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1. SISSEJUHATUS

Enterobakterid on Gram-negatiivsed pulgakujulised bakterid, mis kuuluvad Entero-
bacteriaceae sugukonda. Klebsiella pneumoniae ja Escherichia coli on iihed selle sugukonna
tuntumad esindajad (Tenaillon et al., 2010). Nad kuuluvad inimese soolestiku normaalsesse
mikrobiootasse, kuid vbivad pohjustada ka infektsioone (Tenaillon et al., 2010; Yatsunenko et
al., 2012; Ravi et al., 2014;). Antibiootikumresistentsete K. pneumoniae ja E. coli pohjustatud
infektsioonid haiglates on laialt levinud probleemiks kogu maailmas (Schofield, 2011;
Pavelkovich et al., 2014).

Arvatakse, et antibiootikumresistentsuse véljakujunemisel on oluline osa integronidel
(Memariani et al., 2014). Integronid kui geneetilised elemendid pdhjustavad horisontaalse
geeniiilekande, tdpsemalt jarjestus-spetsiifilise rekombinatsiooni teel antibiootikum-
resistentsete geenide levikut erinevate bakterite vahel. Viimase aastakiimne jooksul on

integrone sisaldavate enterobakterite arv suurenenud (Cambray et al., 2010; Ravi et al., 2014).

Bakterite kdige enam levinud resistentsusmehhanism on B-laktaamantibiootikumide vastu.
Bakteri resistentsust pdhjustab f-laktaamantibiootikumide struktuuri lagundavate ensiitimide
produktsioon (Tirk, 2015). Resistentsuse leviku pdhjuseks on see, et [-laktaam-
antibiootikumid on enimkasutatud ja sageli pohjendamatult raviks médératud antibiootikumide
rihm meditsiinis (Davies & Davies, 2010; Bush, 2012; Sedlakova et al., 2014). Entero-
bakteritel on tuvastatud laiendatud spektriga pB-laktamaase tootvate geenide esinemissageduse
kasvu (Schofield, 2011). Kui enterobakterites on leitud kdrge integronide esinemissagedus ja
need bakterid omavad sageli laiendatud spektriga p-laktamaase, siis seostatakse integrone f3-
laktaamresistentsust pohjustavate geenide levikuga (Cambray et al., 2010; Domingues et al.,
2012; Karimi et al., 2012; Rizi et al., 2015).

Antibiootikumresistentsuse kasv viimasel kiimnendil meditsiinis ja kdigi bakterite resistent-
sust pOhjustavate mehhanismide védhene teadmine viitab vajadusele seda valdkonda
pohjalikumalt uurida, et otsida seletusi ning lahendusi resistentsuse kiirele kasvule (Karimi et

al., 2012; Kargar et al., 2014; Ravi et al., 2014).

Kéesolevas magistritods uuritakse integronide esinemist inimeste bioloogilistest materjalidest

1soleeritud enterobakterites Lidnemere riikides.



2. KIRJANDUSE ULEVAADE

2.1. Moisted

Antibiootikumresistentsus

[B-laktaamantibiootikumid

p-laktamaasid

Integronid

Enterobakterid

Geenikassett

2.2. Integronid

Integronid kui bakteriaalset péritolu geneetilised elemendid piitiavad jarjestus-spetsiifilise

rekombinatsiooni teel geenikasette,

jarjestus-spetsiifilise rekombinatsiooni teel integroni koosseisu, ekspresseerib geene integroni

Bakteri vOime mitte alluda antibiootikumide toimele.

Bakteritsiidse toimega antibiootikumide rithm, mille

ithiseks struktuurseks tunnuseks on [-laktaamronga

esinemine (Bush, 2012).

Enstiimid, mida produtseerivad bakterid, mis on
resistentsed pB-laktaamantibiootikumidele, 16hkudes nende

antibiootikumide B-laktaamrdnga (Bush, 2012).

Bakteriaalset péritolu geneetilised elemendid, mis piiiiavad
jarjestus-spetsiifilise rekombinatsiooni teel geenikassette ja
ekspresseerivad geenikassetis sisalduvaid antibiootikumi
resistentsusgeene (Barraud et al., 2010; Cambray et al.,
2010; Gillings, 2014).

Pulgakujulised Gram-negatiivsed fakultatiivsed anaeroobid,
mis kuuluvad bakterisugukonda enterobakterid (Entero-
bacteriaceae) (Tenaillon et al., 2010).

Geneetilist péritolu  elemendid, mis sisaldavad {iht
lugemisraami ja spetsiifilist rekombinatsioonisaiti attC,

tavaliselt promootor puudub (Domingues et al., 2012).

promootor Pant (Ravi et al., 2014).

Integrone on leitud erinevate bakterite transposoonide, plasmiidide, bakteriofaagide ja

kromosoomide koosseisust (Fluit & Schmitz, 2004; Rao et al., 2006; Ravi et al., 2014).

mis sisaldavad ilma promootorita antibiootikumi
resistentsusgeene (Cambray et al., 2010; Gillings, 2014; Barraud & Ploy., 2015). Sattudes



Eriti palju on neid leitud Gram-negatiivsetest bakteritest (sh enterobakteritest) ja need on
tuntud kui antibiootikumi resistentsusgeenide markerid (Barraud et al., 2010; Gillings, 2014;
Kargar et al., 2014; Ravi et al., 2014). Resistentsust pohjustavad integronid voivad iile
kanduda nii sama liigi kui erinevast liigist bakterite kromosoomide ja plasmiidide vahel
(Sompolinsky et al., 2005).

2.2.1. Integronide struktuur

Integroni jérjestuse pikkus varieerub, kuna voib sisaldada tihte kuni kaheksat geenikassetti
(superintegronide korral veel rohkem), kuid on alati piiritletud otsmiste 5" ja 3~
konserveerunud jarjestustega (Mazel, 2006; Gillings, 2014). Integroni jirjestuse 5’

konserveerunud segment sisaldab alati kolme komponenti:

— integraasi siinteesi madrav geen intl;
— jarjestus-spetsiifiline rekombinatsioonisait attl, mis voimaldab piiiida geenikassette;
— promootor pANT, mis vastutab geenikassetis oleva ravimresistentsus-geeni ekspressiooni

eest, kuna see ei oma promootorit (Gombac et al., 2002) (Joonis 1).

Selles piirkonnas paiknevad veel 3 erinevat lugemisraami ORF1, ORF2 ja ORF3, millest
viimane vastutab integraasi siinteesi eest. 3° konserveerunud segment varieerub pikkuselt ja
pole tdpselt defineeritud. Paljudel integronidel sisaldab antud piirkond sulfoonamiid-

resistentsusgeeni sull (Cambray et al., 2010) (Joonis 1).

Geenikassetil sisalduvad geenid seonduvad integroni jérjestusse jarjestus-spetsiifilise
rekombinatsiooni teel integroni rekombinatsioonisaidi attl ja geenikasseti rekombinat-
sioonisaidi attC vahele (Joonis 2). Jarjestus-spetsiifiline rekombinatsioon vajab vastava
jarjestuse esinemist molemas rekombineeruvas DNA molekulis. Nii integronis kui ka
geenikassetis on selleks iihiseks jérjestuseks triplett GTT. Uks asub rekombinatsioonisaidi

5’otsas ja teine 3 otsas (Waites, 2000).
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Joonis 1. Integroni struktuur klass 1 integroni niitel (Drouin et al., 2002).

P — promootor pANT; intll — integraasi geen; attl ja attC — vastavalt integroni ja geenikasseti
rekombinatsioonisait; gacEAl — ammooniumiihendi resistentsusgeen; sull — sulfoonamiid
resistentsusgeen; orf5— avatud lugemisraam;

A @
attC

[ 1 [ X

PANT attl

pANT attl
c - - ™ ™
I Intl I I_’ q ORF ORF ORF u ORF ORF .
- - - - - =
pANT  attl

Joonis 2. Geenikasseti sisenemine integroni jarjestusse (Nemergut et al., 2004).

Intl — integraasi geen; pANT — promootor; attl ja attC — rekombinatsioonisaidid; ORF —avatud
lugemisraam;



2.2.2. Integronide klassifikatsioon

Integronid on Klassidesse jaotatud intl geenide alusel (Seward, 1999; Cambray et al., 2010;
Ravi et al., 2014). Integronide klassid on omakorda jaotatud kahte suuremasse riithma (Fluit &
Schmitz, 2004):

— resistentsed integronid (RI), kuhu kuuluvad klass 1 (Intl), klass 2 (Int2) ja klass 3
(Int3) integronid.

— superintegronid, kuhu kuuluvad kd&ik integronid, mis sisaldavad véahemalt 100
geenikassetti oma jarjestuses ja asuvad alati bakteri kromosoomi koosseisus (Fluit &
Schmitz, 2004; Mazel, 2006; Gillings, 2014).

Resistentsed integronid

Klass 1 integronid on kdige laiema levikuga integronide klass. Seda on leitud inimese
kommensaalsetest ja patogeensetest bakteritiivedest ning loomadelt ja keskkonnast (muld ja
vesi) isoleeritud bakteritest (Domingues et al., 2012). Kirjanduse andmetel on klass 1
integrone leitud 22-76% Gram-negatiivsetest ja harvem ka Gram-positiivsetest Kliinilistest
isolaatidest (Seward, 1999; Shi et al., 2006; Solberg et al., 2006;Van Essen-Zandbergen et al.,
2007; Cambray et al., 2010). Kui 5" jarjestus on sama koigis klass 1 integronides, siis 3’
jarjestuse pikkus varieerub ulatudes ile sull geeni (Seward, 1999; Cambray, 2010;
Domingues et al., 2012). Kdige sagedamini sisaldab klass 1 integroni 3" konserveerunud
jarjestus sulfoonamiid-resistentsusgeeni sull ja ammooniumiihendi resistentsusgeeni qacEAL

ning kahte avatud lugemisraami (ORF5 ja ORF4).

Klass 2 integronid. Neid on leitud transposoon Tn7 koosseisust ja selle derivaatidest (Fluit &
Schmitz, 2004; Cambray et al., 2010; Ramirez et al., 2010). Seda klassi ei ole téielikult
kirjeldatud, kuid on leitud, et klass 2 integroni 5’ konserveerunud jérjestuses on integraas
geen intl2, mis on 40% ulatuses sarnane intl1 geeniga (Seward, 1999). Integraasi geen intl2
on aga sel integronide klassil inaktiivne, seetdttu on integronis sisalduv geenikassettide
piirkond korgelt konserveerunud (Gillings, 2014). 3 konserveerunud jérjestuse pikkus

varieerub samuti nagu klass 1 integronidel.

Klass 3 integronid. Kirjeldatud on vaid iiht tiitipi klass 3 integroni. See sisaldab metallo-f-
laktamaas geeni. Intl3 geen, mis asub metallo-p-laktamaasi kasseti 5° otsas, on klass 1
integronide integraasi geeniga 61% ulatuses identne, mis voib olla tingitud nende tihisest
evolutsioonilisest paritolust (Seward, 1999; Gillings, 2014). Klass 3 integron on leitud

sarnaselt klass 2 integronile transposooni jérjestusest. Klass 3 integronid on veel tdielikult

10



kirjeldamata struktuuriga, kuid mitmetest klass 3 integronide jérjestustest on leitud kolme
tiilipi geenikassette. Integronide klass 3 esinemist seostatakse bakterite ESBL mehhanismi

esinemisega (Rizi et al., 2015).
Superintegronid

Superintegronid erinevad teistest integronide klassidest selle poolest, et voivad sisaldada oma
jarjestuses rohkem kui 100 geenikassetti vorreldes teiste integronide klasside maksimaalselt
kaheksa geenikassetiga (Fluit & Schmitz, 2004; Mazel, 2006; Ravi et al., 2014). Rohke arvu
geenikassettide omamine tagab superintegronide multifunktsionaalsuse: nad omavad
resistentsust nii antibiootikumidele kui ka desinfitseerimisvahenditele. Samas klass 1 kuni 3
integronid omavad vaid antibiootikumi resistentsusgeene (Fluit & Schmitz, 2004;
Sompolinsky et al., 2005). Superintegrone on leitud ainult bakterite kromosoomi koosseisust
ja need on liigispetsiifilised (Fluit & Schmitz, 1999; Fluit & Schmitz, 2004; Mazel, 2006;
Ravi et al., 2014). Superintegrone peetakse resistentsete integronide eellasteks ja mdne
klassifikatsiooni kohaselt ei eksisteeri neid iildse, kuna nad on struktuurilt teiste klassidega

sarnased ja neid on veel védhe uuritud (Ravi et al., 2014).

