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Alkusanat

Taméan tyon kokeellinen osa suoritettiin Elintantikeallisuusvirasto  Eviran
Elaintautibakteriologian tutkimusyksikéssa Kuopmsyksyn 2012 ja kesan 2013 aikana.
Kirjoitusprosessi tapahtui padosin syksyn 2013 gadén 2014 valisend aikana tyon ja
muun opiskelun ohella. Pro gradu -tyon tekeminéhahstavaa mutta erittain antoisaa.
Haluan kiittaa yksikonjohtajaa Sinikka Pelkosta,kgo my6s toimi ohjaajanani,
mahdollisuudesta tehda tama pro gradu -tyd Kuopeman tutkimusyksikéssa. Haluan
antaa myos ison kiitoksen toiselle ohjaajallenk@stutkija Tarja Pohjanvirralle, joka on
ohjannut ja valvonut graduprosessini etenemistétalloppuun asti. Kiitos kuuluu myés
koko laboratorion vaelle ja erityisesti laborafttitta Paldanius-Vidgrénille seka laborantti
Riikka Luukkaselle, jotka ovat opastaneet minuat&dnon toissd. Suurta tukea olen
saanut myos tutkija Nella Vahanikkilalta, jonka kaa graduun liittyvid asioita on monesti
puitu yhdessa, ja jolta olen saanut apua myds ébioossa.

Lisaksi haluan kiittad perhettani tuesta ja kanmkststa tdssa pitkdssa projektissa ja
avopuolisoani, joka on jaksanut olla vierellani hamtumisien hetkilla seka iloinnut
kanssani onnistumisista. Suuri kiitos kuuluu myé@epaolisoni vanhemmille, jotka ovat

majoittaneet ja pitdneet huolta minusta Kuopiosseessani.
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Plasmidivalitteistd. AmpC-beetalaktamaasia tuott&seherichia coli -bakteereja on Idydetty suomalaisesta
broilerintuotantoketjusta, broilerinlihasta ja keia. Nam&a bakteerit ovat resistentteja kolmannelvem
kefalosporiineille, joita kaytetdan yleisesti ihivis ladkkeena. Koska resistenssi ilmenee plassaidisn
mahdollista, ettéd plasmidit siirtyvat konjugaatiamulla ihmisille harmittomista bakteereista patogsién
bakteereihin. Nama bakteerit voivat puolestaartyéiisuoraan ruoan valityksella tai lemmikkielaitéis
ihmisiin ja aiheuttaa vaikeasti hoidettavia infeki.

Taman tutkielman tarkoitus oli tyypittdd yhteensogitomuus eli inkompatibiliteetti (Inc) ryhmaéan 11
kuuluvia konjugatiivisia resistenssiplasmideja pladien multilokus-sekvenssityypityksen (pMLST) aeul
sekda ryhmaan K kuuluvia plasmideja restriktioentsignalyysin avulla. Nama menetelméat sopivat
plasmidien samankaltaisuuden ja alkuperén tutkiems®esistenssiplasmidien lisdksi tdssa tydssitiitk
fylogeniaryhmiin B2 ja D kuuluvien AmpC-positiivist E. coli -bakteerien koko genomia multilokus-
sekvenssityypitys (MLST)-analyysill&.

Plasmideja konjugoitiin vastaanottajakantaan, jojsitlkeen plasmidit tyypitettiin polymeraasiketjukéian
(PCR) avulla Inc-ryhmiin. Transkonjugantei§iacoli -bakteereista eristettiin yhteensa 24 Incl1- jaridK-
tyypin plasmidia. Plasmidien multilokus-sekvensgitigysta (pMLST) varten plasmideista monistettiin
PCR:n avulla viittd spesifistd geenilokusta, jotkekvensoitiin. Jokaisen geenilokuksen alleelivdtian
tunnistettiin ja plasmidi tyypitettiin alleelivaméien yhdistelman mukaan. Restriktioentsyymiansigsa
plasmidit katkaistiin kayttamalla BamHI- ja Hindhiéstriktioentsyymeja. Restriktioprofiilit saatiin
erottelemalla naytteet agaroosigeelielektroforesasiBakteerien koko genomin tyypitys toteutetti@imsan
tapaan kuin pMLST-analyysissd, mutta maarittaendsakn genomin seitsemaa spesifistd geenilokusta.
Suurin osa broilerintuotannosta eristetyigtacoli -kannoista sisélsi konjugatiivisen resistenssipldsm
joka kuului Incl1-tyyppiin. Broilerinlihasta erigtgjen kantojen konjugatiiviset plasmidit kuuluivaen
sijaan suurimmaksi osaksi IncK-tyyppiin. Koirien rifogatiiviset plasmidit kuuluivat Incl1-tyyppiin.
pMLST-analyysin mukaan kaikki broilerintuotantoketj ja broilerinlihan bakteereista eristetyt Incll-
plasmidit kuuluivat samaan sekvenssityyppiin 12st@idvoidaan olettaa, ettd plasmidit ovat siirtyneet
vertikaalisesti bakteerien mukana yhteisesta |&tdedroilerintuotantoketjussa alaspain. Plasmidiato
levittaytyneet  tuotantoketjussa  todenndkoisesti gnyohorisontaalisesti  konjugaation  avulla.
Restriktioentsyymianalyysin mukaan IncK-plasmidejaainakin viitta eri tyyppié. Broilerintuotannoeri
vaiheista ja broilerinlihasta eristetyisi coli -bakteereista l6ydettiin samanlaisesti pilkkouttanéncK-
plasmideja, ja onkin mahdollista, ettd plasmidiabsiirtyneet bakteerien valityksella broilerintanhosta
broilerinlihaan. Koirien E. coli -kannoista eristetyissa plasmideissa oli pienidaesisuuksia. Koska
broilerinlihan plasmidit kuuluivat suurimmaksi osakncK-tyyppiin, on kuitenkin hyvin epatodennakidis
ettd koirien bakteerien plasmidit olisivat peraidioilerinlihasta. Lopuksi bakteerien koko genomin
tyypityksesta selvisi, ettd bakteerit kuuluivat wehssityyppeihin 131 ja 38. Sekvenssityyppiin ST131
kuuluva E. coli -kanta on resistentti monille antibiooteille jehaittaa ihmisille suoliston ulkopuolisia
infektioita. Onkin huolestuttavaa, etta tallaisantoja |0ytyy suomalaisesta broilerintuotannostman tyon
tuloksia voidaan hyddyntaé suunniteltaessa tointeidiantibioottiresistenssin leviamisen ehkaiseetis
suomalaisessa broilerintuotannossa.
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Abstract:

Plasmid mediated AmpC beta-lactamase produEsoherichia coli (E. coli) have been found from Finnish
broiler production chain, broiler meat and dogs.e3éh bacteria are resistant to third generation
cephalosporins that are frequently used to treatamuiinfections. Because these resistance genesuaied

in plasmids they can transfer from commensal bicterpathogenic bacteria by conjugation. Theséeebic
can in turn transfer from food or pets to humars @ause infections that are difficult to treat.

The aim of this study was to characterize resigtgriasmids belonging to the incompatibility (Incpgp 11

by using plasmid multilocus sequence typing (pMLSRd plasmids belonging to Inc group K by using
restriction enzyme analysis. With the help of thessthods it is possible to study plasmid similaatyd
origin. In addition genomes of AmpC positie coli -bacteria belonging to phylogenetic groups B2 Bnd
were studied by using multilocus sequence typing $v).

Plasmids were conjugated to recipient strain apédyto Inc groups using polymerase chain reacf@R).

A total of 24 Incll and 10 IncK plasmids were igethfromE. coli transconjugants. pMLST was performed
by amplifying and sequencing five specific plasnhidi. Allele variants for each sequenced loci were
identified and plasmids were typed according to ¢benbinations of allele variants. Restriction eneym
analysis was performed by digesting plasmids ukiimgllll and BamHI restriction enzymes. Samples were
resolved on agarose gel to get restriction praofildse bacterial whole genome typing was perfornikel |
plasmid multilocus sequencing but by using sevemrifip loci of bacterial genome.

Most E. coli strains isolated from broiler production chainrigat conjugative resistance plasmid belonging
to type Incll. Most strains isolated from broileean carried conjugative plasmids belonging to ty. E.

coli isolated from dogs carried conjugative plasmidsiging to type incll. According to pMLST all Incl1
plasmids inE. coli isolated from broiler production and broiler méad the same sequence type 12. This
suggests that the plasmids come from a common ea@md have then transferred vertically via bactria
the broiler production chain. Plasmids have alsibpbly spread out in the production chain horizipntay
conjugation. Restriction enzyme analysis revealett tncK plasmids belonged to at least five differe
types. The same restriction profiles were fountanteria isolated from broiler production chain #mdiler
meat. It is possible that these plasmids have feeenesl from broiler production to broiler meat \dacteria.
Plasmids inE. coli isolated from dogs had minor differences but beeamost plasmids from broiler meat
were IncK it is quite unlikely that these plasmiddginated from broiler meat. Finally bacterial vido
genome typing revealed that studied bacteria belbrig sequence types 131 and 38. Sequence typeE.131
coli strain is multi-drug resistant and pathogenic tamhns causing extra intestinal infections. It is
worrisome that these strains have been found fromish broiler production. These results can bdulise
when planning actions to prevent antibiotic resistafrom spreading in Finnish broiler production.
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1 Johdanto

Escherichia coli on gram-negatiivinen bakteeri, joka eldd tavadlisenmisten ja eldinten
suolistossaE. coli -bakteeri voi olla myds patogeeninen ja aiheustaalitulehduksia seka
suoliston ulkopuolella muun muassa virtsatieini@kdi ja aivokalvontulehdusté&. coli -
bakteerin aiheuttamia infektioita hoidetaan ihnfsil pddasiassa laajakirjoisilla
beetalaktaamiantibiooteilla. Naille antibiooteilleastustuskykyiset bakteerikannat ovat
lisddntyneet ja levinneet ympari maailmaa viime sikgmmenind (EFSA 2011).
Resistenttiys laajakirjoisille beetalaktaamiantdiglle on liitetty laajakirjoisiin
beetalaktamaasi (ESBL) -geeneihin sekd AmpC-luoKagetalaktamaasigeeneihin.
Tuotantoelaimissa ESBL- ja AmpC-geeneja on todedtilyisesti siipikarjassa ja ne
mahdollisesti toimivat ndiden geenien varastoimagSym., 2008; Borjesson ym., 2013b).
Myds suomalaisista broilerintuotantoketjun naytteiga broilerinlihasta seka koirien
ulosteista on l0ydetty plasmidivalitteistda AmpC-syimié tuottavieE. coli -kantoja (Evira
ja THL julkaisematon). Koska plasmidit voivat syt konjugaation avulla bakteerista
toiseen, voi resistenttiys levitd sopivissa olosig#a nopeasti. Tama on uhka ihmisten
terveydelle, silla resistenttien bakteerien aitautt infektioita on vaikea hoitaa. Vaikka ei
ole olemassa paljon nayttdd resistenttien bakteesigtymisesta ruoan valityksella tai

lemmikkielaimista ihmisiin, tata pidetaéan kuitenkodennakoisend (EFSA 2011).

1.1 Plasmideista

1.1.1 Konjugatiiviset plasmidit

Antibioottiresistenssigeenit, kuten ESBL- ja Amp€egit, ilmenevat usein plasmideissa
(ks. yleiskatsaus Carattoli 2003). Plasmidit ovakdijuosteisia DNA-molekyyleja, jotka
sijaitsevat bakteerin kromosomin ulkopuolella siohalssa useimmiten rengasmaisina
rakenteina. Plasmidit voivat olla kooltaan vain ramiasta tuhannesta emésparista useaan
sataan kiloemaspariin ja ne pystyvat replikoitumiasenaisesti (ks. yleiskatsaus Couturier
ym., 1988). Is&ntébakteeri tulee toimeen ilmanrlds, silla plasmidi ei sisélla isannalle

valttamattomia geeneja. Sen sijaan plasmideissa @it isénnélle hyodyllisia



ominaisuuksia, joita antibioottiresistenssin lisdksat muun muassa virulenssitekijat,
myrkkyjen eritys ja kyky metaboloida tiettyja moigkeja (ks. yleiskatsaus Couturier ym.,
1988). Plasmidit siirtyvat vertikaalisesti baktseKupolvelta toiselle, mutta useat
plasmidit pystyvét liséksi konjugoitumaan eli giitdan bakteerista toiseen jopa eri
bakteerilajien valilla. Konjugaatio on yksi horidaalisen geenien siirtymisen
mekanismeista transformaation ja transduktion $iséks. yleiskatsaus Thomas ja Nielsen
2005). Konjugatiiviset plasmidit ovat merkittaviantéioottiresistenssin leviamisen
kannalta, silla konjugaation avulla plasmidit vdivalevitd varsin nopeasti

bakteeripopulaatiossa (Dionisio ym., 2002).

