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Eestis isoleeritud Klebsiella pneumoniae Kliiniliste tiivede antibiootikumiresistentsuse

tuvastamine sekveneerimisandmetest programmiga DeepARG

Antibiootikumiresistentsus on tiiheks suurimaks globaalseks probleemiks, pdhjustades
patsientide pikemajalist ravi, korgemat suremust ning suuremaid ravikulusid. Ligikaudu
kolmandik gramnegatiivsete bakterite pohjustatud haigustest on seotud Klebsiella
pneumoniae’ga. Kéesolevas to0s analiilisitakse DeepARG programmi véimekust ennustada
Eestis levivate K. pneumoniae tiivede resistentsusfenotiiiipe, vorreldes programmiga
ResFinder. To6 tulemusena jireldati, et ildiselt on kdige spetsiifilisem DeepARG-LS mudel
ning kdige sensitiivsemad on DeepARG-SS ja ResFinder. Programmide PPV sdltus palju

antibiootikumist.

Mairksdnad: antibiootikumiresistentsus, Klebsiella pneumoniae, bioinformaatika

CERCS: B110 (Bioinformaatika, meditsiiniinformaatika, biomatemaatika, biomeetrika)

Detection of antibiotic resistance from sequencing data in clinical strains of Klebsiella

pneumoniae isolated in Estonia using the DeepARG program

Antibiotic resistance is one of the biggest global problems, causing longer treatment times,
higher mortality rates and higher medical costs. Approximately one third of diseases caused
by gram-negative bacteria are associated with Klebsiella pneumoniae. This work analyzes the
ability of the DeepARG program to predict resistance phenotypes of K. pneumoniae strains
circulating in Estonia, compared to the ResFinder program. The results of the work concluded
that in general, the DeepARG-LS model is the most specific, and DeepARG-SS and
ResFinder are the most sensitive. The PPV of the programs depended heavily on the

antibiotic.
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KASUTATUD LUHENDID

AMR — antimikroobne resistentsus

ARG - antibiootikumi resistentsusgeen

BLAST — Basic Local Alignment Search Tool

CARD — The Comprehensive Antibiotic Resistance Database

cKP — klassikaline (classic) Klebsiella pneumoniae

CLSI — Clinical and Laboratory Standards Institute

CRKP — karbapeneem-resistentne (carbapenem-resistant) Klebsiella pneumoniae

ESBL — laiendatud toimespektriga beetalaktamaas (extended-spectrum beta-lactamase)

EUCAST — Euroopa Antimikroobse Tundlikkuse Testimise Komitee (European Committee

on Antimicrobial Susceptility Testing)

FN — valenegatiivne (false negative)

FP — valepositiivne (false positive)

HGT - horisontaalne geenililekanne (horizontal gene transfer)

hvKP — hiipervirulentne (hypervirulent) Klebsiella pneumoniae

I — susceptible, increased exposure

MBL — metallo-beetalaktamaas

MIK — minimaalne inhibeeriv kontsentratsioon



PPV — positiivne prognoosvairtus (Positive Predictive Value)

RGI — Resistance Gene Identifier

TN — tdeselt negatiivne (true negative)

TP — tdeselt positiivne (true positive)



SISSEJUHATUS

Antimikroobset resistentsust (AMR) voib defineerida kui ,,mikroobide véime muutuda
vastupanuvoimeliseks seni toiminud antimikroobsetele preparaatidele® (Terviseamet, 2024).
Antibiootikumid on antimikroobsed iithendid, mida kasutatakse haigusttekitavate bakterite
surmamiseks vOi nende paljunemise takistamiseks organismis. Kui aga bakter osutab
antibiootikumi toimele vastupanu, siis on tegu antibiootikumiresistentsusega (Patel jt., 2023).
Antibiootikumiresistentsus on iiheks suurimaks iilemaailmseks probleemiks (WHO, 2023a).
Tervishoius on resistentsuse tagajirgedeks suurenenud ravikulud, patsientide pikemajaline

haiglaravi voi isegi surmaga 10ppev infektsioon (Naghavi jt., 2024).

Antibiootikumiresistentset K. pneumoniae’t seostatakse iile 600 000 surmaga aastas ning
umbes kolmandik gramnegatiivsete bakterite infektsioonidest on seotud just K.
pneumoniae’ga (Pierre, 2024 ; Podschun ja Ullmann, 1998). Kolmanda generatsiooni
tsefalosporiinide suhtes ja karbapeneemide suhtes resistentsed K. pneumoniae’d (CRKP) on

2024. aasta WHO prioriteetsete patogeenide bakterite nimekirjas (WHO, 2024a).

Antibiootikumide resistentsusgeenide (ARG) tuvastamiseks kasutatakse aina rohkem
bioinformaatilisi meetodeid, et wuurida bakterite potentsiaalset vastuvotlikkust —eri
antibiootikumide suhtes (Adamu jt., 2025 ; Guo jt., 2025 ; Vanstokstraeten jt., 2023).
DeepARG on programm, mis vOimaldab ennustada antibiootikumidele resistentsust
pohjustavaid geene sekveneerimisandmetest. DeepARGi eesmirk on leida iiles vdimalikult
palju tdeseid ARGe ning hoida valenegatiivsete tulemuste hulk madal (Arango-Argoty jt.,
2018). Kliiniliselt on see oluline, et véltida ebaefektiivsete antibiootikumide kasutamist ning
toimivate antibiootikumide raviplaanist vélja jdtmist. Varasemalt ei ole DeepARG programmi
Klebsiella tiivede peal palju uuritud ning Eestis levivate K. pneumoniae tiivede peal ei ole

seda teadaolevalt tildse tehtud (Arango-Argoty jt., 2018 ; Marini jt., 2022).

Kéesoleva t00 eesmirgiks on analiiiisida, kui tipselt voimaldab DeepARG programm
ennustada Eestis levivate K. pneumoniae tiivede resistentsusfenotiiiipe, vorreldes

programmiga ResFinder.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Antibiootikumiresistentsuse olemus

Antibiootikumiresistentsus on probleemiks nii inimeste, taimede kui ka loomade seas,
olenemata riigi majanduslikust seisukorrast (WHO, 2023a). 2024. aasta uuringu kohaselt oli
2021. aastal bakteriaalne antimikroobne resistentsus seotud 4,71 miljoni surmaga, millest 1,14
miljoni puhul oli see ka otseseks pohjuseks. 2050. aastal voivad aga need arvud sama uuringu
kohaselt ulatuda vastavalt 1,91 ning 8,22 miljonini (Naghavi jt., 2024). Lisaks tervishoiule on
antibiootikumiresistentsusel  negatiitvne modju ka majandusele, toiduturvalisusele,

pollumajandusele ning elusloodusele (WHO, 2023a).

Resistentsust antibiootikumidele pdhjustavad nii selektsioon, genoomis aset leidvad eri
mutatsioonid kui ka resistentsusgeenide olemasolu. Kui bakter muteerub, siis kandub
mutatsioon edasi jargmisele polvkonnale ning selektsiooni tottu jadb kohasem tunnus alles
(Woodford ja Ellington, 2007). Lisaks on bakteritel levinud horisontaalne geeniiilekanne
(HGT), mille kdigus vahetatakse geneetilist materjali, sealhulgas eri antibiootikumide

resistentsusgeene (Haavisto, 2023).

Resistentsed bakterid levivad eri viisidel, sest nende kandjateks voivad olla nii inimesed,
loomad kui ka taimed. Seejuures vodivad inimesed levitada baktereid iiksteisele otsesel
kontaktil vdi kaudselt 14bi saastunud objektide. Lisaks vdivad mikroobid inimestele {ile
kanduda toidu ning joogi kaudu voi kokkupuutel loomadega (ECDC, 2014), mistdttu on
oluline jirgida hiigieenindudeid. Probleemiks on ka antibiootikumijddkide levik keskkonnas
ning reovees, millesse panustab asjaolu, et mérkimisvédrne osa raviainest jddb organismis
metaboliseerimata (Polianciuc jt., 2020). Eri maailma osade vahel soodustavad levikut
rahvusvaheline kaubandus, migratsioon ja reisimine (van der Bij ja Pitout, 2012). Niiteks
2010-2014 ei olnud Eestist leitud K. pneumoniae tiive ST307, kuid kdesolevas t60s kasutatud
tiivedest olid 14,7% just ST307 (Tenson jt., 2024).

Inimeste tegevustest tulenevaid tegureid, mis panustavad resistentsuse tekkesse, on mitmeid.
Peamiseks neist on antibiootikumide vale kasutamine. Selleks voib olla nii tervishoiutdotaja
poolt maddratud ravimikuuri enneaegne Idpetamine, ebaefektiivsete antibiootikumide

kasutamine vOi iilemddrane tarvitamine (Blaser jt., 2021). 2024. aasta artiklis uuriti
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antibiootikumide védrkasutust ning leiti, et 45% uuritavatest on varasemalt ldopetanud
ravimikuuri enneaegselt (Shah jt., 2024). Eestis kasutatakse kliiniliselt antibiootikume vihem
kui Euroopas keskmiselt (Tenson jt., 2024), kuid siiski on tegureid, mis vdoivad AMRIi
siivendada. 2024. aasta Ravimiameti statistika aastaraamatu kohaselt on alates 2022. aastast
tousulainel laiatoimeliste antibiootikumide kasutamine. Samuti kirjutatakse patsientidele
sageli vilja ravimeid, mida WHO hinnangul peaks kasutama teisejarguliselt (WHO, 2023b ;
Sepp ja Sammul, 2024). Kitsaskohaks on ka hingamisteede haigused, sest peamiselt ei ole
need bakteriaalsed, vaid ligikaudu 80% hooajalistest kiilmetushaigustest on pdhjustatud
viiruse poolt. Seetdttu ei ole vdoimalik eelmainitud infektsioone antibiootikumidega ravida

ning ravimi vadrkasutamine siivendab AMRi (Ravimiamet, 2023).

1.2. Klebsiella pneumoniae resistentsusmehhanismid

Klebsiella pneumoniae on pulgakujuline gramnegatiivne aeroob/fakultatiivne anaeroob, mis
kuulub perekonda Enterobacteriaceae (Ashurst ja Dawson, 2023 ; Schober jt., 2024). Tegu on
patogeeniga, mille levimiseks iihelt organismilt teisele on tarvis otsest kontakti, sest bakteril
puudub litkumisvdoime. Lisaks on K. pneumoniae mesofiil, mille optimaalne

kasvutemperatuur kattub inimese kehatemperatuuriga (Schober jt., 2024).

K. pneumoniae on tavapiraselt ohutu bakter ning seda leidub nii keskkonnas kui ka organismi
limaskestadel, nditeks inimese soolestikus (WHO, 2024b). Bakteri levimisel teistesse
organismi osadesse, nagu veri, haavad, hingamisteed voi kuseteed, vdib mikroorganism
osutuda eluohtlikuks. Peamisteks haigusteks, mida antud mikroorganism pdhjustab, on eri
kuseteede infektsioonid, pneumoonia ehk kopsupodletik, meningiit ehk ajukelmepdletik,

verenakkused, aga ka muud haavainfektsioonid (Paczosa ja Mecsas, 2016).

K. pneumoniae’t saab patogeensuse alusel jagada klassikaliseks (cKP) ning hiipervirulentseks
(hvKP). Kui cKPd tuntakse peamiselt niinimetatud haiglabakterina, siis hvKP pdhjustab
infektsioone lisaks haiglakeskkonnale ka iildiselt tervetel inimestel (Russo jt., 2018). Antud
tiivede puhul on ravivdoimalused rohkem piiratud, sest hvKPd seostatakse suurenenud
virulentsuse, haigestumise ning suremusega (WHO, 2024b). WHO hinnangul on CRKP ning
kolmanda generatsiooni tsefalosporiinide suhtes resistentsed K. pneumoniae’d keskmisest
korgema suremuse, resistentsuse ning iilekandevdoimega (WHO, 2024a). Eestis on margatud

jarjest rohkem ESBL-positiivseid tlivesid, mille puhul on samuti ravivoimalused piiratud
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(Tenson jt., 2024). Kirjandust analiiiisides leidsid Tenson ja teised (2024), et
ESBL-positiivsetest enterobakteritest, mille hulka kuulub ka K. pneumoniae, on kuni 70%
aminogliikosiidide, 70 ja 77-88% trimetoprim/sulfametoksasooli ning 90% fluorokinoloonide
suhtes resistentsed (Azargun jt. 2018, Wiener jt. 2016, Khan jt. 2020, Xercavins jt. 2020,
Teklu jt. 2019).

1.2.1 Levinud antibiootikumid K. pneumoniae infektsiooni raviks

K. pneumoniae infektsioonide raviks kasutatakse erinevaid antibiootikume, sdltuvalt patsiendi
haigusloost. Samuti on ravi toimimiseks oluline, et bakter ei oleks manustatava
antibiootikumi suhtes resistentne. Levinud antibiootikumide klassid, mida kasutatakse K.
pneumoniae  infektsioonide  ravimiseks, on  aminogliikosiidid,  beetalaktaamid,
fluorokinoloonid, diaminopiirimidiinid ning sulfoonamiidid (Paul jt., 2022). Antud loetelu ei

ole téielik, kuid kdesolev t66 keskendub just neile sagedamini kasutatavatele rithmadele.