2.2.3. Integronide esinemissagedus bioloogilistes materjalides

Gram-negatiivsetes bakterites, mis on isoleeritud Kliinilistest materjalidest, esineb klass 1
integrone koige rohkem (Rao et al., 2006; Idrees et al., 2011; Domingues et al., 2012; Chen,
2013; Gillings, 2014; Memariani et al., 2014). Klass 1 integronide struktuuris esinevaid
geenikassette on detekteeritud kokku 73-s riigis (Domingues, 2015).

Verest isoleeritud tiived. Prantsusmaal isoleeriti patsientide verest E. coli tiived, mis sisaldas
integrone 98,8% juhtudest (Barraud et al., 2014). Sarnaselt leiti integronide korge
esinemissagedus (77,6%) patsientide verest isoleeritud ESBL produtseerivates E. coli tiivedes
Hiinas (Li et al., 2014). Hispaanias sisaldas 40% patsientide verest isoleeritud E. coli tiivedest
klass 1 ja 2 integrone (Vinué et al., 2010). Veel on leitud, et 54,5% patsientide verest
isoleeritud E. coli tiivedest sisaldas klass 1 integrone (Abdelhaleem et al., 2014).

Uriinist isoleeritud tiived. UPEC (uropathogenic E. coli) projekti andmetel on integronide
esinemissagedus Euroopa ja Aasia uropatogeensetes E. coli tiivedes vahemikus 22-59%
(Solberg et al., 2006). Kuid hilisemate andmete jirgi on leitud ka veel kdrgemat integronide
esinemissagedust. Naiteks Eesti uuringus leiti, et piiclonefriiti haigestunud laste uriinist
isoleeritud E. coli tiivedest 75% sisaldasid klass 1 integroni (Kdljalg et al., 2014). Hiinas

esines klass 1 integrone uriinist isoleeritud K. pneumoniae 66,1% ja E. coli 63,7% tiivedes
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(Grape et al., 2005; Sun et al., 2013). Harvem on detekteeritud klass 2 ja klass 3 integrone
(Memariani et al., 2014). Pakistanis leiti 45,6% uropatogeensetes E. coli tiivedes klass 1
integrone ja 3% tiivedes klass 2 integrone ning iihtegi klass 3 integroni ei esinenud (ldrees et
al., 2011). Nii nditavad mitmete uuringute tulemused, et just klass 1 integronide esinemis-

sagedus on uriinist isoleeritud enterobakterites korge.

Hingamisteede ja haavaeritisest isoleeritud tiived. Uuringute pohjal on hingamisteede
eritisest isoleeritud E. coli tiivedes leitud integrone 25,6% (Pereira & Cardoso, 2014) ja haava
eritisest 44,4% juhtudest (Abdelhaleem et al., 2014).

Normaalsest mikrobiootast isoleeritud tiived. Integronide esinemist patogeensetes
bakterites on palju uuritud, aga integronide esinemist inimese normaalses mikrobiootas mitte.
Kuna bakterite arvukus roojas on vdga korge, siis on see ideaalne koht kommensaalsete
bakterite resistentsusmehhanismide edasikandumiseks (Ravi et al., 2014).

Niiteks sisaldas 31,5% inimese normaalsest mikrobiootast isoleeritud E. coli tiivedest
integrone (Yang et al., 2009). Eesti uuringus leiti, et 49% kommensaalsetest E. coli tiivedest
sisaldasid klass 1 integrone. Samas uuringus leiti, et imikute normaalsest mikrobiootast
isoleeritud E. coli tiived sisaldasid rohkem integrone (53%) kui tervetel eakatel inimestel
(17%) (Sepp et al., 2009).

2.3. Enterobakterid

Enterobakterid (Enterobacteriaceae) on iiks enimuuritud Gram-negatiivsete pulgakujuliste
bakterite sugukond, kuhu kuulub 53 perekonda. Tegu on fakultatiivsete anaeroobidega, mis
elavad inimeste ja piisisoojaste loomade soolestikus, heitvetes, pinnases ja looduslikes
veekogudes. Enterobakterite sugukonda kuuluvad tinglikult patogeensed/oportunistlikud
liigid kui ka paljud tuntud patogeensed liigid, mis pShjustavad seedetrakti siseseid ja véliseid
infektsioone (nditeks perekondadest Escherichia, Klebsiella, Enterobacter, Proteus,
Salmonella, Shigella, Yersinia, Serratia, Citrobacter) (Eskola et al., 2000; Tenaillon et al.,
2010). Nii K. pneumoniae kui E. coli levivad kiiresti 1dbi kokkupuute patsientide ja
meditsiinitdotajatega voi meditsiinivahendite kaudu, tekitades infektsioonipuhanguid eelkdige

haiglates (ECDC, 2014).

2.3.1. Klebsiella pneumoniae

K. pneumoniae on sugukonda Enterobacteriaceae ja perekonda Klebsiella kuuluv

pulgakujuline Gram-negatiivne bakter. K. pneumoniae on selle sugukonna tiks tuntumaid
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esindajaid. See bakter kuulub inimese soolestiku normaalsesse mikrobiootasse, kuid voib
pOhjustada sooleviliseid infektsioone. Patogeenne K. pneumoniae on globaalselt tuntud kui
oluline haiglate ja kogukondade infektsioone pohjustav patogeen (Lopes et al., 2005; Minarini
et al., 2007; Yu et al., 2007; Lopes et al., 2010). On leitud, et perekond Klebsiella esindajad
pohjustavad umbes 10% hospitaalsetest kuseteedeinfektsioonidest (Eskola et al., 2000). K.
pneumoniae tiivesid seostatakse eelkodige kopsupoletikuga, kuid ka meningiidi, baktereemia ja
uroinfektsioonidega (Podschun & Ullmann, 1998; Hazen et al., 2014).

2.3.2. Escherichia coli

E. coli kuulub sugukonda Enterobacteriaceae ja perekonda Escherichia. See on pulgakujuline
Gram-negatiivne bakter, mida tavaparaselt leidub inimeste ja piisisoojaste loomade
soolestikus (Tenaillon et al., 2010).

Inimese jaoks tdhtsad E. coli tiived voib jagada kahte suurde rithma (Russo & Johnson, 2000;
Cornelissen et al., 2013):

— Kommensaalsed: esinevad terve inimese seedetrakti normaalses mikrobiootas
— Infektsiooni tekitajad:
o seedetrakti infektsiooni tekitajad: pdhjustavad seedekulglas gastroenteriiti voi
koliiti.
o sooleviliste infektsioonide tekitajad: pohjustavad kuseteede infektsioone,
ajukelme pdletikku ehk meningiiti, kopsupdletikku, osteomiieliiti, kdhukelme

poletikku ehk peritoniiti ja pehmete kudede infektsioone.

Koikide loetletud haigustega voib kaasneda veel baktereemia (Gransden et al., 1990). Niiteks
E. coli tiived on koige sagedasemad kuseteede infektsiooni pShjustajad. Kirjanduse andmetel
on 70-90% kuseteede infektsioonidest pohjustatud E. coli poolt (Flores-Mireles et al., 2015;
UPEC projekt, 2015).

2.4. Antibiootikumresistentsus

Antibiootikumid on iihendid, mis hédvitavad baktereid (bakteritsiidsed) voi inhibeerivad nende
kasvu (bakteriostaatilised). Antibiootikumid voivad olla looduslikku péritolu voi siinteetilised
(Bush, 2012). Neid kasutatakse bakteriaalse infektsiooni raviks ja ennetamiseks. Tanapdeva
meditsiini suureks probleemiks on bakterite antibiootikumresistentsus, mille leviku pShjuseks
on laialdane ja véar antibiootikumide kasutamine (Davies & Davies, 2010; Sedlakova et al.,

2014). Eriti suureks probleemiks on antibiootikumide vairtarbimine arengumaades, kus
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vajalikud antibiootikumid pole tihti kéttesaadavad ja ravi pole kindlalt reguleeritud
(Blomberg, 2008). Samas on antibiootikumresistentsuse levik probleemiks ka Euroopas
(Earnshaw et al., 2009). Antimikroobse resistentsuse seire {ileeuroopalise vorgustiku (EARS-
Net, ingl European Antimicrobial Resistance Surveillance Network) andmetel on Euroopas
pohja-1duna ning ladne-ida suunalised gradiendid antibiootikumresistentsuses. Kliinilistest
materjalidest isoleeritud invasiivseid infektsioone pohjustavad bakterid on resistentsemad
antibiootikumidele Louna- ja Ida-Euroopas ning tundlikumad Pohja- ja Léadne-Euroopas
(ECDC, 2014).

Bakterite ravimresistentsus on antibiootikumide liigkasutuse/vadrkasutuse ja nende
keskkonda kogunemise moddapadsmatu tagajarg. Kdige levinum on resistentsus [-laktaam-
antibiootikumide suhtes. Beeta-laktaamantibiootikume kasutatakse koige sagedamini
infektsioonhaiguste raviks ning bakteri resistentsuse korral v3ib ravi ebadnnestuda. Kuna seda
antibiootikumide rithma kasutatakse iile 50% ravijuhtudest, siis v3ib see pohjustada Kiiret B-

laktaam-resistentsusmehhanismide levikut bakterite vahel (Cornelissen et al., 2013).

2.4.1. Resistentsuse leviku mehhanismid

Horisontaalne geeniiilekanne (ingl horizontal gene transfer, HGT) on peamine mehhanism,
mis poOhjustab erinevate ja sama liiki bakterite vahel antibiootikumresistentsete geenide
levikut. Bakterite vahelise horisontaalse geeniiilekande tagavad kolm peamist protsessi (Ravi
etal., 2014):

— Konjugatsioon: plasmiidide ja transposoonide iilekandumine tihest bakterirakust teise.
— Transformatsioon: eksogeense DNA sisenemine véliskeskkonnast 1abi rakumembraani

rakku.

— Transduktsioon: bakteriofaagi vahendusel voorDNA iilekandumine bakterirakku.

2.4.2. Integronid ja antibiootikumresistentsus

Uheks horisontaalse geeniiilekande pdhjustajaks on integronid. Integroni jirjestusi voib leida
bakteri kromosoomide, plasmiidide ja transposoonide koosseisust ja nad saavad
geenikassettidest horisontaalse geeniiilekande (jarjestus-spetsiifilise rekombinatsioon) teel
antibiootikumi resistentsusgeene. Integroni esinemine bakteris voib pdhjustada multi-
resistentsust erinevatele antibakteriaalsetele preparaatidele (Idrees et al., 2011). Praeguseks on
identifitseeritud rohkem kui 60 antibiootikumi resistentsusgeeni erinevate integronide klasside

koosseisus (Heir et al., 2004) ning on leitud 130 erinevat geenikassetti, mis on sisenenud
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integroni jarjestusse (Cambray et al., 2010; Gillings, 2014). Need kassetid pohjustavad
resistentsust paljudele antibakteriaalsetele preparaatidele nagu aminogliikosiidid, kinoloonid,
B-laktaamid, linkosamiidid, makroliidid, sulfoonamiidid ja monedele vidhemkasutatavatele
antibiootikumidele nagu klooramfenikool ja rifampiin. K&ige rohkem on leitud klass 1
integrone antibiootikumresistentsete enterobakterite koosseisust (Rao et al., 2006). Naiteks
Kliinilistest materjalidest isoleeritud K. pneumoniae tiivedest 38% ja E. coli tiivedest 72% ja
sisaldasid klass 1 integrone ja vastavalt 4% ning 13% klass 2 integrone. Samas suur osa
nendest bakteritest olid resistentsed sulfoonamiididele, kuna sisaldasid resistentsusgeene
integronide jarjestustes (Motakefi et al., 2008). Nii on integronid seotud antibiootikum-
resistentsuse kiire ja liha laieneva levikuga Gram-negatiivsetes bakterites (Ravi et al., 2014).
Integronide esinemine bakteris korreleerub antibiootikumresistentsusega (Leverstein-van Hall
et al., 2003; Gillings, 2014). On leitud, et inimest koloniseerivate bakterite vahel toimub
horisontaalne geeniiilekanne sagedamini kui inimeste normaalses mikrobiootas mitte-

esinevatel bakteritel (Smillie et al., 2011).

