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KASUTATUD LUHENDID

APE — antimikroobse toime suurendaja (Antimicrobial performance enhancers)
ESBL - laiendatud toimespektriga beetalaktamaas (Extended spectrum f-lactamase)

EUCAST - antimikroobse tundlikkuse testimise Euroopa Komitee (The European Committee

on Antimicrobial Susceptibility Testing)

MALDI - maatriksainega vahendatud laser desorptsioon ja ioniseerimine (Matrix-assisted

laser desorption ionization)

MRSA — metitsilliinresistentne Staphylococcus aureus (Methicillin-resistant S. aureus)
MS — massispektromeetria

PBP — penitsilliiniga seonduv valk (Penicillin-binding protein)

PLS — Partial Least Squares

gPCR — kvantitatiivne PCR (quantitative PCR)

TOF - lennuaeg (Time-of-Flight)

VRE - vankomiitsiinresistentne enterokokk (Vancomycin-resistant enterococci)

WHO — Maailma Terviseorganisatsioon (World Health Organization)

XDR - resistentsus enamikele saadaolevatele antibiootikumidele (Extensivlydrug-resistant)



SISSEJUHATUS

Inimese normaalne mikrofloora ehk mikrobioota on organismide kooslus, mida leidub terve
inimese nahal ja limaskestadel. Normaalses mikrobiootas on 10 bakterirakku, rohkem kui
200 erinevast liigist. Mitmed normaalsesse mikrobiootasse kuuluvad bakterid voivad esineda
patogeenide ehk infektsioonitekitajatena. Mikrobioota tdhtsus seisneb seedeprotsessides ja

ainevahetuses osalemises ning immuunsiisteemi stimuleerimises.

Kéesolevas to6s wuuritakse ldhemalt stafiilokokke, enterokokke, enterobaktereid ja

pseudomonaade. Kirjeldatakse bakterite iilekannet inimeselt inimesele ja loomadelt inimesele.

Antibiootikumide  pdhjendamatu, korduv  ja  ebadige tarvitamine  soodustab
antibiootikumresistentsuse levikut. Suur hulk antibiootikume on kasutusel loomakasvatuses,
ravimeid antakse loomadele nii terapeutilistel kui ka profiilaktilistel eesmérkidel,
antibiootikume lisatakse jirjepidevalt ka loomasoota toidu efektiivsuse suurendamiseks.

Kontrollimatu antibiootikumide tarvitamine aitab kaasa resistentsuse viljakujunemisele.

Bakalaureusetoo eesméargiks on uurida terve inimese mikrobioota koosseisu ning kuidas pidev
kokkupuude koduloomadega seda mojutab. Uuritakse potentsiaalsete patogeenide esinemist ja

antibiootikumresistentsete bakterite levikut tervete inimeste mikrobiootas.

To66 on teostatud Tartu Ulikooli Arstiteaduskonna mikrobioloogia instituudis ja SA Tartu

Ulikooli Kliinikumi Uhendlaboris.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Bakterid inimorganismis

Terve inimese veri, aju, lihased ja muud sisekoed on tavaliselt mikroobivabad. Kuna
kattekoed on pidevas kontaktis timbritseva keskkonnaga, siis need koloniseeritakse kergesti
mitmete  mikroobilitkide  poolt  (http://textbookofbacteriology.net/normalflora.html).
Praeguseks on teada, et inimese keha on enne siindi tdiesti steriilne ehk vaba koigist
mikroobidest. Esimesed bakterid saadakse siinnituse kédigus (Reid jt., 2011; Dominguez-Bello
jt., 2010). Organismi mikrobioota kujuneb vilja teise ja neljanda eluaasta vahel. Inimesel,
kellel on mikrobioota kujunemine imikuna olnud héiritud, suureneb infektsioonhaiguste oht

(Mikelsaar jt., 2006). Eri bakteritiived panevad aluse immuunsiisteemile (Reid jt., 2011).