Konjugaatio on yleista gram-negatiivisissa baktissee mutta sitd esiintyy myos gram-
positiivisissa bakteereissa (Willets 1988). Mekamison kuitenkin hieman erilainen.
Seuraavaksi esitan paapiirteittain, miten konjugdaaipahtuu gram-negatiivisesgacoli -
bakteerissa. Konjugatiiviset plasmidit ovat F-pladeja, joilla on tarvittavat geenit
plasmidin siirtamista varten. Téllaisia geenejatoraiun muassa piluksesta vastaavat
geenit sekd DNA:n synteesista ja kuljetuksestaazasit geenit (Holmes ja Jobling 1996).
Konjugoituakseen bakteerien pitdd olla laheisessétaktissa toisiinsa. Bakteerit
muodostavat piluksen avulla mating-parin, jossaldstpidin kaksijuosteinen DNA
katkaistaan replikaation aloituskohdasta relaksaaslityksella (ks. yleiskatsaus Lanka ja
Wilkins 1995). Yksijuosteinen DNA siirtyy bakteenievalille muodostunutta huokosta
pitkin vastaanottajasoluun Rolling circle-replikaat tapaan. Sekd vastaanottaja etta

luovuttajasolussa yksijuosteinen DNA taydenneté@@uksi kaksijuosteiseksi.

1.1.2 Plasmidien luokittelu

Koska plasmideilla on suuri merkitys antibioottiséenssin leviamisesséd, on plasmidien
tunnistaminen  ja  luokittelu  tarpeellista. Plasmédej voidaan luokitella

yhteensopimattomuus- eli inkompatibiliteetti (Incyhmiin sen perusteella pystyvéatko ne
lisdantymaan samassa bakteerisolussa yhtdaikaismastien plasmidien kanssa (Kks.
yleiskatsaus Couturier ym., 1988). Kaksi plasmigitdlj]a on samanlaiset replikaatio- ja
jakautumistekijat, eivat pysty lisaantymaan samasdassa, silla ne kilpailevat naista
toiminnoista keskendan. Kyseiset plasmidit kuulutatléin samaan Inc-ryhméaan.
Luokittelun avulla tiettyja plasmidityyppeja on pydy yhdistamaan erilaisiin

antibioottiresistenssigeeneihin (Johnson ym., 2D0T&lla hetkella Enterobacteriaceae-
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heimon bakteereilla tunnetaan 27 Inc-ryhmaa. Suunatmplasmidiperheet ovat HI2, HI1,
1-y, X, LIM, N, FIA, FIB, FIC, W, Y, P, A/IC, T, K ja BD. Inc-tyypitysta varten on
kehitetty PCR-menetelm4, jolla voidaan tunnistaarisapiin plasmidiperheisiin kuuluvat
plasmidit (Carattoli ym., 2005).

1.2 Beetalaktaamiantibiootit

1.2.1 Yleista beetalaktaamiantibiooteista

Beetalaktaamit ovat yleisia bakteeri-infektioidemitbon kaytettavia antibiootteja. Niiden
rakenteelle on tyypillista laktaamisidoksella musimut rengas. Yleisimpiin
beetalaktaamiantibiootteihin ~ kuuluvat  penisilliinit penisilliinin ~ johdannaiset,
kefalosporiinit, kefamysiinit, karbapeneemit, moaktaamit ja monokarbaamit (ks.
yleiskatsaus Essack 2001). Penisilliinit tehoavawvir erityisesti gram-positiivisiin
bakteereihin. Penisilliinin  johdannaiset, joita tvanuun muassa laajakirjoiset
aminopenisilliinit, tehoavat sen sijaan kapeaksi@i penisillinejd paremmin gram-
negatiivisiin bakteereihin. Kefalosporiinit jao&dn eri sukupolviin sen mukaan, miten
hyvin ne sietavat niitd hydrolysoivaa beetalaktasretai milloin ne on |oydetty (Koulu ja
Tuomisto 2001). Kefalosporiineja on hyvin monerikig ne eroavat toisistaan erilaisten
sivuketjujen tai rakenteen perusteella. Ensimmaigelven kefalosporiinit eivat tehoa
kovinkaan hyvin gram-negatiivisiin bakteereihin siai kuin toisen, kolmannen ja
neljnnen polven kefalosporiinit. Karbapeneemeld kaikista laajin antimikrobinen
spektri ja ne tehoavat useimpiin patogeenisiin éaidihin (ks. yleiskatsaus Essack 2001).
Monobaktaamit poikkeavat rakenteeltaan hieman musetalaktaameista ja ne tehoavat

vain gram-negatiivisiin bakteereihin.

Beetalaktaamiantibioottien vaikutus perustuu baktee  soluseinan
peptidoglykaanisynteesin estoon. Peptidoglykaarseyllapitdd solun muotoa ja suojaa
bakteeria osmoottiselta paineelta. Beetalaktaanmatkuttavat penisillinia sitovaan
proteiiniin  (PBP). PBP osallistuu peptidoklykaamisgesiin linkittamalla soluseinén
peptidiketjut yhteen. Beetalaktaami antibioottostuu PBP:n aktiiviseen kohtaan ja estaa

nain sen toiminnan ja peptidoglykaanisynteesing8@94).
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Beetalaktaameja kaytetaan yleisesti ihmisten |&@&kete mutta niitd on kaytetty ja
kaytetaan edelleen myds tuotantoeldinten hoidogseska antibioottien kayttd luo

bakteereille valintapaineen, resistentit kannat se@dt helposti lisdantymaan.
Beetalaktaamiantibioottien kayton uskotaankin Iisgan naille antibiooteille resistenttien
bakteerikantojen kasvua tuotantoeldimissd (EFSA 1R01Kefalosporiinien kaytto

siipikarjanhoidossa on EU-maissa kiellettya, muitt kaytetaan jonkun verran nautojen,
sikojen ja hevosten infektioiden hoitoon. Monissarddpan maissa eldinten hoitoon
sallittuja beetalaktaamiantibiootteja ovat kapgalset penisilliinit seka laajakirjoiset

aminopenisilliinit (EFSA 2011). Kymmenta Eurooparaata koskevasta tutkimuksesta
selvidd ettda Suomessa, Ruotsissa ja Norjassa taeldimten hoidossa kaytetyista
antibiooteista suurin osa kuuluu juuri beetalaktaatibiootteihin (Grave ym., 2010).

Toisaalta monissa muissa Euroopan maissa antil@ndbkonaiskulutus on huomattavasti
suurempaa kuin Suomessa. EU-maiden ulkopuolelldbiaattien kayttd elaimilla on

vaihtelevaa. Joissakin maissa antibioottien ké&gt@lainten hoidossa ei ole lainkaan
rajoituksia (Maron ym., 2013).

1.2.2 Beetalaktaamiresistenssi

Bakteerit voivat olla luonnostaan resistenttejd eantibiooteille. Esimerkiksi
mykoplasmoilla ei ole peptidoglykaanista koostuvaaluseind&, jolloin ne ovat
resistentteja kaikille beetalaktaamiantibiootei(les. yleiskatsaus Normark ja Normark
2002). Bakteereilla tunnetaan myo6s muita resistere@nismeja
beetalaktaamiantibiootteja vastaan. Bakteerilla ofdd mutaatio PBP:téa koodittavassa
geenissa tai muuten muuttunut muoto kyseisestéeiprista, jolloin beetalaktaamien
affiniteetti PBP:hen on pienentynyt (ks. yleiskatsaGeorgopapadakou 1993). Toinen
resistenssia aiheuttava syy voi olla soluseindais#yyyden muutos, jolloin ladke ei paase
vaikuttamaan (ks. yleiskatsaus Nikaido 1989). Kanja yleisin resistenssimekanismi
gram-negatiivisilla bakteereilla on kuitenkin beddhmaasientsyymien tuotto (ks.
yleiskatsaus Poole 2004; ks. yleiskatsaus Smef 2609). Beetalaktamaasit pystyvat

pilkkomaan antibioottien beetalaktaamirenkaangjolhaiden antibioottien teho haviaa.
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1.3 ESBL

ESBL-entsyymit antavat bakteerille vastustuskyvyaum muassa penisilliineille, toisen,
kolmannen ja neljannen polven kefalosporiineille&senonobaktaameille (ks. yleiskatsaus
Bradford 2001). Yleensd ESBL-entsyymit eivat kuiki@sn aiheuta vastustuskykya
karpabeneemeille tai kefamysiineille. ESBL-geelmteintyvat plasmidissa ja ovat yleisia

E. coli- jaKlebsiella pneumoniae -bakteereissa.

ESBL-geenit kuuluvat yleisimmin TEM-, SHV- tai CTM-geeniperheisiin (ks.
yleiskatsaus Paterson ja Bonomo 2005). Suurin &Md-fiyhman geeneista tuottaa ESBL-
entsyymeja. TEM-1-, TEM-2- ja TEM-13-entsyymit hgtrsoivat kuitenkin vain
penisillineja eika niita lasketa kuuluviksi ESBIxsyymeihin. Jotkin TEM-ryhméan
mutantit pystyvat hydrolysoimaan kolmannen polveefalosporiinien lisdksi myos
beetalaktamaasi-inhibiittoreita (Fiett ym., 2008HV-1-tyypin beetalaktamaasientsyymi
on loydetty ensimmaisen kerrad. pneumoniae -bakteereista (ks. yleiskatsaus Gupta
2007). Taméa entsyymi antaa vastustuskyvyn vairakigisille penisilliineille. Vuonna
1983 K. pneumoniae -bakteerista l0ydettin SHV-2 -tyypin beetalaktasia joka
hydrolysoi myos kefotaksiimia. CTX-M-ryhman beetdbmaasit ovat kaikki ESBL-
entsyymeja ja ryhma on nimetty sen mukaan, ettddanion kyky hydrolysoida
kefotaksiimia. CTX-M -ryhmdn geenit ovat peraisiKluyvera-suvun bakteerin
kromosomista, josta geenit ovat insertiosekvenssienlla hypanneet plasmidiin (ks.
yleiskatsaus Cantdn ja Coque 2006). CTX-M-ryhmamngeovat levinneet nopeasti
luultavasti siksi, ettd geenit ilmentyvat plasmg$a joissa on useita resistenssi- ja
virulenssigeeneja. CTX-M onkin talla hetkella yleisEESBL-geeniperhe. OXA-ryhman
beetalaktamaasit eivat paasaantoisesti ole ESBiyanejd, koska ne eivat hydrolysoi
kefalosporiineja. OXA-10, OXA-13 ja OXA-19 ovat kenkin poikkeuksia (Toleman ym.,
2003).

1.4 AmpC

AmpC-geenit voivat sijaita bakteerin kromosomissgotasmidissa. AmpC-entsyymit ovat
aktiivisia penisillineja kohtaan, mutta viela akisemmin ne hydrolysoivat
kefalosporiineja (ks. yleiskatsaus Jacoby 200934ksi AmpC-entsyymit hydrolysoivat

kefamysiineja ja monobaktaameja. AmpC-entsyymitibatiuvat klavulaanihapolla. On
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tavallista, etta AmpC-plasmidit tuottavat lisdksnt®yymeja, jotka tuhoavat muihin
antibioottiryhmiin kuuluvia antibiootteja kuten ewrkiksi kinoloneja (Rodrigues-
Martinez 2003).

AmpC-entsyymeja koodaavat geenit voivat sijaitatbaken kromosomissa ja ndin onkin
monissa gram-negatiivisissa bakteereissa ku@dnobacter, Serratia ja Enterobacter-
suvuissa (ks. vyleiskatsaus Smet ym., 2009). Amp&ugeindusoituu Yyleensa
beetalaktaamiantibiooteista ja tuottaa AmpR-satikian saatelemané beetalaktamaasia.
Mutaatiot AmpD-repressorissa voivat puolestaan gahbeetalaktamaasien ylituottoon
(Schmidtke ym., 2006).E. coli -bakteerien AmpC-geenit eivat indusoidu, slacoli -
bakteereilta puuttuu AmpR-saatelytekija (Peter-Gétym., 2011). Jo&. coli -bakteerilla
on kromosomissaan AmpC-geeni, se ei yleensa ilméanijimentyy vain hyvin vahan
(Jaurin ym., 1981). Plasmidivalitteiset AmpC-geeanvat yleisiaE. coli- ja Klebsiella -
bakteereissa. Kromosomaaliset AmpC-geenit ovat nto@lisesti karanneet
kromosomista plasmideiksi insertiosekvenssien gagposonien avulla (ks. yleiskatsaus
Jacoby 2009). Plasmidien AmpC-geenit eivat yleaesisdindusoituvia, silla niissa ei ole
AmpR-saatelytekijgd. AmpC-entsyymien ylituotto jobkin luultavasti muutoksista tai

mutaatioista geenin promoottorialueella (Reisbig,y2003).

