 (K1 kapsli poliisahhariidide transpordis
osaleva valgu siintees), rfc (O4 liposahhariidide siintees);

4) siderofooride geenid: fyuA (ferrijersiniabaktiini retseptor), iutA (ferriaerobaktiini
retseptor);

5) invasiini geen ibeA (oluline faktor hematoentsefaalbarjééri iiletamisel);

6) patogeensussaarekese ~marker PAIl (uropatogeense E. coli tive CFTO073
patogeensussaareke);

7)  seerumresistentsuse  geentraT  (vdlismembraani lipoproteiin, oluline faktor

seerumresistentsuse puhul).
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Tabel 3a. Kasutatud praimerid (Johnson ja Stell, 2000)

0 2

=3 |, 2 5 8
£S5 E = 2 g
. & € S S
g5 g g |§gt
cE £ S _ |E2Z
o o o Sag |50
O o o Jirjestus 5'-3' suunas LS |axa

Praimerikombinatsioon 1

PAI RPAI-f GGACATCCTGTTACAGCGCGCA 930 0,6 uM
RPAI-r TCGCCACCAATCACAGCCGAAC 0,6 uM

papAH PapA-f ATGGCAGTGGTGTCTTTTGGTG 720 0,6 uM
PapA-r CGTCCCACCATACGTGCTCTTC 0,6 uM

fimH FimH-f TGCAGAACGGATAAGCCGTGG 508 0,6 uM
FimH-r GCAGTCACCTGCCCTCCGGTA 0,6 UM

kpsMTIII | KpslI-f TCCTCTTGCTACTATTCCCCCT 392 0,6 uM
Kpslll-r AGGCGTATCCATCCCTCCTAAC 0,6 uM

papEF PapEF-f GCAACAGCAACGCTGGTTGCATCAT (336 |0,6 uM
PapEF-r AGAGAGAGCCACTCTTATACGGACA 0,6 uM

ibeA ibel0-f AGGCAGGTGTGCGCCGCGTAC 170 0,6 uM
ibe10-r TGGTGCTCCGGCAAACCATGC 0,6 UM

Praimerikombinatsioon 2

fyuA fyuA-f TGATTAACCCCGCGACGGGAA 880 0,6 uM
fyuA-r CGCAGTAGGCACGATGTTGTA 0,6 UM

bmaE bmak-f ATGGCGCTAACTTGCCATGCTG 507 0,6 uM
bmaE-r AGGGGGACATATAGCCCCCTTC 0,6 uM

sfa/focDE |sfal CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC  |410 0,6 UM
sfa2 CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA 0,6 uM

iutA aerJ-f GGCTGGACATCATGGGAACTGG 300 0,6 uM
aerJ-r CGTCGGGAACGGGTAGAATCG 0,6 UM

papGll| Allelelll-f GGCCTGCAATGGATTTACCTGG 258 0.6 uM
Allelelll-r CCACCAAATGACCATGCCAGAC 0,6 uM

kpsMT K1 | K1-f-f TAGCAAACGTTCTATATTGGTGC 153 0,6 uYM
kpsll-r CATCCAGACGATAAGCATGAGCA 0,6 uM
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Tabel 3b. Kasutatud praimerid (Johnson ja Stell, 2000)

0 2

=3 |, 2 5 8

£S5 E = 2 g

. & € S S®

g5 g g |§gt

cE £ S _ |E2Z

o o o Sag |50

O o o Jirjestus 5'-3' suunas LS |axa
Praimerikombinatsioon 3

hlyA hly-f AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT 1177 0,6 uM

hly-r ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA 0,6 uM

Rfc rfc-f ATCCATCAGGAGGGGACTGGA 788 0,6 uM

rfc-r AACCATACCAACCAATGCGAG 0,6 uM

nfakE nfaE-f GCTTACTGATTCTGGGATGGA 559 0,3 uM

nfaE-r CGGTGGCCGAGTCATATGCCA 0,3 uM

papGl Allelel-f TCGTCTCAGGTCCGGAATTT 461 0,3 uM

Allelel-r TGGCATCCCCCAACATTATCG 0,3 uM

KpsMTII kpslI-f GCGCATTTGCTGATACTGTTG 272 0,3 uM

kpsllI-r CATCCAGACGATAAGCATGAGC 0,3 uM

papC PapC-f GTGGCAGTATGAGTAATGACCGTTA 200 0,3 uM

PapC-r ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA 0,3 uM
Praimerikombinatsioon 4

cvaC ColV-C-f CACACACAAACGGGAGCTGTT 680 0,6 uM

ColV-C-r CTTCCCGCAGCATAGTTCCAT 0,6 UM

cdtB cdt-al AAATCACCAAGAATCATCCAGTTA 430 0,6 uM

cdt-a2 AAATCTCCTGCAATCATCCAGTTTA 0,6 uM

cdt-s1 GAAAGTAAATGGAATATAAATGTCCG 0,6 uM

cdt-s2 GAAAATAAATGGAACACACATGTCCG 0,6 uM

focG FocG-f CAGCACGGCAGTGGATACGA 360 0,6 uM

FocG-r GAATGTCGCCTGCCCATTGCT 0,6 UM

traT TraT-f GGTGTGGTGCGATGAGCACAG 290 0.6 uM

TraT-r CACGGTTCAGCCATCCCTGAG 0,6 uM

papGll Allele 11-f GGGATGAGCGGGCCTTTGAT 190 0.6 uM

Allele 11-r CGGGCCCCCAAGTAACTCG 0,6 uM
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PCR-i reaktsioonis kasutati matriitsina 2 ul bakteriaalset DNA-d. Reaktsiooni maht oli
25 ul, mis sisaldas 1x HotStart PCR-puhvrit (200 mM Tris-HCI pH 8,3, 200 mM KCI, 50
mM (NH,4).SO,4 (Thermo Scientific)), 0,2 mM igat nukleotiidi, 0,6 v6i 0,3 pl praimereid
(Tabelid 3a ja 3b), 2,5 mM MgCl ja 1U HotStart DNA poliimeraasi (Thermo Scientific).
Kasutati L Series Peltier Thermal Cycler (MyGene™) PCR-i masinat. PCR-i programmid on
toodud tabelis 4.