2.4.3. Enterobakterid ja antibiootikumresistentsus

Enterobakterid voivad omada nii kromosomaalset kui plasmiidset ja transposoonset péritolu
resistentsust, mis pohjustab kiiret antibiootikumresistentsuse levikut erinevate tiivede ja
liikide vahel (Schofield, 2011). Naiiteks on enterobakteritel p-laktaamantibiootikume
16hustavaid ensliime tootev resistentsusmehhanism, mis voib levida nii kromosomaalsel kui
plasmiidsel teel (Tiirk, 2015). Selline levimisviis pdhjustab antibiootikumi resistentsusgeenide
kiire ja laialdase leviku kogu keskkonnas (Thomson & Bonomo, 2005). Alates 1990ndatest on
B-laktaam-resistentsusmehhanismi omavate Enterobacteriaceae sugukonda kuuluvate bakte-
rite hulk tdusnud. Need haigustekitajad on osutunud tilemaailmselt suureks probleemiks nii
haiglas kui ka véljaspool, mille kiirele levikule on omakorda kaasa aidanud inimeste globaal-

ne reisimine ja migratsioon (Schofield, 2011).

2.5. Beeta-laktaamantibiootikumid

2.5.1. Beeta-laktaamantibiootikumide iseloomustus

Beeta-laktaamantibiootikumid kuuluvad bakteritsiidse toimega antibiootikumide klassi, mida
iseloomustab B-laktaamronga esinemine (Joonis 3). See struktuur koosneb neljast molekulist
(kolm siisiniku ja iiks lammastiku aatom), mille kiiljes on olenevalt antibiootikumist kas viie

voi kuue molekuliga heterotsiikliline rongas (Bush, 2012). Kdigepealt seondub antibiootikumi
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B-laktaamrongas bakteri pinnal oleva spetsiifilise retseptoriga PBP (ingl penicillin-binding
protein), seejarel P-laktaamrongas ,,avaneb™ ja seondub kovalentselt ensiiiimiga transs-
peptidaas. Kuna transpeptidaas on p-laktaamrongaga seotud, siis on bakteri rakuseina
stinteesil vajaliku ensiitimi toime blokeeritud ja bakteri rakusein ndrgestatud kuni 16puks rakk

laguneb (Beta-lactam ring action, 2015). (Joonis 2).
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Joonis 3. Beeta-laktaamrongas ja penitsilliini struktuur (Pathogenic Microbiology, 2000;
Beta-lactam ring action, 2015).

Beeta-laktaamronga terviklikkus on vajalik selleks, et antibiootikum oleks vdimeline
inaktiveerima bakterite transpeptidaase, mis Kkataliilisivad viimaseid reaktsioone bakteri
rakuseina peptidogliikkaani siinteesil (Bush, 2012; Medeiros, 1997). Kuna need antibiooti-
kumid on vdimelised inhibeerima nii anaeroobsete kui aeroobsete Gram-negatiivsete ja Gram-
positiivsete kokkide rakuseina siinteesi, siis on -laktaamantibiootikumid {ihed enimkasutatud

antibiootikumid infektsioonhaiguste ravis (Thomson & Bonomo, 2005; Bush, 2012).

2.5.2. Beeta-laktaamantibiootikumide klassifikatsioon

Beeta-laktaamantibiootikumid jagunevad nelja suuremasse rithma (Eskola et al., 2000; Frank
& Tacconelli, 2012).

— Penitsilliinid: sisaldavad tiasolidiin- ja p-laktaamrongast (Joonis 4). Viimane neist on
seotud korvalahelaga, mille struktuur penitsilliiniderivaatidel varieerub. Penitsilliinid
jagunevad looduslikeks ja poolsiinteetilisteks. Looduslikud penitsilliinid 16huvad
efektiivselt Gram-positiivsete bakterite rakukesta ja on tundlikud penitsillinaasidele.
Poolsiinteetilised penitsilliinid toimivad efektiivselt nii Gram-negatiivsete kui ka
positiivsete bakterite vastu ning ei ole resistentsed penitsillinaasidele.

— Tsefalosporiinid: jagunevad esimese, teise, kolmanda ja neljanda pdlvkonna tsefalo-
sporiinideks antibakteriaalse spektri ulatuse pohjal. Toime ja struktuuri poolest on véga
sarnased penitsilliinidele. K&ik tsefalosporiinid toimivad Gram-positiivsete kokkide ja

Gram-negatiivsete bakterite vastu, vilja arvatud enterokokid.
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— Karbapeneemid: selle riihma esindajad imipeneem ja meropeneem on koige laiema
antibakteriaalse toimega p-laktaamantibiootikumid, inhibeerides peaaegu kdiki Gram-
negatiivseid ja positiivseid baktereid.

— Monobaktaamid: korge efektiivsusega koikide Gram-negatiivsete bakterite vastu ja norga

toimega Gram-positiivsete kokkide ja anaeroobide vastu.
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Joonis 4. Beeta-laktaamantibiootikumide klassid (Linrong, 2011).

Lisaks p-laktaamantibiootikumidele on olemas [-laktamaase inhibeerivad tihendid nagu
klavulaanhape, sulbaktaam ja tasobaktaam. Beeta-laktaamantibiootikume kasutatakse
kombineerituna inhibiitoritega, et muuta antibiootikumi toime efektiivsemaks. Inhibiitorid

tiksi on ndrga antibakteriaalse toimega (Bush, 2012).

2.6. Laiendatud spektriga p-laktamaas

Laiendatud spektriga B-laktamaas (ingl extended-spectrum f-lactamase, ESBL) on bakterite
resistentsusmehhanism B-laktaamantibiootikumide vastu. Beeta-laktamaasid on ensiiiimid,
mis Idohustavad antibiootikumi p-laktaamronga. Peale [-laktamaaside vodivad bakteri

antibiootikumresistentsuse pdhjustada modifikatsioonid bakterirakuseina ehituses (Medeiros,

1997; Bush, 2012).

2.6.1. Laiendatud spektriga p-laktamaaside klassifikatsioon

Kuna B-laktamaaside hulka kuulub suur grupp ensiitime (iile 1000 erineva), siis on kasutusel

erinevad [-laktamaaside klassifikatsioonisiisteemid vastavalt ensiilimide hiidroliiiitilisele

spektrile, geneetilisele lokalisatsioonile (kromosoom vdi plasmiid), inhibiitori tundlikkusele ja

geeni vOi aminohappe jarjestusele (Bush et al.,, 1995; Bush, 2012). Kéesoleval ajal
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kasutatakse kahte peamist [-laktamaaside Kklassifikatsiooni-siisteemi, millele on veel

lisandunud kolmas, et lihtsustada kliiniliste laborite t66d:

— Molekulaarne (Ambleri siisteem)
— Funktsionaalne klassifikatsioonisiisteem (Bush-Jacoby-Medeiros siisteem)

— Giske klassifikatsioonisiisteem

Molekulaarne klassifikatsioonisiisteem (Ambleri siisteem)

Ensiitimid on jaotatud klassidesse aminohappelise jarjestuse sarnasuse pdhjal. Klass A, C ja D
sisaldavad ensiliiime, mis kasutavad seriini antibiootikumide B-laktaamrdnga hiidroliitisiks.
Klassis B on metallo-ensiiimid (metallo-B-laktamaasid, MBL-s), mis erinevad oma
struktuurilt teistest klassidest, kuna vajavad aktiivsaidis tsinkiooni, et hiidroliiiisida
antibiootikumi [-laktaamrongas. Geene, millelt neid ensiiime kodeeritakse, nimetatake
blamg -geenid ja need paiknevad bakteri kromosoomis, plasmiidil voi integroni jérjestuses.
Laiendatud spektriga B-laktamaasid kuuluvad klassidesse A ja D. Klass A ensiiiimid on
inhibeeritavad B-laktamaas inhibiitorite poolt ja klass D ensiiimidele on B-laktamaasidel
norgendatud moju. (Bush et al., 1995; Bush & Jacoby, 2010).

Funktsionaalne Kklassifikatsioonisiisteem (Bush-Jacoby-Medeiros siisteem)
Klassifikatsioon pdhineb ensiitimide substraatide ja inhibiitorite profiilidel, kus {ihes klassis
on sarnase fenotiilibiga isolaadid. Selle klassifikatsioonisiisteemi jirgi jagunevad f-
laktamaasid 4 pohiklassi, mis jagunevad omakorda veel alamklassideks (Bush, 2012; Bush et
al., 1995):

Klass 1: tsefalosporinaasid, millele ei mdju B-laktamaaside inhibiitor klavulaanhape. Vordne

molekulaarse klassifikatsioonisiisteemi klass C-ga.

Klass 2: B-laktamaaside, kuhu kuuluvad penitsillinaasid, tsefalosporinaasid ja laiaspektriga [3-
laktamaasid, mis on tavaliselt inhibeeritud B-laktamaas inhibiitorite poolt. Uhtlasi on see
suurim laktamaaside klass. Molekulaarse klassifikatsioonisiisteemi jérgi on siin klass A ja D

ensiiimid.

Klass 3: metallo-p-laktamaasid (MBL), mis hiidroliiiisivad penitsilliine, tsefalosporiine ja
karbapeneeme. Metallo-B-laktamaasid on resistentsed -laktamaasi inhibiitoritele (klavulaan-
hape, sulbaktaam ja tasobaktaam), vélja arvatud raskmetalli kelaatorile (ingl ethylene-
diaminetetraacetic acid, EDTA) ja p-kloro-elavhdbe-bensoaat (ingl p-chloromercuribenzoate,

pCMB). Molekulaarse klassifikatsiooni jargi klass B ensiiiimid.

Klass 4: penitsillinaasid, mis ei ole histi inhibeeritavad klavulaanhappe poolt. See klass on

veel tdpsemalt kirjeldamata. Arvatakse, et voiks kuuluda mone teise eelnimetatud klassi
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koosseisu (Bush et al., 1995; Jacoby, 2009; Bush & Jacoby, 2010; Schofield, 2011; Bush,
2012).

Giske klassifikatsioonisiisteem

Giske Klassifiatsioon on kasutusele voetud teiste klassifikatsioonisiisteemide tdiendamiseks.
Selle tks eesmirkidest on lihtsustada ensiilimide stistematiseerimist kliiniliste laborite,
tervishoiutootajate ja infektsioonikontrolli teostamiseks (Giske, 2009). Giske klassifikatsiooni
kohaselt on ensiiimid jagatud klassidesse kliinilise tdhtsuse jdrgi. Selle siisteemi jérgi

jaotuvad ESBL-d kolme pohiklassi:

ESBL a: see klass sisaldab enam levinud ESBL-de nagu CTX-M, SHV ja TEM perekondade
derivaate. ESBLA on vdrdne Ambleri siisteemi klass A ja Bush-Jacoby-Medeiros siisteemi
alamklassi 2be-ga (Giske et al., 2009; Bush & Jacoby, 2010).