AmpC-beetalaktamaasit jaetaan viiteen ryhmé&an miiskekvenssivertailujen perusteella
(ks. yleiskatsaus Walther-Rasmusen ja HgiP§02; ks. yleiskatsaus Poole 2004).
Ensimmaiseen ryhmé&éan kuuluu hyvin laheisesti sukerda beetalaktamaaseja. Naita ovat
CMY-2—7, LAT-1-4 ja BIL-1. C1l-ryhméan geenien, uskah olevan perdaisi@. freundii -
bakteerin kromosomaalisesta AmpC-lokuksesta. Ryhm&2® kuuluvat keskendan
vahemman samanlaiset CMY-1, CMY-8-11, MOX-1-2 jaXFB-6. Ryhmé&an C3
kuuluvat ACT-1 sekd MIR-1 ja ryhm&an C4 DHA-1 sdlEdA-2. Ryhmaan C5 kuuluu
vain yksi beetalaktamaasi ACC-1, jota on |6ydétigneumoniae-, S. enterica- sekak. coli
-bakteereista. Eri geeniperheiden tunnistamistatemaron kehitetty multiplex-PCR-
menetelma (Perez-Perez ja Hanson 2002). PCR-meirteavulla geeniperheet voidaan

jakaa kuuteen rynmaan, jossa FOX on eroteltu omgkendkseen.
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1.5 ESBL- ja AmpC-geenien yleisyys tuotantoelaimiss@assa ja

seuraelaimissa

ESBL/AmpC-entsyymeja tuottavia bakteereja on |Ogydesairaalahoidossa olevilta
potilailta jo 1980-luvulta alkaen. Ensimmainen leikkielaimestd |0ydetty ESBL-
entsyymeja tuottav&. coli -bakteeri I6ydettiin toistuvista virtsatulehdukaiskarsivalta
koiralta vuonna 1998 (Teshager ym., 2000). ESBL/Sageenien yleisyytta
tuotantoeldimissa ja ruoassa on alettu kartoittastav 2000-luvulta lahtien. Tiedot eri
maiden valilla eivat ole kuitenkaan suoraan vedsaitsa, silla tilastojen keraamiseen
kaytetyt menetelmét ovat vaihdelleet. ESBL/AmpCHiiossten bakteerikantojen maara

on kuitenkin selvasti kasvanut, vaikka antibioatti@yttoa on rajoitettu monissa maissa.

Ensimmaiset tuotantoelaimisté esiintyvat ESBL/Angeenit 10ydettiin terveistd kanoista
eristetyista E. coli -bakteereista vuosina 2000-2001 Espanjassa dusste
antibioottiresistenssin valvontatutkimuksessa (&8sigm., 2003). Ulostenaytteid&ncoli -
bakteereista 1,6 % oli ESBL-positiivisia ja 0,8 %mpC-positiivisia. Talla hetkella
ESBL/AmpC-entsyymeja on |0ydetty kasvavassa maarympari maailmaa
tuotantoeldimista ja ruoasta. Erityisen yleisia aamntsyymit ovat siipikarjassa ja
siipikarjatuotteissa, mutta myds sioista ja naudom l0ydetty ESBL/AmpC-entyymeja
tuottavia bakteereja (EFSA 2011). ESBL-geeneja gsridydetty siipikarjarke. coli -
bakteereista EU-maiden ulkopuolella muun muassaaia, Japanista, Yhdysvalloista
sekd Tunisiasta. Euroopasta I6ydetyt ESBL-geendt duuluneet yleisimpiin CTX-M-,
SHV- ja TEM-geeniperheisiin (ks. yleiskatsaus Cantdn., 2008). AmpC-geeneja on
l0ydetty myds maailmanlaajuisesti siipikarjastasi@ikarjatuotteista eristetyista. coli -
bakteereista. Selvasti yleisin AmpC-geeni on CMYEESA 2011). Hollannissa vuonna
2010 tehdysta tutkimuksesta selvisi, ettéa jopa 94ukituista siipikarjanlihark. coli -
bakteereista oli ESBL- tai AmpC-positiivisia (Dikexiym., 2010). Ruotsissa vuonna 2012
tutkitusta broilerinlihasta I6ydettiie. coli -bakteereja, joista 44 % tuotti AmpC/ESBL-
entsyymeja (Borjesson ym., 2013b). Yleisin geemni@WY-2. Tanskassa vuonna 2011
tutkituista broilerinlihanaytteista niin ikdan 44 $isalsi ESBL/AmpC-entsyymeja tuottavia
E. coli -bakteereja(Agerso ym., 2012). Suomessa vuonna 2010-2011 tuista
broilerinlihasta eristetyist&. coli -kannoista I6ytyi mydés AmpC-positiivisia kantoja j

|6yddsten maara kasvoi vuonna 2012 (Evira ja THilkgisematon). ESBL positiivisig.
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coli -bakteereja ei 16ydetty vuosina 2010-2011 lainkamuntta vuotta myéhemmin niita

kuitenkin [0ydettiin pienesta osasta naytteita.

Lemmikkieldinten ESBL/AmpC taakkaa on tutkittu sedti vAhemman, mutta myos
lemmikit voivat toimia ESBL/AmpC-geenien varastoifies. yleiskatsaus Guardabassi
ym., 2004). Koirista, kissoista ja hevosista ot ulostenaytteistd on [6ytynyt
ESBL/AmpC-entsyymeja tuottavia Enterobacteriacesiezbn bakteereja, erityisesk.

coli -bakteereja (Gibson ym., 2010). Hollannissa tebéystkimuksessa sairaiden koirien
ja kissojen ulostenaytteistd 25-55 % sisalsi ESBWs&-positiivisia bakteereja (Hordijk
ym., 2013). Myds Suomesta on loydetty ESBL/AmpCHiussia E. coli -bakteereja

koirien ulosteista (Evira ja THL, julkaisematon).

1.6 Siipikarjassa ja ihmisissa esiintyvien ESBL- ja ADageenien,
plasmidien jéE. coli -kantojen yhtalaisyydet

Siipikarja ja siipikarjatuotteet voivat toimia ESBAmpC-geenien varastoina ja edesauttaa
geenien siirtymista ihmisiin. Geenit voivat siirtgdoraan ruoan valityksella tai siipikarjan
kasvatusympaéristosta. Yhdysvalloissa Minnesotass&/isconsinissa vuosina 2002—-2004
tehdyssa tutkimuksessa havaittiin, etté ihmisisistetyissa ESBL-entsyymeja tuottavissa
E. coli -naytteissa oli enemman yhtalaisyyksia siipikdgasristettyjen ESBL-entsyymeja
tuottavienE. coli -kantojen kanssa kuin ihmisista eristettyjen hemklE. coli -kantojen
kanssa (Johnson ym., 2007a). Tasta paateltiinjretidsissa esiintyvét resistenssibakteerit
ovat mahdollisesti peréisin siipikarjasta. Myos ldphissa on tehty useita tutkimuksia
siipikarjan ja ihmisten ESBL-geenien, plasmidienBacoli -kantojen yhtalaisyyksista.
Leverstein-van Hall ym. (2011) I0ysivat ihmisten gépikarjanliha naytteista ESBL-
entsyymeja tuottaviaE. coli -bakteereja, jotka kuuluivat samaan sekvenssitiytypp
sisélsivat samanlaisen resistenssiplasmidin ja E&Ednin. Yhteiset bakteerikannat
kuuluivat sekvenssityyppeihin ST10, ST117 ja ST&&8urin osa plasmideista kuului Incl1-
tyyppiin ja ne sisalsivat CTX-M-1- tai TEM-52 -gesa, jotka ovat hyvin yleisia seka
ihmisissa ettd siipikarjassa. Tutkimustulokset tis@ait, ettd on hyvin todennakdista, etta
ESBL-geenit/plasmidit ovat voineet siirtyneet ruoardlityksella siipikarjanlihasta
ihmiseen. My6s Kluytmans ym. (2013) osoittivataeltiroilerinlihasta ja ihmisista 16ytyi

samoja ESBL-entsyymeja tuottavia bakteerikantojaisaksi myos bakteerien
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virulenssitekijoissa oli yhtalaisyyksia. Ihmisilexittain virulentin multiresistentin ST131-
E. coli -kloonin on osoitettu levinneen maailmanlaajuis@sn ihmisiin kuin elaimiin.
Ihmisistd, siipikarjasta ja lemmikkielaimistd eestiltda ST131-klooniin kuuluvilta
kannoilta on l16ydetty myos huomattavia yhtalaisygk®sistenssiominaisuuksien suhteen
(ks. yleiskatsaus Platell ym., 2011). Ruoan lis&SBL/AmpC-entsyymeja tuottavat
bakteerit voivat siirtya ihmiseen myos siipikarat@nnon ymparistosta. Tata hypoteesia
tukee Hollannissa tehty tutkimus, jonka mukaanilsigatilalla tydéskentelevilla on selvasti
suurempi riski olla ESBL/AmpC-kantaja kuin muulldestdlla keskimaarin (Dierikx ym.,
2013).

1.7 Broilerinkasvatus Suomessa

Broilerinkasvatus on Suomessa hyvin valvottua palduu sopimustiloilla, jotka ovat
sitoutuneet noudattamaan hyvid tuotantotapoja (®uwo@iipikarjaliitto ry ja Suomen
Broileryhdistys ry). Isovanhempaispolven linnut daan Suomeen untuvikkoina
Skotlannista ja kasvatetaan karanteenissa tauirisk pienentamiseksi.
Isovanhempaispolven kasvatuksen jalkeen niiden stainhaudotaan ja kasvatetaan
tuotantopolven emot. Tuotantopolven emojen munist®lestaan haudotaan ruoaksi
tarkoitetut tuotantopolven broilerit. Tuotantopalveroilerit kasvatetaan sopimustiloilla,

jonka jalkeen broilerit teurastetaan ja toimitet&aappoihin.

Tautien leviamista broilerintuotantoon pyritdan &iskmaan hyvan hygienian ja oikeiden
kasvatusolosuhteiden avulla. Suomessa on kaytdssa al-out -kasvatusmenetelma,
jossa kaikki tuotantopolven untuvikot tuodaan kasstalle samanaikaisesti ja lahetetaan
teurastukseen myos yhta aikaa (Suomen Siipikdtgaly ja Suomen Broileryhdistys ry).
Kasvatustilat puhdistetaan hyvin ennen uutta ef@omalaiset broilerit ovat varsin
terveitd, mutta joskus infektioiden hoitoon joudutakayttdmaén antibiootteja. Talloin
koko parvi taytyy laakitd. Eniten kaytetyt mikraiilkkeet broilerin hoidossa ovat V-
penisillini ja aminopenisillini amoksisilliini (ET ry). Niitd kaytetddn broilereilla
yleisimmin kuolioisen suolistotulehduksen seka hiya jannetupentulehduksen hoitoon.
ETT ry:n vuosina 2007-2012 tekeman raportin muk&ei7,1 % broileriparvista

jouduttiin lA8kitsemaan antibiootilla. Vuosina 262012 broilerintuotantopolven lintuja ei
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tarvinnut 1aakita lainkaan. Antibioottien kaytt6 oilerintuotannossa Suomessa on siis
hyvin vahaista ja perustuu aina diagnosoitujenkitndeden hoitoon.