Geenifragmendid lahutati geelelektoforeesil. Kasutati Bio-Rad power pac 300
elektroforeesimasinat 150V, 400 mA juures 2% agaroosigeelis, mis oli tehtud TAE puhvrist
(40 mM Tris-atsetaat, 1 mM EDTA, pH 8,5 (Naxo)) ning sisaldas etiidiumbromiidi 0,5 ng/ml.
Geenifragmendid visualiseeriti UV-s, kasutati Syngene visualiseerimisaparatuuri ning
GeneSnap (Syngene) tarkvara.

Tabel 4. Kasutatud PCR-i programmid (Johnson ja Stell, 2000), modifitseeritud.

— — = ‘g

S| 5 g 5 = S

ele 2 o g . | &

5| B a .8 2 E | E~

— © = @© —~ = —~ = = < e =
5|50 £ |52 ¥ 88 | ¥ |52 £ | & | 22| £
ES|ET| £ |8 & Eg | & |22 E| £ 34 E
o885 2|85 £588 © |45 ¥ | % |85 ¥
1 | 94 | 4 | 94 | 30 | 55 | 30 | 72 | 130 | 30 | 72 | 15
24 | 9 | 4 | 94 | 30 | 63 | 30 | 72 | 130 | 30 | 72 | 15

2.2.6. Fiilogeneetiliste gruppide méfiramine

Kristel Parve bakalaureuset6d raames madrati E. coli tiivede kuulumine iihte neljast
enamlevinud fiilogeneetilisest grupist (A, B1, B2, D) (Parv, 2013). E. coli fiilogeneetiline
grupp madrati PCR meetodiga, milles tehti kindlaks geenide chuA ja yjaA ning DNA
fragmendi TSPE4.C2 olemasolu bakteritiivedes, vastavalt Clermont jt (2000) publitseeritud
protokollile (Clermont jt, 2000).
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2.2.7. Statistiline analiiiis

Kasutati  statistikaprogrammi ~ PAST  versiooni  2.17.  Virulentsusgeenide
esinemissageduste vordlemiseks erinevatesse gruppidesse kuuluvatel tiivedel kasutati Xz-testi.
Keskmise virulentsusgeenide arvu vordlemisel kasutati Mann Whitney véi Kruskal Wallis'e
testi. Mann Whitney testi kasutati juhul, kui vorreldi omavahel kahte gruppi kuuluvaid
tilvesid, Kruskal Wallis’e testi kasutati siis, kui vOrreldi omavahel kolme v&i nelja gruppi
kuuluvaid tiivesid. Kasutati olulisusnivood 0=0,05. Koigi testide puhul, kus vorreldi
omavahel kolme v&i nelja gruppi kuuluvaid tiivesid tehti Bonferroni korrektsiooni: kolme
gruppi kuuluvate tiivede vordlemisel kasutati olulisusnivood a=0,017, nelja gruppi kuuluvate
tiivede vordlemiseks olulisusnivood a=0,0083. Joonised tehti programmiga Microsoft Office
Exel 2010.
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2.3. Tulemused

2.3.1. Virulentsusgeenide esinemissagedused E. coli tiivedel

E. coli 757 tivel wuuriti 23 virulentsusfaktori (VF) geeni olemasolu.
Virulentsusgeenide esinemissagedused jdid 0% ja 95% vahele. Kdige sagedamini esinesid
fimH (95%), fyuA (81%) ja traT (77%). Koige harvemini esinesid bmaE, mida leiti ainult
tihel tiivel ning nfakE, mida leiti kahel tiivel. PapG varianti I ei leitud iihelgi tiivel. Koikide

geenide esinemissagedused on toodud tabelis 5.

Tabel 5. 23 virulentsusfaktori geeni esinemissagedused 757 E. coli tiivel.

virulentsusfaktorid | VF geen Esinemissagedus (%)
n=757
adhesiinid papAH 27,0
papEF 27,3
papC 33,3
papGl 0,0
papGll 25,1
papGlll 4,5
fimH 94,7
sfa/focDE 21,4
focG 91
nfakE 0,3
bmakE 0,1
toksiinid hlyA 17,4
cvaC 16,0
cdtB 0,8
kapsli siintees kpsMTII 53,8
kpsMTIII 46,5
kpsMT K1 14,5
rfc 1,2
siderofoorid fyuA 80,6
iutA 74,6
invasiin ibeA 10,3
seerumresistentsus | traT 76,8
patogeensussaareke | PAI 42,4
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2.3.2. Virulentsusgeenide seos E. coli fiilogeneetiliste gruppidega

Vorreldi keskmist VF geenide hulka ning VF geenide esinemissagedusi erinevatesse
fiillogeneetilistesse gruppidesse kuuluvatel tiivedel. Kristel Parve t66 tulemustest selgub, et
757 tlive jaotusid fiilogeneetilistesse gruppidesse jargnevalt: fiilogeneetilisse gruppi A kuulus
60 tiive (7,9%), gruppi B1 35 tiive (4,6%), gruppi B2 498 tiive (65,8%) ning gruppi D 164
tive (21,7%). Keskmise VF geenide hulga arvutamisel iihe bakteritiive kohta vdeti uuritud
geenidest arvesse vaid mitteredundantsed geenid — vilja jdeti papAH, papEF, papC,
kpsMTK1 ja focG. Erinevatest pap geenidest arvestati keskmise arvutamisel ainult papGll ja
papGlll, sest need geenid kodeerivad P-fimbria tipuadhesiine, mis otseselt seonduvad
retseptoritele, milleks on P-veregrupi spetsiifilised gliikosfingolipiididid. KpsMT K1 jdeti
vélja sel pdhjusel, et K1 kapsel kuulub grupp II kapslite hulka ning koikide gruppi II
kuuluvate kapslite siintees detekteeritakse praimeripaariga, mis seondub kpsMTII-le. FocG
jaeti vilja, kuna antud geeni saab kindlaks teha ka sfa/focDE praimeripaariga, mis seondub nii
sfa kui foc operonide geenidele.

Erinevatesse fiilogeneetilistesse gruppidesse kuuluvate tiivede keskmine VF geenide
arv on toodud joonisel 1. Statistiline erinevus leiti jairgnevate paaride vahel: B2 grupis oli
rohkem VF geene kui A, B1 ja D gruppides (P<0,001; P<0,001; P<0,001); A grupis oli vihem
VF geene kui B1 ja D gruppides (P=0,005; P<0,001).