Aminogliikosiidide  klassi  antibiootikumid toimivad translatsiooni inhibeerijatena.
Ravimolekulid seonduvad organismis bakterite ribosoomi 30S vdi 50S subiihikule. Peale
seondumist ei saa toimuda translatsiooniks vajalik peptidiiiil-tRNA translokatsioon A-saidist
P-saiti. Seega toimub valgusiinteesi ajal mRNA valesti lugemine ning bakter ei suuda
stinteesida enda eluks ja kasvuks vajalikke valke. Levinud aminogliikosiidid on amikatsiin,

tobramiitsiin ning gentamiitsiin (Kotra jt., 2000 ; Mingeot-Leclercq jt., 1999).

Beetalaktaamid on koige laialdasemalt kasutatavad antibiootikumid ning neid saab
klassifitseerida penitsilliinideks, tsefalosporiinideks, monobaktaamideks ja karbapeneemideks
(Tabel 1). Enamik beetalaktaame takistab bakterite rakuseina siinteesi, pohjustades sellega
rakusurma (Tipper ja Strominger, 1965). Resistentsetel bakteritel on beetalaktaamide
inaktiveerimiseks olemas spetsiaalsed ensliimid nimega beetalaktamaasid, mistottu
kombineeritakse efektiivsemaks raviks preparaate. Lisatakse beetalaktamaaside t66d
inhibeerivaid antibiootikume, nditeks klavulaanhapet (amoksitsilliin + klavulaanhape) ja

tasobaktaami (piperatsilliin + tasobaktaam) (Falcone jt., 2020 ; van Honacker jt., 2021).

Fluorokinoloonide klassi antibiootikumid inhibeerivad nukleiinhapete siinteesi, mojutades
bakteriaalse DNA giiraasi t66d (Hooper ja Jacoby, 2015). Antud ensiilim on oluline DNA

negatiivseks superspiralisatsiooniks (Geneetika, 2014) ning selle t60 hédirumisel sureb
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bakterirakk, sest DNA on kahjustatud ja seetdttu replikatsioon takistatud. Levinud

fluorokinoloonid on tsiprofloksatsiin, norfloksatsiin ning levofloksatsiin (Falcone jt., 2020).

Diaminopiirimidiinide klassi antibiootikumid inhibeerivad teatud metaboolseid radasid.
Raviainet manustades on bakteriaalse DNA siintees héiritud, sest pérsitakse protsessiks

vajaliku ensiitimi dihiidrofolaadi reduktaasi t66d (Baccanari ja Kuyper, 2022).

Sulfoonamiidid takistavad dihiidropteroaadi siintaasi t66d, mille tulemusel on hairitud
tetrahlidrofoolhappe ehk THFi biosiintees. THF on aga oluline teatud aminohapete ning
nukleotiidide siinteesiks (Antunes jt., 2005). Levinud sulfoonamiidiks on sulfametoksasool,
mida kasutatakse tihti koos trimetoprimiga, mis on diaminopiirimidiin. Kombineeritult

takistavad need antibiootikumid bakteritel foolhappe ainevahetust (Murri jt., 2017).

Tabel 1. Beetalaktaamide klassifikatsioon koos niidetega. Kolmanda polvkonna
tsefalosporiinid on tihistatud tarniga (Bui jt, 2024 ; Falcone jt., 2020 ; Thomsen jt., 2023 ; van
Honacker jt., 2021).

Penitsilliinid Amoksitsilliin
Klavulaanhape
Ampitsilliin
Piperatsilliin
Tasobaktaam

Tsefalosporiinid Tsefepiim
Tsefiksiim*
Tseftasidiim*
Tseftriaksoon*
Tsefuroksiim
Tsefaleksiin

Monobaktaamid Astreonaam

Karbapeneemid Ertapeneem
Imipeneem
Meropeneem

1.2.2 K. pneumoniae resistentsusmehhanismid

Tanaseks on K. pneumoniae puhul kujunenud resistentsus koigile tiitipilisteks raviks
kasutatavatele antibiootikumidele (Li jt., 2023). Resistentsust antibiootikumide vastu saab
jagada loomulikuks ja omandatud resistentsuseks. Loomulik resistentsus on kas alati liigis

esindatud voi toimub ekspressioon peale antibiootikumiga kokkupuudet. Muteerumine ning
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HGT on ndited omandatud resistentsusest (Martinez, 2014). Joonisel 1 on iilevaade

erinevatest loomuliku ja omandatud resistentsuse kujunemisega seotud mehhanismidest.

Antibiootikumi toimimiseks peab lihend saama bakterirakku. K.pneumoniae rakukesta ehitus
on lheks pdhjuseks, miks antibiootikumi sisenemine rakku on keerulisem kui niiteks
grampositiivsetel bakteritel (Pierre, 2024). Viimastel on vaid iiks membraan, samas kui
gramnegatiivsed bakterid on kahemembraansed: neil on nii sise- kui ka védlismembraan. Seega
on teine membraan lihendi sisenemiseks lisatakistus (Berg, 2015). Samas on teada, et K.
pneumoniae vilismembraanis on poriinid, mille vahendusel toimub teatud molekulide
transport, sealhulgas beetalaktaamide difundeerumine. Kanalite ekspressiooni muutmine voi
nende puudumine vOib pohjustada resistentsust (Tsai jt., 2011). On leitud seoseid
membraanporiinide kaotamise ning karbapeneemi (Webster jt., 2010) ja tsefalosporiinide
resistentsuse vahel (Doménech-Sanchez jt., 2003). Lisaks vdhendab raviaine sisenemise
efektiivsust bakterite voime moodustada biokile ehk mikroobide kogumit. Biokile kiditub
filisilise barjddrina (Ramakrishnan jt., 2024), milles olevad bakterid vajavad kuni 1000 korda

tugevamat antibiootikumi kontsentratsiooni, et avalduks soovitud moju (Ceri jt., 1999).

Eri antibiootikumide resistentsusega (ingl multidrug resistance) on seotud mitmed
viljavoolupumbad (ingl efflux pump). Nende eesmirk on bakterile kahjulike ainete rakust
vilja pumpamine, sealhulgas antibiootikumidest lahti saamine (Hussein jt., 2024). Osad
pumbad on pidevalt ekspresseeritud, kuid teiste puhul on tarvis kindlaid tingimusi, mis nende

avaldumist indutseeriks voi toimuks iileekspressioon (Dodan jt., 2023).

Antibiootikumi sihtmérgi kaitsmine vOi modifitseerimine toimub 1dbi eri mehhanismide.
Uheks viisiks on sihtmérgi asendamine mdne muu iihendiga, millega ravimolekul seejirel
seondub. Samuti pohjustavad teatud punktmutatsioonid muutuseid sihtméirgis, mis omakorda
vihendab antibiootikumiga seondumise afiinsust (Gaurav jt.,, 2023). Ravimolekulide
modifitseerimine pohjustab samuti resistentsust. Levinud modifikatsioonideks on
atsetiileerimine, fosforiileerimine, gliikosiileerimine ning adeniileerimine (Varela jt., 2021).
Enslimaatiline inaktivatsioon toimub ka 1dbi ravimolekuli lagundamise (Gaurav jt., 2023).

Seega on resistentsuse tekkel oluline roll mitmetel molekulaarsetel mehhanismidel.
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Joonis 1. Loomuliku ja omandatud resistentsuse kujunemises osalevad mehhanismid:
sihtmdrgi modifitseerimine, alternatiivsete ensiilimide vdi sihtmérkide ekspresseerimine,
viljavoolu suurendamine, omastamise vdhendamine, enslimaatiline lagundamine, sihtmargi
kaitsmine (kohandatud Gaurav jt., 2023).

1.2.3 K. pneumoniae resistentsusgeenid

Antibiootikumide resistentsusgeenid (ARG) on nukleotiidsed jirjestused, millelt valgu
kodeerimise tulemusel osutab bakter potentsiaalselt antibiootikumi toimele vastupanu (Ballén
jt., 2021). Peamiselt asuvad ARGid plasmiidides, aga neid leidub ka bakteri kromosoomis ja
mobiilsetel geneetilistel elementidel nagu niiteks transposoonidel. Seetottu HGT ajal, kui
vahetatakse geneetilist materjali, toimub bakterite vahel ka ARGide levik: nii liigisiseselt kui

ka eri litkide vahel (Teixeira jt., 2023).

Aminogliikosiidide vastu pdhjustab resistentsust bakterite vdime antud antibiootikume
inaktiveerida. Selleks on olemas eri geeniperekondade poolt kodeeritavad ensiilimid, mis on
voimelised kindlat riihma tihelt molekulit teisele iile kandma (Tabel 2). Beetalaktaami vastu
pohjustavad resistentsust beetalaktamaasid, mida jagatakse Ambleri klassifikatsiooni
(Ambler, 1980) kohaselt nelja klassi (Tabel 3). Antud ensiiimid suudavad avada

beetalaktaamidele iseloomuliku neljaatomilise rdnga, mille tottu toimub antibiootikumi
12



inaktivatsioon (Wang jt., 2017). Laiatoimelisi beetalaktamaase (ESBL) kodeerivad geenid
pohjustavad resistentsust tsefalosporiinidele, enamikele penitsilliinidele ning astreonaamile
(Tamma jt., 2022). Karbapenemaasid on voimelised lisaks hiidroliiiisima karbapeneeme
(Thomsen jt., 2023). Fluorokinoloonide vastu pdhjustavad resistentsust (Tabel 4) plasmiidsed
geenid gnrB ja gnrS (kodeerivad Qnr valke), mis kaitsevad antibiootikumi eest, sest
mimikeerivad DNA-d. Aac(6’)-1b-cr annab lisaks aminogliikosiididele ka fluorokinoloonidele
resistentsuse, sest atsetiileerib neid. Kromosomaalsete mutatsioonide tagajiargede nédideteks on
antibiootikumi  héiritud seondumine giiraasiga (kodeeritud geeni gyrd poolt) voi
antibiootikumi pohjustatud DNA siinteesi inhibeerimise toimumise takistamine (seotud
topoisomeraas IV subiihikut A kodeeriva geeniga parC) (Sani jt., 2023). Eelnimetatud
geenides tekkinud mutatsioonide olemasolu ei pohjusta iseseisvalt tugevat resistentsust, kuid
koos teiste mehhanismidega on fluorokinoloonidele vastupanu suurem (Rodriguez-Martinez
jt., 2011) (Tabel 4). Diaminopiirimidiinide resistentsust pohjustavad eri dfr4 geenid, mis
kodeerivad antibiootikumi toimele tundetuid dihiidrofolaadi reduktaase. Sulfoonamiididele
vastupanu pohjustavad eri sul geenid, mis kodeerivad antibiootikumi toimele tundetuid
dihiidropteroaadi siintaase. Molema antibiootikumiklassi vastase resistentsuse puhul
ekspresseeritakse ~ bakteris  vastavate  ensiliimide  selliseid  variante, millega
diaminopiirimidiinid ja sulfoonamiidid ei saa interakteeruda. Seega toimub sihtmargi

asendamine (Skold, 2001).

Tabel 2. Aminogliikosiidide vastu resistentsust pohjustavad geeniperekonnad (Cox jt., 2015 ;
Poole, 2005 ; Ramirez ja Tolmasky, 2010 ; Rather jt., 1992 ; Schmitt jt., 2009).

Geeniperekond | Kodeeritav ensiiiim Inaktivatsiooni mehhanism

aac(6’) N-atsetiitiltransferaas Uhendi 6’ aminoriihma atsetiilatsioon
aac(3) N-atsetiiiiltransferaas Uhendi 3’ aminoriihma atsetiilatsioon
ant(2”) O-nukleotidiiiiltransferaas | AMP-rilhma tilekanne ATP substraadilt

thendi 2”’-hiidroksiitilrihmale

ant(3”) O-nukleotidiiiiltransferaas | AMP-rilhma tilekanne ATP substraadilt
ithendi 3”’-hiidroksiitilrithmale

armA Metiiiltransferaas Metitlrihma tilekanne
S-adenosiiiil-L-metioniinilt 16S rRNAle
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Tabel 3. Ambleri klassifikatsioonil pohinevad beetalaktamaaside klassid ja nende niited
(Ambler, 1980 ; Sawa jt., 2020 ; Wang jt., 2009).

Klass A ESBL CTX-M
ESBL TEM

ESBL SHV
Karbapenemaas KPC
OKP

LEN

LAP

Klass B Karbapenemaasid MBL (metallo-beetalaktamaasid)

Klass C AmpC
DHA

Klass D ESBL OXA
Karbapenemaas OXA-48

Tabel 4. Fluorokinoloonide vastu resistentsust pohjustavate geenide néited.

Resistentsusgeenid qnrB
gnrS
aac(6’)-1b-cr
Punktmutatsioonid parC
gyrd

1.3. Antibiootikumiresistentsuse tuvastamine

1.3.1 Laboratoorsed meetodid

Antibiootikumiresistentsuse tuvastamiseks on tarvis uurida antibiootikumi moju bakterile: kas
mikroorganism avaldab vastupanu (resistentne) voi on toimele tundlik (sensitiivne). Seega
médravad traditsioonilised laboratoorsed meetodid bakteri fenotiilibilise resistentsusprofiili.
Levinud meetodid antimikroobse tundlikkuse testimiseks on puljonglahjendus, agar-lahjendus
ning disk-difusioon, mille puhul hinnatakse bakteri kasvuvoimet antibiootikumi juuresolekul
(Emiliov jt., 2019 ; Froding jt., 2016 ; Tam jt., 2022). Testimiseks on tarvis proovi
nakkusallikast, nditeks veremiirgituse puhul verest, seedeelundkonna infektsiooni korral

viljaheidetest voi kuseteede nakkuse korral uriinist (Giuliano jt., 2019).