1.8 Multilokus-sekvenssityypitys-menetelma bakteerien ja

plasmidien tutkimisessa

Antibioottiresistenssigeenit  voivat levittdytyd  bedripopulaatiossa  siirtymalla
vertikaalisesti bakteerisukupolvelta toiselle taoribontaalisesti resistenssiplasmidien
valityksella. Bakteerit puolestaan kulkeutuvat ietan ja eldainten mukana kaikkialle,
minne ne liikkuvat ja voivat levittdvat resisterissdelleen. Bakteerien ja plasmidien
alkuperaa seka levittaytymista voidaan tutkia naktis-sekvvenssityypitys (MLST)-
menetelmén avulla. MLST-menetelm& sopii hyvin epiodogisesti kaukaisten

bakteerikantojen geneettisen sukulaisuuden tutkiems

MLST-tyypityksessa tutkitaan bakteerin koko genomi&—8 konservoituneen
yllapitogeenin suhteen (Maiden ym., 1998). Geedeistonistetaan PCR:n avulla
tavallisesti noin 400-500 bp kokoinen DNA-patkakgosekvensoidaan. Sekvensoinnin
jalkeen jokaisen geenin alleelivariantti numeroidasekvenssitietokannan mukaan ja
naiden alleelivarianttien yhdistelma tuottaa tieggkvenssityypin (ST). MLST:n avulla
voidaan verrata saman lajin bakteerikantoja erideraija ajanjaksojen valilla. MLST on
suhteellisen nopea toteuttaa ja se on my0ds helpostettavissa. MLST:t& voidaan kayttaa
muun muassa antibioottiresistenttien bakteeriertalessa seka virulenssigeenien ja
genotyyppien yhteyden selvittamisessa. (ks. yléssies Urwin ja Maiden 2003). MLST:n
avulla voidaan myods selvittda patogeenisten bakieegpidemiologiaa, evoluutiota ja
populaatiobiologiaa. Talla hetkella MLST-meneteln@n saatavilla monelle eri
bakteerilajille ja eri lajien sekvenssityypit selagdeeliprofiilit on helposti saatavissa

Internetissa olevista tietokannoista.

Plasmideja voidaan tyypittaa PCR:n avulla eri Iyieaniin, kuten aiemmin on mainittu.
Incll-, IncF-, IncHI-, IncH2- ja IncN-ryhmien plasdeja voidaan edelleen karakterisoida
plasmidien multilokus-sekvenssityypitys (pMLST) neggimalla (pubMLST). pMLST-
tyypityksen periaate on samanlainen kuin MLST-tyyksen, mutta tutkimuksen kohteena
ovat plasmidit. Taman varsin uuden menetelman awalidaan analysoida plasmidien

sukulaisuussuhteita ja epidemiologiaa eri bakigggi valilla sekda myos eri lahteista tai
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alueilta olevien bakteerien valilla. pMLST:ta \art valitut geenit ovat hyvin
konservoituneita yllapitogeenejd, mutta niissd anmtekkin riittdvasti eroavaisuuksia
tyypitysta varten (Garcia-Fernandez ym., 2008).vBe&sityyppeja voidaan vertailla eri
laboratorioiden, eri lajien ja eri lahteiden valillPlasmideja, joille ei ole kehitelty pMLST
menetelmaa, voidaan tyypittaa restriktioentsyymiarein avulla.
Restriktioentsyymianalyysisséa eristetyt plasmidit atkiaistaan tietyilla
restriktioentsyymeilla ja ajetaan agaroosielektreésissa (Garcia-Fernandez ym., 2009).

Restriktioprofiileja vertailemalla voidaan tehd&pglmia plasmidien samankaltaisuudesta.
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2 Tutkimuksen tavoitteet

ESBL- ja AmpC-entsyymeja tuottavat bakteerit tasdu ihmisten valilla erityisesti

sairaalaymparistossa. Naita bakteereja on |6ydatitenkin myos tuotantoeldimista ja
ruoasta monista maista. Koska beetalaktamaasigéer@hevat usein plasmideissa, ne
voivat levitd nopeasti ja tehokkaasti. Plasmidi@hityksella resistenssigeeneja voi siirtya

ihmisille harmittomista bakteereista myds patogei@nbakteereihin.

Erityisesti kolmannen polven kefalosporiineille istenttienE. coli -bakteerien mé&éara on
kasvanut huomattavasti suomalaisessa broilerimtmitatjussa viime vuosina (Evira ja
THL, julkaisematon). Resistenttiys johtuu plasmiditteisestd AmpC-geenistd, joka
tuottaa kefalosporiinia hajottavaa beetalaktamaddiasmidivalitteistd AmpC-entsyymia

tuottaviaE. coli -bakteereja on I6ydetty my6s potilaskoirien uleste.

Taman Pro gradu -tutkielman tarkoituksena on  tutkipMLST:n ja
restriktioentsyymianalyysin  avulla kuinka samantais broilerintuotantoketjusta,
broilerinlihasta ja koirista, eristettyjen AmpC-jogisten E. coli -bakteerien
konjugatiiviset resistenssiplasmidit ovat. Lisak&rkoituksena on tutkia AmpC-
positiivisten bakteerien koko genomia MLST-tyypigh avulla ja selvittaa esiintyyko
broilerien E. coli -bakteereissa sellaisia MLST-tyyppejd, jotka ordigtetty ihmisille
suoliston ulkopuolisia infektioita aiheuttaviin (BEC)-bakteereihin. Resistenssiplasmidien
ja bakteerien tutkiminen on tarkedd, jotta saadselwille, mista resistenssigeenit ovat

peraisin ja miten ne leviavat.
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3 Materiaalit ja menetelmat

3.1 E. coli -kannat

Siipikarjan E. coli -bakteereja oli eristetty vuosien 2010-2012 aikaBsiran
bakteriologian tutkimusyksikéssa Kuopiossa. Kantoja eristetty terveiden broilerien
isovanhempaispolven sivelynaytteista ja aluspagieibroileriemokasvattamoiden- ja
tuotantopolvien kasvattamoiden ulostenaytteistaa sekoilerin vahittadismyyntilihasta.
Eristetyista naytteista ei ollut seurattu systemmsesgti tietyn isovanhempaiseran, emojen,
tuotantopolven ja niista saadun lihBncoli -kantoja. Koirien kannat oli eristetty vuosina
2010-2011 Helsingin  yliopiston  Elainlaaketieteellis tiedekunnan  kliinisen
mikrobiologian laboratoriossa ulostenaytteista. ditboaytteita oli saatu seka terveista etta
potilaskoirista. Tassé tydssa oli mukana sellaksiatoja, jotka oli aikaisemmin todettu
AmpC positiivisiksi. Yhteensa tutkittavi&. coli -kantoja oli 54, joista 9 oli eristetty
isovanhempaispolvesta, 8 emopolvesta, 18 tuotaiMesta, 9 vahittdismyyntilihasta ja 11
koirista. Kantojen tarkemmat tiedot |0ytyvéat Taudska 16. Naytteista oli tutkittu aiemmin
E. coli -bakteerien fylogeniaryhmia ja virulenssitekijoiBroilerintuotannon eri vaiheiden
ja broilerinlihan AmpC-positiivisisté&E. coli -bakteereista oli lisaksi tutkittu plasmidien

kokoa ja resistenssigeenien sijaintia seka ma@ripiissmidien Inc-tyyppeja.

3.2 Konjugaatiokoe

Konjugaatiokokeen avulla pyrittin saamaan aikaaant&ja, joissa on vain yhteen
plasmidityyppiin kuuluvia plasmideja jatkotutkimuasvarten. Samalla tutkittiin, ovatko
resistenssiplasmidit ylipaatansa konjugoituvia. Kijat Nella Vahanikkila toteutti osan
konjugaatiokokeista. Konjugaatiokokeessa vastaajaoth kaytettiin E. coli -kantaa
DA11782. AmpC-positiivisista luovuttaj&. coli -kannoista tehtiin puhdasviljelmé
Tryptic Soy-Agar (TSA)-maljoille, joissa oli kefdtaiimia (2 mg/l). Vastaanottafa. coli -
kannasta tehtiin puhdasvilielma TSA-maljoille, gasoli rifampisiinia (100 mg/l) ja
streptomysiinia (250 mg/l). Maljoja pidettiin yoni y37 °C:ssa. Seuraavana paivana
luovuttajamaljoilta siirrettiin yksi pesake 10 ndra Brain Heart Infusion (BHI)-lient&,

jossa oli kefotaksiimia (2 mg/l). Vastaanottaja jal#d siirrettiin yksi pesdke 10 ml:aan
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BHI-lientd jossa rifampisiinia (100 mg/l) ja streptysiinia (250 mg/l). Kasvatuksia
pidettiin + 37 °C:ssa yon yli. Kolmantena paivarss\katukset laimennettiin 1:50 ja niita
pidettiin ravistelijassa +37 °C:ssa 3 tuntia. Likasvatuksia sentrifugoitiin 4000 kierrosta
minuutissa 5 minuutin ajan, jonka jalkeen soluttipekaksi kertaa 5 ml:lla 1xPBS:aa.
Taman jalkeen bakteerisolut suspensoitiin BHI-lieméei antibiootteja), niin ettéghy~1.
Luovuttaja ja vastaanottaja yhdistettiin (400 pktaanottaja ja 200 ul luovuttaja) ja
putkiin lisattiin 2 ml BHI-lientd. Putkia pidettiimvistelijassa + 37 °C:ssa noin tunnin ajan.
Liemikasvatukset sekoitettin ja tilavuus taydenimet BHI-liemella 6 ml:aan.
Liemikasvatuksista lanattin 100 pl TSA-maljoill@issa oli kefotaksmiinia (2 mg/l),
rifampisiinia (100 mg/l) ja streptomysiinia (250 f)gMaljoja pidettiin + 37 °C:ssa yon
yli. Seuraavana péaivana tarkastettiin, kasvoikojaii pesakkeitd. Maljoilla voi kasvaa
ainoastaan transkonjugantteja bakteereja, jotka &eajugoineet resistenssiplasmidin

vastaanottajalle. Konjugoituneet bakteerit saitytet72 °C:ssa.

3.3 CIT-PCR

CIT-PCR:n avulla varmistettiin, ettd kaikki transiiogantit bakteerit sisaltavat CIT-
geeniperheeseen eli ryhmaan C1 kuuluvia geenejR-rie@ktioita varten transkonjugantit
E. coli -kannat viljeltiin TSA-maljoille, joissa oli kefokaiimia (2 mg/l), rifampisiinia (100

mg/l), ja streptomysiinia (250 mg/l). Maljoja pitiet + 37 °C:ssa yon yli. Bakteereista
tehtiin noin 1,5 McFarlandin vahvuinen bakteerigaspensio, jota kaytettin PCR-
reaktioissa templaattina. PCR-reaktioissa kaytetiytkkeet on lueteltu Taulukossa 1
(Perez-Perez ja Hanson 2002). PCR-reaktiot ajeRiliC-200-laitteella (MJ Research).
Reaktioissa positiivikontrollina toimi CIT-positiseksi todettuE. coli -kanta 2707/1 ja

negatiivikontrollina toimi steriili vesi. Pipetoilkaavio on esitetty Taulukossa 2 ja PCR-

ohjelma Taulukossa 3.

Taulukko 1. CIT-PCR-alukkeet

Alukkeet 5'-3’ emasjarjestys PCR- tuote

CIT-MF TGGCCAGAACTGACAGGCAAA 462 bp
CIT-MR TTTCTCCTGAACGTGGCTGGC
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Taulukko 2. CIT- PCR:n pipetointikaavio, 1 x reakti

reagenssi pl
bakteerivesisuspensio 1

10 x puskuri (DyNAzyme, sid,5 mM MgClI2) 2,5
dNTP (10 mM, Thermo Scientific) 0,5
alukkeet (25 pmol/pl, Oligomer) 2x0,6
DNA-polymeraasi (Dynazyme 2 U/ul) 0,5
H,O (Gibco) 19,3

Taulukko 3. CIT-PCR-ohjelma

3 min 94° C

30s 94 °C |

30s 64 °C | 30 syklia
1 min 72°C |

7 min 72°C

PCR-ajon jalkeen tuotteet ajettiin agaroosigedtietdoreesissa 2 %:ssa geelissa, 140 V
jannitteella 60 minuutin ajan. Molekyylikokomarklkéma toimi Generulé! 100 bp DNA
ladder Plus (Fermentas). Elektroforeesilaitteistkagtettin GNA 200 (Pharmacia LKB)
ja Cleaver Scientific Ltd ajokammioita sekd EPS @®harmacia LKB) ja CS-300
(Cleaver Scientific Ltd) virtaldhteita. Geeli kutist UV-valossa. Kuvauslaitteisto ol
AlphaDigidoc™ (Alpha Innotech). Samoja elektroforeesilaitteiatojajokammiota ja
kuvauslaitteistoa kaytettin  my6s muissa agaro@digiektroforeesia vaativissa

tutkimuksissa tassa tyossa.
3.4 Inc-tyypitys-PCR

Inc-tyypitys PCR:n avulla haluttin saada selvik®njugaatiossa vastaanottajakantaan
siirtyneiden resistenssiplasmidien Inc-tyypit. Taa$gossa maaritettiie. coli -bakteerien
plasmideissa yleisesti esiintyvia Inc-tyyppeja FFAB, FIC, 11, N, A/C, B/O K ja X. PCR-
reaktioita varten transkonjuganttda coli -bakteereja kasvatettin TSA-maljoilla, joissa
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oli kefotaksiimia (2 mg/l), rifampisiinia (100 my/ja streptomysiinia (250 mg/l) + 37
°C:ssa yon yli. Bakteereista tehtiin noin 1,5 Md&aalin vahvuinen suspensio 500 pl:aan
steriilid vettd. Naytteet tutkittiin kolmella eridR-reaktiolla. Ensimmaisessa reaktiossa
(FIB) alukkeina toimi FIB. Toisessa reaktiossa Ifiplex 1) alukkeina toimivat B/O, A/C
ja N ja kolmannessa reaktiossa (multiplex 2) alukkeoimivat 11, FIA, FIC, X ja K/B.
Positiivikontrolleina  kaytettin  PBRT-reagenssipake (Diatheva)  kontrolleja
laimennettuna 1:5. FIB:n positiivikontrollina kagtiemn PBRT-reagenssipaketin kontrollia
M3. Multiplex 1-PCR -reaktiossa N:n ja B/O:n korketna toimi PBRT-reagenssipaketin
kontrolli M2 ja A/C:n kontrollina PBRT-reagenssipin kontrolli M5. Multiplex 2-PCR-
reaktiossa 11:n positiivikontrollina toimi PBRT-mg@nssipaketin kontrolli M I, FIA:n
kontrollina M3, FIC:n kontrollina M4 sekéa X ja K/Bontrolleina M7. Negatiivikontrollina
kaytettiin steriilia vettd. PCR-reaktiot ajettiirCIPlus-laitteella (Techne). Kaikkien PCR-
reaktioiden alukkeet on esitetty taulukossa 4 (Galraym., 2005). PCR-reaktioiden
pipetointikaaviot on esitetty Taulukoissa 5, 6 jJ&PTR-ohjelmat 16ytyvéat Taulukoista 8 ja
9.