Keskmine VF geenide arv
w

Joonis 1. Keskmine VF geenide arv E. coli tiivedel (n=757), mis kuuluvad erinevatesse
flilogeneetilistesse gruppidesse: A (n=60), B1 (n=35), B2 (n=498), D (n=164). Toodud on
aritmeetilised keskmised ja 95% usalduspiirid.
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Samuti leiti, et erinevatesse fillogeneetilistesse gruppidesse kuuluvatel E. coli tiivedel
on erinevad virulentsusfaktoreid kodeerivate geenide esinemissagedused. B2 ja D
fillogeneetilistesse gruppidesse kuuluvatel tiivedel leiti enam P-fimbriate geene (pap), gruppi
II kuuluvate kapslite siinteesis osalevat geeni kpsMTII ning siderofooride geene iutA ja fyuA.
Bl ja B2 gruppi kuuluvatel tiivedel leiti rohkem S-/F1C-fimbriate geene sfa/focDE. B2
fiillogruppi kuuluvatel tiivedel leiti enam P-fimbria tipuadhesiini geeni papGlll, hemoliisiini
geeni hlyA, patogeensussaarekese markerit PAI ning invasiini geeni ibeA. D gruppi kuuluvatel

tiivedel leiti enam K1 kapsli siinteesis osalevat geeni kpsMT K1 (Tabel 6).

Tabel 6. VF geenide esinemissagedused, mille puhul leiti statistiline erinevus erinevatesse

fillogeneetilistesse gruppidesse kuuluvatel E. coli tiivedel.

Virulentsus- A” B’ B2” D¢
faktorid VF geen n=60 n=35 n=498 | n=164 P viirtused
(%) (%) (%) (%)
adhesiinid .3 p<() 02
papAH 13,3 0,0 29,3 32,9 [Pt pop 004
papEF 6,7 2.9 287 | 36,0 |[***™MP<0,001"
®'p<0,02;
papC 15,0 0,0 37,1 35,4 |@dbebd pog 3"
papGl| 3,3 2.9 260 | 32,3 [*®*P™MPp<0,001”
% p=0,04:
papGlI| 0,0 0,0 6,4 12 |“p=0,01
focG 1,7 2.9 12,4 30 |*©%P<0,007
sfaffocDE | 33 371 | 267 85 |7 Pp<0,001”
fimH 817 | 943 | 964 | 945 |*©*P<0,006
toksiin .20 p<() 05
hlyA 1,7 14,3 21,9 104 |**P<0,001"
kapsel °d. ¢4 p<0,004"
kpsMTII 11,7 17,1 62,7 50,0 |*%P°p<0 001"
€ p=0,03;
kpsMTIII 58,3 74,3 43,0 47,0 |""p<0,005"
Pd €I p<(),02
kpsMT K1 5,0 5,7 13,7 22,6 |*P=0,001"
siderofoorid °d p=0,02; * P=0,005;
fyuA 55,0 54,3 87,1 75,6 | %P %p<0,001"
°P<0,01
iutA 51,7 57,1 76,5 81,1 | p<p 004"
invasiin ibeA 17 57 13,3 55 |*“P<0,005
patogeensus- 2.0 %0 p<(),001”
saareke PAI 10,0 17,1 54,8 22,0
seerum- 4 p=0,01
resistentsus | traT 61,7 74,3 77,9 79,3

"Toodud erinevused jidvad statistiliselt oluliseks ka peale Bonferroni korrektsiooni
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2.3.3. Seedetraktist, uriinist ja verest isoleeritud ESBL-negatiivsete E. coli tiivede

virulentsusfaktorid

Vorreldi virulentsusfaktorite keskmist arvu ja esinemissagedusi vere, uriini ning
seedetrakti mikrofloora tiivedel, mis olid isoleeritud Eestis. Keskmine VF geenide arv
seedetrakti, uriini ning vere tiivedel on toodud joonisel 2. Vere tiivedel leiti enam

virulentsusgeene vorreldes seedetrakti mikrofloorast isoleeritud tiivedega (P=0,007).

VF geenide arv

seedetralt urin verl

Joonis 2. Keskmine VF geenide arv normaalsest seedetrakti mikrofloorast (n=130), uriinist
(n=92) ja verest (n=112) isoleeritud E. coli tiivedel. Toodud on aritmeetilised keskmised ja
95% usalduspiirid.

Leiti erinevusi ka seedetrakti mikrofloorast ja kliinilistest materjalidest isoleeritud E.
coli tiivede VF geenide esinemissagedustes. Uriinist ja verest isoleeritud tiivedel leiti rohkem
titip II kapsli siinteesis osalevat geeni kpsMTII. Vere tiivedel leiti rohkem P-, S- ja F1C-
fimbriate geene (pap, focG, sfa/focDE) ning siderofoor aerobaktiini geeni iutA. Soole

mikrofloora tiivedel leiti rohkem tiitip III kapslite siineesis osalevat geeni kpsMTIII (Tabel 7).
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Tabel 7. VF geenide esinemissagedused, mille puhul leiti statistiline erinevus uriinist, verest

ja seedetrakti mikrofloorast isoleeritud E. coli tiivedel.

Virulentsus- uriini tiived® | vere tiived® |seedetrakti tiived
faktorid VF geen n=92 n=112 n=130 P viartused
(%) (%) (%)
adhesiinid
papAH 37,0 64,3 28,5 a.b¢ p<0, 001"
papEF 315 66,1 28,5 . p<,001”
papC 39,1 68,8 29,2 a.b¢ p<0,001"
papGlI 27,2 63,4 17,7 #.b¢ p<0,001”
focG 15,2 35,7 7,7 .5 p<(),001"
™ P=0,02;
sfa/focDE 30,4 46,4 28,5 b¢ p=0,005
kapsel N
kpsMTII 68,5 70,5 46,9 2. b¢ p<() 002
kpsMTIII 10,9 16,1 56,2 ac.b¢ p<() 001"
kpsMT K1 25,0 19,6 331 b p=0,02
siderofoorid
fyuA 82,6 82,1 69,2 a.b¢ p< (0,03
iutA 64,1 82,1 56,2 a.5¢ p<, 004"
seerum-
resistentsus | traT 70,7 55,4 69,2 a.bc p< 00,03

“Toodud erinevused jiivad statistiliselt oluliseks ka peale Bonferroni korrektsiooni

2.3.4. Erinevate riikide kliinilistest materjalidest isoleeritud ESBL-positiivsete E. coli

tiilvede virulentsusfaktorid

Vorreldi virulentsusfaktorite keskmist arvu ja esinemissagedusi ESBL-positiivsetel
Eesti, Lati, Leedu ja Venemaa tiivedel, mis olid isoleeritud erinevatest kliinilistest
materjalidest: uriinist, verest, haavaeritisest ja hingamisteede eritisest.