1.1.1 Bakterid kui inimese normaalse mikrobioota osa

Inimese normaalse mikrobioota ehk mikrofloora moodustavad organismid, mida leidub terve
inimese nahal ja limaskestadel. Normaalne floora sisaldab moningaid eukariiootseid seeni ja
protiste, kuid suurema osa mikroobidest moodustavad bakterid. Inimese mikrobiootat
mojutavad mitmed tegurid, nagu nditeks indiviidi geneetika, vanus, sugu, stress, toitumine ja
keskkond, iiks oluline faktor on ka antibiootikumide kasutamine. Normaalne mikrobioota
sisaldab rohkem kui 200 eri bakteriliiki. On vélja arvutatud, et inimese suus on 1010, nahal
10" ja seedetraktis 10'* bakterit. Levinuimad bakterid on stafiilokokid ja streptokokid,
peensoole tuntuim bakter on Escherichia coli
(http://textbookofbacteriology.net/normalflora.html). ~ Mikrobioota  kontrollib ~ mitmeid
elutdhtsaid funktsioone nagu seedimisprotsessid ja ainevahetus, samuti on oluline

immunoloogilise kaiste tekitamisel (Mikelsaar jt., 2006).

1.1.2 Bakterid kui infektsioonitekitajad

Mitmed mikroobid (niditeks Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis) voivad
esineda nii patogeenidena kui ka normaalse mikrobioota osana. Patogeenid ehk
infektsioonitekitajad bakterid jaotatakse obligaatseteks ehk tdelisteks ja oportunistlikeks ehk
tinglikeks. (1) Toelised patogeenid on bakterid, mis tavaliselt ei esine normaalse mikrobioota
koostises ning peremeesorganismi sattudes pohjustavad alati haigestumist. Infektsioon on
viga nakkav, kui haigustekitajad tulevad viliskeskkonnast. Haiguse drahoidmine ja ravimine
on tavaliselt spetsiifiline pohinedes organismi vdimel kutsuda esile antikehade teket. (ii)
Oportunistliku patogeeni haigust tekitava toime ilmnemiseks on vajalik organismi

kaitsevoime langemine. Sellised soodustavad tingimused on nditeks rasedus, menopaus,



diabeet, kasvajad, immuunpuudulikkus, ioniseeriv kiirgus, samuti on ohustatud vastsiindinud
ja eakad inimesed. Infektsiooni pohjustavad mikroobid on tavaliselt périt organismi enda

mikrobiootast (Mikelsaar jt., 2006).

Infektsioon tekib siis, kui bakterid, kaasa arvatud normaalsesse mikrobiootasse kuuluvad,
tungivad organismi steriilsele pinnale. Eri bakteritel on erinev haiguse tekitamise vdime.
Haigestumist mdjutavad ka bakteri sisenemise tee, infektsioonitekitajate hulk ja mis kdige
tdhtsam, peremeesorganismi kaitsevoime (http://textbookofbacteriology.net/NHPR.html).
Inimesel ja tema mikrobioomil on vilja kujunenud mehhanismid kaitsmaks infektsioonide

eest, aga ka taastamaks mikroobset homoostaasi (Reid jt., 2011).

1.1.3 To0s uuritavate bakterite lithiiseloomustus

Stafiilokokid on gram-positiivsed kerajad bakterid, mis sageli esinevad viinamarja kobaraid
meenutavate rithmadena. Stafiilokokkidest on interaktsioonil inimesega olulised kaks liiki,
need on Staphylococcus aureus ja Staphylococcus epidermidis. Staphylococcus aureus on
kollase pigmendiga ning esineb enamasti iilemistel hingamisteedel, samuti nahal, suuddnel ja
seedetraktis. Staphylococcus epidermidis on pigmenditu, leidub tavaliselt nahal voi

limaskestal (http://textbookofbacteriology.net/staph.html, Madigan ja Martinko, 2006).