Taulukko 4. Inc-tyypitys-PCR:ssa kaytetyt alukkeet

Alukkeet 5-3’ emasjarjestys PCR- tuote
FIB F: GGAGTTCTGACACACGATTTTCTG 702(683) ep
FIB R: CTCCCGTCGCTTCAGGGCATT

A/IC F: GAGAACCAAAGACAAAGACCTGGA 465 ep

A/C R: ACGACAAACCTGAATTGCCTCCTT

N F: GTCTAACGAGCTTACCGAAG 559 ep

N R: GTTTCAACTCTGCCAAGTTC

11F: CGAAAGCCGGACGGCAGAA 139 ep
I1R: TCGTCGTTCCGCCAAGTTCGT

FIA F: CCATGCTGGTTCTAGAGAAGGTG 462 ep

FIA R: GTATATCCTTACTGGCTTCCGCAG

FIC F: GTGAACTGGCAGATGAGGAAGG 262 ep

FIC R: TTCTCCTCGTCGCCAAACTAGAT

XF: AACCTTAGAGGCTATTTAAGTTGCTGAT 376 ep

XR: TGAGAGTCAATTTTTATCTCATGTTTTAGC




Alukkeet 5’-3’ emasjarjestys PCR- tuote
K/B F: GCGGTCCGGAAAGCCAGAAAAC 160 ep
K/B R: TCTTTCACGAGCCCGCCAAA

Taulukko 5. FIB-PCR:n pipetointikaavio, 1 x reaktio

reagenssi

pl

bakteerivesisuspensio

10 x puskuri (1,5 mM MgCI2 Qiagen)

dNTP (10 mM, Thermo Scientific)

alukkeet (FIB) (25 pmol/ul, Oligomer)
DNA-polymeraasi (5 U/ul, Hot Star Taq, Qiagen)
H.O (Gibco)

2,5
0,5
2x0,6
0,2
19,6

Taulukko 6. Multiplex 1 PCR:n pipetointikaavio, Teaktio

reagenssi

pl

bakteerivesisuspensio

10 x puskuri (1,5 mM MgCI2 Qiagen)

dNTP (10 mM, Thermo Scientific)

alukkeet (B/O, A/C ja N) (25 pmol/ul, Oligomer)
DNA-polymeraasi (5 U/ul, Hot Star Taq, Qiagen)
H,0 (Gibco)

2,5
0,5
a6
0,2
17,2

Taulukko 7. Multiplex 2 PCR:n pipetointikaavio, Teaktio

reagenssi

bakteerivesisuspensio
10 x puskuri (10x, 1,5 mM MgglDyNAzyme)
dNTP (10 mM, Thermo Scientific)

alukkeet (11, FIA, FIC, X ja K/B) (25 pmol/ul, Oligner)

DNA-polymeraasi (2 U/ul, DyNazyme)
H,0 (Gibco)

2,5
0,5
10x 0,6
0,2
14,8
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Taulukko 8. FIB-PCR- ja multiplex 1 PCR-ohjelma

15 min 95° C

1 min 95 °C |

1 min 53°C |30 syklia
1minl5s 72°C |

5 min 72°C

Taulukko 9. Multiplex 2 PCR-ohjelma

5 min 95°C

1 min 95°C |

1 min 60°C |30 syklia
1minl5s 72°C |

5 min 72°C

PCR-ajon jalkeen PCR-tuotteet pipetoitiin 2 %:lle gamoosigeelille.
Molekyylikokomarkkereina kaytettiin Generul&r 100 bp DNA ladder Plus (Fermentas).
PCR tuotteet eroteltiin agaroosigeelielektroforegsil40 V jannitteella 60 minuutin ajan.

Taman jalkeen geeli kuvattiin UV-valossa.

3.5 Plasmidien eristys transkonjuganteista

Plasmidit eristettiin sellaisista bakteerikannqisjaissa oli vain yhteen Inc-tyyppiin
kuuluvia resistenssiplasmideja. Inc-tyypitys-PCRinkaan ndmé kannat sisalsivat, joko
Incll-tyypin tai IncK-tyypin plasmideja. Inc-I11-pdanidin sisaltavia kantoja oli yhteensa
24 ja IncK-tyyppin plasmidin sisaltavia kantoja Ixistykset tehtiin kayttden Qiagenin
plasmid midi kit -reagenssipakettia. Plasmidiessiyvarten transkonjuganteista tehtiin
puhdasviljelmd TSA-maljoille, joissa oli kefotaksia (2 mg/l), rifampisiinia (100 mg/l) ja
streptomysiinia (250 mg/l). Maljoja pidettiin + 3€:ssa yon yli. Taman jalkeen maljalta
poimittiin yksi pesake putkeen, jossa oli 5 ml lauBertani (LB)-lienta ja kefotaksiimia (2
mg/l), rifampisiinia (100 mg/l) seka streptomysiini(250 mg/l). Putkia pidettiin
ravistelijassa + 37 °C:ssa noin 8 tuntia. Tamakegh kasvatusliuos laimennettiin 1:500
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90 ml:aan LB-lientd. Putkia pidettiin ravistelig@s +37 °C:ssa yon yli. Bakteerisolut
sentrifugoitiin pohjaan 4000 kierrosta minuutissad ¥C:ssa 30 minuutin ajan. Pelletti
kasiteltiin reagenssipaketin ohjeen mukaisesti. ukgp plasmidi-DNA liuotettiin TE-
puskuriin. Taman jalkeen plasmidi-DNA eroteltiin aagosigeelielektroforeesissa 0,8
%:ssa geelissd 70 V jannitteelld 3 tunnin ajan. liGdeavattin UV-valossa.
Molekyylikokomarkkerina kaytettin Lambda/Hind It Phi-X174/Hae Il (Thermo
Scientific). DNA-pitoisuus mitattiin Qubit-fluorontell&.

3.6 Plasmidien eristys villin tyypin bakteerikannoista

Transkonjuganttien plasmidieristyksessa havaittétta monet bakteerikannat sisalsivat
useita erikokoisia plasmideja. Haluttiin selvitté@diyvatko nama plasmidit peréisin villin
tyypin luovuttajakannoista, joten myos niiden pladimeristettin. DNA:ta ei tarvittu
suuria maaria, joten tyomaaran vahentamiseksiysristhtiin Agencourt COSMCPrepilla
(Beckman Coulter), jonka erottelukyky perustuu mesghkuuliin. Villin  tyypin
bakteerikannoista tehtiin puhdasviljelma TSA-malgoijoissa kefotaksiimia (2 mg/l) ja
maljoja pidettiin + 37 °C:ssa yon yli. Maljoiltaisostettiin yksi pesdke 5 ml:aan LB-
lienta, jossa kefotaksiimia (2 mg/l) ja kasvatukgidettiin ravistelijassa + 37 °C:ssa yon
yli. Eristys tehtiin reagenssipaketin ohjeen muésis 1,5 ml liemikasvatuksista. Seka
transkonjuganttien etta villikantojen plasmidi-DNA ajettiin rinnakkain

agaroosigeelielektroforeesissa kuten aiemmin.

3.7 pMLST

Incll-tyypin plasmideille on kehitetty pMLST-PCR-metelma (Garcia-Fernandez ym.,
2008). PCR-menetelman avulla monistetaan eri reigkt viittd yllapitogeenid, joiden
DNA sekvensoidaan. Incll-pMLST-menetelmélla moniaieat geenit ovatepl, ardA,
trbA, sogS ja pilL. Repl on RNA-antisense, joka saatelee Incll-plasmidin
replikaatiosysteemidArdA koodittaa tyypin | restriktio-modifikaatio entsyyan jolla on
tarkea merkitys bakteerin puolustautuessa vierdaN&:lta. TrbA on puolestaan tarkea
plasmidin yllapitogeeniSogS koodaa primaasia, joka rakentaa RNA-alukkeet pidism
DNA:n replikaation aloituskohtiin ja on siten taéeeplikaatiossaPilL koodittaa tyypin

IV-piluksen ulkokalvon proteiinia.
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PCR-reaktioissa templaattina kaytettiin aiemmistettyd plasmidi DNA:ta. PCR-reaktiot
ajettiin  TC-plus-laitteella (Techne). Negatiivikoollina toimi steriili vesi. Kaytetyt
alukkeet loytyvat Taulukosta 10 (Garcia-Fernandez., y2008). PCR-reaktioseoksen

valmistusohjeet on esitetty Taulukossa 11 ja PCjehota Taulukossa 12.

Taulukko 10. pMLST-PCR-alukkeet

Alukkeet 5'-3’ emasjarjestys PCR-tuote
repl F: CGAAAGCCGGACGGCAGAA 142 ep
repl R: TCGTCGTTCCGCCAAGTTCGT

ardA F: ATGTCTGTTGTTGCACCTGC 501 ep
ardA R: TCACCGACGGAACACATGACC

trbA F: CGACAAATGCTTCCGGGGT 507 ep
trbA R: TCTTACAATCGACAGCCTGT

sogS F: TTCCGGGGCGTAGACAATACT 291 ep
sogS R: AACAGTGATATGCCGTCGC

pilL F: CCATATGACCATCCAGTGCG 316 ep
pilL R: AACCACTATCTCGCCAGCAG

Taulukko 11. pMLST-PCR:n pipetointikaavio, 1 x réakJokaiselle alukeparille tehtiin oma reaktioseo

reagenssi pl

50 ng/pul eristettya plasmidi DNA:ta 1
2x Phusion High-Fidelity PCR Master Mix (Thermo &dific) 25
alukkeet repl, ardA, trbA, sogS tai pilL(20 pmol/@ligomer) 2x1
H.O (Gibco) 22

Taulukko 12. pMLST-PCR-ohjelma

2 min 98° C
45 s 95°C |
45 s 60 °C |30 syklia

1minl5s 72°C |
5 min 72°C
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PCR-reaktioiden  onnistuminen  tarkastettin  ajamalld pl  PCR-tuotetta
agaroosigeelielektroforeesissa 2 %:ssa geelissa \14@nnitteellda 60 minuutin ajan.
Molekyylikokomarkkerina kéaytettin GeneRuler 100 lgdder plus (Fermentas). Geeli
kuvattiin UV-valossa. Loput PCR-tuotteet puhdisiettsekvensointia varten kayttden
Qiaquick PCR purification kit -reagenssipakettiaia@®n). DNA eluoitiin lopuksi 50
ul:aan EB-eluointipuskuria. DNA-pitoisuus mitattiirQubit-fluorometrilla. Naytteet
lahetettiin  sekvensoitavaksi Hollantiin Macrogemsill jossa naytteet sekvensoitiin
molempiin suuntiin tulosten varmistamiseksi. Tulekanalysoitiin vertaamalla naytteiden

sekvenssejd pMLST-tietokantaan, joka |0ytyy osesita http://pubmlist.org/plasmid/

Jokainen tunnistettu alleelivariantti sai tietokasta numeron. Eri geenien
alleelivarianttien numerojen yhdistelmaa verratilemassa oleviin Incll-profiileihin ja

nain saatiin selville naytteen sekvenssityyppi.