Kodikide eelmainitud meetodite puhul kasutatakse vastavaid MIK védrtuseid koos
murdepunktidega, et médrata, kas bakter on antibiootikumi suhtes resistentne (R), sensitiivne

(S) vai tundlik suuremas kontsentratsioonis (I — susceptible, increased exposure). Viimase
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puhul voib antibiootikum olla raviks efektiivne, kui kohandada annustamist voi suurendada
kontsentratsiooni (EUCAST, 2019). MIK ehk minimaalne inhibeeriv kontsentratsioon on
madalaim kogus antibiootikumi, mis takistab kasvu ning murdepunktiks on lahjendus, millest
alates mikroob vastupanu osutab. Antud vidirtus soltub nii antibiootikumist, bakterist,
infektsiooni tiilibist kui ka muudest teguritest (Kowalska-Krochmal ja Dudek-Wicher, 2021).
Kaks peamist organisatsiooni, mis véljastavad ja uuendavad regulaarselt MIK murdepunktide

tabeleid, on EUCAST ning CLSI (CLSI, 2024 ; EUCAST, 2025).

Fenotiiiibilise resistentsusprofiili méddramine on kiill hésti standardiseeritud ning lihtsalt
teostatav, kuid aegandudev, sest vajab patogeeni isoleerimist ja kultiveerimist (Damerum jt.,
2023 ; Gajic jt., 2022). Samuti ei testita koiki erinevaid antibiootikume, vaid valik tehakse
infektsioonist soltuvalt. Patsiendilt voetakse proov, mis saadetakse laborisse, kus omakorda
votavad meetodid aega kuni 48 tundi — protsess kestab kokku mitmeid pdevi (Gajic jt., 2022).
Eluliselt ohtlikute infektsioonide puhul on iga tund ilma ravita patsiendile kriitiline. Uuringud
on ndidanud, et sepsise ehk veremiirgistuse puhul tdstab antibiootikumide manustamisega

vitvitamine suremust (Philippon jt., 2025 ; van Zanten, 2014).

1.3.2 Bioinformaatilised meetodid

Lisaks fenotiilibilise resistentsusprofiili mddramisele hakati 1990. aastate alguses kasutama ka
genotiiiibilisi meetodeid. Molekulaarsetest meetoditest kasutati poliimeraasi ahelreaktsiooni
ning DNA hiibridisatsiooni (Courvalin, 1991). Ténapdeval kasutatakse aina rohkem eri
sekveneerimistehnoloogiaid, et uurida  bakterite = potentsiaalset  vastuvotlikkust
antibiootikumide suhtes (Adamu jt., 2025 ; Guo jt., 2025 ; Vanstokstraeten jt., 2023).
Vorreldes fenotiilibiliste meetoditega on voimalik tuvastada resistoomi ning resistentsusgeene
ka nende antibiootikumide vastu, mida laboris ei testita. See tihendab, et saab koguda rohkem
informatsiooni nii bakteriaalse puhangu kui ka AMRi leviku kohta (Elliott jt., 2021).
Sekveneerimiseks ei pea bakter olema lihtsasti isoleeritav ega kultiveeritav, mistottu on

voimalik resistentsust tuvastada ka uudsematel patogeenidel (Damerum jt., 2023).

Sekveneerimisandmetest saadud geneetilise info tdlgendamiseks kasutatakse bioinformaatilisi
meetodeid, mis seisnevad peamiselt jirjestuste joondamises ning andmebaasides olevate
geenidega vordlemises (Davies jt., 2023). Lisaks on olemas ka masindppe meetodeid, mis ei

pohine joondamisel, vaid otsivad genoomist iileiildiseid mustreid, mis sobituks varasemalt
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loodud mustritega. Sobivuse korral on fenotiilip resistentne ning vastasel juhul sensitiivne.
Sellisteks on nditeks Kover ning PhenotypeSeeker (Aun jt., 2018 ; Drouin jt., 2016). Eri
uuringud on ndidanud, et fenotiilibiline ning sekveneerimisandmetest ennustatud
resistentsusprofiil voivad olla kooskolas (Vanstokstraeten jt., 2023 ; Zankari jt., 2012). Samas
on iiheks suureks probleemiks asjaolu, et eri bioinformaatilised tdoriistad ning andmebaasid
annavad monevorra erinevaid tulemusi samu tiivesid uurides. Pohjuseks vdivad olla nii vead
klassifikatsioonis, referentsgenoomides kui ka algoritmides. Mojuteguriks voib olla ka
sekveneerimisandmete kvaliteet (Davies jt., 2023 ; Doyle jt., 2020). Lahenduseks on pakutud
vélja kindlate kvaliteedinditajate loomine sekveneerimisandmetele ning standardiseeritud

ARG andmebaas (Ellington jt., 2017).

Antibiootikumiresistentsuse  tuvastamiseks geenijdrjestustest on olemas erinevaid
bioinformaatilisi tooriistu ning andmebaase. Peamisteks, mida kasutatakse, on CARD (The
Comprehensive Antibiotic Resistance Database) ning ResFinder/PointFinder (Alcock jt., 2023
; Florensa jt., 2022). Lisaks nendele on olemas ka muid andmebaase, nditeks ARGminer
(Arango-Argoty jt., 2020), NDARO (NCBI, i.a.) ja ARDB (Liu ja Pop, 2009). Alates 2009.
aastast ei uuendata ARDB andmebaasi. Valik on mdistlik teha uuringust soltuvalt, sest eri
andmebaasid vdivad keskenduda eri tiilipi resistentsusgeenidele ning todriista efektiivsus

soltub suuresti referentsandmetest (Papp ja Solymosi, 2022).

Nii CARD kui ka ResFinder holmavad infot ARGide, geeniproduktide,
resistentsusmehhanismide ning -fenotiilipide kohta. Modlemaid andmebaase uuendatakse
regulaarselt ning kureeritakse teadlaste poolt. Jirjestuste joondamiseks ehk homoloogia
otsimiseks kasutatakse nditeks BLAST-algoritmi (Basic Local Alignment Search Tool), kuid
ka teisi algoritme (Alcock jt., 2023 ; Florensa jt., 2022). RGI (Resistance Gene Identifier) on
CARDi tooriist, mille eesmérk on tulemustele annotatsiooni lisamine (Alcock jt., 2023).
ResFinder/PointFinder on nii andmebaas kui ka t60riist, kasutades sarnaselt CARDile

referentsjarjestusi ARGide ennustamiseks (Florensa jt., 2022).

Enamjaolt tuvastatakse ARGe sekveneeritud bakteriisolaadi kogu genoomsest DNAst. Samas
kasutatakse jarjest enam ka metagenoomset sekveneerimist, kus jérjestatakse dra kogu proovis
leiduv DNA. Kliinilises kontekstis on patogeenide DNA metagenoomsetes proovides (nditeks
vereproovis) tihtipeale fragmenteerunud, mistottu on ka sekveneerimisest saadud

geenijdrjestused lithikesed (Berglund jt., 2019 ; Diao jt., 2025 ; Li jt., 2022 ; Zhou jt., 2025).
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Seega on theks variandiks enne bioinformaatilist analiilisi sekveneeritud fragmendid
kontiigideks assambleerida, kasutades spetsiaalseid programme (Nurk jt., 2017). Lisaetappe
mittendudev variant on ARGide ennustamine otse metagenoomsetest andmetest, nditeks
Illumina sekveneerimistehnoloogiast tulevate liihikeste jarjestuste pohjal. Samas on teada, et
assambleeritud kontiigide puhul on programmi sisendiks rohkem informatsiooni, mis voib
anda usaldusvéirsemaid tulemusi (Arango-Argoty jt., 2018). Kéesolevas to0s ei kasutatud

metagenoomseid proove, vaid isolaatide jérjestusi.

1.3.3 DeepARG

DeepARG on programm, mille eesmédrk on ARGide ennustamine sekveneerimisandmetest.
Varreldes teiste eelmainitud programmidega, kasutab DeepARG geeni tuvastamiseks parima
vaste (ingl best hit) leidmise asemel uuritava jirjestuse identsuse kauguse jaotust koikide
andmebaasis olevate ARGide suhtes. Parima vaste kasutamine annab paratamatult palju
valenegatiivseid tulemusi. See tdhendab, et geeni, mis on tegelikult ARG, ei loeta
resistentsusgeeniks. Pohjuseks voib olla jarjestuse ning referentsgeeni omavaheline madal
katvus voi identsus, mis tuleneb asjaolust, et ei sekveneerita kogu ARGi voi on tegemist
referentsgeeni uue seni kirjeldamata variandiga. Seetdttu jadvad tuvastamata ka uudsed ning
vihem konserveerunud geenid. DeepARGi eesmirk on seda probleemi lahendada, leides iiles

voimalikult palju tdeseid ARGe ning hoides valenegatiivsete tulemuste hulk madal.

DeepARG programmil on kaks siivadppel pohinevat mudelit: DeepARG-LS ning
DeepARG-SS. Esimene neist on moeldud geenide tdispikkuses jirjestuste ja assambleeritud
kontiigide ning teine lithikeste sekveneerimislugemite analiilisimiseks, sealhulgas

metagenoomsete andmete jaoks.

Mudelite jaoks loodi ka vastav andmebaas nimega DeepARG-DB, milles olevate
referentsjarjestuste  vastu  joondamine  toimub, kasutades  DIAMOND-algoritmi
(Arango-Argoty jt., 2018). Andmebaasis olevad geenid pirinevad CARD, ARDB ning
UNIPROT andmebaasidest (Apweiler, 2004 ; Jia jt., 2017 ; Liu ja Pop, 2009). Kui CARD
ning ResFinder seovad ennustatud geeniga enamjaolt konkreetse antibiootikumi, siis
DeepARG1 mudelid ennustavad kategooria, kuhu antibiootikum, millele geen resistentsust
poOhjustab, kuulub. Oluline on mainida, et DeepARG ei suuda tuvastada iihenukleotiidsetest

poliimorfismidest ja mutatsioonidest tingitud resistentsust, nagu niiteks teevad seda RGI voi
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ResFinderi juurde kuuluv PointFinder (Alcock jt., 2023 ; Arango-Argoty jt., 2018 ; Florensa
jt., 2022).

DeepARGi autorid testisid mudelite ennustusvoimet vaid teadaolevate ARGide,
pseudoARGide ning simuleeritud metagenoomi pealt ning selle pohjal puudub iilevaade, kui
hésti suudab antud programm ennustada reaalelu tdisgenoomide jérjestustelt. Programmi
autorid hindasid mudelite ennustusvoimet PPV (posititvne prognoosvéirtus), sensitiivsuse
ning F1 skoori pdhjal. Korge sensitiivsus tdhendab, et mudel leiab edukalt iiles koik
resistentsed tiived ning valenegatiivsete ennustuste osakaal on viike. Kliiniliselt on see
oluline, sest aitab véltida raviotsuste puhul ebaefektiivsete antibiootikumide kasutamist.
DeepARGi autorid ei kisitlenud enda uuringus spetsiifilisust, kuid tegu on samuti kliiniliselt
olulise parameetriga (Arango-Argoty jt., 2018). Korge spetsiifilisus (Marini jt., 2022)
tdhendab, et mudel tuvastab digesti tundlikud tlived ning valepositiivsete osakaal on viike.
See aitab viltida nende antibiootikumide raviplaanist véljajatmist, mis tegelikult toimiksid.
Korge PPV tdhendab, et mudeli poolt resistentseks ennustatud tiived on tdepoolest
resistentsed. See vOimaldab saada iildisema hinnangu kasutatava meetodi kohta — kas

tulemusi kliiniliste otsuste tegemiseks usaldada voi mitte.

Arango-Argoty ja teised jireldasid, et mdlemad DeepARGi mudelid suudavad ARGe tildiselt
ennustada korge PPV (>0,97) ning sensitiivsusega (>0,90). See viitab asjaolule, et identsuse
kauguste kasutamisel on eelis, sest parima vaste pohimdtte kasutamise korral oli sama
andmestiku puhul iildine sensitiivsus 0,51. Ennustamisvdime oli kehvem antibiootikumide
puhul, mille ARGide kohta oli vihem infot ning sulfoonamiidide klassil (Arango-Argoty jt.,
2018).

DeepARG-SS mudeli ennustamisvdimet on varasemalt uuritud ka kliiniliste isolaatide peal.
Marini ja teised kasutasid Euroopa, Aasia ning Louna- ja Pohja-Ameerika eri bakteritiivede
sekveneerimisandmeid, millest suur osa olid Klebsiella perekonna isolaadid. Leiti, et
ResFinder ennustab enamjaolt paremini kui DeepARG-SS. Fluorokinoloonide ja
aminogliikosiidide resistentsusgeene ennustasid modlemad programmid halvasti. Nende
antibiootikumiklasside puhul oli DeepARG-SSi sensitiivsus 1, kuid spetsiifilisus O.
ResFinderil oli monevorra madalam sensitiivsus, kuid spetsiifilisus ligikaudu 0,3.
Beetalaktaamide resistentsuse puhul oli DeepARG-SSi sensitiivsus 0,87 ning spetsiifilisus

0,8. Samas ResFinderil vastavalt 1 ja 0. DeepArg-SS sensitiivsus diaminopiirimidiinide
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resistentsuse ennustamisel oli 0 ning spetsiifilisus 1. ResFinderil oli sama klassi puhul

molemad viirtused ligikaudu 0,91 (Marini jt., 2022).
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. To6 eesmérgid

Kéesoleva to0 iildiseks eesmaérgiks oli analiiiisida, kas programm DeepARG sobib Eestis

levivate Klebsiella pneumoniae Kliiniliste isolaatide resistentsusfenotiitipide ennustamiseks.