Erinevates riikides isoleeritud ESBL-positiivseid tiivesid vorreldi omavahel (1)
lahtuvalt kliinilisest materjalist, (2) 1dhtuvalt paritoluriigist. Kliinilisest materjalist isoleeritud
tivede virulentsusgeenide keskmine arv ei olnud statistiliselt erinev, kuid leiti mdned

erinevused VF geenide esinemissagedustes. Hingamisteede eritisest isoleeritud tiivedel leiti P-
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fimbria tipuadhesiini geeni papGll rohkem kui uriinist isoleeritud tiivedel ning tiitip 11 kapsli

slineesis osalevat geeni KpSMTII rohkem kui vere tiivedel (Tabel 8).

Tabel 8. VF geenide esinemissagedused, mille puhul leiti statistiline erinevus eri kliinilistest

materjalidest isoleeritud ESBL-positiivsetel E. coli tiivedel.

Hingamisteede

Virulentsus- uriin® | veri® | haavaeritis® o ritis?
faktorid VF geen | n=226 | n=27 n=92 38 P viirtused
(%) | (%) (%) (%)
adhesiin T 5=0,004"
papGll 14,3 14,8 17,4 34,2
kapsel 5 0=0,002"
kpsMTIIl | 47,0 29,6 52,2 60,5
siderofoor T 020,02
IUtA 77,8 70,4 90,2 84,2

“Toodud erinevused jddvad statistiliselt oluliseks ka peale Bonferroni korrektsiooni

Paritoluriigist ESBL-positiivsete E. coli tiivede virulentsusgeenide keskmine arv

samuti ei sodltunud, aga leiti erinevusi virulentsusgeenide esinemissagedustes. Eesti tiivedel

leiti S-/F1C-fimbriate geene sfa/focDE rohkem kui Venemaa tiivedel ning invasiini geeni

ibeA rohkem kui Léti ja Venemaa tiivedel.

Seerumresistentsusega seotud geeni traT leiti

Eesti tiivedel viahem kui teistes riikides isoleeritud tiivedel. Lati tiivedel leiti tiitip 11 kapsli

slineesis osalevat geeni kpsMTII rohkem Kkui teistes riikides isoleeritud tiivedel.

Leedu

tiivedel leiti kolitsiini geeni cvaC ning tiitip III kapsli siineesis osalevat geeni KpsMTIII

rohkem kui Venemaa tiivedel. Venemaa tiivedel leiti P-fimbriate geene (pap) rohkem kui

teistest riikidest isoleeritud tiivedel (Tabel 9).
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Tabel 9. VF geenide esinemissagedused, mille puhul leiti statistiline erinevus eri riikidest

isoleeritud ESBL-positiivsetel E. coli tiivedel.

. Eesti? Liti® Leedu® | Venemaa®
V'fgﬂf;‘:fgs' VFgeen | n=149 | n=112 n=35 n=127 P viirtused
(%) (%) (%) (%)
adhesiinid
papAH 9,4 7,1 14,3 209  [*Pp<0 001"
2d.¢p<() 001 ;
papEF 8,7 8,9 8,6 323  |"P=0,005"
®.edp 05;
papC 13,4 25,9 17,1 362 |*P=0,001"
3.« p<( 02
papGl| 2,0 21,4 11,4 315 |®¥Pp<0,001"
. ¢dp<0 02;
sfa/focDE | 18,8 8,0 14,3 2.4  p=0,001"
focG 1,3 0,9 5,7 0,0 “ p=0,05
toksiinid
hlyA 16,1 10,7 11,4 220 |™P=0,02
3P p<() 03
cvaC 12,1 11,6 28,6 6,3 ¢ p<0,001"
kapsel a.ac.adp<( 008;
kpsMTII 52,3 68,8 25,7 315 ™" Pp<0,001"
p=0,01;
KpsMTIII | 54,4 71,4 77,1 496  |* P p<0,007"
rfc 0,0 0,0 2,9 3,1 2 p=0,04
siderofoorid
fyuA 83,9 80,4 714 882 |“P=0,03
°°P=0,02;
iutA 71,1 90,2 74,3 850 |**p<0,001"
invasiin @ p=0,04:
ibeA 18,1 2,7 11,4 2.4 a.ad p< 001"
seerum- ac,ad,bd p< 007"
resistentsus | traT 73,8 98,2 94,3 874 |*P=0,001"

“Toodud erinevused jadvad statistiliselt oluliseks ka peale Bonferroni korrektsiooni

2.3.5. ESBL-positiivsete ja ESBL-negatiivsete uriinist isoleeritud E. coli tiivede

virulentsusfaktorid

Vorreldi virulentsusfaktorite keskmist arvu ja esinemissagedusi ESBL-positiivsetel ja

ESBL-negatiivsetel Eestis isoleeritud uriini tiivedel. Keskmine VF geenide arv ESBL-

positiivsetel ja negatiivsetel tiivedel statistiliselt ei erinenud.
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Tabelis 10 on &ra toodud VF geenide esinemissagedused, mille korral leiti statistiline

erinevus ESBL-positiivsete ja -negatiivsete uriinist isoleeritud tiivede vahel.

ESBL-

positiivsetel tiivedel leiti rohkem tiiip III kapsli siinteesis osalevat geeni kpsMTIII ja

patogeensussaarekeste markerit PAl. ESBL-negatiivsetel tiivedel leiti rohkem P-, S- ja F1C-

fimbriate geene (pap, sfa/focDE, focG), kolitsiini geeni cvaC ning gruppi Il kuuluvate kapslite

stinteesis osalevaid geene kpsMTII ja kpsMT K1.

Tabel 10. VF geenide esinemissagedused, mille puhul leiti statistiline erinevus ESBL-

positiivsetel ja negatiivsetel uriinist isoleeritud E. coli tiivedel.