Viimase 10 aasta jooksul on tdusnud metitsilliinresistentse Staphylococcus aureus’e (MRSA,
ingl k Methicillin-resistant Staphylococcus aureus) (joonis 1) poolt pdhjustatud
infektsioonide arv. See antibiootikumresistentne stafiilokokk on levinud iile kogu maailma.
Nakatumise riskifaktoriteks on ebapiisav hiigieen, lihedane kontakt nakatunud organismiga
ning kahjustatud nahk. MRSA puhanguid on mirgatud eelkdige haigla keskkonnaga
kokkupuutuvate inimeste, narkootikumide kasutajate, atleetide ja vangide seas. Suureks
probleemiks on MRSA tiivede voime pohjustada tdsiseid haigusi ka terve immuunsiisteemiga

indiviididel (Kasper ja Fauci, 2010).

Joonis 1. Metitsilliinresistentne Staphylococcus aureus diferentsiaalsootmel.
(http://www.oxoid.com/CA/blue/press/press.asp?art=Y &arch=Y &pRef=CADENIMO07&c=C
A&lang=EN&yr=2005)



Enterokokkide perekonda kuuluvad bakterid on gram-positiivsed fakultatiivsed anaeroobid,
esinevad nii iiksikult, paarikaupa kui ka lithikeste ahelatena. Enterokokid on katalaas-
negatiivsed ning madala virulentsusega. Nad on osa inimese soole normaalsest mikrobiootast,
kuid voivad esile kutsuda kuseteede infektsiooni, baktereemiat ehk bakterite esinemist veres
ja endokardiiti inimestel, kelle immuunsiisteem on héiritud. Koostdos teiste patogeenidega
voivad pohjustada kdohudodne- ja haavainfektsioone (Fisher ja Philips, 2009; Menichetti ja
Tagliaferri, 2012). Pohilised inimesele patogeensed enterokokid on Enterococcus faecalis ja
Enterococcus faecium. Need nakatavad eelkdige eakaid voi neid, kelle limaskest voi epiteel
on antibiootikumide kasutamise tottu hiiritud. Paljudes haiglates on 1980ndate 16pust alates
sagedasemaks muutunud vankomiitsiinresistentsed enterokokid (VRE, ingl k Vancomycin-

resistant Enterococci) (Kasper ja Fauci, 2010).

Enterobakterite sugukonda kuuluvad bakterid on kepikujulised, fakultatiivsed anaeroobid ja
gram-negatiivsed. Nad elavad nii haigete kui ka tervete loomade soolestikus
(http://textbookofbacteriology.net/e.coli.html). Enterobakterid pdhjustavad paljusid haigusi:
alumiste hingamisteede-, naha-, pehme koe-, kdhuddne-, kesknirvisiisteemi-, kuseteede- ja
silmainfektsioone, baktereemiat, endokardiiti, septilist artriiti ja luupdletikku (Fraser jt.,
2013). Enterobakterite poolt laiendatud toimespektriga beetalaktamaasi (ESBL, ing k
Extended Spectrum [-Lactamase) tootmine kujutab endast olulist meditsiinilist probleemi

(http://textbookofbacteriology.net/e.coli.html).

Pseudomonaadid on gram-negatiivsed kepikujulised bakterid, levinud eelkdige pinnases ja
vees. Nad on tuntud taimepatogeenid, kuid neid leidub ka loomadel. Kliinilises tdhtsuses on
oluline Pseudomonas aeruginosa (joonis 2). See bakter on oportunistlik patogeen, mis
tdhendab, et ta pohjustab infektsiooni siis, kui peremeesorganismi kaitsevdime on vihenenud.
Pseudomonas aeruginosa on looduslikult resistentne paljudele meditsiinis kasutuses olevatele
antibiootikumidele. Pseudomonas aeruginosa on haigla keskkonnas laialt levinud ja vOib
kergesti patsiente nakatada pdohjustades infektsioone kuse- ja hingamisteedes, pehmetes
kudedes, luudes ja liigestes, seedetraktis; samuti erinevaid siisteemseid nakkusi, eriti
patsientidel, kellel esineb immuunpuudulikkus. Pseudomonas aeruginosa infektsioon on
tosine probleem pdletushaavade, tsiistilise fibroosi, AIDSi voi vihiga patsientidel (Madigan ja

Martinko, 2006; http://textbookofbacteriology.net/pseudomonas.html).