To66 alameesmaérgid olid:

1) Tuvastada programmiga DeepARG antibiootikumiresistentsuse geenid Eestis kogutud
kliinilistes K. pneumoniae tiivedes, kasutades nii DeepARG-LS kui DeepARG-SS mudeleid.
2) Maidrata DeepARG ja ResFinder programmide poolt leitud geenide pohjal tiivede
resistentsusfenotiitibid.

3) Vorrelda ennustatud resistentsusfenotiilipe laboratoorselt méératud fenotiilipidega ning
arvutada programmide sensitiivsus, spetsiifilisus ja PPV.

4) Hinnata DeepARGi1 sobivust Eestis kogutud K. pneumoniae resistentsusfenotiiiipide

madramiseks vorreldes ResFinder programmiga.

2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1 Andmed

Eksperimentaalosas analiiiisitavad bakteritiived koguti 2019.-2022. aastal RITA projekti
,,Antibiootikumiresistentsuse levikuteed ja resistentsuse ohjamise voOimalused raames.
Uuringusse kaasati patsiente, kellelt eraldati moni jargmistest enterobakteritest:
metitsilliin-resistentne S. aureus, vankomiitsiin-resistentne E. faecium, ESBL-positiivne E.
coli kompleks, ESBL-positiivne K. pneumoniae kompleks. Patsiendid olid kas
hospitaliseeritud vdi ambulatoorsed ning vastavalt isoleeriti bakterid kas verest voi uriinist.
Iga resistentse mikroobitiivega patsiendi kohta kaasati samast tervishoiuasutusest tundliku
tilvega patsient voi ambulatoorselt jarjestikune tundliku tiivega patsient. Uuringut holmavaid
raviasutusi oli kaheksa: Ida-Tallinna Keskhaigla, Ida-Viru Keskhaigla, Léaéne-Tallinna
Keskhaigla, Narva Haigla, POhja-Eesti Regionaalhaigla, Pdrnu Haigla, SYNLAB Eesti, Tartu
Ulikooli Kliinikum. Kiesolevas t66s kasutati kogutud liikidest vaid K. pneumoniae tiivesid
ning olemas olid nii eelnevalt assambleeritud genoomid kui ka toorlugemid. Igale kasutatud

tiivele olid laboratoorselt mdoddetud MIK véirtused (Lisa). Antibiootikumid, mille MIK

20



védrtuseid kdesolevas to0s kasutati, olid jirgmised: amikatsiin, gentamiitsiin, tobramiitsiin,
amoksitsilliin/klavulaanhape, ampitsilliin,  piperatsilliin,  piperatsilliin/tasobaktaam,
ertapeneem, imipeneem, meropeneem, tsefepiim, tsefiksiim, tseftasidiim, tseftriaksoon,
tsefuroksiim, tsefaleksiin, astreonaam, tsiprofloksatsiin, levofloksatsiin, norfloksatsiin,
trimetoprim, trimetoprim/sulfametoksasool. Analiilisimiseks kasutati 97 tiive. Koikide
analiilisitavate tiivede jaoks oli eelnevalt Age Braueri poolt ennustatud ARGid programmiga

ResFinder.

2.2.2 DeepARG programmi rakendamine

DeepARG andmebaasi allalaadimisel ja programmi kasutamisel jargisin juhiseid veebilehel

https://github.com/gaarangoa/deeparg.

Selleks, et veenduda andmete korrektsuses, oli tarvis iile kontrollida, kas koigi tiivede jaoks
on olemas laboris ennustatud fenotiilip. Samuti eemaldasin uurimusest saastunud tiived ning
tiived, millel oli fenotiiiip, kuid puudusid sekveneerimisandmed. Projekti raames koguti 122

tiive, millest analiiiisi jdi 97.

DeepARG-LS mudeliga ennustamiseks kasutasin eelnevalt assambleeritud genoome.
Programmi kiivitamise kdsuks oli:

deeparg predict -d deeparg data path --model LS --type nucl --input /path/file.fasta --out
/path/to/out/file.out

Programmi véljundiks oli neli faili, millest analiilisiks vajalikud ARGide nimed ning klassid
olid leitavad *.mapping. ARG failis. Edasiseks analiiiisiks kasutasin ARGe, mille identsus oli

vihemalt 80%.

DeepARG-SS mudeliga ennustamiseks kasutasin sekveneerimise toorlugemeid, mida polnud
assambleeritud. Iga tiive kohta oli sekveneeritud neli paarislugemite raamatukogu (neli
forward ning neli reverse), mis oli tarvis kokku liita nii, et 16puks jdi alles liks forward

lugemite fail ning iiks reverse lugemite fail.

Seejarel puhastasin  lugemid programmiga fastp (Chen jt., 2018), et eemaldada

adapterjarjestused ning lithikesed ja madala kvaliteediga lugemid. Kvaliteediskoori ldvendiks
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oli 30 ning minimaalseks vajalikuks pikkuseks 80 aluspaari. Programmi kidivitamise kdsuks
oli:

fastp --inl *Rl.fastq --in2 *R2.fastq --outl *R1 paired.fastq --out2 *R2 paired.fastq
--cut_front --cut_right -M 30 -1 80 --detect adapter for pe

Puhastatuid lugemeid kasutasin DeepARG-SS mudeliga ennustamiseks. Referentsjirjestuse
ning potentsiaalse ARGi identsuse alampiiriks oli 80%. Programmi kdivitamise kisuks oli:
deeparg predict --model SS --type nucl --input /path/file.fasta --out /path/to/out/file.out -d
deeparg_data path --arg-alignment-identity 80

Analoogselt DeepARG-LS mudelile, on resistentsusgeenid ja klassid leitavad
* mapping. ARG failis.

2.2.3 Resistentsusfenotiiiibi miidramine MIK viirtuste pohjal

Varasemalt oli laboris méératud mikroobitiivedele kindel MIK véértus eri antibiootikumide
puhul. Kéesolevas t60s kasutasin fenotiilibi midramiseks (resistentne voi tundlik) EUCAST

2025 MIK véirtuste ja murdepunktide andmeid (Lisa).

2.2.4 Resistentsusfenotiiiibi midaramine ennustatud ARGide pohjal

Nii DeepARG-LS, DeepARG-SS kui ka ResFinderi poolt tuvastatud ARGide pdhjal médrasin
uurimistoos vaatluse all olevate antibiootikumide puhul igale tiivele ka in silico ennustatud
fenotiilibi. Genotiiiibi andmete tolgendamisel ehk fenotiilibiga seostamisel kasutasin
ARGidega seotud fenotiiiibi infot nii ResFinderi kui ka CARD andmebaasist ning vajadusel
otsisin lisainfot kirjandusest. Uurimuses kasutasin vaid geene, millega oli vdimalik
resistentsusfenotiilipi kindlalt seostada ning millele oli laboratoorne tdestus, et vastav geen
poOhjustab tdepoolest konkreetse antibiootikumi suhtes resistentsust. Seetdttu jdid analiiiisist
vélja programmide poolt ennustatud geenid, mis kodeerivad véljavoolupumpasid ja poriine.
Lisaks jdid vélja geenid, millega seotud fenotiiiibiks oli andmebaasides ,,multiresistentne® ja
seetdttu ei olnud voimalik neid konkreetsete antibiootikumidega seostada. Analiiiisis jétsin
arvestamata ka need ARGid, mille puhul ei suutnud programmid tuvastada ARGi tépset
alleelset varianti, et teha wusaldusvddrne otsus seotud fenotiilibi kohta (teatud

beetalaktamaaside puhul). Kuna DeepARGi eesmirk ei olnud tuvastada tihenukleotiidsetest
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poliimorfismidest tingitud resistentsust (Arango-Argoty jt., 2018), siis ei arvestanud ka

ResFinderi lisatooriista PointFinderi ennustatud punktmutatsioone.

2.2.5 Programmide ennustustipsuse hindamine

Iga kolme in silico ennustusviisi (DeepARG-LS, DeepARG-SS, ResFinder) puhul vordlesin,
kas ARGide tuvastamise kaudu médratud ning laboris méiratud fenotiiiip langesid kokku voi
mitte. Andsin igale mikroobitiivele iihe jargmistest tolgendustest: TP (tdeselt positiivne), FP

(valepositiivne), TN (tdeselt negatiivne), FN (valenegatiivne) (Tabel 5).

Saadud tolgenduste pohjal arvutasin iga antibiootikumi puhul igale kolmele ennustusviisile

sensitiivsuse, spetsiifilisuse ning positiivse prognoosvéadrtuse (PPV) jargnevate valemite abil:

TP
TP+FN

Sensitiivsus =

TN

Spetsiifilisus = ———

TP
TP+FP

PPV =
Seega tuli iga antibiootikumi jaoks kokku tliheksa véartust, vélja arvatud juhul, kui ei olnud

sensitiivsust ja PPVd vdimalik arvutada, sest puudusid toeselt positiivsed tiived.

Seejérel koostasin kdikide analiilisis olnud antibiootikumide kohta histogrammid, kus on
esindatud nii DeepARG-LS, DeepARG-SS kui ka ResFinderi sensitiivsus, spetsiifilisus ning
PPV. To6voo kirjeldus on ndidatud kokkuvatlikult joonisel 2.

Tabel 5. Tolgendust mdjutavad asjaolud. TP — tdeselt positiivne, FP — valepositiivne, TN —
toeselt negatiivne, FN-valenegatiivne.

Tolgendus Resistentsusega seotud ARGi | Laboratoorne fenotiiiip resistentne
tuvastamine

TP Jah Jah

FP Jah Ei

TN Ei Ei

FN Ei Jah
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Assambleeritud Laboratoorsed MIK - .
loorlugemid

genoomid viidrtused
fastp
DeepARG-LS Rl‘:iilf:illli_.‘:ﬂlﬁl,!ir enotiiiibi DeepARG-SS
midramine MIK
vidrtuste pohjal
ARGide ARGide
nimekiri nimekiri
Resistentsustenotiiiibi Programmide Resistentsusfenotiiiibi
médramine ennustatud  —— ennustustipsuse = midramine ennustatud
ARGide pdhjal hindamine ARGide pohjal
Resistentsusfenotiiiibi ResFinderi

miifiramine ennustatud

ARGide pohjal
Joonis 2. Toovoog. Andmed on tdhistatud hallilt, kasutatud programmid siniselt. DeepARG
mudelite ennustatud ARGid on tdhistatud punasega. Resistentsusfenotiiiibid maéérati
laboratoorsete MIK viirtuste pohjal ning eraldi iga kolme programmi puhul vastavate
ennustatud ARGide pdhjal. Seejdrel hinnati DeepARG-LSi, DeepARG-SSi ja ResFinderi
ennustustdpsust  eraldi, vordluseks kasutati MIK  véirtuste pdohjal mdidratud
resistentsusfenotiiiipi.

ARGide nimekiri

2.3. Tulemused

Tulemuste tdlgendamisel 14htuti sellest, et >90% on viga hea, 80-90% on hea, 70-80% on

aktsepteeritav ning <70% on kehv.

Valdavalt on DeepARG mudelite spetsfiilisused head ning teatud juhtudel paremad kui
ResFinderil. Nii DeepARG-LS kui ka DeepARG-SS olid ResFinderist korgema
spetsiifilisusega penitsilliinide ampitsilliinil ning piperatsilliinil (Joonis 4) ja koigil
analiilisitud fluorokinoloonidel (Joonis 9), diaminopiirimidiinidel ja sulfoonamiidil (Joonis
10). Lisaks vOib DeepARG-LS mudeli puhul ndha ResFinderist korgemat spetsiifilisust
aminogliikosiidide amikatsiinil ning tobramiitsiinil (Joonis 3), tsefalosporiinide tseftasidiimil,
tseftriaksoonil (Joonis 5) ning tsefepiimil (Joonis 6) ja monobaktaami astreonaamil (Joonis 8).

Kombineeritud penitsilliinide preparaatide (amoksitsilliin/klavulaanhape ning
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piperatsilliin/tasobaktaam) (Joonis 4) ja karbapeneemide (Joonis 7) puhul oli ResFinderi
spetsiifilisus DeepARG mudelite omast korgem. Siiski olid erinevused mdne protsendi
suurused, vilja arvatud DeepARG-SS mudel, mille karbapeneemide spetsiifilisus oli sdltuvalt
antibiootikumist 88-89% ning ResFinderil 100% (Joonis 7). Suurimaid erinevusi vdib mérgata
amikatsiini (Joonis 3) ja diaminopiirimidiinide trimetoprimi (Joonis 10) puhul, kus
DeepARG-LSi spetsiifilisus oli vdga hea (vastavalt 91 ja 92%), kuid ResFinderil kehv
(vastavalt 67 ja 68%). Kui vorrelda DeepARG mudeleid omavahel, siis on koikide
antibiootikumide puhul DeepARG-LS spetsiifilisem.