ESBL v klass, mis jaotatakse kaheks (Giske, 2009):

—  ESBLwm.c: plasmiidset péritolu AmpC, mis on vordne Ambleri siisteemi klass C-ga

— ESBLwm.p: ESBL-d perekonnast OXA, mis on vordne Ambleri siisteemi klass D-ga

ESBLcarsa: Siia kuuluvad karbapeneeme hiidroliiiisivad ensiitimid ja see klass jaotatakse
kolmeks (Giske, 2009):

—  ESBLcarsa-a: K. pneumoniae klass A karbapenemaas (KPC)
— ESBLcarsa-s: See klass sisaldab metallo-B-laktamaase (MBL)

— ESBLcarsa-p: selle klassi esindajateks on OXA karbapenemaasid

2.6.2. Laiendatud spektriga p-laktamaas ja integronid

Pracguseks on vihe teada integronide ja laiendatud spektriga f-laktamaasi (ESBL) tootvate
geenide kooseksisteerimisest. ESBL geenid tagavad bakteri resistentsuse [-laktaam
antibiootikumidele. On leitud, et integronide esinemissagedus multiresistentsetes
enterobakterites on korge. Seetdttu peetakse integrone multiresistentsete bakterite markeriteks
(Rao et al., 2006; Rizi et al., 2015). Samuti on viimase kiimnendi jooksul toimunud kiire ja
drastiline ESBL geene sisaldavate enterobakterite sageduse tous kliinilistes proovides (Karimi
et al., 2012, Memariani et al., 2014). Nii arvatakse, et integronid kui horisontaalse
geeniiilekande pohjustajad erinevate bakterite vahel, vdivad olla ESBL produtseerivate
geenide kiire leviku pdhjuseks (Memariani et al., 2014). Naiteks on leitud, et 73% haiglast
isoleeritud ESBL positiivsetest K. pneumoniae tiivedest sisaldas klass 1 integroni (Rao et al.,

2006). E. coli kliinilistest materjalidest isoleeritud ESBL produtseerivate tiivede korral oli
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integronide esinemissagedus 69% (Chen et al., 2013). Veel on teada, et 48% K. pneumoniae
ja 54% E. coli kliinilistest materjalidest eraldatud tiivedest omasid nii ESBL geene kui ka
integrone (Karimi et al., 2012). Erinevate kirjandusallikate pdhjal on leitud, et kliinilistest
materjalidest isoleeritud enterobakterid, mis produtseerivad ESBL-i, omavad suurema
toendosusega klass 1 integrone (Chen et al., 2013; Mobarak-Qamsari et al., 2013). Samas on
mitmeid uuringuid, mille jareldusteks on, et integronide esinemine ja ESBL levik pole
omavahel seotud (Machado et al., 2005; Memariani et al., 2014). Nii on antibiootikum-
resistentsuse kiire leviku pidurdamiseks vaja oluliselt rohkem uurida integronide tdhtsust
ESBL geenide levikus.
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3. TOO EESMARGID

Kéesoleva magistritod pohieesmirgiks oli uurida integronide esinemist Ladnemere riikide
(Eesti, Lati, Leedu, Venemaa) inimeste bioloogilistest materjalidest isoleeritud Klebsiella
pneumoniae ja Escherichia coli tiivedes.

To606 alacesmérgid olid:

1. Kirjeldada ja vorrelda fenotiiiibiliselt ESBL positiivsetes K. pneumoniae ja E. coli
tivedes integronide ja integronide klasside esinemist sdltuvalt tiive paritolust (riik,

Kliiniline materjal).

2. Analiiisida ESBL positiivsetes bakteritiivedes integronide esinemise seoseid
bakteriliigi, peremeesorganismi vanuse, péritolu riigi ja kliiniliste materjalidega.
3. Kirjeldada integronide esinemist Eestist isoleeritud ESBL positiivsetes ja negatiivsetes

E. coli tiivedes.

4. Vorrelda integronide esinemist Eesti tervete inimeste soole mikrobiootast ja
Kliinilistest materjalidest isoleeritud E. coli tiivedes.
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4. MATERJAL JA METOODIKA

4.1. Uuringumaterjal

Kéesolevas t60s uuriti laiendatud spektriga beeta-laktamaase produtseerivaid (ingl extended

spectrum beta-lactamase ESBL) ja mitteprodutseerivaid enterobaktereid.

ESBL positiivsed tiived

ESBL positiivsed K. pneumoniae ja E. coli tiived koguti “Antibiootikumresistentsuse
molekulaarne multipleks diagnostika” (ARMMD) projekti raames. Tiived koguti vahemikus
jaanuarist maini 2012. aastal 20 erinevast haiglast Ladnemere riikides: Eestis (n=5), Latis
(n=4), Leedus (n=3) ja Venemaal (Peterburg) (n=8). Fenotiiiibilise ESBL kindlaks tegemiseks
skriiniti uuringu kéigus kokku 13 130 tiive: 2350 K. pneumoniae ja 10780 E. coli.
Baltimaades skriiniti kliinilistest materjalidest isoleeritud tiived vastavalt antimikroobse
tundlikkuse testimise Euroopa komitee (ingl The European Committe on Antimicrobial
Susceptibility Testing, EUCAST 2.0) ja Venemaal vastavalt Kliiniliste ja laboratoorsete
standardite instituudi (ingl Clinical and Laboratory Standards Institute, CLSI 2011)
kriteeriumitele. Parast skriiningut kasutati ESBL produktsiooni kinnitamiseks diskdifusiooni
meetodil pdhinevat ESBL méédramise komplekti (ESBL ja AmpC Confirm kit; Rosco, Taani).
Fenotiiiibiliselt ESBL positiivsed tiived saadeti Tartu Ulikooli mikrobioloogia instituuti.

Uuringu kéigus registreeriti kodeeritud patsientide andmed.

Kéesolevas t60s uuriti ARMMD projekti kdigus skriinitud 531 K. pneumoniae ja 422 E. coli
fenotiitibiliselt ESBL positiivset bakteritiive, mis olid isoleeritud erinevatest kliinilistest
materjalidest (veri, uriin, hingamisteede ja haavaeritis) Eestis, Latis, Leedus ja Venemaal
(Tabel 1).

ESBL negatiivsed tiived

ESBL negatiivsed E. coli tiived (n=352) isoleeriti Tartu Ulikooli Kliinikumi (TUK)
kliinilistest materjalidest ajavahemikul 20062012 (Tabel 1). Neist 117 E. coli tiive isoleeriti
bakterieemiaga patsientide verest (veebruar 2006—detsember 2007) ja 105 E. coli tiive
uroinfektsiooniga patsientide uriinist (september—november 2011) ja 130 E. coli tiive
isoleeriti tervete inimeste soole mikrobiootast (mai—detsember 2012) projekti “Anti-
biootikumresistentsuse levikuteed” (ABRESIST) kéigus.

Koiki kogutud tiivesid (ESBL positiivsed ja negatiivsed) siilitatakse Tartu Ulikooli

mikrobioloogia instituudi Inimese Mikrobioota Biopangas (HUMB) -80°C juures.
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Tabel 1. Kdesolevas t66s kasutatud ESBL positiivsete K. pneumoniae ja E. coli ning ESBL
negatiivsete E. coli tiivede péritolu kirjeldus (n, %)

Eesti Lati Leedu Venemaa Kokku
Materjal n % n % n % n % n %
K. pneumoniae ESBL positiivsed tiived
Veri 6 3,2 5 74 15 153 7 39 33 6,2
Uriin 121 654 26 382 49 500 32 406 269 50,7
Hingamisteed 37 200 19 279 12 122 68 37,7 136 25,6
Mida 21 11,4 18 265 22 225 73 17,8 93 17,5
Kokku 185 1000 68 100,0 98 100,0 180 100,0 531  100,0
E. coli ESBL positiivsed tiived
Veri 7 4,8 8 72 7 200 5 39 27 6,4
Uriin 107 733 52 464 19 543 86 66,6 264 62,6
Hingamisteed 9 62 15 134 2 57 13 10,1 39 9,2
Mida 23 157 37 330 7 200 25 194 92 21,8
Kokku 146 100,0 112 100,0 35 100,0 129 100,0 422  100,0
E. coli ESBL negatiivsed tiived
Veri 117 3372 - - - - - - - -
Uriin 105 29,7 - - - - - - - -
Roe 130 36,9 - - - - — - - -
Kokku 352 100,0 - - - - - - - -

4.2. Uuringumetoodika

Bakteritiivede identifitseerimine

Bakteriliik identifitseeriti Tartu Ulikooli mikrobioloogia instituudis MALDI-TOF
analiisaatori (Bruker Daltonics GmbH, Saksamaa) abil. Tiived kiilvati mitteselektiivsele
veriagarile (Lab M; UK) ja inkubeeriti 60pdev 37°C juures. Seejdrel identifitseeriti tiived
MALDI-TOF spektromeetriga vastavalt tootjaprotokollile. Meetod pohineb bakteriliigi
kindlaks tegemisel bakteriliigile iseloomulike valkude spektri pdhjal.
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DNA eraldamine

Kaiesoleva t66 raames kiilvati K. pneumoniae ja E. coli tiived veriagarile ja inkubeeriti 66pdev
37°C juures. Seejirel eraldati véljakasvanud kolooniatest bakterite DNA QIAamp DNA

MiniKit (Qiagen, Saksamaa) abil vastavalt tootjaprotokollile.

Integraasi geenide miaaramine multipleks RT PCR meetodiga

Multipleks reaalaja poliimeraasi ahelreaktsiooniga (ingl real-time polymerase chain reaction,
RT PCR) madrati kindlaks K. pneumoniae ja E. coli tiivedes integraasi geenide olemasolu.
Multipleks RT PCR-i reaktsioonides kasutati kolme erinevat integraasi geeni praimerit
(Barraud et al., 2010) (Tabel 2.) Selleks valmistati 25 ul reaktsioonisegu iga proovi jaoks.
Reaktsioonisegu sisaldas 5 pl bakteriaalset DNA-d, 12,5 ul TagMan universal master mix-i
(Applied Biosystem, USA), 6mM MgCl;; 0,4 uM igat praimerit (int1-(LC1-LC5), (int2-(LC2-
LC3), (int3-(LC1-LC2) ja 0,2 uM igat proobi (intl, int2, int3) (Barraud et al., 2010). RT PCR

programm sisaldas kolme etappi:
1. etapp 95°C juures 10 min: esialgne denaturatsioon

2. etapp 95°C juures 30 sekundit denaturatsioon ja 60°C juures 1 minut praimerite

seondumine — 45 tsiiklit
3. DNA siintees 72°C juures 10 sekundit

RT PCR viidi 1dbi 7500 Real-time PCR termotsiikleriga (Applied-Biosystem, USA). K&iki
standardi lahjendusi ja proove amplifitseeriti kolmes korduses ja positiivne kontroll lisati
igale RT PCR plaadile. Positiivseteks kontrollideks olid E.coli/pBAD 18::intl1,
E.coli/pGEMT Easy::intl2 ja E.coli/pBAD18::intl tiived (Barraud, Department of
Bacteriology, University of Limnoges, France). Koikide proovide RT PCR tulemusi

analiitisiti 7500 Software versioon 2.0.4 programmi poolt.

Kéesoleva t66 autor viis 1dbi DNA eraldamise ja integraasi geenide méadramise loetletud
ESBL positiivsete K. pneumonia ja E. coli ning ESBL negatiivsete E. coli bakteritiivede

korral.
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Tabel 2. Integraasi geenide detekteerimiseks kasutatud praimerid ja proobid (Barraud et al.,
2010)

Geen* Praimeri nimi Jarjestus 5'—3 suunas
intll intl1-LC1 GCCTTG ATG TTA CCC GAG AG
intl1-LC5 GAT CGG TCG AAT GCG TGT
intl2 int12-LC2 TGCTTTTCCCACCCTTACC
int12-LC3 GAC GGC TACCCTCTGTTATCTC
intl3 int13-LC1 GCCACCACTTGTTTG AGG A
int13-LC2 GGATGTCTGTGCCTGCTTG
intll intl1-probe ATT CCT GGC CGT GGT TCT GGG TTT T
intl2 intl2-probe TGG ATACTC GCAACCAAGTTATTTTTACGC TG
intl3 intI3-probe CGCCACTCATTC GCCACCCA

* Integraasi geen, millele praimer seondub.