Viruletsus-

ESBL-negatiivsed

ESBL-positiivsed

faktorid VF geen rz 0/53)2 n( (%0 P viéartus
adhesiinid papAH 37,0 8,2 P<0,001
papEF 31,5 55 P<0,001
papC 39,1 10,9 P<0,001
papGlI 27,2 2,7 P<0,001
papGlll 6,5 0,9 P=0,049
sfa/focDE 30,4 18,2 P=0,047
focG 15,2 0,0 P<0,001
toksiin cvaC 25,0 9,1 P=0,004
kapsel kpsMTII 68,5 50,9 P=0,015
kpsMTIII 10,9 55,5 P<0,001
kpsMT K1 25,0 7,3 P<0,001
patogeensus- | PAI 32,6 58,2 P< 0,001
saareke
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2.4. Arutelu

E. coli pohjustatud haigused on otseselt seotud virulentsusgeenide olemasoluga, mis
kodeerivad erinevaid virulentsusfaktoreid. EXPEC infektsioonide puhul peetakse oluliseks
adhesiine, kapslit, toksiine, siderofoore, invasiine, seerumresistentsust ja resistentsust
antibiootikumidele (Kohler ja Dobrindt, 2011; Pitout, 2012).

Kéesolevas magistrit6os uuriti 757 E. coli tiivel 23 virulentsusfaktorit méaarava geeni
esinemist. Tived olid isoleeritud normaalsest seedetrakti mikrofloorast, verest, uriinist,
haava- ja hingamisteede eritistest. Tiived olid parit Eestis, Létis, Leedus ja Venemaal elavatelt
inimestelt. Eestis isoleeritud kliiniliste tiivede seas oli nii ESBL-positiivseid kui negatiivseid
tiivesid, teistest riikidest parit Kliinilised tiived olid kdik ESBL-positiivsed.

Virulentsusgeenide iildised esinemissagedused kdoikide tiivede seas jdid 0% ja 95%
vahele (Tabel 5). Uuritud geenidest koige sagedamini esines tiitip 1 fimbria tipuadhesiini
kodeerivat geeni fimH, mida leiti 95% tiivedel. Varasemates uuringutes on samuti leitud fimH
korge esinemissagedus nii kommensaalsetel kui patogeensetel E. coli tiivedel. Johnson jt
(2001) 1abi viidud uuringus leiti, et fimH esineb 94% tiivedest. Suurem osa tiivesid oli
isoleeritud inimese ja loomade kommensaalsest mikrofloorast, védike osa oli périt
uroinfektsiooniga patsientidelt (Johnson jt, 2001). Ramos jt (2010) ning Johnson ja Stell
(2000) leidsid fimH 89% ja 100% vereinfektsioone pdhjustanud tiivedel (Johnson ja Stell,
2000; Ramos jt, 2010). Kuigi tiitip 1 fimbriaid peetakse EXPEC tiivede virulentsusfaktoriks,
esineb neid sama tihti ka kommensaalsetel tiivedel. Toendoliselt on tiitip 1 fimbriatel oluline
roll soole koloniseerimisel.

Uuritud geenidest koige harvemini esinesid M-fimbria subiihikut kodeeriv bmaE
(0,1%) ning mittefimbrialise adhesiini Nfal kokkupanekus osalev nfaE (0,3%). P-fimbria
tipuadhesiini | varianti kodeerivat papGl geeni ei leitud iihelgi tiivel. Kirjanduse andmed
bmaE kohta on vasturddkivad. Ramos jt (2010) leidsid geeni 99% uuritud tiivedel, samas kui
Johnson ja Stell (2000) 5% (Johnson ja Stell, 2000; Ramos jt, 2010). PapGl on ka varasemate
uuringute andmetel harvaesinev ning mitmed autorid ei ole seda leidnud tihelgi uuritud tiivel
(Mitsumori jt, 1998; Johnson jt, 2005; Cooke jt, 2010). V&ib jireldada, et bmaE, papGl ning
nfaE ei ole levinud virulentsusgeenid kéesolevas uuringus vaadeldud geograafilises
piirkonnas ning tdendoliselt ei ole neil erilist tahtsust kasitletud infektsioonide pdhjustamisel.

Varasematest uuringutest on teada, et flilogeneetilistesse gruppidesse A ja Bl
kuuluvad pohiliselt kommensaalsed tiived, millel on védhe virulentsusgeene ning tervetel
inimestel nad haiguseid ei tekita. B2 ja D gruppidesse kuuluvad tavaliselt patogeensed tiived,

mis pdhjustavad infektsioone. Kdige rohkem VF geene on leitud B2 gruppi, kdige vihem A
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gruppi kuuluvatel tiivedel (Picard jt, 1999; Johnson jt, 2001; Rijavec jt, 2008). Kéesoleva t60
tulemused olid kooskdlas varasemate uuringute tulemustega: kdige rohkem virulentsusgeene
leiti gruppi B2 kuuluvatel tiivedel, jargnesid grupid D ja B1 ning kodige vihem VF geene leit
gruppi A kuuluvatel tiivedel (Joonis 1).

Antud t66s vorreldi erinevate VF geenide esinemissagedusi eri fiilogeneetilistesse
gruppidesse kuuluvatel tiivedel (Tabel 6). Moned geenid olid assotsieerunud ainult iihe
fiilogeneetilise grupiga, teised mitme erinevaga. Johnson ja Stell (2000) ning Ramos jt (2010)
leidsid, et B2 grupiga on assotsieerunud P-, S- ja F1C-fimbriate geenid, hlyA, kpsMTII, PAI
ning traT. Johnson jt (2001) leidsid lisaks eelmainitud seostele, et P-fimbriate geenid, tiiiip 11
kapsli geenid ning seerumresistentsuse geen traT on assotsieerunud D grupiga. Gruppidesse
A ja Bl kuuluvatel tiivedel ei olnud tihegi uuritud VF geeni esinemissagedus korgem kui B2
voi D grupi tiivedel (Johnson ja Stell, 2000; Johnson jt, 2001; Ramos jt, 2010). Antud t66
tulemused on enamjaolt vastavuses varasemates uuringutes leitud seostele virulentsusfaktorite
ja fiillogeneetiliste gruppide vahel. Erinevus leiti ainult B1 grupi puhul, S-/F1C- fimbriate
geene esines sagedamini B1 grupi tiivedel vorreldes teiste fiillogruppidega. Tulemustest v3ib
jareldada, et virulentsusgeenide esinemine bakteri genoomis on tugevasti seotud
fiillogeneetilise kuuluvusega.