Amikatsiin Gentamiitsiin Tobramiitsiin

91% 91% 90% 91% 90%

79% 79%
74% . 74% |
67% 67%
4% 59% 1% . .
56% sevillseve . 7% 57%
= S

&
& & 0’ (> & C>' '&
& S > S S ER S §

m Sensitiivsus ~ m Spetsiifilisus ®mPPV
Joonis 3. Programmi DeepARG mudelite LS ja SS ning programmi ResFinder

aminogliikosiidide resistentsuse ennustamise edukuse hindamine K. pneumoniae tiivedes. *
tahistab puudulikku véértust tdeste positiivsete puudumise tottu.
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Amoksitsilliin/klavulaanhape

Ampitsilliin

0,
86% 86% 89%
73%
69%
61% 64%
0,
41% 44%
I * * * * * I *
DeepARG-LS  DeepARG-SS ResFinder DeepARG-LS  DeepARG-SS ResFinder
m Sensitiivsus  m Spetsiifilisus mPPV
Piperatsilliin Piperatsilliin/tasobaktaam
81% 0 82%
6%, 75% 7% et
2% gum 37 72% " 72%
65%
629 0470 ’ 0%
55%
0 46%
42% i I.
DeepARG-LS  DeepARG-SS ResFinder DeepARG-LS  DeepARG-SS ResFinder
m Sensitiivsus W Spetsiifilisus mPPV

Joonis 4. Programmi DeepARG mudelite LS ja SS ning programmi ResFinder penitsilliinide
resistentsuse ennustamise edukuse hindamine K. pneumoniae tiivedes. * tdhistab puudulikku
vaartust toeste positiivsete puudumise tottu.
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Tsefiksiim Tseftasidiim Tseftriaksoon

100%
100% 100%
92% . \ 75% 90% 88% 88%
83%  75% 0/ T6% 80% 79%
4% 719 5%16% 73%
55% 54% 4%
43%

16%
3% I
|

7 , & : , & : : &
& &S S
@@Q QQ;Q’Q < Q@@Q Q @@Q < QQJ@Q QQPQ <

m Sensitiivsus ~ ® Spetsiifilisus ®WPPV

Joonis 5. Programmi DeepARG mudelite LS ja SS ning programmi ResFinder kolmanda
generatsiooni tsefalosporiinide resistentsuse ennustamise edukuse hindamine K. pneumoniae
tiivedes. * tahistab puudulikku véartust tdeste positiivsete puudumise tottu.

Tsefepiim Tsefuroksiim Tsefaleksiin

100% 100% 100% 100% 100% 100%

83% 83%
82% 76% 79%
67I.| 63(y ‘ | ‘ 64%
S bé

& s ¢ S s ;
Q- § Q~C> <z~C) é(\ Q@ C> §

\od < o X % \od
QQQ'Q < QQ,‘Z‘Q Q@@Q < F K

m Sensitiivsus ™ Spetsiifilisus ®mPPV
Joonis 6. Programmi DeepARG mudelite LS ja SS ning programmi ResFinder

tsefalosporiinide resistentsuse ennustamise edukuse hindamine K. pneumoniae tiivedes. *
tdhistab puudulikku véértust tdeste positiivsete puudumise tottu.
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Teatud antibiootikumide puhul ei olnud tdeste positiivsete tiivede puudumise tottu voimalik
sensitiivsust arvutada: amikatsiin (Joonis 3), ampitsilliin (Joonis 4), tsefiksiim (ResFinder)
(Joonis  5), tsefuroksiim ja tsefaleksiin (Joonis 6), karbapeneemid (Joonis 7),
diaminopiirimidiinid ja sulfoonamiid (Joonis 10). Sensitiivsusest ldhtudes ei andnud
DeepARG iildiselt ResFinderist paremaid tulemusi. Valdavalt olid kas aktsepteeritavad voi
kehvad tulemused koigi kolme programmi puhul. Kdige kdrgema sensitiivsuse (83%)
saavutasid nii DeepARG-LS kui ka ResFinder tsefepiimi puhul (Joonis 6). Kdige kehvemad
tulemused olid fluorokinoloonide puhul, kus DeepARG-LS sai sensitiivsuseks 3% ning
DeepARG-LS ja ResFinder 29-32% antibiootikumist soltuvalt (Joonis 9). Vorreldes
spetsiifilisusega, oli DeepARGi mudelite erinevus tunduvalt suurem. Gentamiitsiini (Joonis 3)
ja piperatsilliini (Joonis 4) puhul olid mudelite spetsiifilisused sama véartusega, kuid koigil

teistel juhtudel oli DeepARG-SS tunduvalt sensitiivsem (10-32% vdrra).

Ertapeneem Imipeneem Meropeneem

99% 100% 99% 100% 99% 100%

88% 89% 89%
v = z&* > > & 7 < &

& & & & & > & & &
Q@@Q Q&Q Q@eﬁ QQ’@Q QQJ@Q QQQ,Q

m Sensitiivsus  ® Spetsiifilisus mPPV
Joonis 7. Programmi DeepARG mudelite LS ja SS ning programmi ResFinder

karbapeneemide resistentsuse ennustamise edukuse hindamine K. pneumoniae tiivedes. *
tahistab puudulikku véértust tdeste positiivsete puudumise tottu.

28



Astreonaam

0,
86% 83% 83%
73%
’ 69% 70% 68%
63%
45% I I
DeepARG-LS DeepARG-SS ResFinder

m Sensitiivsus ™ Spetsiifilisus ®PPV

Joonis 8. Programmi DeepARG mudelite LS ja SS ning programmi ResFinder monobaktaami
resistentsuse ennustamise edukuse hindamine K. pneumoniae tiivedes.

Tsiprofloksatsiin Levofloksatsiin Norfloksatsiin

98% 98% 98%

90% 90% 88% 88% 93% 93%
75% 75%
63% 3%
50% 50% 50% 50% 50%
0 0 32% 32%
2% 29% 24% 24%

3% I 3% I I 30 I I
- - -

L & , , & ,
A R
QQQQ A QQQQ QQQQ < QQJQJQ

I ,
o@@&

Q@QQ?’ &

m Sensitiivsus  m Spetsiifilisus ®PPV

Joonis 9. Programmi DeepARG mudelite LS ja SS ning programmi ResFinder
fluorokinoloonide resistentsuse ennustamise edukuse hindamine K. preumoniae tiivedes.
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Trimetoprim Trimetoprim/sulfametoksasool

100%

92%
75%
71% 68% 71%

DeepARG-LS  DeepARG-SS  ResFinder ~ DeepARG-LS DeepARG-SS  ResFinder
m Sensitiivsus  ® Spetsiifilisus ®PPV

Joonis 10. Programmi DeepARG mudelite LS ja SS ning programmi ResFinder
diaminopiirimidiinide ja sulfoonamiidi resistentsuse ennustamise edukuse hindamine K.
pneumoniae tiivedes. * tihistab puudulikku vairtust toeste positiivsete puudumise tottu.

Analoogselt sensitiivsusele ei olnud eelmainitud antibiootikumidele tdeste positiivsete tiivede
puudumise tottu voimalik PPVd arvutada. Kdikide aminogliikosiidide puhul oli PPV kehv
(Joonis 3). Penitsilliinide puhul oli piperatsilliinil DeepARGi PPV aktsepteeritav, kuid
ResFinderil kehv. Samas piperatsilliin/tasobaktaami kombinatsiooni puhul olid koikide
programmide PPVd kehvad (langus ligi 20-30%). Piperatsilliini PPVle vastupidine olukord
oli amoksitsilliin/klavulaanhappe kombinatsiooni puhul, kus ResFinderi PPV oli
aktsepteeritav, kuid DeepARGi mudelite omad kehvad (Joonis 4). Aktsepteeritavad PPVd olid
ka tsefalosporiinide tseftriaksoonil (koikide programmide puhul) (Joonis 5) ning
fluorokinoloonide norfloksatsiinil (DeepARG-SS ja ResFinder) (Joonis 9). Kdige suurem
vastuolu oli tsefalosporiinide tsefiksiimil, mille puhul ei suutnud ResFinder iihtegi tlive
resistentseks méérata, kuid DeepARG-LSi PPV oli 100%. Samas on oluline mainida, et samal
antibiootikumil oli DeepARG-LSi sensitiivsus kodigest 3% (Joonis 5). Kui vorrelda DeepARG
mudelite PPVsid omavahel, siis ei ole selget trendi, kuid enamjaolt on nad sarnased ning
tulemus soltub uuritavast antibiootikumist. Suurim erinevus on tsefiksiimi puhul, kus
DeepARG-LSi PPV oli 100% ning DeepARG-SSil 55% (Joonis 5). Vastupidiselt oli
norfloksatsiinil DeepARG-SSi PPV suurem (vastavalt 75 ja 50%). Uldine kokkuvdte
programmide spetsiifilisusest, sensitiivsusest ja PPVst iga antibiootikumiklassi kohta on

tabelis 6.
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Tabel 6. Uldine kokkuvdte programmide spetsiifilisusest, sensitiivsusest ja PPVst iga
antibiootikumiklassi kohta. K tdhistab korgeimat ennustusvoimet ning M madalaimat. LS
tadhistab DeepARG-LS mudelit, SS tdhistab DeepARG-SS mudelit ning Res tédhistab
ResFinderit. Sulgudes olevate programmide ennustusvoime oli ldhedane tabelis oleva
rogrammiga. - tihistab viirtuse puudumist.

Spetsiifilisus Sensitiivsus PPV

K M K M K M
Aminogliikosiidid LS SS(Res) | Res LS LS(Res) SS
Penitsilliinid ja LS Res(SS) | SS(Res) | LS SS(Res) LS
monobaktaam
Tsefalosporiinid LS SS(Res) [ SS LS LS/SS/Res | LS/SS/Res
Karbapeneemid Res(LS) | SS - - - -
Fluorokinoloonid LS SS/Res | SS/Res |LS SS/Res LS
Diaminopiirimidiinid| LS Res - - - -
ja sulfoonamiid

2.4. Arutelu

Kéesoleva t06 eesmirgiks oli analiiiisida, kas DeepARG programm sobib Eestis levivate
Klebsiella pneumoniae kliiniliste isolaatide resistentsusfenotiilipide ennustamiseks. Praktilise
osa tulemused viitavad sellele, et uuritavatest programmidest kodige spetsiifilisemaks osutus
DeepARG-LS. Samas koige sensitiivsemateks olid nii DeepARG-SS kui ka ResFinder.
Programmide PPV sdltus palju antibiootikumist. DeepARG-LSi korge spetsiifilisus viitab
sellele, et mudel suudab efektiivselt iiles leida tdeselt negatiivsed ehk sensitiivseid tiivesid ei
madrata liialt resistentseteks. Antud asjaolu on oluline patsiendi ravi méédramisel, sest
valeinformatsiooni tdttu voib toimiv antibiootikum jadda manustamata. Aeg, mis kulub teise
sobiva ravimi leidmiseks, voib osutuda eluohtlikuks (Philippon jt., 2025 ; van Zanten, 2014).
Lisaks voidakse seetottu valida muu laiatoimeline antibiootikum. Eesti statistika nditab, et
juba on laiatoimeliste antibiootikumide kasutamine tousuteel (Sepp ja Sammul, 2024), kuid
see paratamatult siivendab AMRi probleemi. Tulemused néitasid, et nii DeepARG-SS kui ka
ResFinder olid kdrgema sensitiivsusega kui DeepARG-LS. Seega on DeepARG-LS mudeli
kasutamisega suurem oht, et bakterit peetakse antibiootikumile sensitiivseks, kui ta seda
tegelikult ei ole. Analoogselt madalale spetsiifilisusele, tdhendab see, et kaasneb ajakulu ning
ebaefektiivsete antibiootikumide kasutamine panustab AMRIi. Laboris maédrati neli tiive
ertapeneemi suhtes resistentseks, kuid likski programm antud tiivedele vastavat ARGi ei
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leidnud ehk tegu oli valenegatiivsetega. Karbapeneemide suhtes resistentsete bakterite
ennustamine sensitiivseteks on probleemiks, sest tegu on prioriteetsete bakterpatogeenidega.
Analoogselt leidus koikide mudelite puhul valenegatiivseid kolmanda pdlvkonna

tsefalosporiinide suhtes, mis on samas patogeenide nimekirjas (WHO, 2024a).