3.8 Restriktioentsyymianalyysi

Koska IncK-tyypin plasmideille ei ole kehitetty pMI-menetelmaa, niitd tutkittiin
restriktioentsyymianalyysin ~ avulla.  IncK-plasmidit katkaistiin ~ kahdella  eri

restriktioentsyymilla Hindlll ja BamHI.
Hindlll katkaisee DNA:n seuraavasti:

AYAGCT T
T TCGA.A

ja BamHI seuraavasti:

GYGATC C
C CTAG,G

Plasmidit katkaistiin kahdessa erillisessé reakio¥ hteen reaktioseosputkeen pipetoitiin
200 ng plasmidi-DNA:ta, 2 pl 10 x Nebuffer-puskuriBiolabs) (Hindlll reaktioon
Nebuffer 2 ja BamHI reaktioon Nebuffer 3), 1 ul Hil- tai BamHI-restriktioentsyymia
(20 000 U/ml, Biololabs) ja tilavuus taytettiin 20l:aan tislatulla vedellda (Gibco).
Reaktioseosputket laitettiin + 37 °C:een vesihadern 3 tunniksi. Reaktio pysaytettiin 4

ul:lla Southern-pysaytysliuosta. Katkaistut plasiajettiin agaroosielektroforeesissa 0,8
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%:ssa geelissa 70 V jannitteella 3 tunnin ajan. eédgylikokomarkkerina kéaytettiin
Lambda/Hind IIl - Phi-X174/Hae Ill (Thermo Scientif. Geeli kuvattiin UV-valossa.

3.9 MLST

Patogeeniset suoliston ulkopuolisia infektioita eaittavat siipikarjanE. coli -bakteerit
kuuluvat yleisimmin fylogeniaryhmiin B2 tai D (Claont ym., 2000). MLST-analyysilla
haluttiin tutkia naihin fylogeniaryhmiin kuuluvia mpC-positiivisia E. coli -kantoja.
Siipikarjasta eristettyjaE. coli -bakteereja oli maaritetty fylogeniaryhmiin aienmmi
(Tormikoski 2008). MLST-analyysissd monistetaan BCRwvulla E. coli -bakteerin
genomissa esiintyvda seitsemaa yllapitogeenia, ajojikkeen DNA sekvensoidaan.
Tutkittavat geenit olivatadk (adenylaattikinaasi)fumC (fumaraatti hydrataasi)gyrB
(DNA gyraasi),icd (isositraatti dehydrogenaasindh (malaatti dehydrogenaasipurA
(adenylosukkinaatti dehydrogenaasijgeA (ATP/GTP sitova motiivi) (Wirth ym., 2006).

PCR-reaktioita varten bakteereista eristettiin geista DNA:ta. Eristysta varteB. coli -

bakteerit viljeltiin sorbitoli-Mac-Conkey maljoillga kasvatettiin + 37 °C:ssa yon vyli.
Bakteereista tehtiin noin 2 McFarland suspensio pbfan steriilia vettd. Suspensioita
keitettiin 10 minuuttia ja sentrifugoitiin 13 00Gekrosta minuutissa 10 minuutin ajan

huoneenlammadssa. Supernatantti otettiin talteen-te@fRlaatiksi.

MLST-PCR alukkeiden sulamislampdtilat poikkesivatsistaan, joten PCR-ohjelman

alukkeiden kiinnittymislampdtiloja piti saataa. R@eaktiot saatiin onnistumaan viidessa
erillisessa  ohjelmassa. PCR-reaktiot  ajettin  TGsHbitteessa  (Techne).

Negatiivikontrollina kaytettiin steriilia vettd. FRGreaktioissa kaytetyt alukkeet l6ytyvat
taulukosta 13 (Wirth ym., 2006, Nicolas-Chanoima.,y2008 ja THL, julkaisematon).

Pipetointiohjeet on esitetty Taulukossa 14 ja P@ielma Taulukossa 15.

Taulukko 13. MLST-PCR-alukkeet

Alukkeet 5-3’ emasjarjestys PCR-tuote
adk F GAAATGCGTATCATTCTGCT 630 ep (THL)
adk R CAGATCAGCGCGAACTTCAG

fumC F CCACCTCACTGATTCATGCG 806 ep (THL)

fumC R CGGTGCACAGGTAATGACTG
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Alukkeet 5’-3’ emasjarjestys PCR-tuote

gyrB F CGGGTCACTGTAAAGAAATTATCG 880 ep (THL)
gyrB R GTCCATGTAGGCGTTCAGGG

icd F CGGCAAACTCAACGTTCC 825 ep (Nicholas-
icd R GTCTTTAAACGCTCCTTCGG Chanoine + Wirth)
mdh F AGCGCGTTCTGTTCAAATGC 799 ep (Wirth)
mdh R CAGGTTCAGAACTCTCTCTGT

purA F CGCGCTGATGAAAGAGATGA 817 ep (Wirth)
purA R CATACGGTAAGCCACGCAGA

recA F CGCATTCGCTTTACCCTGACC 734 ep (Wirth)
recAR TCGTCGAAATCTACGGACCGGA

Taulukko 14. MLST-PCR:n pipetointikaavio, 1 x raaktlokaiselle alukeparille tehtiin oma reaktioseos

reagenssi pl

eristettyd DNA:ta 5

2x Phusion High-Fidelity PCR Master Mix (Thermo &difc) 25
alukkeet adk, fumC, gyrB, icd, mdh, purA tai recRO( 2x1
pmol/ul, Oligomer)

H,O (Gibco) 18

Taulukko 15. MLST-PCR-ohjelma. Alukkeiden kiinnittyslampdtiloissa on eroja.

2 min 98°C
30s 98 °C |
30s 59 °C (adk, icd), 62 °C (fumC), 63 °{30 syklia

(mdh, purA), 67 °C (gyrB) ja 68 °C (recA) |
1minl5s 72°C |
5 min 72 °C

Ajon jalkeen PCR-tuotteet pipetoitiin 15 %:lle agasigeelille.
Molekyylikokomarkkereina kaytettin Generul&r 100 bp DNA ladder Plus (Fermentas).
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PCR-tuotteet eroteltiin agaroosigeelielektroforeesil40 V jannitteella 45 minuutin ajan.
Taman jalkeen geeli kuvattiin UV-valossa. MLST-PGRtteet puhdistettiin sekvensointia
varten kayttaen MinElute PCR purification kit -reagsipakettia (Qiagen). DNA eluoitiin
lopuksi 10 pl:aan EB-eluointipuskuria. DNA-pitoisuumitattiin - Qubit-fluorometrilla.

Puhdistetut naytteet lahetettiin sekvensoitavaksicidgenille Hollantiin, jossa DNA

sekvensoitiin  molempiin suuntiin. MLST-tulokset &msaitin samaan tapaan kuin
PMLST-tulokset. Sekvenssitiedot syotettin MLSTttkantaa vastaan osoitteessa

http://mlist.warwick.ac.uk/mist/dbs/Ecoli Alleelivarianttien numerojen yhdistelma antoi

sekvenssityypin.
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4 Tulokset

4.1 Konjugaatio

Tehdyn konjugaatiokokeen avulla voitiin testata igtemssiplasmidien

konjugaatioherkkyyttd luonnollisia olosuhteista teasissa oloissa. Nain saatin myds
aikaan transkonjuganttejg. coli -kantoja, joista osa sisdlsi vain yhteen Inc-tyypp

kuuluvia plasmideja, jotka voitiin eristdd jatkdtumuksia varten. Konjugaatiokokeesta
selvisi, ettd 40/43 (93 %) broilerin tuotantoketgmvaiheista ja lihasta eristetyista AmpC-
positiivisesta E. coli -bakteereista konjugoivat plasmidin tai plasmideja
vastaanottajakannalle annetuissa olosuhteissaiskogristetyistd bakteereista puolestaan

vain kaksi yhdestatoista (18 %) konjugoi plasmidegjataanottajalle (Taulukko 16).
4.2 CIT-PCR ja Inc-tyypitys

Kaikki tutkittavat transkonjugantit sisalsivat CHER:n mukaan plasmidin, jonka AmpC-
geeni kuului CIT-ryhméaan (Taulukko 16). TranskomgagienE. coli -kantojen plasmidit
tyypitettin PCR:n avulla myds Inc-tyyppeihin. Igypitys-PCR:n mukaan broilereiden
tuotantoketjusta ja broilerinlihasta eristettyjgéncoli -bakteerien konjugoituvat plasmidit
kuuluivat Inc-tyyppeihin FIB, K ja/tai I1. Suurinsa isovanhempaispolvesta, emoista ja
tuotantopolvesta  eristetyista E.  coli  -plasmideista  kuului  Incl1l-tyyppiin.
Vahittadismyyntilihan transkonjuganteissa oli putdes suurimmaksi osaksi IncK-tyypin
plasmideja. Koirista eristettyjen transkonjugamtfe coli -kantojen plasmidit olivat Incl1-
tyyppia. Konjugatiivisten plasmidien Inc-tyypit @sitetty Taulukossa 16.

Taulukko 16. AlkuperdisetE. coli -kannat, kantojen eristysvuosi sela coli DA11782 -kantaan
konjugaatiossa siirtyneiden plasmidien ominaisuaiksi

kantanumero eristysvuosi  AmpC-ryhma Inc-tyyppi pMLST
iIsovanhempaispolvi

sively 2011 CIT 11 12
2705/2

2701/1 2011 CIT 11 12
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kantanumero eristysvuosi  AmpC-ryhma Inc-tyyppi pMLST
567/3 2011 ei konjugoidu

571/2 2011 CIT 11,K

4901/3 2011 ei konjugoidu

4031 2012 CIT 11,K,FIB

4033 2012 CIT 11,K,FIB
isovanhempaispolvi

aluspaperi

6448 2011 CIT 11 12
6450 2011 ei konjugoidu

emopolvi

6959 2011 CIT 11 12
8036 2011 CIT 11 12
8040 2011 CIT 11 12
6936 2011 CIT 11,FIB

857 2012 CIT 11,K

2350 2012 CIT 11 12
59 2012 CIT 11 12
tuotantopolvi

3940 2011 CIT 11 12
3363 2011 CIT 11 12
6327 2011 CIT 11 12
6957 2011 CIT 11 12
7291 2011 CIT 11 12
7458 2011 CIT 11 12
8154 2011 CIT 11 12
5558 2011 CIT 11 12
5560 2011 CIT K

6010 2011 CIT 11 12
6953 2011 CIT K,FIB

7019 2011 CIT 11 12
7268 2011 CIT 11 12
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kantanumero eristysvuosi  AmpC-ryhma Inc-tyyppi pMLST
7623 2011 CIT 11 12
7625 2011 CIT 11 12
6009 2011 CIT K

7634 2011 CIT

7841 2011 CIT 11 12
vahittaismyyntiliha

293 2011 CIT K

55 2011 CIT K

147 2012 CIT K

225 2012 CIT K

227 2012 CIT K

476 2012 CIT K

879 2012 CIT K

480 2012 CIT 11 12
479 2012 CIT K+?

koira

E131 2010/11 ei konjugoidu

E133 2010/11 ei konjugoidu

E157 2010/11 ei konjugoidu

E238 2010/11 ei konjugoidu

E241 2010/11 ei konjugoidu

E252 2010/11 ei konjugoidu

E242 2010/11 ei konjugoidu

E299 2010/11 ei konjugoidu

E302 2010/11 ei konjugoidu

E320 2010/11 CIT 11 ?

E525 2010/11 CIT 11 12
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4.3 Incll-plasmidien pMLST

PMLST-tyypitysmenetelman avulla tutkittin plasmedi samankaltaisuutta viiden hyvin
konservoituneen yllapitogeenin suhteen. pMLST-aymbfa selvisi, ettd kaikki paitsi yksi
koirasta eristetty Incll-plasmidi kuuluivat samasakvenssityyppiin 12 (Taulukko 16).
Incl1l-plasmideilla oli jokaisesta tutkittavasta gestd, muutamia pistemutaatioita lukuun
ottamatta, samanlainen alleelivariantti (Taulukko).1Yksi plasmidi, joka oli eristetty
koiran E. coli -kannasta, sisalsiardA-geenistd sellaisen alleelivariantin, jonka
alleelivarianttien yhdistelmélle ei 10ydy sekvemggbpia tietokannasta. Tutkittavat

plasmidit ovat kuitenkin siis naiden viiden geesuhteen hyvin samanlaisia.

Taulukko 17. pMLST alleelivariantit ja sekvenssipypy

repl ardA trbA SogS pilL ST

kaikki broilerit + koira E525 1 4 3 4 1 12

koira E-320 1 14 3 4 1 ?