ESBL-negatiivsete Eesti patsientide verest, uriinist ja tervete inimeste seedetrakti
mikrofloorast isoleeritud E. coli tiivede VF geenide vordlusel leiti, et vere tiivedel on
keskmine VF geenide arv suurem kui soole mikrofloora tiivedel (Joonis 2). Samuti leiti
erinevusi virulentsusfaktorite geenide esinemissagedustes (Tabel 7). Tiiiip II kapsli kdrgem
esinemissagedus vere ja uriini tiivedel on ootuspérane, seda on kirjeldatud EXPEC tiivede
tiiipilise kapslina (Whitfield, 2006). Siderofooride kdrgem esinemissagedus Kkliinilistel
tiivedel on samuti pohjendatud, kuna uriin ja veri on keskkonnad, kus raua kittesaadavus on
halb. Huvitaval kombel leiti vere tiivedel vihem seerumresistentsusega seotud geeni traT
(55%) kui uriini (71%) ja soole mikrofloora tiivedel (69%). TraT lipoproteiini on kirjeldatud
komplemendi siisteemi ning fagotsiitoosi eest kaitsva faktorina, mis peaks olema kasulik just
veres ellujddmiseks. TraT korget esinemissagedust uroinfektsioone pdhjustavatel tiivedel on
taheldatud ka varem, kuid soole mikrofloora tiivede puhul on traT esinemissagedus
varasemate uuringute andmetel madalam (Johnson jt, 2001; Sannes jt, 2004; Kudinha jt,
2013). Voimalik, et vere tiivedel kompenseerib traT madalama esinemissageduse tiilip 11
kapsel, millel on samuti leitud seerumresistentsust andev ning fagotsiitoosi eest kaitsev toime
(Leying jt, 1990; Buckles jt, 2009). Kéesolevas uuringus leiti, et verest isoleeritud tiivedel on
rohkem P- ja S-/F1C-fimbriate geene, kui uriinist ning seedetrakti mikrofloorast isoleeritud

tivedel. P-fimbriate korget esinemissagedust vere tiivedel on tidheldanud mitmed autorid
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(Ananias ja Yano, 2008; Cooke jt, 2010). Otto jt (1993) joudsid jareldusele, et P-fimbriate
olemasolu uroinfektsioone pohjustavatel tiivedel on sepsise riskifaktor (Otto jt, 1993). E. coli
vereringesse tungimise mehhanism ei ole tdpselt teada, kuid arvatakse, et oluline roll on
adhesiinidel (Conceicao jt, 2012). Sannes jt (2004) vordlesid bakterieemiat pdhjustanud
tiivesid normaalse mikrofloora tiivedega ning leidsid, et pea koiki uuritud virulentsusfaktoreid
(sh P- ja S-/F1C-fimbriad) on rohkem verest isoleeritud tiivedel (Sannes jt, 2004). Qin jt
(2013) leidsid, et P-fimbriate geene on rohkem uriinist isoleeritud tiivedel, kui soole
mikrofloora tiivedel (Qin jt, 2013). Kéesolevas uuringus nende kahe grupi puhul statistilist
erinevust vilja ei tulnud. Antud uuringus leiti soole mikrofloora tiivedel ainult ithe VF geeni
suurem esinemissagedus kui vere ja uriini tiivedel, milleks oli tiitip III kapsli siinteesis osalev
kKpsMTII (56,2%). See tulemus on vasturddkiv varasemate uuringute tulemustega, millest
selgub et kpsMTIII esinemissagedus soole mikrofloora tiivedel on nullilihedane (Sannes jt,
2004; Kudinha jt, 2013). Antud uuringus tiitip III kapsli korgest esinemissagedusest
kommensaalsetel tiivedel vOib jdreldada, et see annab eelise ka soole koloniseerimisel.
Kéesoleva t60 ning varasemate uuringute tulemuste pdhjal on P-, F1C- ja S-fimbriad
vajalikud bakteri tungimiseks vereringesse. Uriinist ning soole mikrofloorast isoleeritud tiived
on VF geenide 0sas omavahel iisna sarnased. Voimalik, et seedetrakt on uroinfektsioone
pOhjustavate tiivede reservuaariks. Kdoljalg jt (2009) andmetel pohjustab lastel suurema osa
korduvatest uroinfektsioonidest sama E. coli tiivi, mis tdendoliselt persisteerib seedetraktis
(Koljalg jt, 2009).

Erinevates riikides isoleeritud ESBL-positiivseid tiivesid vorreldi omavahel ldhtuvalt
(1) Kliinilisest materjalist, (2) péritoluriigist. Vorreldes tiivesid Kliinilistest materjalidest
lahtuvalt leiti huvitaval kombel ainult mdned iiksikud erinevused (Tabel 8). Kirjanduses on
viahe andmeid virulentsusfaktoritest E. coli tiivedel, mis pohjustavad muid infektsioone Kui
uroinfektsioonid, baktereemia ja vastsiindinute meningiit. Moned autorid on leidnud, et
hingamisteid ja muid keha piirkondi koloniseerivad tiived vdivad olla sarnased urotraktist ja
verest isoleeritud tiivedega (Johnson jt, 2002a; Johnson ja Russo, 2002). Samas on verest ja
uriinist isoleeritud tiivede vordlusel leitud iisna mitmeid erinevusi, ka kdesolevas uuringus.
ESBL-positiivsete tiivede puhul voib véheste erinevuste pdhjuseks olla tlivede
antibiootikumresistentsus, mis on oluline virulentsusfaktor ning teised virulentsusfaktorid ei
pruugi miangida enam nii suurt rolli infektsiooni tekitamisel.