Joonis 2. Pseudomonas aeruginosa kolooniad agaril

(http://textbookofbacteriology.net/images/P.aeruginosa.colonies.jpg)

1.1.4 Bakterite iilekanne inimeselt inimesele

Esimesed mikroobid satuvad inimorganismi siinnituse kidigus ema siinnitusteedest. Jargnevate

pievade jooksul lisandub mikroobe ema rinnapiimast, nahalt ja ka siinnitusmaja keskkonnast

(Mikelsaar jt., 2006). Loomulikul viisil siindinud laste mikrobioota koosneb eelkdige ema

vaginaalsest mikroobsest koosseisust, eesotsas Lactobacillus spp., Prevotella spp. ja Sneathia

spp- Samas keisrildikega ilmale toodud laste mikrobioota sarnaneb ema naha mikrobiootaga,

nditeks Staphylococcus spp., Corynebacterium spp. ja Propionibacterium spp (Reid jt., 2011;

Dominguez-Bello jt., 2010).

Bakterite iilekanne voib toimuda kokkupuutel nakkusallikaga voi eluta ja elusa looduse

vahendusel (tabel 1) (Parm, 1995).

Tabel 1. Bakterite iilekande viisid

Ulekande viis | Niiide | Selgitus Viide
Kontakt Otsene | Naha (kdtlemine, kallistamine) ja limaskestade | Parm,
(suudlemine) vahetu kokkupuutumine nakkusallikaga. | 1995
Kaudne | Nakatumine saastunud esemete kaudu (kéteritikud,
ukselingid, meditsiinitarvikud).
Eluta looduse | Ohk Bakterid satuvad Ohku piisknakkusena (kohimisel, | Parm,
vahendusel aevastamisel, koOnelemisel) vOi tolmnakkusena | 1995
(kuivamisele resistentsete bakterite  kinnitumisel
tolmukiibemetele).
Toit Toidus leiduvad mikroobid vdivad pirineda kokkadelt,
toidu pakendamise ja kaubandusega seotud inimestelt.
Vesi Inimese vOi loomade viljaheidetega saastunud vee | *
joomisel, nii levivad nditeks koolera ja tiiiifus.
Elusa looduse | Putukad | Malaaria levib inimeselt inimesele hallasdiskede | *
vahendusel (Anopheles maculipennis) kaudu, kes kannavad
ainurakset parasiiti (Plasmodium falciparum)
* http://www.microbiologyonline.org.uk/about-microbiology/microbes-and-the-human-

body/routes-of-transmission




1.2 Inimesega kokkupuutuvate loomade mikrobioota

Koerte ja kasside seedetraktis olevad bakterid kuuluvad valdavalt riihmadesse Bacteroides,
Clostridium, Lactobacillus, Bifidobacterium spp ja Enterobacteriaceae (Suchodolski, 2011).
Koerte suu ja naha mikrobioota taksonoomiline mitmekesisus on oluliselt suurem vorreldes
inimestega. Kui inimeste nahal domineerivad tavaliselt moned taksonid (nimelt
Propionibacteriaceae, Streptococcaceae ja Staphylococcaceae), siis koera kippadel ja
otsaesisel leidub palju erinevaid taksoneid, mis on sageli leitud mitmete imetajate soolestikust
(Enterobacteriaceae, Fusobacteriaceae), suust (Porphyromonadaceae, Veillonellaceae) ja
nahalt  (Propionibacteriaceae, Staphylococcaceae), aga ka pinnasest ja  veest

(Hyphomicrobiaceae ja Sphingomonadaceae) (Song jt., 2013).

2009. aastal 1dbi viidud uuringus vorreldi inimese ja taluloomade fekaalset mikrobiootat.
Erinevused bakteripopulatsioonis tuvastati reaalaja qPCR (ingl k real-time quantitative PCR)
abil. Leiti, et Bifidobacterium perekonna arvukus erineb oluliselt hobuse, lehma, lamba ja sea
mikrobiootas vordluses inimesega. Sigade mikrobiootast leiti vdiksem E. coli arvukus.
Streptococcus salivarius oli enam levinud inimesel kui teistel loomadel. Uhelgi loomal ei
tuvastatud enterokokkide liike. PLS regressioonanaliiiis (inlg k Partial Least Squares
regression analysis) niitas, et vorreldes teiste loomade ja inimestega on sea mikrobiootas

kdrgem Lactobacillus’e, Leuconostoc’i ja Pediococcus’e populatsioon (Furet jt., 2009).