Kéesoleva uuringu tulemused ei kattunud Marini ja teiste tulemustega. Kiesolev t66 leidis, et
ResFinder ning DeepARG-SS ennustavad kohati samavéirselt. Molema puhul on madalam
spetsiifilisus kui DeepARG-LS mudelil, kuid sensitiivsus kdrgem. Samas Marini ja teiste
ResFinderi ning DeepARG-SS ennustused ei olnud samavéairsed, vaid varieerusid palju.
Niiteks jdreldas nende uuring, et beetalaktaamide resistentsuse puhul oli DeepARG-SSi
spetsiifilisus 0,8 ja ResFinderil 0. Lisaks leidsid nad, et aminogliikosiidide ja
fluorokinoloonide DeepARG-SSi ning ResFinderi spetsiifilisused on viga madalad (vastavalt
0 ja 0,3), kuid kéesolev t60 leidis, et koikidel programmidel olid enamjaolt aktsepteeritavad
spetsiifilisused. Samas leidsid Marini ja teised, et eelnimetatud antibiootikumiklasside
sensitiivsused olid mdlema programmi puhul korged, kuid kédesolevas t60s olid ResFinderi ja
DeepARG-SSi  sensitiivsused  valdavalt aktsepteeritavad vOi kehvad ja  néiteks
fluorokinoloonide puhul véiga kehvad (umbes 30%). Siiski on oluline meeles pidada, et
Marini ja teised ei uurinud vaid Klebsiella’sid ning tegu ei olnud just Eestis levivate tiivedega.
See voib olla pohjuseks, miks programmide tulemused niivord erinevad. Kui Arango-Argoty
ja teised jdreldasid, et molemad mudelid (DeepARG-LS ja DeepARG-SS) ennustavad iildiselt
korge PPV ja sensitiivsusega, siis kdesolev uuring leidis, et enamike antibiootikumide puhul
on need vidirtused pigem madalad (aktsepteeritavad voi kehvad). Samas olid ka ResFinderi
ennustustel madalad véirtused, mis voib viidata sellele, et Eestis levivate K. pneumoniae
tiivede sekveneerimisandmetest ei ole nende programmidega ja vastavaid andmebaase
kasutades usaldusvéirne resistentsust ennustada. Omavahelised erinevused ResFinderi ning
DeepARGi ennustustes olid oodatavad, sest paratamatult on andmebaasidel erinev iilesehitus
ja kasutatava tooriista efektiivsus soltub sellest (Davies jt., 2023 ; Doyle jt., 2020 ; Papp &
Solymosi, 2022).

Vorreldes kahte DeepARGi mudelit selgub, et DeepARG-SS on sensitiivsem ning
DeepARG-LS on spetsiifilisem. Toorlugemeid kasutades ennustatakse ARGe jirjestuste
fragmentide pealt, mistottu madrab mudel piisava homoloogia korral geeni ARGiks. Seetdttu
on valenegatiivsete hulk madal, kuid samas tduseb ka valepositiivsete arv, sest fragmendi

identsus ei tdhenda tegelikkuses, et antud fragment on périselt osa vastavast ARGist.
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Assambleeritud genoomides on geenid eelduslikult tdispikkade jérjestustena, mistottu ei
otsusta mudel enam iiksikute fragmentide jargi, vaid kogu geenijérjestuse. Seetottu on
valepositiivsete arv madalam. Kuid paratamatult voivad ebakvaliteetse assambleerimise
kdigus osa ARGidest kaduma minna voi jddvad geenid poolikult assambleerituks, mistottu
DeepARG-LS mudel neid ei tuvasta — tduseb valenegatiivsete hulk. PPV omakorda soltub
tegelike resistentsete ning tegelike sensitiivsete tiivede omavahelisest suhtest andmestikus.
See tdhendab, et kui mone antibiootikumi puhul oli vdhe resistentseid tiivesid, siis on
1opptulemus  sellest mdjutatud ning tépsust voidakse {ilehinnata. Rohkem tasakaalus

andmestik aitaks seda parandada.

Valedel ennustustel voib olla mitmeid pohjendusi. On tdendosus, et sekveneerimisandmetes
oli vigu (Davies jt., 2023 ; Doyle jt., 2020) voi laboris ennustati fenotiilip valesti. Samuti on
MIK véirtuste interpreteerimine kitsaskoht, sest mojutavaid tegureid on mitmeid. Néiteks on
osad viirtused seotud kindlate infektsiooniallikate voi antibiootikumi manustamisviisidega
(Kowalska-Krochmal ja Dudek-Wicher, 2021). Valepositiivsete tulemuste pohjuseks voib olla
asjaolu, et homoloogia jirjestuste vahel on piisavalt suur ning programm loeb seetdttu geeni
ARGiks (Alcock jt., 2023 ; Florensa jt., 2022). Resistentsuse tekkeks on olulised eri
molekulaarsed mehhanismid, mis vdivad olla héiritud ning seetdttu ei osuta bakter vastupanu
(Gaurav jt., 2023). Ehk ARG vdib olla olemas, kuid ei ole funktsionaalne. Valenegatiivsete
tulemuste pohjuseid voib olla mitu. Kéesolev t66 ei arvestanud tulemuste tolgendamisel
véljavoolupumpadest (Hussein jt., 2024), poriinidest (Tsai jt., 2011) ning mutatsioonidest
(Gaurav jt., 2023 ; Sani jt., 2023) tingitud resistentsust. Samuti ei arvestatud
multiresistentsusega seotuid geene. See tdhendab, et tiivel vdis resistentsust pohjustada moni
nendest mehhanismidest, kuid arvestatava ARGi puududes, sai tiivi tolgenduseks
valenegatiivne. See on tdendoline just fluorokinoloonide puhul, sest antud klassi
resistentsusega on tihti seotud eri punktmutatsioonid, mida DeepARG ei ole vdimeline
tuvastama (Arango-Argoty jt.,, 2018 ; Sani jt.,, 2023). Lisaks on fluorokinoloonide
resistentsusega seotud mitmed viljavoolupumbad (Hussein jt., 2024). Analoogselt on
beetalaktaamide resistentsusega seotud teatud poriinid (Doménech-Sanchez jt., 2003 ;
Webster jt., 2010), kuid programm ei suuda tuvastada muutusi poriinide ldbilaskvuses voi
nende kaotust. Kuigi uuritud tiived olid peamiselt karbapeneemidele sensitiivsed, siis leidus
neli ertapeneemile resistentset tiive, mille puhul {ihtegi karbapenemaasi kodeerivat geeni
programmid ei leidnud. Seega vdis nendel tiivedel resistentsust pohjustada kanalite

ekspressiooni muutus (Tsai jt., 2011 ; Webster jt., 2010).
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Teatud juhtudel leidsid programmid iihe kindla geeni asemel geeni eri alleelid. Sel juhul oli
voimalik kindlalt resistentsus médrata vaid juhul, kui koik alleelid pohjustasid samade
antibiootikumide vastu resistentsust. Vastasel juhul méérati tiivi tundlikuks ebapiisava
annotatsiooni tottu. Tegelikkuses voOis aga jérjestuseks olla ARG, mis pohjustab
antibiootikumile vastupanu, kuid kindluse mottes ldhtuti valepositiivsete tulemuste
véltimisest. Teatud antibiootikumide puhul ei olnud voimalik PPVd ega sensitiivsust arvutada,
sest laboris ei olnud iikski tlivedest resistentne. Seetdttu ei olnud ka voimalik tdeselt
positiivseid leida, mida arvutamiseks tarvis. Selleks, et paremini uurida programmide
ennustamisvdimet nende antibiootikumide puhul, oleks tarvis andmeid resistentse fenotiiiibiga
tivede kohta. Kliiniliselt kasutatakse ka teisi antibiootikume, mida kédesolev td0 ei kisitlenud
fenotiiiibi puudumise vo1 ebaméérasuse tottu. Edaspidi oleks kasulik uurida, kuidas programm

on vdimeline ennustama teiste antibiootikumiklasside resistentsusgeene.

Ainult genotiilibilist informatsiooni usaldades voib antud uuringu podhjal patsiendile
manustatav ravi osutuda ecbaefektiivseks. Naiteks tiivi HKPSPB076, mis on resistentne
enamike uuritavate antibiootikumide suhtes, kuid ResFinder ning DeepARG-SS leidsid ainult

ihe beetalaktaami ARGi. See tihendab, et suure tdendosusega ei oleks bakter ravile allunud.

Varasemalt on teada, et sekveneerimisandmetest ennustatud ning laboris méératud
resistentsusprofiil korreleeruvad (Vanstokstraeten jt., 2023 ; Zankari jt., 2012). Kdesolev t66
nditas, et on ka palju erisusi laboris tuvastatud fenotiilipide ning geenide pdhjal ennustatud
resistentsusfenotiilipide vahel. Tulemuste pdhjal ei saa jareldada, et liks DeepARGi mudel on
parem kui teine ning usaldusviairsete ennustuste jaoks tuleks kasutada mdlemat ning tulemusi
omavahel vorrelda ja sobitada. Samuti ei saa kindlalt véita, kas ResFinder voi DeepARG on
usaldusvaidrsem. To6 tulemuste pdhjal tundub mdistlik kombineerida erinevaid programme
ning vorrelda tulemusi. Kolme programmi podhjal kokkulangevad ennustused tunduvad
usaldusvairsemad, kui ainult {ihe mudeli kasutamine ning erijuhtude puhul oleks soovitatav
laheneda tiivepohiselt, vottes arvesse asjaolu, et resistentsust voivad pdhjustada ka muud
tegurid, mida programmid tuvastada ei suuda. Kliiniliselt on oluline jitkata fenotiiiipide

tuvastamisega laboratoorselt, et patsient saaks voimalikult efektiivse ravi.
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KOKKUVOTE

Antibiootikumiresistentsus on iiheks suurimaks globaalseks probleemiks, mille tagajarjel ei
allu bakterid tavapdrasele ravile. See pohjustab pikenenud haiglaravi, suuremaid ravikulusid
ning kdrgemat suremust. Ligikaudu kolmandik gramnegatiivsete bakterite infektsioonidest on
pohjustatud Klebsiella pneumoniae poolt, mistdttu on tema resistentsuse uurimine oluline.
Bioinformaatilised meetodid voimaldavad analiiiisida, kas bakter on potentsiaalset vastuvotlik
antibiootikumi toimele. DeepARG programm vodimaldab sekveneerimisandmetest ennustada
antibiootikumidele resistentsust pohjustavaid geene, siilitades mudelite korge spetsiifilisuse
ning sensitiivsuse. Kliiniliselt on see oluline raviks d&ige antibiootikumi valimisel.
Teadaolevalt ei ole varasemalt DeepARG programmi Eestis levivate K. prneumoniae tiivede

peal uuritud.

Kédesoleva t60 eesmadrgiks oli analiilisida DeepARG programmi ennustamise vdimekust,
kasutades Eestis levivate K. pneumoniae tiivede resistentsusfenotiiiipe ning vorrelda tulemusi
programmiga ResFinder. Eksperimentaalosa kdigus tuvastati DeepARG programmi mudelite
abil tlivede antibiootikumide resistentsusgeenid, mille pdhjal oli vdimalik maéédrata
resistentsusprofiil. ~ Vordluseks maéadrati ka  ResFinderi poolt leitud  geenide
resistentsusfenotiiiibid. Programmide ennustatud resistentsusfenotiitipide  vordlemisel
laboratoorselt tuvastatud fenotiitipidega leiti programmide sensitiivsused, spetsiifilisused ning
PPVd. Selgus, et DeepARG-LS on iildiselt kdige spetsiifilisem, kuid kodige sensitiivsemateks
olid nii DeepARG-SS kui ka ResFinder. Programmide PPV sdltus palju antibiootikumist.
Seetdttu voimaldaks eri programmide kasutamine saada rohkem informatsiooni, mille pohjal
teha usaldusvairsemaid jéareldusi. Samas on resistentsusfenotiitipide erisuste tottu kliiniliselt
oluline patsiendile sobiva ravi valikul 1dbi viia laboratoorne antibiootikumitundlikkuse

testimine.
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Detection of antibiotic resistance from sequencing data in clinical strains of Klebsiella
pneumoniae isolated in Estonia using the DeepARG program
Kethel Monso

Summary

Antibiotic resistance means that bacteria are not susceptible to the effects of an antibiotic. It is
one of the biggest global problems, resulting in prolonged hospital stays, higher medical costs
and higher mortality rates. Nearly a third of infections with gram-negative bacteria are
associated with Klebsiella pneumoniae and this bacterium is associated with over 600 000
deaths per year due to antibiotic resistance. Bioinformatic methods allow us to assess the
potential susceptibility of bacteria to antibiotics by predicting antibiotic resistance genes from
sequencing data. One example of such a program is DeepARG, which aims to keep the
number of false negatives low (high specificity) and the number of true positives high (high
sensitivity). The clinical significance is that patients are not given ineffective antibiotics and
effective drugs are not left unused. As far as we know, DeepARG has not been tested on K.

pneumoniae strains circulating in Estonia.

The aim of this work was to analyze how accurately the DeepARG program allows predicting
resistance phenotypes of K. pneumoniae strains circulating in Estonia, compared to the
ResFinder program. During the experimental part, antibiotic resistance genes of bacterial
strains were identified using the DeepARG program models DeepARG-SS and
DeepARG-LS. Based on these, it was possible to determine the corresponding resistance
phenotypes. In addition, the resistance phenotypes of the genes found by ResFinder were
determined for comparison. The resistance phenotypes of all three programs were compared
with the phenotypes identified in the laboratory, and one of the following interpretations was
assigned to each strain: true positive, false positive, true negative, false negative. Based on
these interpretations, it was possible to calculate the specificity, sensitivity and PPV for each
antibiotic for each program. Thus, a total of 9 values were obtained for each antibiotic based
on the three programs. PPV stands for positives per value and depends on the ratio of actual
resistant strains to actual sensitive strains. The DeepARG authors used this value, but in the
present work, if there were few resistant strains for some antibiotics, then the final result is
affected by it. The results showed that the most sensitive programs were ResFinder and
DeepARG-SS model, but the sensitivities of the programs were mostly either acceptable

(>70%) or poor (<70%). The specificities were mostly good and above the acceptable limit.
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Of the three, the most specific was the DeepARG-LS model, but in some cases the specificity
of ResFinder was higher. When comparing the DeepARG models, DeepARG-LS was more
specific for all antibiotics, but the models did not differ as much as in the case of sensitivities.
The PPV depended heavily on the antibiotic, but in most cases the results were poor or
acceptable (<80%). These results show that there is no specific program that would be the
most reliable for each antibiotic. Using different programs allows one to get more information
on which to draw more reliable conclusions. However, due to many differences in resistance
phenotypes, it is important to perform antibiotic susceptibility testing when selecting the

appropriate treatment for the patient.
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TANUSONAD

Soovin tdnada enda juhendajat Age Brauerit, kelle toetus kédesoleva t66 valmimisel on olnud
hindamatu véartusega ning kes ei ole mind kunagi minu muredega omapead jatnud. Tanu
temale olen avastanud enda jaoks bioinformaatika — valdkonna, mis tekitab minus uudishimu
ja julgust katsetada. Lisaks soovin tdnada bioinformaatika dppetooli kollektiivi, kellega olen

saanud ponevat koost6dd teha.
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LISA

Bakteritiivede jaoks laboris méadratud MIK vairtused. Valge taustaga kastides kasutatav
antibiootikum koos vastavate murdepunktidega (S — sensitiivne, R — resistentne). Resistentsed

tiived on tdhistatud oranzilt, sensitiivsed tiived on tdhistatud kollaselt.