Vorreldes tiivesid 1dhtudes paritoluriigist leiti rohkem erinevusi (Tabel 9). Kirjanduse
andmetel on erinevatest piirkondadest isoleeritud tiivedel erinev jaotumine fiilogeneetilistesse
gruppidesse ning arvatakse, et geograafilised ja kliima tingimused mdjutavad E. coli

populatsioonide struktuuri (Escobar-Paramo jt, 2004). Kuna virulentsusfaktorid ei ole
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fiillogeneetiliste gruppide vahel vordselt jaotunud, voib jdreldada, et sdltuvalt geograafilisest
asukohast esineb E. coli tiivedel erinevusi ka virulentsusfaktorite osas. Kéesolevas uuringus
vaadeldav geograafiline piirkond on isna viike ning holmab riike sarnaste
keskkonnatingimustega. Kristel Parve bakalaureuset6d tulemustest aga selgus, et vaadeldud
piirkonna bakteritiivede jaotumine fiilogeneetilistesse gruppidesse ei ole ithesugune ning see
voibki seletada leitud erinevusi virulentsusfaktorite esinemise osas (Parv, 2013). Kirjanduses
on vihe andmeid E. coli tiivede piirkondlikest VF profiilide erinevustest. Grude jt (2004)
vordlesid Norrast ja Venemaalt uroinfektsiooniga patsientidelt isoleeritud tiivesid. Erinevus
leiti ainult papC geeni puhul, mida leiti rohkem Norra tiivedel (77% vs 48%). Kéesoleva
uuringu kaigus leiti 36% Venemaalt isoleeritud tiivedel papC geeni, mis on sarnane eelnevalt
saadud tulemustele (Grude jt, 2007). Antud wuuringu tulemused nditavad, et
virulentsusfaktorite esinemissagedused erinevates riikides isoleeritud tiivedel ei ole
tthesugused. Voib jdreldada, et virulentsusfaktorite esinemissageduste uurimine l&htuvalt
infektsioonist ei ole piisav, vaid on oluline vorrelda ka erinevates riikides isoleeritud tiivesid.
ESBL-positiivsete ja ESBL-negatiivsete Eesti patsientide uriinist isoleeritud tiivede
vordlusel selgus, et statistilist erinevust VF geenide keskmises arvus ei ole. Kirjanduses on
iisna viahe andmeid ESBL-positiivsete ja -negatiivsete E. coli tiivede virulentsusfaktorite
erinevusest. Lee jt (2010) uurisid ESBL-tootvaid ning -mittetootvaid Kliinilistest materjalidest
isoleeritud E. coli tiivesid 9 VF geeni osas. Statistilist erinevust VF geenide arvus ja geenide
esinemissagedustes ei leitud (Lee jt, 2010). Lavigne jt (2006) andmetel on ESBL-positiivsetel
tiivedel keskmine VF arv vidiksem, mis kdesolevas uuringus vélja ei tulnud (Lavigne jt, 2006).
Kéesolevas uuringus leiti ESBL-positiivsetel tiivedel vahem P-, S-/F1C-fimbriate ja kolitsiini
geene vorreldes ESBL-negatiivsete tiivedega. Qin jt (2013) ning Lavigne (2006) andmetel on
ESBL-positiivsetel uriini tiivedel samuti vdhem adhesiinide geene (Lavigne jt, 2006; Qin jt,
2013). Antud uuringus leiti ESBL-positiivsetel tiivedel rohkem patogeensussaarekese
markerit PAL. On voimalik, et osad ESBL ensiiiimide geenid asuvad patogeensussaarel. T66
tulemustest selgub, et uroinfektsiooni pdhjustavatel ESBL-positiivsetel ning ESBL-
negatiivsetel tiivedel on virulentsusfaktorid erinevad. Seetdttu on VF  geenide
esinemissageduste vordlemisel oluline silmas pidada ka antibiootikumresistentsust.
Virulentsusfaktorite profiili uurimine on oluline mitme meditsiinilise aspekti
perspektiivist. Virulentsusfaktorid on vdimalikud maérklauad uutele antimikroobsetele
preparaatidele. On vajalik otsida uusi méarklaudu, sest resistentsus antibiootikumidele kasvab
pidevalt. Uuemad viljapakutud antimikroobsete ainete toimestrateegiad keskenduvad pigem
virulentsuse, kui rakkude kasvu ja jagunemise inhibeerimisele, hdolmates niiteks toksiinide

kokkupakkimise, toksiinide transpordi, hulgatunnetuse ja fimbriate formeerumise hdirimist
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(Clatworthy jt, 2007). E. coli virulentsusfaktoreid on vaadeldud ka vaktsiinikandidaatidena
uroinfektsioonide ennetamiseks. Kuna uroinfektsioonid on viga levinud ning tihti korduvad,
on vajalik luua vaktsiin uropatogeense E. coli vastu. Vaktsiiniks sobiks hésti struktuurid, mida
bakter ekspresseerib raku pinnal ning mis on kdrgelt immunogeensed (Brumbaugh ja Mobley,
2012).

Selleks, et leida vaktsiiniks v&i antimikroobse preparaadi méarklauaks sobiv kandidaat,
on vaja hésti tunda patogeensete tiivede virulentsusfaktoreid. Kirjanduses on palju andmeid
sagedasemaid sooleviliseid infektsioone pdhjustavate E. coli tiivede virulentsusgeenidest,
kuid on vihe informatsiooni piirkondlikest erinevustest. Antud uuringus selgus, et eri riikides
isoleeritud tiivedel ei ole VF geenide esinemissagedused iihesugused. Samuti leiti erinevusi
ESBL-positiivsete ja ESBL-negatiivsete tiivede vahel. Seetottu on tulevikus vajalik lisaks
erinevaid infektsioone pohjustavate tiivede vdordlemisele keskenduda rohkem ka eri
geograafilistest regioonidest parit tiivedele ning antibiootikumresistentsetele ja -tundlikele
tiivedele.

Toendoliselt ei ole voimalik virulentsusfaktoreid mérklauana kasutades luua sama
laiatoimelisi preparaate, nagu antibiootikumid, sest VF profiilid on niivord varieeruvad.
Arvatavasti on mikroobivastaste ravimite valjatootamisel moistlik keskenduda igale
infektsioonile eraldi ning tuleks arvestada ka geograafilisi erinevusi. Samuti peaks vaatlema
eraldi gruppidena ESBL-positiivseid ja -negatiivseid bakteritiivesid.

Uute ravimite arendamisel tuleb arvestada, et need ei kahjustaks normaalset soole
mikrofloorat. Seetdttu sobiksid maérklauaks virulentsusfaktorid, mille esinemissagedus
patogeensetel tiivedel on palju suurem kui kommensaalsetel tiivedel. Antud t66s vaadeldud
virulentsusgeenidest voiksid Eesti patsientide vereinfektsioonide ennetamisel maérklauaks
sobida P-fimbriad, uro- ning vereinfektsioonide profiilaktikaks tiitip II kapsel ning
siderofooride siisteemid. Samas ei pruugi P-fimbriaid inhibeerivad ained sobida ESBL-
positiivsete tiivede pdhjustatud infektsioonide raviks, sest ESBL-positiivsetel tiivedel leiti
kéesolevas uuringus tunduvalt vdhem P-fimbriate geene, kui ESBL-negatiivsetel tiivedel.
Teiste riikide kohta jarelduste tegemiseks oleks vajalik koguda ESBL-negatiivseid kliinilisi ja
kommensaalse mikrofloora tiivesid ning vorrelda neil virulentsusfaktorite geenide esinemist.