1.2.1 Bakterite iilekanne loomadelt inimesele

Bakterite iilekanne loomadelt inimesele voib toimuda otsese kontakti kaudu loomadega, aga
ka 14bi toidu, vee (bakterite sattumine pohjavette fekaalse reostuse tottu (Sapkota jt., 2007))
ning loomsete jddkide. Joonisel 3 on nédidatud antibiootikumresistentsete bakterite voimalikke
iilekande teid ja vodimalikku kokkupuudet erinevate elupaikadega. Suurendatud riskiga
nakatuda on ldhedase kontakti tottu niiteks farmeritel, tapamaja tootajatel, loomaarstidel ja
nendega tihedalt kokkupuutuvatel inimestel. Ulekanne v&ib olla kiirendatud geneetiliste

elementide horisontaalsel iilekandel (Marshall ja Levy, 2011).
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Joonis 3. Antibiootikumresistentsete bakterite iilekande teed (modifitseeritud: Ewers jt., 2012)

Esimesena kirjeldatud bakterite otsene levik loomadelt inimesele oli sama
tetratsiikliinresistentse Echerichia coli tiive leidmine nii kanala tootajate soole mikrobiootast
kui ka kanadest, kes said tetratsiikliinlisandiga toitu. Bakterite iilekande keerulisem tee on ldbi
toiduahela, bakterid ja nende geenid esinevad toidus ja loomsete produktide toGtlemise igas
etapis (Marshall ja Levy, 2011). Intensiivses loomakasvatuses on levinud toiduloomade
asimptomaatilised Salmonella infektsioonid. Loomade tapmise kadigus voib liha
kontamineeruda soolestikus olevate salmonelladega. Inimene vGib nakatuda siilies saastunud

liha, lihaprodukte v6i mune (Bogaard ja Stobberingh, 2000).

Euroopa Liidu maades on sageli avopartsiini kasutatud kui APE (ingl k antimicrobial
performance enhancers). See on viinud vankomiitsiinresistentsete enterokokkide levikule.
VRE leiti nii loomas6ddast kui ka tervete inimeste soole mikrobiootast. Bakterite iilekannet
tdestab asjaolu, et Rootsis ja Ameerika Uhendriikides, kus avopartsiini ei ole kunagi
kasutatud, ei ole leitud VRE suurenenud osakaalu toiduloomade vOi tervete inimeste soole

mikrobiootas (Bogaard ja Stobberingh, 2000).
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Koduloomade tavapérast kéitumist (genitaalide ja naha lakkumine, véljaheidetes
pliherdamine, koprofaagia) arvestades on ootuspdrane, et nende karvastik, nahk ja suu
kontamineeruvad véljaheites ja nahapinnal olevate bakteritega. Viimaste otsene iilekanne
inimesele on nahk-nahk kontakt (loomade paitamine vdi muu vahetu kokkupuude), kaudne
ilekanne voib toimuda mis tahes pindadelt, millega nii loomad kui inimesed majapidamises
kokku puutuvad (Costa jt., 2013). Ebapiisava hiigieeni korral on bakterite iilekanne loomadelt

inimese mikrobiootasse eriti soodustatud.