4.3. Toos kasutatud tunnused

— Integronide esinemine: jah/ei

— Integronide klassid: Integron 1 (Intl), Integron 2 (Int2), Integron 3 (Int3) (esinemine kas
tiksi vOi kombinatsioonis)

— Integronide klasside kombinatsioonid: Int1/Int2, Intl/Int3, Int2/Int3, Intl/Int2/Int3

— ESBL K. pneumoniae tiived: positiivne

— ESBL E. coli tiived: positiivne/negatiivne

— Riik: Eesti / Lidti / Leedu / Venemaa

— Vanus: patsientide vanus aastates, kellelt proovid koguti

— Bioloogiline materjal:
v Kiliiniline materjal hospitaliseeritud patsientidelt: veri / uriin / hingamisteede

(iilemised ja alumised) eritis / haavaeritis

v Normaalne mikrobioota tervete inimeste soolest: roe

4.4. Andmeanaliis

Andmeanaliiis viidi 1dbi K. pneumoniae ja E. coli tiivedele eraldi (Tabel 1). Andmete
kirjeldamiseks kasutati sagedustabeleid. Arvutati vélja proove andnud uuringualuste
keskmised vanused koos standardhédlbega (ingl standard deviation, SD). Kahe rithma vahelise
erinevuse testimiseks kasutati z-testi. Rohkem kui kahe rithma vahelise erinevuse testimiseks
kasutati kas hii-ruut testi voi Fisher exact testi. Kahe rithma keskvéirtuste vordlemiseks
kasutati Mann-Whitney U-testi.
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Integronide esinemise seoseid erinevate teguritega (bakteriliik, inimese vanus, péritoluriik,
uuritav materjal) uuriti logistilise regressioonanaliiiisiga. Logistilise regressioonanaliiiisi [
mudelis analiiiisiti ESBL positiivseid K. pneumoniae ja E. coli tiivesid Eestis, Latis, Leedus ja
Venemaal, mis olid isoleeritud Kliinilistest materjalidest (veri, uriin, hingamisteede ja
haavaeritis). II mudelis analiiiisiti ESBL positiivseid ja negatiivseid E. coli tiivesid, mis olid
isoleeritud kliinilistest materjalidest (veri, uriin) Eestis. Mdlemas mudelis oli sdltuvaks
teguriks integronide esinemine (vs mitte esinemine). I mudelis olid kirjeldavateks teguriteks
bakteriliik (K. pneumoniae, E. coli), inimese vanus (pideva tunnusena), riik (Eesti, Lati,
Leedu, Venemaa) ja kliiniline materjal (veri, uriin, hingamisteede ja haavaeritis). Il mudelis
olid kirjeldavateks teguriteks bakteritiivi (ESBL positiivne, ESBL negatiivne) ja kliiniline
materjal (veri, uriin). Molemas mudelis arvutati vidlja kohandamata ja koigile mudelis
kasutatud kirjeldavatele teguritele kohandatud Sansisuhted (OR) koos 95% usaldus-
vahemikuga (95% CI).

Integronide esinemise vordlemiseks normaalse mikrobioota tiivedes (roe) ning kliinilistest
materjalidest (veri, uriin) isoleeritud ESBL positiivsetes ja negatiivsetes E. coli tiivedes Eestis
arvutati védlja integronide esinemissagedus erinevates materjalides koos 95% usaldus-

vahemikega.

Andmeanaliilisiks kasutati statistikaprogrammi STATA 10.0.
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5. TULEMUSED

Patsientide vanuseline jaotus

Patsientide vanus, kellelt isoleeriti ESBL positiivsed K. pneumoniae ja E.coli tiived, oli

oluliselt madalam Venemaal vorreldes Eesti, Léti ja Leeduga (Tabel 3).

Tabel 3. Patsientide keskmine vanus koos standardhdlbega (SD), kelle Kliinilistest
materjalidest isoleeriti ESBL positiivsed K. pneumoniae ja E. coli tiived (paksus Kirjas
margitud erinevused kdigi teiste riikidega)

Keskmine vanus vanus £SD

Eesti Lati Leedu Venemaa Kokku

K. pneumoniae

65,2+17,1%2 56,4+24,8034  69,1+12,93° 46,0+£30,2%*° 59,2 423.9°

E.coli

58,9+22,6° 59,3+19,8® 59,9+25,0° 29,2+32,3%"8 52,5427,5°

Tp=0,015; *p<0,001; *p<0,001; *p=0,041; °p<0,001; °p<0,001; 'p<0,001; p<0,001; °p<0,001;

5.1. Integronide esinemine ESBL positiivsetes K. pneumoniae ja E.
coli bakteritiivedes Laéinemere riikides

5.1.1. Integronide esinemine riigiti ja vastavalt kliinilisele materjalile

Eestis, Latis, Leedus ja Venemaal kokku oli integrone kliinilistest materjalidest isoleeritud
ESBL positiivsetes K. pneumoniae tiivedes 92,3% (490/531) ja E. coli tiivedes 98,3%
(415/422) (p<0,001) (Tabel 4).

Eestist kogutud E. coli tiivedes oli rohkem integrone kui K. pneumoniae tiivedes (98,0% Vs
90,8%; p=0,007) (Tabel 4). Latist, Leedust ja Venemaalt isoleeritud ESBL positiivsetel
K.pneumoniae ja E. coli tiivedes ei olnud erinevusi integronide esinemissageduses liikide

vahel (p=0,298; p=0,067; p=0,156).

Riikidevahelises vordluses oli Leedust isoleeritud fenotiitibiliselt ESBL positiivsetes K.
pneumoniae tiivedes vahem integrone vorreldes Léatiga (p=0,015) ja Venemaaga (p=0,004)
(Tabel 4). Fenotiitibiliselt ESBL positiivsetes E. coli tiivedes riikidevahelisi erinevusi ei olnud
(p=0,723).
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Tabel 4. Integronide esinemine ESBL positiivsetes K. pneumoniae ja E. coli tiivedes riigiti

Eesti Lati Leedu Venemaa Kokku

Integroni
esinemine

n % n % n % n % n %

K. pneumoniae

Integron+ 168 90,8 66 97,1° 84 857°° 172 956° 490 92,3

Integron— 17 9,2 2 29 14 143 8 44 41 7,7

Kokku 185 1000 68 1000 98 1000 180 1000 531 1000
E. coli

Integron+ 143 980" 111 991 34 971 127 985 415 983"

Integron— 3 2,0 1 09 1 2,9 2 1,5 7 1,7

Kokku 146  100,0 112 1000 35 100,0 129 1000 422 100,

1p=0,007; ?p=0,01; *p=0,004; *p<0,001;

K. pneumoniae

Koikides riikides kokku esines integrone fenotiiiibiliselt ESBL positiivsetes K. pneumoniae
titvedes vastavalt Kliinilisele materjalile 93,9% veres, 91,8% uriinis, 89,7% hingamisteedes ja
96,8% haavaeritises (p=0,238) (Tabel 5).

Riigiti varieerus integronide esinemine ESBL positiivsetes K. pneumoniae bakteritiivedes

erinevates kliinilistes materjalides vahemikus 80-100% (Tabel 5).

Riikidevahelises vordluses oli fenotiitibiliselt ESBL positiivsetes K. pneumoniae bakteri-
tiivedes erinevused integronide esinemises vaid uriinis ja hingamisteede eritises (Tabel 5).
Leedus uriinist isoleeritud tiivedes oli oluliselt viahem integrone vorreldes Léti (p=0,016) ja
Venemaaga (p=0,012). Eestis hingamisteedest isoleeritud tiivedes oli oluliselt vdhem

integrone vorreldes Venemaaga (p=0,043).
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Tabel 5. Integronide esinemine (Int+, Int-) ESBL positiivsetes K. pneumoniae tiivedes
vastavalt kliinilisele materjalile riigiti

Integronide Kliiniline materjal
esinemine Veri Uriin Hingamisteed Haavaeritis Kokku
riigiti n % n % n % n % n %
Riigid koos
Int+ 31 939 247 918 122 897 90 96,8 490 92,3
Int— 2 6,1 22 8,2 14 10,3 3 3,2 41 7,7
Kokku 33 100,0 269 100,0 136 100,0 93 100,0 531 100,0
Eesti
Int+ 6 1000 111 917 30 81,1° 21 1000 168 90,8
Int— 0 0,0 10 8,3 7 189 0 0,0 17 9,2
Kokku 6 100,0 121 100,0 37 1000 21 100,0 185 100,0
Lati
Int+ 5 1000 26 100,0" 17 895 18 100,0 66 97,1
Int— 0 0,0 0 0,0 2 105 0 0,0 2 2,9
Kokku 5 100,0 26 100,0 19 100,0 18 100,0 68 100,0
Leedu
Int+ 13 867 40 816" 11 91,7 20 909 84 857
Int— 2 13,3 9 184 1 8,3 2 91 14 143
Kokku 15 100,0 49 100,0 12 100,0 22 100,0 98 100,0
Venemaa
Int+ 7 1000 70 959° 64 941° 31 969 172 956
Int— 0 0,0 3 4,1 4 59 1 3,1 8 4.4

Kokku 7 100,0 73 100,0 68 1000 32 100,0 180 100,0

'p=0,016; *p=0,012; °p=0,043;

E. coli

Kaikides riikides kokku esines integrone fenotiiiibiliselt ESBL positiivsetes E. coli tiivedes
vastavalt materjalile 96,3% veres, 99,2% uriinis, 97,4% hingamisteedes ja 96,7%
haavaeritises (p=0,131) (Tabel 6).

Riigiti varieerus integronide esinemine ESBL positiivsetes E. coli bakteritiivedes erinevates
Kliinilistes materjalides vahemikus 85-100% (Tabel 6).
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Riikidevahelises vordluses ei olnud integronide esinemises erinevusi materjalide vahel
fenotiitibiliselt ESBL positiivsetes E. coli bakteritiivedes (p=0,572) (Tabel 6).

Tabel 6. Integronide esinemine (Int+, Int—) ESBL positiivsetes E. coli tiivedes vastavalt
kliinilisele materjalile riigiti

Integronide Kliiniline materjal
esinemine Veri Uriin Hingamisteed = Haavaeritis Kokku
riigiti n % n % n % n % n %
Riigid koos
Int+ 26 96,3 262 99,2 38 974 89 96,7 415 983
Int— 1 3,7 2 0,8 1 2,6 3 3,3 7 1,7
Kokku 27 100,0 264 100,0 39 1000 92 100,0 422 100,0
Eesti
Int+ 6 85,7 106 99,1 9 100,0 22 957 143 98,0
Int— 1 14,3 1 0,9 0 0,0 1 4,4 3 2,1
Kokku 7 100,0 107 100,0 9 100,0 23 100,0 146 100,0
Lati
Int+ 8 100,0 51 98,1 15 100,0 37 100,0 111 99,1
Int— 0 0,0 1 1,9 0 0,0 0 0,0 1 0,9
Kokku 8 100,0 52 100,0 15 100,0 37 100,0 112 100,0
Leedu
Int+ 7 100,0 19 100,0 2 100,0 6 857 34 971
Int— 0 0,0 0 0,0 0 0,0 1 143 1 2,9
Kokku 7 100,0 6 100,0 2 1000 20 100,0 35 100,0
Venemaa
Int+ 5 1000 86 100,0 12 923 24 96,0 127 985
Int— 0 0,0 0 0,0 1 7,7 1 4,0 2 1,6
Kokku 5 100,0 86 100,0 13 1000 25 100,0 129 100,0

Riikides kokku oli integronide esinemise erinevus fenotiiiibiliselt ESBL positiivsetes tiivedes
liigiti ainult uriinis. Uriinist isoleeritud E. coli tiivedes oli oluliselt rohkem integrone vorreldes

K. pneumoniae tiivedega (p<0,001).
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5.1.2. Integronide klasside esinemine riigiti ja vastavalt kliinilisele materjalile

Tabel 7 kirjeldab klass 1, 2 ja 3 integronide esinemissagedust kas tiksi voi kombinatsioonis,

mis on vilja arvutatud tabel 7a andmetel.

K. pneumoniae

Klass 1 integrone (kas iiksi voi kombinatsioonis) esines 89,3% K. pneumoniae ESBL
positiivsetes tiivedes Eestis, 98,5% Litis, 78,6% Leedus ja 94,2% Venemaal (Tabel 7).
Leedust isoleeritud tiivedes oli integrone oluliselt vahem vdrreldes Eesti, Lati ja Venemaaga
(p=0,022; p<0,001; p<0,001).

Klass 2 integrone esines fenotiitibiliselt ESBL positiivsetes K. pneumoniae tiivedes Eestis
4,2%, Litis 1,5%, Leedus 11,9% ja Venemaal 3,5%. (Tabel 7). Leedust isoleeritud tiivedes oli
oluliselt rohkem Kklass 2 integrone vdorreldes Eesti, Lati ja Venemaaga (p=0,021; p=0,015;
p=0,009).