Kéesolev uurimistod kirjeldab tuntud virulentsusfaktorite esinemist erinevatest
Kliinilistest materjalidest ja geograafilistest piirkondadest isoleeritud E. coli tiivedel.
Vorreldes varasemate uuringute tulemustega saadi nii vasturadkivaid kui kinnitavaid andmeid.
Eesti, Liti, Leedu ja Venemaa kliiniliste ESBL-positiivsete E. coli tiivede virulentsusfaktorite

vordlus on esmakordne ning annab vordlusmaterjali tulevaste uurimuste jaoks.
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Antud t66 edasiarenduseks voib olemasolevatel E. coli tiivedel méadrata veel teisigi
levinuid virulentsusega seotud geene, otsida assotsiatsioone virulentsusfaktorite vahel ning
vaadata, kui tugevasti on leitud erinevused seotud tiivede erineva jaotumisega
fiillogeneetilistesse gruppidesse. Samuti oleks huvitav uurida virulentsusfaktoreid mRNA voi
valgu tasemel, et teada saada, kas koik olemasolevad virulentsusfaktorite geenid

ekspresseeruvad ning millistes infektsioonietappides milline virulentsusfaktor vajalik on.
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KOKKUVOTE

Kéesoleva t66 eesmargiks oli vorrelda E. coli tiivede virulentsusfaktoreid kodeerivate

geenide esinemist: (1) erinevatesse fiilogeneetilistesse gruppidesse kuuluvatel tiivedel, (2)

patogeensetel ja kommesaalsetel tiivedel, (3) ESBL-positiivsetel ja ESBL-negatiivsetel

tiivedel ning (4) Eestis, Litis, Leedus ja Venemaal isoleeritud ESBL-positiivsetel tiivedel.

E. coli tiivedel (n=757) maarati multiplex-PCR-iga 23 virulentsusfaktori geeni

esinemist. Tivedel vorreldi virulentsusfaktorite geenide keskmist arvu ja esinemissagedusi.

Antud t60s tehtud katsed niitasid jargmist:

Fiilogeneetilisse gruppi B2 kuuluvatel tiivedel on kdige rohkem ning gruppi A
kuuluvatel tiivedel kodige vdhem virulentsusfaktorite geene, osad virulentsusfaktorid

on assotsieerunud erinevate fiillogeneetiliste gruppidega.

Kliiniliste ja seedetrakti mikrofloorast isoleeritud tiivede vordlemisel leiti, et vere
tiivedel on keskmine virulentsusgeenide arv suurem kui normaalse mikrofloora
tiivedel. Uriinist ja verest isoleeritud tiivedel leiti rohkem tiiiip II kapsli geene. Vere
tivedel leiti rohkem fimbriate geene ning siderofoor aerobaktiini geeni. Soole

mikrofloora tiivedel leiti rohkem tiitip IIT kapsli geeni.

ESBL-positiivsete tiivede puhul on riikidevahelised erinevused suuremad kui
materjalide vahelised erinevused. Eesti tiivedel leiti enam S-/F1C-fimbriate geene ja
invasiini geeni; Léti tiivedel leiti enam tiitip I kapslite geene; Leedu tiivedel leiti enam

kolitsiini geeni ja tiiiip III kapsli geeni; Vene tiivedel leiti enam P-fimbriate geene.

ESBL-positiivsete ja negatiivsete uriinist isoleeritud tiivede vordlusel selgus, et
keskmine virulentsusgeenide arv ei erine. ESBL-negatiivsetel tiivedel leiti rohkem
adhesiine ja grupp Il kapsli geene. ESBL-positiivsetel tiivedel leiti rohkem tiitip 11T

kapsli geene ja patogeensussaarekesi.
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Virulence factor genes of E. coli strains, isoleted from clinical samples and gut
microbiota
Jana Lillo
SUMMARY

Escherichia coli is a rod-shaped Gram-negative bacterium that is common inhabitat of
the intestine of human and other warm-blooded organisms. Most E. coli strains are
commensal, but some strains can cause serious intestinal and extraintestinal infections.

Extraintestinal pathogenic E. coli (EXPEC) strains are a frequent cause of
extraintestinal diseases, such as bacteremia and urinary tract infections. These strains possess
different virulence factors, which give them the potential to cause infections.

Virulence factors of EXPEC include different adhesins, toxins, capsules, siderophores,
invasines and antibiotic resistance. These virulence factors contribute to colonization and
invasion of the host tissues, avoidance of immune responses and aquiring nutrients from the
host. According to previous studies E. coli virulence factors could be associated with infection
sites, but no geographical differences have been described.

The aim of this study was to compare the prevalence of 23 virulence factor genes in E.
coli strais: (1) belonging to different phylogenetic groups, (2) clinical and commensal strains,
(3) ESBL (Extended Spectrum Beta Lactamase) positive and negative E. coli strains, (4)
ESBL-positive E. coli strains isolated from Estonia, Latvia, Lithuania and Russia (St.

Petersburg). The results of this study are following:

e There are more virulence factor genes in strains belonging to phylogenetic group B2
and less virulence factor genes in strains belonging to phylogenetic group A than in

strains belonging to other groups.

e There are more virulence factor genes in blood strains than in strains isolated from
urine and gut microbiota. In strains from blood and urine, type Il capsular gene
(kpsMTII) was more prevalent. In strains from blood, fimbrial genes and siderophore
aerobactin (iutA) gene were more prevalent. In strains from gut, type Il capsular gene

(kpsMTIII) was more prevalent.

e In ESBL producing E. coli strains isolated from different countries, more inter-country
differences than inter-material differences were found: there are more S-/F1C-fimbrial
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genes (sfa/focDE) and invasin gene (ibeA) in Estonian strains, more type Il capsular
gene (kpsMTII) in Latvian strains, more colicin V (colV) and type Il capsular gene

(kpsMTIII) in Lithuanian strains, and more P-fimbrial genes in Russian strains.

Comparing ESBL-positive and negative strains isolated from urine, it was found that
in ESBL-positive strains, type Il capsular gene (kpsMTII) and pathogenicity island
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