Hiljutisest uuringust (Song jt., 2013) inimese mikrobioota soOltuvusest kokkupuutes
koduloomadega selgus, et koeraomanike mikrobioota (eriti naha mikrobioota) on sarnasem
iksteisele kui koera mitteomavatele inimestele. Partneritel, kes elasid koos koeraga, oli
sarnasem mikrobioota kui neil, kes ei omanud koera. Mikroobikooslus oli sarnasem vanemate

ja koera vahel kui vanemate ja laste vahel.
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1.3 Antibiootikumid ja nende kasutamine, antibiootikumresistentsus

1.3.1 Antibiootikumid ja nende toimemehhanismid

Antibiootikumid on mikroorganismide poolt toodetud mikroobide kasvu pidurdavad vdi neid

hivitavad ained. Antibiootikumide moju on kas bakteriostaatiline ehk kasvu pidurdav voi

bakteritsiidne ehk baktereid surmav. Esimesena tiheldas antibakteriaalset efekti Alexander

Fleming 1928. aastal. Penitsilliini hakati toostuslikult tootma 1940ndatel. Praecguseks on vilja

tootatud sadu erinevaid antibiootikume (Mikelsaar jt., 2006). Uute antibiootikumide tootmine

on oluliselt vihenenud.

Toimemehhanismi jérgi jaotatakse antibiootikumid nelja suuremasse rithma (tabel 2).

Tabel 2. Antibiootikumide jaotus toimemehhanismide jargi.

Toimemehhanism | Selgitus Naiited Viited
Bakteriraku seina | Levinuim toimemehhanism. | Gliikkopeptiidid, Mikelsaar jt.,
slinteesi Rakuseina ihe tdhtsaima | B-laktaamid: 2006; Kasper
pidurdavad komponendi peptidogliikaani | penitsilliinid, ja Fauci, 2010
sintees on pikk protsess, | tsefalosporiinid,
mistottu on palju inhibeeritavaid | monobaktaamid,
etappe. karbapeneemid,
B-laktamaasi
inhibiitorid
Valgusiinteesi Toime seisneb  ribosoomide | Aminogliikosiidid, | Mikelsaar jt.,
pidurdavad blokeerimises. tetratsiikliinid, 2006; Kasper
kloramfenikoolid ja Fauci, 2010
Nukleiinhappe Pérsivad kas DNA replikatsiooni | Kinoloonid, Kasper ja
siinteesi voi RNA poliimeraasi rifampitsilliin, Fauci, 2010
pidurdavad nitroimidasoolid
Ainevahetust Parsivad bakteri metaboolseid | Sulfoonamiidid Mikelsaar jt.,
péarssivad radu, sealhulgas ka 2006; Kasper
nukleiinhapete stinteesiks ja Fauci, 2010
vajalike prekursorite tootmist.
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1.3.2 Antibiootikumide kasutamine meditsiinis ja pollumajanduses

Loodusest on tuvastatud suur hulk antibiootikume, kuid vdhem kui iiks protsent on
meditsiiniliselt kasutatav. Siiski on antibiootikumide avastamine suurim 20. sajandi avastus,
kuna nende abil on vdimalik ravida infektsioonhaigusi, mis varem osutusid surmavaks. Paljud
looduslikud antibiootikumid on struktuurselt modifitseeritud, et suurendada nende efektiivsust

(semisiinteetilised antibiootikumid) (Madigan ja Martinko, 2006).

Igal aastal sureb Euroopa Liidus 25000 inimest antibiootikumresistentse bakteri poolt
tekitatud infektsiooni tottu (WHO Europe, 2011). Antibiootikumresistentsed infektsioonid on
raskesti ravitavad voi ravile iildse allumatud, ravi kestus on pikem ning kulutused korgemad

(Karlowsky jt., 2004).

Ameerika Uhendriikides kasutusel olevatest antibiootikumidest 70% antakse loomadele
(mitteterapeutilistel eesmarkidel)
(http://www keepantibioticsworking.com/library/UploadedFiles/ ABR-UCS-fact-sheet.pdf).

Antibiootikume kasutatakse veterinaarsetel nididustustel bakteriaalsete infektsioonide
profiilaktikas (ennetuses), metafiilaktikas (eelravis) ja teraapias ehk kindlate ndidustuste
ravimisel (Schwarz jt., 2001). Neid lisatakse jarjepidevalt ka loomasootmesse, et suurendada
toidu efektiivsust ja vidhendada jadtmete tootmist. Sellisel eesmirgil kasutatavaid
antibiootikume kutsutakse toidusddstjateks voi antimikroobse toime suurendajateks (APE).
Euroopas moodustavad APEd ligikaudu 30% koikidest loomadel Kkasutatavatest
antibiootikumidest. Euroopas on olemas seadus, mis keelab kasutada nn toidusidistjana
selliseid antibiootikume, mis on kasutusel inimeste voi loomade ravil (Bogaard ja

Stobberingh, 2000).