Klass 3 integrone (kas iiksi voi kombinatsioonis) esines fenotiiiibiliselt ESBL positiivsetes K.
pneumoniae tiivedes Eestis 67,3%, Litis 1,5%, Leedus 41,7% ja Venemaal 75,0% (Tabel 7).
Eestist isoleeritud tiivedes oli oluliselt rohkem klass 3 integrone vorreldes Léti ja Leeduga
(p<0,001; p<0,001), Leedust isoleeritud tiivedes oluliselt rohkem vorreldes Litiga (p<0,001),
kuid vahem vorreldes Venemaaga (p<0,001) ja Litist isoleeritud tiivedes oli klass 3 integrone

viahem vorreldes teiste riikidega (p<0,001).

E. coli

Klass 1 integrone (kas iiksi vdi kombinatsioonis) esines 100,0% E. coli ESBL positiivsetes
tiivedes Eestis, Latis ja Leedus ning 98,4% Venemaal (Tabel 7). Klass 1 esinemises E. coli
ESBL positiivsetes tiivedes ei olnud riikidevahelisi erinevusi (p=0,573).

Klass 2 integrone (kas iiksi v3i kombinatsioonis) esines fenotiitibiliselt ESBL positiivsetes E.
coli tiivedes Eestis 7,0%, Litis 3,6%, Leedus 2,9% ja Venemaal 17,3% (Tabel 7). Venemaalt
isoleeritud tiivedes esines klass 2 integrone oluliselt ronkem vorreldes Eesti, Lati ja Leeduga
(p=0,009; p=0,001; p=0,033).

Klass 3 integrone esines 82,5% ESBL positiivsetes E. coli tiivedes Eestis, 44,1% Litis, 11,8%
Leedus ja 55,1% Venemaal (Tabel 7). Eestist isoleeritud tiivedes oli oluliselt ronkem klass 3
integrone vorreldes Léti (p<0,001), Leedu (p<0,001) ja Venemaaga (p<0,001) ning Leedust
isoleeritud tiivedes oli oluliselt vihem klass 3 integrone vorreldes Eesti, Liti ja Venemaaga
(p<0,001; p=0,001; p<0,001).
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Tabel 7. Integronide esinemine klasside jargi (iiksitkombinatsioonis) ESBL positiivsetes K.
pneumoniae ja E. coli bakteritiivedes riigiti (rasvases kirjas méargitud erinevused koigi teiste
riikidega)

int Eesti Lati Leedu Venemaa Kokku
n
n % n % n % n % n %
K. pneumoniae
Intl 150 89,3 65 9853 66  78,6>* 162  94,2° 443 90,4
Int2 7 4,2° 1 1,5° 10 11,9%%7 6 35 24 49
Int3 113 67,38° 1 1,580 35 41,7°12 129 75012 278 56,7
E. coli

Intl 143  100,0 111  100,0 34  100,0 125 98,4 413 995
Int2 10 7,08 4 3,64 1 2,9% 22 173B¥B 37 89

Int3 118  82,5%118 49 44,1810 4 11,8119 70 5511820 241 581

1p=0,020; %p=0,022; °p<0,001; °p<0,001; °p=0,021; °p=0,015; 'p=0,009; ®p<0,001; °p<0,001;
1°p<0,001; p<0,001; *p<0,001; **p<0,009; **p=0,001; *°*p=0,033; *°p<0,001; *'p<0,001; **p<0,001;
19 20

p=0,001; “'p<0,001;

Fenotiitibiliselt ESBL positiivsetes K. pneumoniae ja E. coli tiivedes esines kdige enam
Int1l/Int3 kombinatsiooni (Tabel 7a). ESBL positiivsetest K. pneumoniae tiivedes oli antud
kombinatsiooni Eestis 53,6%, Leedus 19,1% ja Venemaal 65,7%. Liti Intl/Int3
kombinatsioon puudus. Eestist isoleeritud tiivedes oli Intl/Int3 kombinatsiooni oluliselt
rohkem vorreldes Leedu (p<0,001) ja Venemaaga (p=0,023) ning Leedust isoleeritud tiivedes

oluliselt vihem vorreldes Venemaaga (p<<0,001).

Eestist isoleeritud E. coli tiivedes oli eelpool nimetatud kombinatsiooni sagedamini kui Létist,
Leedust ja Venemaalt isoleeritud tiivedes (76,9% , 44,1%, 11,8%, 46,5%; vastavalt p<0,001,
p<0,001, p<0,001) (Tabel 7a). Leedust isoleeritud E. coli tiivedes oli Int1/Int3 kombinatsiooni
viahem vdrreldes Eesti, Liti (p=0,001) ja Venemaaga (p<0,001).

Erinevatest kliinilistest materjalidest isoleeritud K. pneumoniae ja E. coli tiives integroni

klassides statistilisi erinevusi ei olnud (tulemusi t66s ei esitatud).
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Tabel 7a. Integronide esinemine klasside ja klassikombinatsioonide jargi ESBL positiivsetes
K. pneumoniae ja E. coli bakteritiivedes riigiti

Eesti Lati Leedu Venemaa Kokku

Integronid
n % n % n % n % n %

K. pneumoniae

Intl (ainult) 53 315 64 970 41 488 43 250 201 41,0

Int2 (ainult) 0 000 0 00 1 12 0 00 1 02
Int3 (ainult) 18 10,7 1 15 17 202 10 58 46 94
Intl/Int2 2 1,2 1 15 7 83 0 00 10 20
Int1/Int3 90 53,6 0 00 16 191 113 657> 219 447
Int2/Int3 0 000 0 00 O 000 0 00 0 00
Intl/Int2/Int3 5 30 0 00 2 24 6 35 13 27
Kokku 168 1000 66 100,0 84 1000 172 100,0 490 100,

E. coli

Intl (ainult) 23 16,1 58 523 29 853 45 354 155 374

Int2 (ainult) 0 00 0 00 O 0,0 1 08 1 02
Int3 (ainult) 0 00 0 00 O 0,0 1 08 1 02
Intl/Int2 2 14 4 36 1 29 11 86 18 43
Int1/Int3 110 76,9*° 49 441*%" 4 118>"® 59 465°° 222 535
Int2/Int3 0 00 0 00 O 0,0 0 00 0 00
Int1/Int2/Int3 8 56 0 00 0 00 10 79 18 44
Kokku 143 1000 111 1000 34 1000 127 1000 415 1000

1p<0,001; %p=0,023; *p<0,001; *p<0,001; °p<0,001; °p<0,001; p=0,001; °p<0,001;

5.2. Integronide esinemise seosed ESBL positiivsetes bakteritiivedes
bakteriliigi, inimese vanuse, riigi ja kliiniliste materjalidega

Kohandamata mudelis oli vorreldes ESBL positiivsete K. pneumoniae tiivedega integronide
esinemise tdendosus oluliselt suurem E. coli tiivedes (Tabel 8). Vorreldes Eestiga oli
integronide esinemise tdoendosus ESBL positiivsetes bakteritiivedes oluliselt suurem Litis.

Vanuse kasvades vihenes integronide esinemise tdendosus.

Pédrast Sansisuhte kohandamist koigile teguritele jdi statistiliselt oluliseks vaid seos bakteri-
liigiga. Vorreldes ESBL positiivsete K. pneumoniae tiivedega oli 3,88 korda suurem $anss

(95% CIl 1,58-9,50) integronide esinemiseks E. coli tiivedes. Integronide esinemise
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toendosusel ei leitud seost vanuse, riigi ega kliiniliste materjalidega, kust tiived olid

isoleeritud.

Tabel 8. Integronide esinemise (vs mitteesinemine) Sansisuhted (OR) koos 95% usaldus-
vahemikuga (Cl) bakteriliigi, vanuse, riigi, Kkliiniliste materjalide jargi ESBL positiivsetes
bakteritiivedes (I mudel)

Tunnus Kohandamata OR (95% CI)  Kohandatud* OR (95% CI)
Bakteriliik
K. pneumoniae 1 1
E. coli 4,96 (2,20-11,17) 3,88 (1,58-9,50)
Vanus 0,98 (0,97-0,99) 0,99 (0,98-1,01)
Riik
Eesti 1 1
Lati 3,79 (1,11-12,95) 2,85 (0,91-10,03)
Leedu 0,51 (0,25-1,02) 0,56 (0,27-1,17)
Venemaa 1,92 (0,89-4,18) 1,83 (0,74-4,51)
Kliiniline materjal
veri 1 1
uriin 1,12 (0,33-3,82) 0,83 (0,23-2,98)
hingamisteed 0,56 (0,16-2,01) 0,43 (0,11-1,67)
mada 1,57 (0,38-6,48) 0,99 (0,98-1,01)

*Iga Sansisuhe kohandati kdigile tabelis esitatud tunnustele.

5.3. Integronide esinemine Eestist isoleeritud ESBL positiivsetes ja
negatiivsetes E. coli tiivedes

ESBL positiivsetes tiivedes esines integrone 98,3% (112/114) proovidest ja ESBL
negatiivsetes tiivedes 98,7% (219/222) proovidest Eestis (p=0,773) (Tabel 9). Verest
isoleeritud ESBL positiivsetes E. coli tiivedes esines integrone 85,7% ja ESBL negatiivsetes
tiivedes 97,4% (p=0,088). Uriinist isoleeritud ESBL positiivsetes E. coli tiivedes oli integrone
99,1% ja ESBL negatiivsetes tiivedes 100,0% (p=0,989).
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Tabel 9. Integronide esinemine (n, %) Eesti ESBL
bakteritiivedes vastavalt kliinilisele materjalile

positiivsetes ja negatiivsetes E. coli

Integronid Veri Uriin Kokku
ESBL tiivedes n % n % n %
ESBL positiivne tiivi
Int+ 6 85,7 106 99,1 112 98,3
Int— 1 14,3 1 0,9 2 1,7
Kokku 7 100,0 107 100,0 114 100,0
ESBL negatiivne tiivi
Int+ 114 97,4 105 100,0 219 98,7
Int— 3 2,6 0 0,0 3 1,3
Kokku 117 100,0 105 100,0 222 100,0

Klass 1 integrone (nii iiksi kui kombinatsioonis) esines 100,0% E. coli ESBL positiivsetes ja

97,3% ESBL negatiivsetes tiivedes (p=0,269) (Tabel 10). Klass 2 integrone esines vastavalt
1,8% ja 2,3% E. coli tivedes (p=0,766). Klass 3 integrone esines 83,0% E. coli ESBL
positiivsetes ja 77,6% (170/219) ESBL negatiivsetes tiivedes (p=0,249).

Kombinatsioonidest esines koige rohkem Intl/Int3 76,8% E. coli ESBL positiivsetes ja

72,6% ESBL negatiivsetes tiivedes (p=0,412).

Tabel 10. Integronide klassi esinemine (nii iiksi kui kombinatsioonis) (n, %) Eesti ESBL

positiivsetes ja negatiivsetes E. coli bakteritiivedes

Integronid ESBL positiivne ESBL negatiivne

n % n %
Int 1 112 100,0 213 97,3
Int 2 2 1,8 5 2,3
Int 3 93 83,0 170 77,6

Kohandamata ja kohandatud $ansisuhted néitasid, et ei olnud erinevust integronide esinemise

toendosuses ESBL positiivsete ja negatiivsete E. coli bakteritiivede ega kliinilisest materjalist

vere ja uriini vahel (Tabel 11).
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Tabel 11. Integronide esinemise (vs mitte esinemine) Sansisuhted (OR) koos 95% usaldus-
vahemikuga (95% CI) ESBL positiivsete ja negatiivsete E. coli bakteritiivede ja kliinilise
materjali jargi Eestis (Il mudel)

Tunnus Kohandamata OR Kohandatud OR*
(95% CI) (95% CI)

ESBL bakterituvi

negatiivne 1 1

positiivne 0,77 (0,13-4,66) 0,13 (0,02-1,18)
Kliiniline materjal

Veri 1 1

uriin 7,03 (0,78-63,65) 8,07 (0,80-81,7)

*Sansisuhted kohandati mdlemale tabelis esitatud tunnusele.