Amikatsiin Gentamiitsiin Tobramiitsiin Amoksitsilliin/klavulaanhape
Tivi S<8R=>8 S<2R>2 S<2R>2 S<8R=>8
HKPRIBO11 4 1 4 32
HKPRLB003 4 1 1 2
HKPRLBO13 4 1 4 82
HKPRLB027 4 4 4 8
HKPRLB029 4 2 2 4
HKPRLB033 4 1 4 32
HKPRPB039 4 1 1 2
HKPRPB045 4 4 4 32
HKPRPB053 4 1 1 2
HKPRPB063 4 1 1 2
HKPRPB069 8 4 4 32
HKPRPB075 4 1 1 2
HKPRPB078 4 1 1 2
HKPRRBO005 4 4 4 32
HKPRRB007 4 1 1 32
HKPRRB008 4 4 4 32
HKPRRB009 4 1 1 32
HKPRRB023 4 4 4 32
HKPRSUO013 4 1 1 32
HKPRSU052 4 1 1 16
HKPRSUO056 8 4 4 32
HKPRSU064 4 4 4 8
HKPRSU106 4 4 4 32
HKPRSU122 4 4 4 32
HKPRSU126 4 4 4 52
HKPRSUI128 4 1 1 8
HKPRSUI30 4 2 2 16
HKPRSU132 4 4 4 32
HKPRSU134 4 4 4 8
HKPRSUI36 4 1 1 8
HKPRSU138 4 1 4 89
HKPRSU140 4 1 4 32
HKPRSUI142 4 1 4 32
HKPRSU144 4 1 1 16
HKPRVB009 4 1 4 32
HKPRVBO11 4 1 1 82
HKPRVB013 4 1 2 82
HKPRVB023 4 1 1 32
HKPSIB012 4 1 1 2
HKPSIB028 4 1 1 2
HKPSLBOI11 4 1 1 2
HKPSLBO14 4 2 2 4
HKPSLB028 4 2 2 4
HKPSLB034 4 2 4 2
HKPSLB038 4 1 1 32
HKPSLB040 4 1 1 2
HKPSLB041 4 1 1 2
HKPSNB804 4 1 1 2
HKPSPB042 4 1 1 2
HKPSPB046 4 4 4 32
HKPSPB054 4 4 4 32
HKPSPB068 4 4 4 32
HKPSPB072 4 1 4 32
HKPSPBO076 4 4 4 32
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HKPSPB080

HKPSPB082

HKPSRB006

HKPSRB010

HKPSRBO11

HKPSRBO016

HKPSRB025

HKPSSU014

HKPSSU047
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HKPSSU065

HKPSSU107

HKPSSU123

HKPSSU125
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HKPSSU167

HKPSTBO18

HKPSTB020

HKPSVB010

HKPSVBO012

HKPSVBO18
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HKPSVB026
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Ampitsilliin | Piperatsilliin Piperatsilliin/tasobaktaam Ertapeneem
Tiivi S<8R>8 | S<8R=>8 S<R=>8 S<0,5R=>0,5

HKPRIBO!1 8 64 64 0,5
HKPRLB003 8 4 - 0,25
HKPRLBO013 8 64 8 0,25
HKPRLB027 8 64 ) 0,25
HKPRLB029 8 64 4 0,25
HKPRLB033 8 64 32 0,5
HKPRPB039 8 8 4 0,25
HKPRPB045 8 64 4 0,25
HKPRPBO053 8 8 4 0,25
HKPRPB063 8 4 - 0,25
HKPRPB069 8 64 16 0,25
HKPRPBO075 8 4 4 2
HKPRPB078 8 8 4 0,25
HKPRRB005 8 64 ) 0,25
HKPRRB007 8 64 ) WL2S5)
HKPRRB008 8 64 64 0,5
HKPRRBO009 8 64 - 0,25
HKPRRB023 8 64 64 0.25
HKPRSUO013 8 64 64 0,5
HKPRSU052 8 64 4 0,25
HKPRSUO056 8 64 16 0,5
HKPRSU064 8 64 16 0,25
HKPRSU106 8 64 8 0,25
HKPRSU122 8 64 4+ S
HKPRSUI126 8 64 32 1

HKPRSU128 8 64 4 0,25
HKPRSU130 8 64 4 0,25
HKPRSU132 8 64 64 0,5
HKPRSU134 8 64 4 0,25
HKPRSU136 8 64 - 0,25
HKPRSU138 8 64 4 0,25
HKPRSU140 8 64 64 0,5
HKPRSU142 8 64 16 1

HKPRSU144 8 64 4 0,25
HKPRVB009 8 64 8 0,25
HKPRVBOI1 8 64 64 0,5
HKPRVBO013 8 64 64 1

HKPRVB023 8 64 - 0,25
HKPSIBO12 8 4 4 0,25
HKPSIB028 8 4 <4 0.25
HKPSLBO11 8 8 4 0,25
HKPSLBO14 8 64 4 0,25
HKPSLB028 2 4 4 0,25
HKPSLB034 8 4 4 0,25
HKPSLB038 8 64 64 0.25
HKPSLB040 8 4 ] 0.25
HKPSLBO041 8 8 4 0.25
HKPSNBg&04 8 4 4 0,25
HKPSPB042 8 8 4 0,25
HKPSPB046 8 64 64 1

HKPSPB054 8 64 64 0,25
HKPSPB068 8 64 04 0,25
HKPSPB072 8 64 8 1L25
HKPSPB076 8 64 16 0,25
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HKPSPBORO 8 64 64 0,25
HKPSPBO082 8 4 4 0.25
HKPSRB006 8 16 4 0,25
HKPSRBO10 8 4 4 0,25
HKPSRBO11 8 4 4 0,25
HKPSRBO016 8 4 4 0,25
HKPSRB025 8 8 4 0.25
HKPSSUO14 8 8 4 0,25
HKPSSU047 8 4 4 0,25
HKPSSU053 8 8 4 0,25
HKPSSU057 8 -+ 4 0,25
HKPSSU065 8 4 4 0,25
HKPSSU107 8 8 4 0,25
HKPSSU123 8 4 d 0,25
HKPSSU125 8 4 4 0,25
HKPSSU127 8 16 4 0,25
HKPSSU131 8 8 4 0,25
HKPSSUI133 8 | 4 0,25
HKPSSUI135 8 4 4 0,25
HKPSSUI37 8 4 4 0,25
HKPSSU139 8 4 4 0,25
HKPSSU141 8 8 4 0,25
HKPSSU143 8 8 4 0,25
HKPSSU145 8 4 4 0225
HKPSSU147 8 8 4 0,25
HKPSSU149 8 16 4 0,25
HKPSSUI51 8 4 4 0,25
HKPSSU153 8 64 4 0,25
HKPSSU155 8 8 4 0.25
HKPSSU157 8 8 4 0.25
HKPSSU159 8 8 4 0.25
HKPSSU161 8 16 4 0.25
HKPSSU163 8 64 4 0.25
HKPSSU165 8 4 4 0.25
HKPSSU167 8 4 4 0.25
HKPSTBO18 8 8 4 0.25
HKPSTB020 8 4 4 0.25
HKPSVBO010 8 4 4 0,25
HKPSVB012 8 4 4 0,25
HKPSVBO0I18§ 8 -+ 4 0,25
HKPSVB024 8 4 4 0,25
HKPSVB026 8 4 4 0.25
HKPSVB028 8 4 4 0.25
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Imipeneem Meropeneem Tsefepiim Tsefiksiim
Tiivi S<2R>4 S<R>8 S<IR>4 | S<1R>1
HKPRIBO11 0,25 0,125 16 2
HKPRLB003 0,25 0,125 1 0,5
HKPRLBO013 0,5 0,125 16 2
HKPRLB027 0,25 0,125 16 2
HKPRLB029 0,25 0,125 4 2
HKPRLB033 0,5 0,125 16 2
HKPRPB039 0,25 0,125 1 0,5
HKPRPB045 0,5 0,125 16 2
HKPRPB053 0,25 0,125 1 0,5
HKPRPB063 0,25 0,125 1 0,5
HKPRPB069 0,25 0,125 16 2
HKPRPB075 0,5 0,125 1 0,5
HKPRPB078 0,25 0,125 1 0,5
HKPRRB005 0,25 0,125 16 2
HKPRRB007 0,25 0,125 1 0,5
HKPRRBO0O0S 0.25 0,125 16 2
HKPRRB009 0,5 0,125 4 2
HKPRRB023 0.5 0.125 16 2
HKPRSUO013 0,25 0,125 1 2
HKPRSU052 0,5 0,125 16 2
HKPRSU056 0,5 0,125 16 2
HKPRSU064 0,25 0,125 16 2
HKPRSU106 0,5 0,125 4 2
HKPRSU122 0,25 0,125 16 2
HKPRSU126 0,25 0,125 16 2
HKPRSU128 0,25 0,125 16 2
HKPRSU130 2 0,125 16 2
HKPRSU132 0,25 0,125 16 2
HKPRSU134 0,25 0,125 2 1
HKPRSU136 0,25 0,125 16 2
HKPRSU138 0,25 0,125 2 2
HKPRSU140 0,25 0,125 16 2
HKPRSU142 0,25 0,5 16 2
HKPRSU144 0,5 0,125 16 2
HKPRVB009 0,25 0,125 16 2
HKPRVBOI11 0,5 0,125 16 2
HKPRVBO013 0,25 0,125 1 2
HKPRVB023 0,5 0,125 16 2
HKPSIBO12 0,5 0,125 1 0,5
HKPSIB028 0.25 0.125 1 0.5
HKPSLBO11 0,25 0,125 1 0,5
HKPSLBO014 0,25 0,125 4 2
HKPSLB028 0,25 0,125 1 0,5
HKPSLB034 1 0,125 1 0,5
HKPSLB038 0.5 0.125 8 0.5
HKPSLB040 0.25 0.125 1 0.5
HKPSLB041 0.25 0.125 1 0.5
HKPSNB804 0,25 0,125 1 0,5
HKPSPB042 0,5 0,125 1 0,5
HKPSPB046 4 0,125 4 2
HKPSPB054 0,5 0,125 16 2
HKPSPBO068 0,5 0,125 16 2
HKPSPB072 0,5 0,125 16 2
HKPSPB076 0,5 0,125 16 2

)
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HKPSPBO080 0,25 0,125 16 2

HKPSPBO082 0.5 0.125 1 0.5
HKPSRB006 0,5 0,125 1 0,5
HKPSRBO010 1 0,125 1 0,5
HKPSRBO11 0,25 0,125 1 0,5
HKPSRBO16 13 0,125 1 0,5
HKPSRBO025 0.25 0.125 1 0.5
HKPSSUO014 0,25 0,125 1 0,5
HKPSSU047 0,25 0,125 1 0,5
HKPSSUO053 e 0,125 1 0,5
HKPSSU057 0,25 0,125 1 0,5
HKPSSU065 NS 0,125 1 0,5
HKPSSU107 0,25 0,125 1 0,5
HKPSSU123 3,25 0,125 1 0,5
HKPSSUI125 0,25 0,125 1 0,5
HKPSSU127 0,25 0,125 1 0,5
HKPSSUI131 0,25 0,125 1 0,5
HKPSSU133 1 0,125 1 0,5
HKPSSUI135 0,25 0,125 1 0,5
HKPSSU137 0,25 0,125 1 0,5
HKPSSU139 0,25 0,125 1 0,5
HKPSSUI141 0,25 0,125 1 A5
HKPSSU143 0,25 0,125 1 0,5
HKPSSU145 0,25 0,125 1 0,5
HKPSSU147 0,25 0,125 1 0,5
HKPSSU149 0,5 0,125 1 0,5
HKPSSUI51 0,25 0,125 1 0,5
HKPSSU153 0,25 0,125 1 0,5
HKPSSUIS55 0.25 0.125 1 1

HKPSSU157 0.25 0.125 1 0.5
HKPSSU159 0.25 0.125 1 0.5
HKPSSUI161 0.25 0.125 1 0.5
HKPSSU163 0.25 0.125 1 0.5
HKPSSU165 0.25 0.125 1 0.5
HKPSSU167 0.5 0.125 1 0.5
HKPSTBOI18 0.5 0.125 1 0.5
HKPSTB020 0.25 0.125 1 0.5
HKPSVBO010 0,5 0,125 1 0,5
HKPSVBO012 0,25 0,125 1 0,5
HKPSVBO0O18 0.3 0,125 1 0,5
HKPSVB024 0,5 0,125 1 0,5
HKPSVB026 5 0.125 1 0.5
HKPSVBO028 0.25 0.125 1 0.5