1.3.3 Bakterite ravimresistentsus

Antimikroobne ravimresistentsus on mikroorganismide omandatud vastupanuvdime
kemoterapeutilistele ainetele. Resistentsus kujunes viélja antibiootikume tootvate
mikroorganismide poolt, et neutraliseerida enda poolt toodetud antibiootikumide kahjustavat
toimet. Kahjuks vodivad resistentsust kodeerivad geenid {iile kanduda ka teistesse
mikroorganismidesse. Antibiootiline resistentsus vdib olla geneetiliselt kodeeritud
kromosomaalsel voi plasmiidsel tasandil ning voib tekkida geenide iilekandel iihest bakterist
teise vOl spontaanse mutatsiooni 1dbi bakteri DNAs. On mitmeid meetodeid, kuidas
mikroobid on omastanud antibiootikumresistentsuse (Madigan ja Martinko, 2006;

http://www.abc.net.au/science/slab/antibiotics/resistance.htm).
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1. Kinnitusstruktuuri puudumine. Miikoplasmad on resistentsed penitsilliinile, kuna neil
puudub bakteritele tiilipiline rakusein (Madigan ja Martinko, 2006). Geneetiline muutus
vOib eemaldada ka teatud valgu, mistottu antibiootikum ei saa kinnituda ja toimet ei
oma (http://www.abc.net.au/science/slab/antibiotics/resistance.htm).

2. Rakuseina permeaablus. Enamik gram-negatiivsetest bakteritest on ldbipddsmatud
bensiiiilpenitsilliinile (Madigan ja Martinko, 2006).

3. Antibiootikumide muutmine inaktiivsesse vormi. Paljud stafiilokokid sisaldavad (-
laktamaase, mis I6huvad enamike penitsilliinide B-laktaamringi (Madigan ja Martinko,
2006).

4. Antibiootikumide sihtmirgi muutmine (Madigan ja Martinko, 2006). Mutatsioon
sthtmérkvalgus vOib dra hoida antibiootikumi seondumise
(http://www.abc.net.au/science/slab/antibiotics/resistance.htm).

5. Resistentne biokeemiline rada (Madigan ja Martinko, 2006). Bakter vdib toota
konkreetseid ensiiiime, mis inaktiveerivad antibiootikume
(http://www.abc.net.au/science/slab/antibiotics/resistance.htm).

6. Efluks ehk antibiootikumide viljapumpamine rakust (Madigan ja Martinko, 2006).

Staphylococcus aureus’e metitsilliin-resistentsus (MRSA) on pohjustatud penitsiliiniga
seonduvate modifitseeritud valkude (PBP2a) poolt, mis ei ole inhibeeritav iihegi beeta-

laktaami poolt (Menichetti ja Tagliaferri, 2012).

Enterokokid on looduslikult resistentsed tsefalosporiinidele. Nad suudavad omandada
geneetilisi elemente, mis annavad resistentsuse penitsilliinidele, aminogliikosiididele ja
glilkkopeptiididele. Levinuim on VRE ehk vankomiitsiinresistentne enterokokk.
(Vankomiitsiin kuulub gliikopeptiidantibiootikumide riithma) (Menichetti ja Tagliaferri,

2012).

Resistentsus enterobakterite seas on pohjustatud laiendatud toimespektriga beetalaktamaasi
(ESBL) v61 AmpC ensiitimi tootmise poolt. ESBL ja AmpC on valgud, mille esinemise korral

el toimi tsefalosporiinid (Menichetti ja Tagliaferri, 2012).