5.4. Integronide esinemine Eesti tervete inimeste soole mikrobiootast
ja Kliinilistest materjalidest isoleeritud E. coli tiivedes

Normaalse mikrobioota tiivedes (roe) oli integrone 26,2% proovidest (Tabel 12). Kliinilistest
materjalidest isoleeritud ESBL positiivsetes tiivedes 98,6% ja ESBL negatiivsetes tiivedes
98,7% proovidest. Vorreldes ESBL positiivsete ja negatiivsete tiivedega oli normaalse

mikrobioota tiivedes esinev integronide hulk statistiliselt oluliselt véiksem (p<0,001;

p<0,001).

Tabel 12. Integronide esinemine normaalse mikrobioota (roe) tiivedes ning ESBL
positiivsetes ja negatiivsetes E. coli tiivedes Eestis

Materjal Mikroobitiived Integrone sisaldavad proovid

n n % 95% CI
Roe 130 34 26,2™° 18,8-34,6
ESBL+ tiived 114 112 08,3! 94,8-99,8
ESBL- tiived 222 219 08,7 96,1-99,7

*p<0,001; ?p<0,001;
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6. ARUTELU

Kéesolevas magistritdds uuriti integronide esinemist patsientide kliinilistest materjalidest ja

tervete inimeste soole mikrobiootast isoleeritud K. pneumoniae ja E.coli tiivedes.

Integronide epidemioloogia Liinemere riikidest isoleeritud ESBL positiivsetes entero-
bakterites. Koikides Ladnemere riikides kokku oli integronide esinemissagedus korge nii
Kliinilistest materjalidest isoleeritud fenotiiiibiliselt ESBL positiivsetes K. pneumoniae kui E.
coli tiivedes (vastavalt tile 92% ja 98% sisaldas integrone). Ka kirjanduse andmetel oli
kliinilistest materjalidest isoleeritud tiivedes integronide esinemissagedus ESBL positiivsetes
enterobakterites korge (48-73%) (Rao et al., 2006; Karimi et al., 2012; Chen et al., 2013).
Kuna tegemist oli kliinilistest materjalidest isoleeritud ESBL resistentsete tiivedega, siis on
mdistetav, et need sisaldasid suures hulgas antibiootikumresistentsust pohjustavaid integrone.
Infektsioone pohjustavad tiived on sageli multiresistentsed, mida voivad pdhjustada
integronide jérjestustes esinevad resistentsusgeenid (Kumar et al., 2011). Erinevate
teadusuuringute tulemusena on leitud, et integrone voiks kasutada multiresistentsus-
markeritena (Barraud et al., 2010; Gillings, 2014; Kargar et al., 2014; Ravi et al., 2014). Kuna
multiresistentsed infektsioone tekitavad tiived ja integronide esinemissagedus on omavahel
seotud, siis on see iiheks seletuseks infektsioone tekitavate ESBL positiivsete K. pneumoniae

ja E. coli korgele integronide sisaldusele.

Laanemere riikides oli ESBL positiivsetes tiivedes integrone rohkem E. coli kui K.
pneumoniae tiivedes, mis oli oluliselt erinev vaid Eestis. See tulemus on kooskolas
rahvusvaheliste teadusuuringutega, kus on analoogiliselt leitud, et E. coli sisaldab rohkem
integrone kui K. pneumoniae (Motakefi et al., 2008; Brolund et al., 2010). Uheks selle
pohjenduseks voib olla E. coli korgem virulentsus vorreldes K. pneumoniae’ga (Vernet et al.,
1995). Antud t66s oli ESBL positiivsetes E. coli tiivedes integronide esinemissagedus sarnane
erinevates riikides ja Kkliinilistes materjalides. K. pneumoniae tiivedes olid integronide
esinemises olulised riikidevahelised erinevused: Leedust isoleeritud tiivedes oli vihem
integrone vorreldes Lati ja Venemaaga. Samasugused erinevused olid Leedust isoleeritud
urotiivedel, mida voib pohjendada sellega, et urotiived sisaldavad kdige enam just klass 1

integrone, mille sisaldus oli Leedust isoleeritud koige madalam.

Antimikroobse resistentsuse seire iile-euroopalise vorgustiku 2013. aasta andmetel esines
Euroopa riikides antibiootikumresistentsuse levikul pdhja-lduna ja ida-lddne suunaline
gradient, mille jirgi antibiootikumresistentsus peaks olema suurem Idunapoolsetes riikides

vorreldes pohjapoolsetega ja idapoolsetes riikides vorreldes ldadnepoolsetega (ECDC, 2014).
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Pdhja-1duna suunalise gradiendi nditena leiti, et invasiivse E. coli resistentsus kolmanda
pdlvkonna tsefalosporiinidele oli madalam Rootsis ja Norras vorreldes Itaalia ja Hispaaniaga
(vastavalt 5,2% ja 5,5% vs 26,2% ja 13,3%) (ECDC, 2014). Sarnaselt oli K. pneumoniae
invasiivsete tiivede resistentsus kolmanda polvkonna tsefalosporiinidele kolmes Skandinaavia
riigis madalam kui Baltimaades (2,2-4,0% vs 23,3-66,3%) (ECDC, 2014). Kiesolevas to0s
uuriti geograafilise asukoha poolest kiillaltki ldhestikku paiknevaid riike, mistottu
selgepiirilist erinevust integronide esinemises ESBL positiivsetes tiivedes ei leitud ning nende
andmete pohiselt resistentsusgradiendi teooriale toetuda ei saa. Eesti, Liti, Leedu ja Venemaa
bakterite poolt koloniseeritud peremeesorganismide keskmised vanused olid suhteliselt
erinevad, mis vOis monevdrra riikide vahelist integronide esinemissageduse vorreldavust
mdjutada. Néiteks Venemaa patsientide keskmine vanus oli vorreldes teiste riikidega koige

madalam ja suurima varieeruvusega.

Integronide klassid Lifinemere riikidest isoleeritud ESBL positiivsetes enterobakterites.
Kliinilistest materjalidest isoleeritud K. pneumoniae ja E. coli tiivedes esines kdige rohkem
klass 1 integrone kas eraldi voi kombinatsioonis teiste klassidega. Ladnemere regiooni riikide
vahel olid erinevused kolme integronide klassi esinemissageduses. Leedust isoleeritud ESBL
positiivsetes K. pneumoniae tiivedes oli vdhem klass 1 ja rohkem klass 2 integrone vorreldes
teiste riikidega. Venemaalt isoleeritud E. coli tiivedes oli enam klass 2 integrone Kkui
Baltimaades. Litist isoleeritud K. pneumoniae tiivedes oli oluliselt vdhem klass 3 integrone ja

Eestist isoleeritud E. coli tiivedes rohkem klass 3 integrone vorreldes teiste riikidega.

Klass 1 integronide korge esinemissagedus kliinilistest materjalidest isoleeritud entero-
bakterites oli sarnane varasemate uuringute tulemustega (Rao et al., 2006; Idrees et al., 2011,
Domingues et al., 2012; Chen, 2013; Gillings, 2014). Korget klass 1 integronide esinemist
vOib pohjendada sellega, et mitmete ESBL genotiilipidega bakteritel on suurem Sanss klass 1
integroni esinemiseks (Cambray et al., 2010; Chen et al., 2013; Gillings, 2014). Samuti on
uuringute pdhjal selgunud, et klass 1 integroni integraasi geen on aktiivsem ja suudab

ekspresseerida rohkem resistentsusgeene kui teised integronide klassid (Gillings, 2014).

Sarnaselt antud uuringuga oli teiste uuringute kohaselt Kliinilistes materjalides klass 2
integronide esinemissagedus vdga madal (Mobarak-Qamsari et al., 2013; Gillings, 2014,
Memariani et al., 2014). Samasugune tulemus on saadud ESBL produtseerivate bakterite
korral (Ashayeri-Panah, 2014). Klass 2 integronide madalat esinemissagedust voib seletada
kirjanduspohise teadmisega, et selle klassi integraasi geen on inaktiivne ja nii on selle
jérjestuses esinevad geenikassetid konserveerunud (Ramirez et al., 2010; Gillings, 2014;
Memariani et al., 2014).
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Kéesolevas t60s oli klass 3 integronide esinemissagedus kas eraldi voi kombinatsioonis
madalam kui klass 1, kuid kdrgem kui klass 2 integronide esinemissagedus. Suurem osa klass
3 integrone esines kombinatsioonis klass 1 integronidega, kuid nende esinemissagedus eraldi
oli madal. Kirjanduse andmetel oli klass 3 integronide esinemine kliinilistes materjalides viga
madal, neid ei esinenud tldse voi neid leiti vaid kombinatsioonis teiste klassidega (Idrees et
al., 2011; Ashayeri-Panah et al., 2014; Rizi et al., 2015).

Klass 1 ja 3 integronide kombinatsioon oligi antud t60s kdige enam esinevaks kombinat-
siooniks, mille esinemissageduses olid riikidevahelised erinevused. Niiteks esines klass 1 ja
klass 3 klassi kombinatsiooni K. pneumoniae korral kdige rohkem Venemaal ja E. coli korral
Eestis. Ka kirjanduse andmetel oli klass 1 integronide sagedast esinemist bakterites koos klass
3 integronidega pohjendatud nende kahe klassi tihise evolutsiooniga (Gillings, 2014).

Integronide esinemise seosed ESBL positiivsetes tiivedes bakteriliigi, inimese vanuse,
riigi ja Kliiniliste materjalidega. Logistilise regressiooni kohandamata mudelis leiti ESBL
positiivsetes tiivedes integronide esinemisel seosed bakteriliigi, péaritoluriigi ja inimese
vanusega. Tdendosus integronide esinemiseks oli suurem E. coli tiivedes vdrreldes K.
pneumoniae tiivedega, Latis vorreldes Eestiga ning integronide esinemissagedus véhenes
inimeste vanuse kasvades. Mitmetes teistes uuringutes on leitud analoogiliselt, et vanuse
kasvades integronide esinemise tdendosus viaheneb (Motakefi et al., 2008; Sepp et al., 2009;
Brolund et al., 2010).

Koigile teguritele kohandatud logistilise regressiooni mudelis, kus voeti samaaegselt arvesse
nii bakteriliiki, péritoluriiki kui peremeesorganismi vanust, oli integronide esinemine
fenotiiiibiliselt ESBL positiivsetes tiivedes oluliselt seotud vaid bakteriliigiga. Vorreldes K.
pneumoniae’ga oli tdendosus integronide esinemiseks oluliselt suurem E. coli tiivedes. Antud
tulemus on kinnituseks, et mitmete oluliste tegurite samaaegne kaasamine andmeanaliiiisi, Kus
arvestatakse tegurite omavaheliste seoste voimalust, annab vorreldes kahe teguri vahelise
seose analiilisimisega olulisemalt tdpsema tulemuse. Tulemus on kooskodlas rahvusvaheliste
teadusuuringutega, kus on analoogiliselt leitud, et E. coli sisaldab rohkem integrone kui K.
pneumoniae (Motakefi et al., 2008; Brolund et al., 2010).

Integronide esinemine ESBL positiivsetes ja negatiivsetes E. coli tiivedes. Integronide
esinemissagedus Eestist isoleeritud ESBL positiivsetes ja negatiivsetes kliinilistes E. coli
tiivedes ei erinenud. Integronide esinemine oli kliinilistes materjalides kdrge: vere tiivedes iile
85% ja urotiivedes isegi iile 98%. Kirjanduse andmetel oli Kliinilistest materjalidest
isoleeritud tlivedes integronide esinemine korge nii ESBL negatiivsetes (ldrees et al., 2011,

Sun et al., 2013; Barraud et al., 2014; Koljalg et al., 2014) kui ka ESBL positiivsetes entero-
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bakterites (46-99% vs 48-73%) (Rao et al., 2006; Idrees et al., 2011; Karimi et al., 2012;
Chen et al., 2013; Barraud et al., 2014). Pohjenduseks vaib olla see, et bakterites esinevad ka
tithjad integronid, mis ei sisalda oma jérjestuses resistentsusgeene (Rosser & Young, 1999;
Lin et al., 2015). Seetottu voib pdhjendada ESBL negatiivsete tiivede korget integronide

sisaldust nende valmidusega antibiootikumresistentsuseks.