4.4 IncK-plasmidien eristys ja restriktioentsyymianayy

TranskonjugantitE. coli -kannat, joissa todettiin olevan vain IncK-tyyppikuuluvia

plasmideja, eristettin kaupallisella reagenssipiie Eristyksen onnistuminen
tarkastettiin ajamalla naytteet agaroosigeelietékteesissa. Koska joillakin kannoilla
nahtiin geelillda IncK-plasmidien lisdksi muita phasleja, transkonjuganttien ja
villikantojen plasmidieristykset ajettiin geelilldinnakkain (Kuva 1). Todettiin, etta
joihinkin kantoihin siirtyi konjugaatiossa vain b#lu IncK-plasmidi, mutta joihinkin
siirtyi myods villikannassa olleita pienempia pladgeja, joita ei voitu tunnistaa Inc-
tyypitys-PCR:n avulla. IncK-plasmidi on suurikokem joten plasmidi pystytaan

kuitenkin erottamaan kokonsa puolesta pienistanpldeista.
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Kuva 1 a. ja b. Geelikuva IncK-plasmidieristyksistéuvissa transkonjuganttien (tk) ja villikantojgwm)
plasmidieristykset rinnakkain. IncK-plasmidi nékyuvissa ylh&éalla geelikaivojen alapuolella kahtena
juovana (eri konformaatiossa). IncK-plasmidien Ksidgeelilla nakyy pienia tunnistamattomia plasrjade
Kuvien ensimmaisessé ja viimeisessa kaivossa myli&kikomarkkeri Lambda/Hind Il - Phi-X174/Hae III.

IncK-plasmidit katkaistin BamHI- ja Hindlll-resttioentsyymeilla, jotta voitaisiin

vertailla plasmidien samankaltaisuutta. IncK-pladimi restriktiojuovien lisaksi

restriktioprofiileissa on myds nahtavissa pienidasphideja (Kuva 2), jotka ovat
konjugaatiossa siirtyneet luovuttajalta vastaafgaktntaan. Plasmidieristyskuvia ja
restriktioprofiilikuvia vertailemalla pienet plasdii pystytdan kuitenkin erottamaan
restriktiojuovista. IncK-plasmidien pilkkoutumistgertailemalla on havaittavissa ainakin
viisi erilaista plasmidityyppia. Kannoilla 5560, @@ 7634, 225, 879 ja 227 vaikuttaa
olevan samanlaisesti pilkkoutunut IncK-plasmidi.nk@gen 147, 55, 293 ja 476 plasmidit
sen sijaan poikkeavat hieman toisistaan ja muiatan@ista. IncK-plasmidien BamHI- ja

Hindlll-restriktioprofiilit ovat ndhtavissa Kuvasga

igestio Hindlll 19.12.2012 HTa

Kuva 2 a. ja b. Geelikuva IncK-plasmidien restoktiofiileista. Kuvassa a. IncK-plasmidin BamHI-
restriktioprofiili ja kuvassa b. HindllI-restrilaprofiili. Kuvassa on nahtavissa myds pienia plakaja, jotka
ovat siirtyneet konjugaatiossa villintyypin bakteista transkonjugantteihin. Molekyylikokomarkkerina
molempien kuvien ensimmaisessa ja viimeisessa kaawvbambda/Hind Il - Phi-X174/Hae 1.
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4.5 MLST

Virulentimpiin  fylogeniaryhmiin  kuuluvia AmpC-pogi¥isia E. coli -bakteereja
tyypitettin  MLST-analyysin avulla. Fylogeniaryhm&&B2 kuuluvat E. coli- kannat
kuuluivat MLST-analyysin mukaan sekvenssityyppiirBl1ja fylogeniaryhnmaan D
kuuluvatE. coli -kannat kuuluivat sekvenssityyppiin 38. Yhden régmt MLST-tyyppié ei
pystytty maarittelemadn. MLST-analyysin tulokseti alekvenssityypit on esitetty

Taulukossa 18.

Taulukko 18E. coli -kantojen fylogeniaryhmat ja MLST analyysin tuleks

kantanumero fylogeniaryhma MLST
emopolvi

8036 B2 131
59 B2 131
857 D 38
tuotantopolvi

3940 B2 131
8154 B2 131
5560 D 38
vahittaismyyntiliha

227 D 38
229 D 38
480 D -
879 D 38
476 D 38
147 D 38
225 D 38
479 D 38
293 D 38
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5 Tulosten tarkastelu

5.1 Konjugaatio

Horisontaalinen geenien siirtyminen plasmidien mmaka on merkittava syy
antibioottiresistenssin nopeaan leviamiseen. Kamtigkokeella pyrittiin saamaan aikaan
kantoja, jotka sisaltavat vain yhden resistenssipldityypin jatkotutkimuksia varten,
mutta samalla pystyttiin tutkimaan, ovatko plasmikdelposti konjugoituvia sellaisessa
lampdtilassa, joka vallitsee tasalampoisten elairgeolistossa. Tassa tydssa tutkittujen
broilerituotannon ja broilerinlihanE. coli -kannat osoittautuivat olevan hyvin
konjugoituvia, sila  lahes  kaikki luovuttajakannat siirsivat ~ plasmideja
vastaanottajakannalle. Tama osoittaa, ettd ressf@asmidit voivat helposti levita
bakteerista toiseen esimerkiksi linnun suolisto§sadetaan, ettd plasmidit voivat siirtya
my0s bakteerilajista toiseen. Siipikarjassa yleis#vY-2 geenin on tutkittu siirtyneen
muun muassé&&almonella- ja E. coli -bakteerien valilla tuotantoelédimista eristetyissa
bakteereissa (Winokur ym., 2001). Resistenssipldismoivat siirtya myos bakteereihin,
jotka ovat patogeenisia, mutta alun perin herkkigb#ooteille. Inmisisté ja eldimista onkin
|0ydetty huolestuttavan paljon patogeenisia lagjaikille beetalaktaameille resistentteja
E. coli -kantoja erilaisten tautiepidemioiden yhteydessam@arat kasvavat jatkuvasti
(EFSA 2011). Antibioottiresistenttiys hankaloitta@ektion hoitamista ja mahdollistaa
bakteerin tehokkaamman levidmisen. Myds koiri@ coli -bakteereista 10ytyi
konjugoituvia plasmideja, mutta suhteessa huomastavwahemman. Tastd voidaan
paatella, ettd koiriei. coli -bakteerien plasmidit eivat valttamatta levia ytehokkaasti
kuin broilerintuotannon ja broilerinlihan. Toisaalttulosta ei voi yleistdd, koska
tutkimusaineisto oli melko suppea. Jotta koiriemsphideja voitaisiin jatkossa tutkia
paremmin, voitaisiin ei-konjugoituvia plasmidejaitiga siirtdd vastaanottajakantaan
konjugaation sijaan esimerkiksi elektroporaation ullav  Elektroporaatio on
transformaatiomenetelmda, jossa bakteeriin solukald@paisevyys muutetaan ulkoisen
sahkokentan avulla, jolloin bakteeri pystyy ottamasisddnsa geneettistd materiaalia

ymparistostaan (Dower ym., 1988).
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Plasmidieristyksissa huomattiin, etta tunnettujecrtyyppien liséksi vastaanottajakantaan
siirtyi konjugaatiossa myos pienempid tunnistanmatéoplasmideja. Naita plasmideja ei
ollut kuitenkaan kaikilla kannoilla. Plasmidierikgra vertailtaessa voitiin todeta, etta
pienet plasmidit olivat peraisin villityypin baktesta. Nama pienet plasmidit ovat
luultavasti mobilisoituvia plasmideja, jotka eivdysty itsendiseen konjugaatioon, mutta
siirtyvat konjugoituvan plasmidin mukana (ks. ykaitsaus Waters 1999).

5.2 AmpC-geeni ja Inc-tyypit

AmpC-entsyymeja tuottavien bakteerien on todetayvah yleisid siipikarjatuotannossa ja
siipikarjatuotteissa ympari Eurooppaa, mutta ESBisgymeja tuottavat bakteerit ovat
monin paikoin yleisempia (EFSA 2011). AmpC-geengkataan levinneen suomalaiseen
broilerintuotantoketjuun Skotlannista tuontilintnje mukana (Evira julkaisematon).
Ruotsalaisesta ja tanskalaisesta broilerinlihasta kaitenkin [6ytynyt huomattavasti
enemman ESBL-enstsyymeja tuottavia bakteereja Buiomesta, vaikka maat kayttavat
samoja isovanhempaispolven lintuja (Borjesson yrAQ13b). Suomessa AmpC-
positiivisten E. coli -bakteerien maéara broilerintuotannossa ja broildiassa on myos
pienempi kuin monissa muissa Euroopan maissa. Eiflien vahaisyys ja AmpC-
geenien vahaisempi levidminen voivat johtua Contpete Exclusion -menetelmén
kaytostd suomalaisessa broilerintuotannossa (kedku3arja Pohjanvirta). Menetelméa
perustuu poikasten suolistoflooran vahvistamiseeti kuoriutumisen jalkeen (Orion

Pharma). Menetelma ei ole laajasti kaytdsséa Rigat®ika muissa Euroopan maissa.

Suomalaisen broilerituotannon eri vaiheiden, braoildnan ja koirienE. coli -bakteerien
AmpC-geenit kuuluivat kaikki CIT-ryhmé&an. Myohemsis tutkimuksissa selvisi, etta
geeni on CMY-2. CMY-2 on selvasti yleisin AmpC-gegm sita on |0ydetty siipikarjan
bakteereista useista maista (EFSA 2011). Tassaayiskittujen broilerin tuotantoketjun
E. coli -bakteerien CMY-2-geeni sijaitsi useimmiten Inglasmidissa. Incll-plasmidi on
yhdistetty IV-tyypin pilukseen, joka saattaa ollatgydessé konjugaatioon ja virulenssiin
ja jota tavataan useimmiten patogeenisissa bakssar€lohnson ym., 2007b). Incl1-tyypin
plasmidin sailymisen ja leviamisen taustalla saattasiis olla myds muut tekijat kuin
antibioottiresistenssi. Suomalaisesta broilerirdthddydetytE. coli -bakteerien plasmidit,
jotka sisalsivat CMY-2 geenin, kuuluivat muistatamtovaiheista poiketen paasaantoisesti
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IncK-tyyppiin. IncK-plasmidi on liitetty CMY-2-geaem broilereissa myds aiemmin
(Dierikx ym., 2010; Borjesson 2013b).

Ruotsissa seka broilerien tuotantoketjun AmpC-posiet naytteet ettd broilerinliha
sisélsivat ainoastaan IncK-tyypin plasmideja (B&sn ym., 2013b). Tasta paateltiin, etta
resistenssiplasmidit ovat siirtyneet broilereistedn broilerintuotantoketjussa. Suomessa
tilanne ei luultavasti ole nain yksiselitteinen|lgsibroilerinlihasta eristetyt plasmidit
kuuluivat suurimmaksi osaksi eri Inc-tyyppeihin kuiuotantopolven plasmidit. Tasséa
tutkimuksessa ei seurattu tietyn isovanhempaiseeampjen, tuotantopolven ja niista
teurastettujen lihojerk. coli -bakteereja, mutta koska broilerintuotantoketjuryttedsta
l6ytyi myds IncK-tyypin plasmideja, voivat broilatihan plasmidit olla peraisin naista
kannoista. KoirienE. coli -bakteerien Incll-plasmidit eivat todennakoisedé peraisin
ainakaan suomalaisesta broilerinlihasta, sillastidddydetytE. coli -bakteerit sisalsivat
IncK-plasmideja. KoirienE. coli -bakteerien plasmideista on kuitenkin vaikea tehda

laajempaa yleistysta, silla tassa tutkimuksessaséeltavana oli vain kaksi kantaa.

5.3 pMLST ja restriktioentsyymianalyysi

Resistenssiplasmidien yhtalaisyyksia tutkittin kemnmin  pMLST-tyypityksen ja
restriktioentsyymianalyysin avulla. Broilerintuotaketjun eri vaiheista ja broilerinlihasta
eristettyjen E. coli -bakteerien Incll-plasmidit osoittautuivat kaikldgamanlaisiksi
tutkittujen konservoituneiden geenien suhteen. pWLSoveltuu hyvin plasmidien
sukulaisuussuhteiden arvioimiseen, silla muutokdiépitogeeneissa tapahtuvat yleensa
vasta pitkan ajan kuluessa. Tassa tyossa tarkgdtetuoli varsin lyhyt, joten muutoksia ei
ole ehtinyt tapahtumaan ja plasmidit ovat l&hemikua kesken&aan. Tuloksista voidaan
paatella, etta plasmidit ovat luultavasti peréigmlesta lahteesta. Tama tukee hypoteesia,
jonka mukaan resistenssiplasmidit olisivat tullesstvanhempaispolven lintujen mukana
Skotlannista ja siirtyneet sitten vertikaalisesbilerintuotantoketjussa alaspain. Plasmidit
ovat mahdollisesti myds levinneet bakteeripoputssi horisontaalisesti konjugaation

valityksella.