60



Tseftasidiim Tsefiriaksoon Tsefuroksiim Tsefaleksiin
Tiivi S<1R<4 S<IR>2 S<8R>8 S<I6R=>16
HKPRIBO11 16 4 8 16
HKPRLB003 0,5 0,5 4 4
HKPRLBO013 16 4 8 16
HKPRLB027 4 4 8 16
HKPRLB029 4 4 8 16
HKPRLB033 16 4 8 16
HKPRPB039 0,5 0,5 4 4
HKPRPB045 2) 4 8 16
HKPRPBO053 0,5 0,5 +4 4
HKPRPB063 0,5 0,5 4 4
HKPRPB069 16 4 8 16
HKPRPBO075 0,5 0,5 4 4
HKPRPB078 0,5 0,5 4 4
HKPRRBO005 16 4 8 16
HKPRRB007 2 0,5 8 16
HKPRRBO008 16 4 8 16
HKPRRB009 2 4 8 16
HKPRRBO023 16 4 8 16
HKPRSUOI3 16 4 8 16
HKPRSU052 4 4 8 16
HKPRSU056 16 4 8 16
HKPRSU064 2 4 8 16
HKPRSU106 16 4 8 16
HKPRSU122 2 4 8 16
HKPRSUI126 16 4 8 16
HKPRSU128 16 4 8 16
HKPRSU130 16 4 8 16
HKPRSU132 16 4 8 16
HKPRSU134 0,5 4 8 16
HKPRSU136 16 4 8 16
HKPRSUI38 | 4 8 16
HKPRSU140 16 4 8 16
HKPRSU142 16 4 8 16
HKPRSU144 16 4 8 16
HKPRVB009 16 4 8 16
HKPRVBOI11 16 4 8 16
HKPRVBO013 16 4 8 16
HKPRVB023 16 4 8 16
HKPSIB012 0,5 0,5 2 4
HKPSIB028 0.5 15 4 4
HKPSLBOI11 5§ 0,5 4 4
HKPSLBO14 2 4 8 16
HKPSLB028 0,5 0,5 + 8
HKPSLB034 0,5 0,5 4 8
HKPSLB038 0.5 0.5 8 4
HKPSLB040 5) 0.5 4 8
HKPSLB041 0.5 0.5 4 4
HKPSNB804 0,5 0,5 2 4
HKPSPB042 0,5 0,5 4 4
HKPSPB046 8 0,5 8 16
HKPSPB054 16 4 8 16
HKPSPB068 16 4 8 16
HKPSPB072 16 4 8 16
HKPSPB076 16 4 8 16
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HKPSPBO080 16 4 8 16
HKPSPB082 0.5 0.5 2 4
HKPSRB006 0,5 0,5 2 4
HKPSRBO010 0,5 0,5 2 4
HKPSRBO11 0,5 0,5 2 4
HKPSRBO0O16 0,5 0,5 2 4
HKPSRB025 0.5 0.5 2 4
HKPSSUO14 0,5 0,5 8 8
HKPSSU047 D) 0,5 4 4
HKPSSU053 0,5 0,5 4 4
HKPSSUO057 0,5 0,5 4 4
HKPSSU065 0,5 0,5 4 4
HKPSSU107 0,5 0,5 8 8
HKPSSU123 0,5 0,5 2 4
HKPSSU125 0,5 0,5 7 4
HKPSSU127 0,5 0,5 4 16
HKPSSUI131 0,5 0,5 4 4
HKPSSU133 Uk 0,5 2 4
HKPSSU135 0,5 0,5 4 4
HKPSSU137 0,3 0,5 4 4
HKPSSU139 0,5 0,5 2 4
HKPSSU141 0,5 0,5 4 4
HKPSSU143 0,5 0,5 4 8
HKPSSU145 0,5 0,5 4 8
HKPSSU147 0,5 0,5 4 4
HKPSSU149 0,5 0,5 4 8
HKPSSUIS51 0,5 0,5 2 4
HKPSSU153 1), 0,5 2 4
HKPSSUI155 0.5 0.5 4 4
HKPSSU157 0.5 0.5 2 4
HKPSSU159 0.5 0.5 2 4
HKPSSUI161 0.5 0.5 4 8
HKPSSU163 0.5 0.5 2 4
HKPSSU165 0.5 025 4 4
HKPSSU167 0.5 0.5 4 8
HKPSTBO18 0.5 0.5 4 4
HKPSTB020 0.5 0.5 ) 4
HKPSVBO010 0,5 0,5 2 4
HKPSVB012 0,5 0,5 2 4
HKPSVBO18 0,5 0,5 4 8
HKPSVB024 0,5 0,5 2 4
HKPSVB026 0.5 0.5 4 4
HKPSVB028 0.5 0.5 4 8
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Astreonaam Tsiprofloksatsiin Levofloksatsiin Norfloksatsiin
Tiivi S<1R=>4 S$<0,25R=>10,5 S<05R>1 §<0,5R>0,5
HKPRIBO11 16 1 2 2
HKPRLB003 1 0,25 0,5 0,5
HKPRLBO013 16 1 2 2
HKPRLBO027 8 0,25 0,5 1
HKPRLB029 4 1 2 2
HKPRLB033 16 1 2 2
HKPRPBO039 1 0,25 0,5 0,5
HKPRPB045 16 1 2 2
HKPRPB053 1 0,25 0,5 0,5
HKPRPB063 1 0,25 0,5 0,5
HKPRPB069 16 1 2 2
HKPRPB075 | 0,25 0,5 0,5
HKPRPB078 1 0,25 05 0,5
HKPRRBO00S 16 1 2 2
HKPRRB007 | 0,25 0,5 0,5
HKPRRB0O08 16 1 2 ?)
HKPRRB009 8 0,25 0,5 0,5
HKPRRB023 16 1 2 2
HKPRSUO013 16 0,5 1 2
HKPRSU052 16 0,25 0} 0,5
HKPRSU056 16 1 2 2
HKPRSU064 4 1 2 2
HKPRSU106 16 1 g 2
HKPRSU122 16 0,5 0,5 1
HKPRSUI126 16 1 2 7)
HKPRSU128 16 1 1 2
HKPRSUI130 16 1 2 2
HKPRSUI132 16 1 2 2
HKPRSU134 1 1 2 2
HKPRSUI136 16 1 1 2
HKPRSUI138 | 1 2 2
HKPRSU140 16 1 2 2
HKPRSU142 16 1 2 2
HKPRSU144 16 1 2 2
HKPRVB009 16 1 2 2
HKPRVBO11 16 1 2 2
HKPRVBO013 16 1 2 2
HKPRVBO023 16 1 2 2
HKPSIB0O12 1 0,25 05 0,5
HKPSIB028 1 25 0.5 0.5
HKPSLBO11 1 0,25 0,5 0,5
HKPSLBO14 16 1 2 2
HKPSLB028 1 0,25 0,5 0,5
HKPSLB034 1 0,25 0,5 0,5
HKPSLBO038 1 0.25 0.5 0.5
HKPSLB040 1 0.25 0.5 0.5
HKPSLB041 1 0.25 0.5 0.5
HKPSNB804 1 0,25 0,5 0,5
HKPSPB042 1 0,25 0,5 0,5
HKPSPB046 2 1 2 2
HKPSPB054 16 1 2 2
HKPSPBO068 16 1 2 2
HKPSPB072 16 1 2 2
HKPSPB076 16 1 2 )
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HKPSPBO080 16 1 2 2
HKPSPB082 1 0.25 0.5 0.5
HKPSRB006 1 0,25 0,5 0,5
HKPSRBO10 1 0,25 0,5 0,5
HKPSRBO11 1 0,25 0,5 0,5
HKPSRBO16 1 0,25 0.5 0.5
HKPSRB025 1 0.25 0.5 0.5
HKPSSUO14 1 0,25 0.5 0.5
HKPSSU047 1 0,25 0,5 0,5
HKPSSU053 1 0,25 0.5 0,5
HKPSSU057 1 0,25 0,5 0,5
HKPSSU065 1 0,25 0,5 0,5
HKPSSU107 1 1 2 )
HKPSSU123 1 0,25 0,5 0,5
HKPSSU125 1 0,25 0,5 0,5
HKPSSU127 1 0,25 0,5 0.5
HKPSSUI131 1 0,25 0,5 0,5
HKPSSU133 1 0,25 0.5 0,5
HKPSSU135 1 0,25 0,5 0,5
HKPSSU137 1 0,25 0,5 0,5
HKPSSUI139 1 0,25 0.5 0.5
HKPSSU141 1 0,25 0,5 0,5
HKPSSU143 1 0,25 0,5 0,5
HKPSSU145 1 0,25 0,5 0,5
HKPSSU147 1 0,25 0,5 0,5
HKPSSU149 1 0,25 0,5 0,5
HKPSSUIS1 1 0,25 0,5 0,5
HKPSSUI153 1 0,25 0,5 0,5
HKPSSU155 1 0.25 0.5 0.5
HKPSSU157 1 0.25 0.5 0.5
HKPSSU159 | 0.25 0.5 0.5
HKPSSUI61 1 0.25 0.5 0.5
HKPSSU163 1 0.25 0.5 0.5
HKPSSU165 1 0.25 0.5 0.5
HKPSSUI167 1 0.25 0.5 0.5
HKPSTBOIS 1 0.25 0.5 0.5
HKPSTB020 1 0.25 0.5 0.5
HKPSVB010 1 0,25 0,5 0,5
HKPSVBO12 1 0,25 0,5 0,5
HKPSVBOI18 1 0,25 0,5 0,5
HKPSVB024 1 0,25 0,5 0.5
HKPSVB026 1 0.25 0.5 0.5
HKPSVB028 1 1 2 7]
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Tiivi

Trimetoprim
S<4R>4

Trimetoprim/sulfametoksasool
S<2R>4

HKPRIBO11

HKPRLB003

HKPRLBO013

HKPRLBO027

HKPRLB029

HKPRLBO033

HKPRPB039

HKPRPB045

HKPRPBO053

HKPRPB063

HKPRPB069

HKPRPBO75

HKPRPB078

HKPRRBO005

HKPRRB007

HKPRRBO0S

HKPRRB009

HKPRRB023

HKPRSUO13

HKPRSUO052

HKPRSU056

HKPRSU064

HKPRSU106

HKPRSUI122

HKPRSUI26

HKPRSUI128

HKPRSUI30

HKPRSUI32

HKPRSUI134

HKPRSUI36

HKPRSUI38

HKPRSU140

HKPRSUI42

HKPRSUI144

HKPRVB009

HKPRVBO11

HKPRVBO013

HKPRVBO023

HKPSIB012

HKPSIB028

HKPSLBO11

HKPSLBO14

HKPSLB028

HKPSLB034

HKPSLB0338

HKPSLB040

HKPSLB041

HKPSNB804

HKPSPB042

HKPSPB046

HKPSPBO054

HKPSPB068

HKPSPB072

HKPSPB076
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HKPSPB080

HKPSPB082

HKPSRB006

HKPSRB010

HKPSRBO11

HKPSRB016

HKPSRB025

HKPSSUO14

HKPSSU047

HKPSSUO053

HKPSSU057

HKPSSUO065

HKPSSU107

HKPSSUI123

HKPSSU125

HKPSSU127

HKPSSUI131

HKPSSU133

HKPSSU135

HKPSSU137

HKPSSU139

HKPSSU141

HKPSSU143

HKPSSUI145

HKPSSU147

HKPSSU149

HKPSSUI151

HKPSSU153

HKPSSUI55

HKPSSU157

HKPSSUI159

HKPSSUI161

HKPSSU163

HKPSSU165

HKPSSUI167

HKPSTBO18

HKPSTB020

HKPSVBO010

HKPSVBO012

HKPSVBO018

HKPSVB024

HKPSVB026

HKPSVB028
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LIHTLITSENTS

Lihtlitsents 10putdo6 reprodutseerimiseks ja iildsusele kéttesaadavaks tegemiseks

Mina, Kethel Monso,

1. annan Tartu Ulikoolile tasuta loa (lihtlitsentsi) minu loodud teose Eestis isoleeritud
Klebsiella pneumoniae Kliiniliste tiivede antibiootikumiresistentsuse tuvastamine
sekveneerimisandmetest programmiga DeepARG, mille juhendaja on Age Brauer,
reprodutseerimiseks eesmirgiga seda siilitada, sealhulgas lisada Tartu Ulikooli
digitaalarhiivi kuni autoridiguse kehtivuse 10ppemiseni;

2. annan Tartu Ulikoolile loa teha punktis 1 nimetatud teos iildsusele kittesaadavaks
Tartu Ulikooli veebikeskkonna, sealhulgas digitaalarhiivi kaudu Creative Commonsi
litsentsiga CC BY NC ND 4.0, mis lubab autorile viidates teost reprodutseerida,
levitada ja tldsusele suunata ning keelab luua tuletatud teost ja kasutada teost
arieesmargil, kuni autoridiguse kehtivuse 1dppemisent;

3. olen teadlik, et punktides 1 ja 2 nimetatud digused jddvad alles ka autorile;

4. kinnitan, et lihtlitsentsi andmisega ei riku ma teiste isikute intellektuaalomandi ega

isikuandmete kaitse digusaktidest tulenevaid digusi.

Kethel Monso
26.05.2025
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