Erinevates teadusuuringutes on leitud, et integronide esinemissagedus oli korge koikides
uuritud tiivedes, olenemata sellest, kas tegu oli ESBL produtseeriva vdi mitteprodutseeriva
tivega (Machado et al., 2005; Memariani et al., 2014). Resistentsete integronide korget
esinemissagedust molemates tiivedes voib seletada sellega, et integroni struktuuri esinemine
bakteris ei pohjusta resistentsust vaid [-laktaamantibiootikumidele, vaid ka teistele
antibiootikumi rithmadele (Barraud et al., 2010; Gillings, 2014; Kargar et al., 2014; Ravi et
al., 2014;). Selle viite kinnituseks voiks uuritud ESBL negatiivsed tiived edaspidise teadustoo
kaigus sekveneerida ja vélja selgitada, milliste antibiootikumide vastaseid resistentsusgeene
integroni jérjestused sisaldavad. Seniajani on vidhe uuritud voi pole teada paljusid
mehhanisme, mis resistentsusgeene iihest bakteriliigist teise kannavad. Nii ESBL positiivsetes
kui negatiivsetes bakteritiivedes voivad resistentsusgeene kanda iihest bakterist teise ka
mobiilsed DNA elemendid nagu plasmiidid ja transposoonid ilma integroni esinemiseta
(Ashayeri-Panah et al., 2014). Seetdttu ei pea integronide korge esinemissagedus ja ESBL
produktsioon bakterites omavahel seotud olemagi, mida voib ka antud t66 tulemuste pdhjal

jéreldada.

Integronide esinemine soole mikrobiootast ja kliinilistest materjalist isoleeritud E. coli
tiivedes. Eesti tervete inimeste soole mikrobiootast isoleeritud tiivedes oli vihem integrone
kui Kliinilistest materjalidest isoleeritud ESBL positiivsetes ja negatiivsetes E. coli tiivedes.
Sarnased tulemused on saadud uuringutes, kus on leitud, et inimese normaalses mikrobiootas
esinevatest bakteritest sisaldas integrone ligikaudu 10-50% voi isegi veel vdhem, samas kui
Kliinilistest materjalidest isoleeritud enterobakteritest ligi 80% (Gillings, 2014). Inimese
normaalsesse mikrobiootasse satuvad resistentsed bakterid timbritsevast keskkonnast ja
resistentsusmehhanism voib tilekanduda patogeenselt bakterilt kommensaalsele (Baharoglu et
al., 2013; Rolain, 2013). Varreldes integronide esinemist keskkonnast, tervete inimeste ja
loomade mikrobiootast isoleeritud E. coli tiivedes, siis esineb neid koige rohkem just sel
juhul, kui on kasutatud antibiootikumravi (Liu et al., 2013; Gillings, 2014). Alles sealt levivad

resistentsed bakterid iumbritsevasse keskkonda.

To66 norkused ja tugevused. T66 ndrgaks kiiljeks voib pidada Ladnemere riikide valimite

erinevust, kuna koguti kdoik jérjestikused tlived kindlal ajaperioodil. Riikide vahel olid
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erinevused tiivede arvus, kliinilistes materjalides ja patsientide vanuses. Naiteks vois riigiti
uuritud patsientide erinev vanus avaldada moju t6d tulemustele, seda eriti tunnuste
paariviisilises vordluses, mida vanusele ei kohandatud. Samuti vdisid mdned olulised seosed

jadda leidmata véikese valimi tottu (Lati, Leedu).

Kéesoleva to6 tugevuseks oli aktuaalse ja uudse teema kisitlus ning rahvusvahelise vordluse
voimalus. Seniajani puudusid vordlevad uuringud ja kokkuvodtlikud tulemused Lédnemere

riikide integronide esinemissagedusest ja nende seostest ESBL produktsiooniga bakterites.

Kokkuvbttes voib kdesoleva t60 tulemuste pohjal delda, et vaatamata mdonedele Laénemere
riikide vahelistele erinevustele oli ESBL positiivsetes K. pneumoniae ja E. coli Kliinilistes
tiivedes integronide esinemissagedus korge koigis neljas riigis, kusjuures E. coli tiived
sisaldasid oluliselt rohkem integrone kui K. pneumoniae tiived. Eestist isoleeritud ESBL
positiivsetes ja negatiivsetes kliinilistes E. coli tiivedes oli integronide sisaldus mdlemates
sarnaselt kdrge. Samas inimese normaalses mikrobiootas oli integronide sisaldus ligi neli
korda madalam kui ESBL positiivsetes ja negatiivsetes kliinilistes tiivedes Eestis. Integronide
korge levimus nditab, et Ladnemere riikide kliinilistes tiivedes on valmidus antibiootikum-
resistentsuseks. Kindlasti tuleks integronide uurimist jéitkata, et vélja selgitada, millistele
antibiootikumirithmadele integronides sisalduvad resistentsusegeenid koige sagedamini

resistentsust pohjustavad.
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7. KOKKUVOTE

Kéesoleva t60 eesmargiks oli uurida integronide esinemist Ladnemere riikide (Eesti, Liti,
Leedu ja Venemaa) inimestelt isoleeritud K. pneumoniae ja E. coli tiivedes. T66 alacesmargid
olid (1) kirjeldada ja vdrrelda ESBL positiivsetes K. pneumoniae ja E. coli tiivedes
integronide ja integronide klasside esinemist soltuvalt riigist ja kliinilisest materjalist, (2)
analiiisida ESBL positiivsetes bakteritiivedes integronide esinemise seoseid bakteriliigi,
inimese vanuse, péritolu riigi ja kliiniliste materjalidega, (3) Kirjeldada integronide esinemist
Eestist isoleeritud ESBL positiivsetes ja negatiivsetes E. coli tiivedes ja (4) vorrelda
integronide esinemist Eesti tervete inimeste soole mikrobiootast ja Kliinilistest materjalidest

isoleeritud E. coli tiivedes.
Uuringumaterjal ja metoodika

(1) Fenotiitibiliselt ESBL positiivsed K. pneumoniae (n=531) ja E. coli (n=422) tiived,
mis koguti Eestist, Latist, Leedust ja Venemaalt 5 kuu jooksul.
(2) Fenotiitibiliselt ESBL negatiivsed E. coli tived (n=352), mis koguti inimeste
Kliinilistest materjalidest ja normaalsest soole mikrobiootast Eestis.
Bakteriaalne DNA eraldati kommertsiaalse kitiga ja integraasi geenide detekteerimine teostati
multipleks RT PCR-ga. Andmeanaliiiisis kasutati statistilisi teste (x?, z, Fisher exact, Mann-
Whitney U-test) riihmade vaheliste erinevuste madramiseks ning logistilist regressioon-

analliiisi seoste uurimiseks integronide ja erinevate tegurite vahel.
Tulemused

(1) Léaanemere riikides kliinilistest materjalidest isoleeritud ESBL positiivsetes tiivedes oli
integronide  esinemissagedus  korge (86-99%). Integronide Kklassides ja
klassikombinatsioonides esinesid riikidevahelised erinevused. Vorreldes teiste riiki-
dega oli Leedust isoleeritud K. pneumoniae tiivedes vihem klass 1 ja enam klass 2
integrone, Litist isoleeritud tiivedes vahem klass 3 integrone ning Venemaal rohkem
klass 1 ja 3 kombinatsiooni. Venemaalt isoleeritud E. coli tiivedes oli rohkem klass 2
integrone ning Eestist isoleeritud tiivedes enam klass 3 integrone ning klass 1 ja 3

kombinatsiooni.

(2) Kohandamata logistilise regressiooni mudelis leiti integronide esinemisel seos
bakteriliigi (E. coli tiivedes rohkem), patsientide vanuse (integronide esinemissagedus
vidhenes vanuse kasvades) ja pdritolu riigiga (Ldtis rohkem kui Eestis). Koigile
teguritele kohandatud mudelis jdi oluliseks vaid seos bakteriliigiga (E. coli tivedes

rohkem).
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(3) Integronide esinemissagedus nii Eestist isoleeritud ESBL positiivsetes kui ka

negatiivsetes E. coli kliinilistes tiivedes oli sarnaselt korge.

(4) Eesti tervete inimeste mikrobiootast isoleeritud tiivedes oli integrone oluliselt vdhem
kui Kliinilistest materjalidest isoleeritud ESBL positiivsetes ja negatiivsetes E. coli

tuvedes.

Kéesoleva t66 tulemuste pohjal voib delda, et integronide esinemissagedus ESBL positiiv-
setes K. pneumoniae ja E. coli tiivedes koigis neljas riigis oli kdrge, olles kdrgem E.coli
tiivedes. Sarnaselt korge oli integronide esinemissagedus ESBL negatiivsetes E.coli tiivedes,
kuid oluliselt madalam terve inimese mikrobiootas Eestis. Kdrge integronide sisaldus néitab,
et koikides Kliinilistes tiivedes on valmidus antibiootikumresistentsuseks. Kindlasti tuleks
integronide uurimist jitkata, et vélja selgitada, millistele antibiootikumirithmadele resistentsed

geenid integronides kdige sagedamini esinevad.
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8. SUMMARY

Integrons in Enterobacteriaceae isolated from human
biological materials in Baltic Sea countries

The main aim of this study was to investigate the prevalence of integrons in K. pneumoniae
and E. coli isolates from different human biological materials in the Baltic Sea countries
(Estonia, Latvia, Lithuania and Russia). The objectives were (1) to describe and compare the
prevalence of integrons and integron classes in ESBL positive K. pneumoniae and E. coli
strains by country of origin and clinical materials (blood, urine, respiratory tract and pus), (2)
to analyse associations between prevalence of integrons and bacterial strains, age of the host
species, country of origin and clinical material in ESBL positive bacterial strains, (3) to
describe the prevalence of integrons in ESBL positive and negative E. coli strains isolated
from clinical materials in Estonia, (4) to compare the prevalence of integrons in healthy

human microbiota (faeces) with E. coli clinical isolates.
Study material and methods:

(1) Phenotypically ESBL positive K. pneumoniae (n=531) and E. coli (n=422) strains
were collected from clinical materials in four Baltic Sea countries during a five month
period.

(2) Phenotypically ESBL negative E. coli strains (n=352) were collected from clinical

materials and healthy human microbiota in Estonia.

Total bacterial DNA was extracted by using commercial kit and detection of integrase gene
was performed with multiplex real-time PCR. Statistical tests (x% z, Fisher’s exact, Mann-
Whitney U-test) were used to assess differences between groups. Logistic regression analysis
was used to explore associations between prevalence of integrons and different factors.

Results:

(1) Integrons in ESBL positive K. pneumoniae and E. coli clinical isolates were highly
prevailed in all Baltic Sea countries (more than 85%). Compared to K. pneumoniae the
prevalence of integrons was higher in E. coli, but it was significantly higher only in
Estonia. Compared to the other countries, for K. pneumoniae the prevalence of class 1
integrons was the lowest and the prevalence of class 2 integrons the highest in
Lithuania, the prevalence of class 3 was the lowest in Latvia. For E. coli the
prevalence of class 2 integrons was the highest in Russia and the prevalence of class 3

integrons the highest in Estonia. In all four countries combination of class 1 and 3
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)

(3)

(4)

integrons was the most highly presented. For K. pneumoniae the highest prevalence of
Int1/Int3 combination was found in Russia and for E. coli in Estonia.

The crude odds ratios showed that the prevalence of integrons in K. pneumoniae and
E. coli clinical isolates was associated with bacterial species (the prevalence was
higher in E. coli), the age of host species (the prevalence was lower in older people)
and by country of origin (the prevalence was higher in Latvia than in Estonia). The
fully adjusted odds ratios showed that only bacterial species were associated with the
prevalence of integrons in bacteria (the prevalence was higher in E. coli).

The prevalence of integrons was very high in both, ESBL positive and negative E. coli
clinical isolates.

The prevalence of integrons was significantly lower in microbiota of healthy human

compared to ESBL positive and negative E. coli clinical strains.

In conclusion, this study found that the prevalence of integrons was high in ESBL positive K.

pneumoniae and E. coli clinical strains in all 4 countries, being higher in E.coli strains. The

prevalence of integrons was high as well in ESBL negative E.coli strains, but much lower in

faeces of healthy human in Estonia. Homogenously high prevalence of integrons in clinical

materials shows that integrons are also related to resistance against other antibiotic classes

besides B-lactam antibiotics. Further in-depth knowledge of prevalence of integrons is needed

to understand better which resistance genes integrons most commonly contain.
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