Tutkitut Incl1-plasmidit kuuluivat sekvenssityyppill2, jota on tavattu ympéari maailmaa
E. coli- ja Salmonella -bakteereissa (pubMLST). Yhdysvalloissa vuonna92t&hdyssa

tutkimuksessa broilerintuotannon ja broilerinligaimonella -bakteereista eristetyt CMY-
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2-geenin sisaltavat Incl1-tyypin plasmidit kuuluisiurimmaksi osaksi sekvenssityyppiin
12 (Folster ym., 2010; Folster ym., 2012). Samagpia loydettin myos ihmisista
eristetyista Salmonella -bakteereista. Italiassa sekvenssityyppiin 12 tkwal Incll-
tyyppiin plasmideja on loydetty siipikarjaB. coli- bakteereista (Accogli ym., 2013).
Suomalaisessa broilerintuotannossa esiintyvat iptadmidit voivat olla sukua naille
maailmalla yleisesti levinneille Incl1l-plasmideillpMLST-tulosten perusteella koiridh
coli -bakteerien plasmidit olivat hieman erilaisia. Banohtuu mutaatioistaardA-
geeninssd, silla plasmidit poikkesivat ainoasta@man geenin suhteen. Toinen
plasmideista kuului selvasti sekvenssityyppiin friljtta toiselle plasmidille ei pystytty
maarittdmaan sekvenssityyppid. Luultavasti plasgmmrat kuitenkin laheistd sukua
toisilleen. Plasmidien alkuperésta ei kuitenkaastyig tekemaan tarkempia péaatelmia

sekvenssityypin perusteella, silla tutkittavia kgatoli vain kaksi.

Koska IncK-plasmideja ei voida tyypittdda pMLST-anain avulla, tutkittin kyseisia
plasmideja restriktioentsyymianalyysin avulla. Analista selvisi, ettd IncK-plasmideissa
on jonkin verran eroavaisuuksia. Broilerinlihastatyneet IncK-plasmidit eivat olleet
keskenddn samanlaisesti pilkkoutuneita, mutta rdoapaispolvesta ja tuotantopolvesta
l6ydetyt plasmidit olivat samanlaisia. Osa broiéhoista eristetyista plasmideista oli
toisaalta pilkkoutunut samalla tavalla kuin isovampaispolven ja tuotantopolven
plasmidit. Restriktioentsyymianalyysi ei kuitenkaaple kovin tarkka menetelma
plasmidien samanlaisuuden arvioimiseen, silla {&isit pistemutaatiot saattavat muuttaa
restriktioentsyymien katkaisukohdan. pMLST:n avuiaadaan tarkemmin maaritettya
samanlaisuutta, silla siihen yksittaiset pistemtinaaivat vaikuta samalla tavalla. Koska
IncK-plasmideissa ei kuitenkaan ole nahtavissaiauenoja, voidaan paatella, etta nekin
ovat melko laheistd sukua keskenaan. Kuten In@dsmidit, myos IncK-plasmidit ovat
luultavasti  siirtyneet vertikaalisesti broilerintaotoketjussa, silla samanlaisesti

pilkkoutuneita plasmideja l6ydettiin tuotantoketjkmikista vaiheista seka broilerinlihasta.

Koska samanlaisia AmpC-geeneja ja plasmidityypsed bakteerikantoja on |dydetty
niin ihmisista kuin tuotantoelaimista, on hyvin éwohakoista, etta plasmidit ovat siirtyneet
jossain vaiheessa bakteerien mukana ruoan valltikdemiseen (Voets ym., 2013).
Suomessa potilaiden veriviljelyista ei ole 10ytynyit990-2010 valilla kuin yksi

plasmidivélitteinen AmpC-geenin sisdltdva kanta yikdinen 2013). Naytteissa
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yleisempia olivat ESBL-geenit, jotka kuuluivat CTM+yhmé&an. ESBL-geenit eivat
kuitenkaan ole yleisia suomalaisessa broilerinBhaseSBL/AmpC-kantajuutta terveissa
suomalaisissa ihmisissa ei sen sijaan ole tutkjtiten ei voida tietdd, ovatko ihmiset
naiden resistenssigeenien kantajia. Ruotsissa $sBdyutkimuksessa broilerinlihan ja
ihmisten kliinisistda AmpC-positiivisist&. coli -naytteista ei lI6ydetty fylogeneettisia tai
geneettisia yhtalaisyyksia (Borjesson ym., 2013®)iski resistenttien bakteerien
siirtymiseen broilerinlihasta ihmiseen on kuitenkilemassa, ja riskid Suomessa lisda se,
ettA Suomeen tuodaan broilerinlihaa ulkomailta. idi®in voivat saada ESBL/AmpC-
entsyymeja tuottavia bakteereja myos lemmikkiel&t&yi silla lemmikit elavat laheisessa
kontaktissa omistajansa kanssa (ks. yleiskatsauard@bassi ym., 2004 Koirien
resistenssitaakkaa taytyy kuitenkin tutkia tarkemnennen kuin voidaan tehda paatelmia
resistenssigeenien alkuperastd ja mahdollisestdynsisesta bakteerien valityksella

ihmisiin.

5.4 MLST

Virulentteihin fylogeniaryhmiin B2 ja D kuuluvienApC-positiivistenE. coli -bakteerien
koko genomia tutkittin MLST-menetelman avulla. Kittavat kannat jakaantuivat selvasti
kahteen eri sekvenssityyppiin fylogeniaryhmien narka Suomalaisesta
broilerintuotantopolvesta ja emoista l0ydetty ST-E3Toli -kanta on liitetty aikaisemmin
moniin ESBL/AmpC-geeneihin kuten CTX-M-15 ja CMYRy6s ihmisissa (Rogers ym.,
2011). Euroopassa ESBL/AmpC tuottavia STE3leoli -klooneja on l|0ydetty myds
elaimista (ks. yleiskatsaus Ewers ym., 2012). ST@B1yleinen suoliston ulkopuolisia
infektioita aiheuttavissa ExXPEC-bakteereissa mamilamgjuisesti. Onkin huolestuttavaa,
ettd AmpC-entsyymeja tuottavia ST1Bl-coli -kantoja I6ytyy myds suomalaisesta
broilerituotannosta. Suomalaisessa broilerinlihassintyvad ST3&. coli -kloonia on
my0s |0ydetty maailmanlaajuisesti ESBL-entsyymaj@ttavista E. coli -bakteereista
ihmisista ja elaimista (ks. yleiskatsaus Ewers y2012). Ruotsissa ST38 oli myds yleisin
broilerinlihasta lI6ydettye. coli -bakteerien sekvenssityyppi (Bérjesson ym., 2018k)on
luultavasti samaa alkuperaa kuin suomalaisestdebrdihasta |0ydetyt AmpC-positiiviset
E. coli -bakteerit, silla Suomessa ja Ruotsissa isovanhspgsaen linnut tulevat samoista
yrityksistd. ST38 on aiemmin liitetty CTX-M-, OXAa NDM-geeneihin (ks. yleiskatsaus
Ewers ym., 2012). CTX-M-entsyymeja tuottavia STB8<¢oli -kantoja on ldydetty
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ihmisten kliinisista naytteistd ainakin Japaniskigllannista, Koreasta ja Tansaniasta
(Pitout 2012). ST3&. coli -bakteeria ei kuitenkaan ole liitetty AmpC-entsyyine
tuottaviin patogeenisiii. coli -bakteereihin ihmisissa. Tama sekvenssityyppi dtekikin
yleistymassa. Suomalaisesta broilerituotannosta I8iityy sellaisiakE. coli -bakteereja,
joiden sekvenssityyppi on liitetty ihmisissa sutmis ulkopuolisia infektioita aiheuttaviin
ExXPEC-bakteereihin. Erityisesti ST1&L-coli on uhka ihmisten terveydelle, silla se on
erittdin virulentti ja usein resistentti monille tdmoottiryhmille. Taman kloonin nopea
levidminen ihmisista toiseen ja mahdollisesti mg&Enten ja ruoan valityksella ihmisiin

asettaa haasteita infektioiden ennaltaehkaisyltojdolle.

5.5 Tulosten hyédyntaminen

ESBL/AmpC-entsyymeja tuottavien bakteerien levidénis suomalaisessa
broilerintuotannossa  voidaan pyrki& ehkdisemaan n,vai jos tunnetaan
antibioottiresistenssitilanne ja tiedetaan, mitesistenssigeenit levidvat ja mistéa ne tulevat.
Tietoa beetalaktamaasigeeneja siséaltdvien baktegde plasmidien alkuperdsta seka
levittdytymisesta voidaan tulevaisuudessa hyddystiainniteltaessa toimenpiteitd, jotka
tahtaavat antibioottireisitrenssin kasvun ehkaisesn suomalaisessa
broilerintuotantoketjussa. Téllaisia toimenpitertiivat olla muun muassa eléinten tuonnin
kontrollointi ja tuontieldinten tutkiminen resistsigeenien/plasmidien/bakteerien varalta.
Liséksi voidaan suunnitella tarkemmin antibioottigiyttéa siipikarjan hoidossa. Vaikka
Suomessa el kaytetd siipikarjan hoidossa kefaldsp@a, voi muiden
beetalaktaamiantibioottien, kuten amoksisillinkgyttd kuitenkin edistdd ESBL/AmpC-
entsyymeja tuottavien bakteerien kasvua. Koska npliis sisaltdvat usein
resistenssigeeneja monia antibioottirynmia vastaanbeetalaktaamien kayttdé suosia nain
muidenkin resistenssigeenien yleistymista. Tallékdl& resistenssitiianne suomalaisen
broilerintuotantoketjun eri vaiheissa on hyva, rawturantaa ja tutkimustyota tarvitaan

ehdottomasti tulevaisuudessakin.

5.6 Yhteenveto

Suomalaiseen broilerintuotantoketjuun ja broilenaan on levinnyt AmpC-entsyymeja

tuottaviaE. coli -bakteereja luultavasti tuontilintujen mukana. Atageeni on CMY-2 ja
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se ilmenee suurimmaksi osaksi konjugatiivisissarldeissa, jotka kuuluvat pddasiassa
Incll- ja IncK-tyyppeihin. Broilerintuotannossa ltheplasmidit olivat IncK-plasmideja
yleisempia ja ne osoittautuivat samanlaisiksi pMiSypityksen mukaan. Tasta voidaan
paatella, ettd ne ovat levinneet vertikaalisesteigesta lahteesta broilerituotantoketjussa
alaspain. Broilerinlihassa Incll-plasmideja oli temkin huomattavasti vAhemman ja
yleisin  plasmidityyppi oli IncK. Lihan plasmidit it kuitenkaan olleet
restriktioentsyymianalyysin mukaan taysin samaidaiBroilerituotannon eri vaiheista ja
lihasta eristetyistd plasmideista kuitenkin I6ysgmanlaisia restriktioprofiileja. Voidaan
ajatella, ettd plasmidit ovat siirtynedf. coli -bakteerin siirtyessa vertikaalisesti
broilerintuotantoketjussa myds broilerinlihaan. IKaaation avulla plasmidit ovat
pystyneet levittdytymaan myds horisontaalisestiantmketjun eri vaiheissa, mika lisaa
positiivisten 16ydosten maaraa. Resistentit bakteeivat siirtyd ruuan valityksella myods
ihmisiin. Koska resistenttiys siirtyy plasmidienlitksella tehokkaasti, on huolena, etta
nama plasmidit leviavat harmittomista bakteereigiatogeenisiin bakteereihin ja
sairastuttavat ihmisid. Osa tutkituist. coli -bakteereista kuului potentiaalisesti
virulentimpiin fylogeniaryhmiin. Broilerintuotanntes 10ytyi E. coli -bakteereja, jotka
kuuluvat ihmiselle erittain virulenttiin ST131-tygpn. ST131E. coli aiheuttaa ihmisille
suoliston ulkopuolisia infektioita ja on usein ws#sntti monille antibiooteille.
Resistenssitilannetta on syyta tulevaisuudessa&iuraga, jottei se padse pahenemaan.
Tilanne Suomessa on talla hetkella kuitenkin méigked, silla muualla maailmassa yleisia
ESBL-entsyymeja tuottavid. coli -bakteereja on suomalaisessa broilerintuotannossa

erittdin vahan.
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