Pseudomonas aeruginosa resistentsuse tagavad R-plasmiidid, mis kannavad endas
antibiootikumresistentsust kodeerivaid geene (Madigan ja Martinko, 2006). XDR (ingl k
extensivlydrug-resistant) Pseudomonas aeruginosa on resistentne karbapeneemidele,
beetalaktaamidele, fluorokinoloonidele ja sageli ka aminogliikosiididele. (XDR viitab
tilvedele, mis on resistentsed enamikele saadaolevatele antibiootikumidele) (Menichetti ja

Tagliaferri, 2012).
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1.3.4 Inimese ja inimesega kokkupuutuvate loomade mikrobioota

ravimresistentsus

Antibiootikumide kasutamine suurendab endogeense mikrobioota resistentsust. Resistentsus
voib kujuneda liigse antibiootikumide tarbimise tagajdrjel aga ka resistentsete bakterite
ilekandel kas teistelt inimestelt, loomadelt voi keskkonnast (Bogaard ja Stobberingh, 2000).
Resistentsete bakterite levikut suurendab asjaolu, et loomade infektsioonide ravil kasutatavaid

antibiootikume tarbitavad ka inimesed (Schwarz jt., 2001).

Inimese mikrobiootasse kuuluvad bakterid mitte ainult ei pdhjusta infektsiooni
immuunpuudulikel patsientidel, vaid on olulised resistentsusgeenide hoidlad. Moned
mikroorganismid on nii multiresistentsed, et neid on viga raske voi isegi vOimatu ravida

olemasolevate antibiootikumidega (Bogaard ja Stobberingh, 2000).

Antibiootikumide kasutamine veterinaarias puhtalt profiilaktilistel eesmirkidel toob pikas
perspektiivis rohkem kahju kui kasu. Paljud erinevad uuringud niitavad, et antibiootikumide
kasutamise tottu tekib loomade mikrobiootas antibiootikumresistentsus nagu inimestelgi.
Mbobned bakterid loomade mikrobiootas (enamik enterobaktereid, stafiilokokke ja Pasteurella
spp) saavutavad resistentsuse teatud antibiootikumide suhtes kergemini kui teised bakterid
(streptokokid ja Clostridium spp). Kuna loomakasvatuses lisatakse antibiootikume
profiilaktilisel eesmirgil loomasoota ja joogiveesse, siis iga isendi ravimikogus ei ole eraldi
kontrollitud, mistdttu on resistentsuse vilja kujunemine lihtsustatud (Bogaard ja Stobberingh,

2000).

1.3.5 Resistentsusgeenide horisontaalne iilekanne

Kus iganes antibiootikume kasutatakse, bakterid arendavad alati vilja
resistentsusmehhanismid, kas ldbi  spontaansete  mutatsioonide vdi  omandades
resistentsusgeene teistest bakteritest (geenide lateraalsel ehk horisontaalsel iilekandel).
Horisontaalne geeniiilekanne on geneetilise materjali iilekanne organismide vahel, selle all ei
ole mdeldud geenide pédrandumist vanematelt jirglastele. Antibiootikumresistentsust
midravate geenide levik on iiheks parimaks niiteks horisontaalse geeniiilekande esinemise

kohta (Costa jt., 2013).

Prokariiootides on kolm horisontaalse geeniiilekande mehhanismi: transformatsioon,
transduktsioon ja konjugatsioon. Transformatsioonil siseneb DNA rakku véliskeskkonnast

(liiisunud bakteri vaba DNA). Konjugatsioonil on vajalik rakk-rakk kokkupuude (plasmiidide
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ja transposoonide iilekanne), transduktsioon on aga bakteriofaagide poolt vahendatud (Costa

jt., 2013).

Mitmed katsed on nididanud geenide iilekannet. Lester ja teised (2006) tdheldasid inimese
seedetraktis vankomiitsiinresistentsuse iilekandumist Enterococcus’e liikide vahel. Tuohy ja
teiste (2002) poolt 1dbi viidud inimese mikrobiootaga seotud roti mudel nditas, et laia
peremeesringiga plasmiid pAMp1 voib iile kanduda Lactococcus lactis bakterilt Enterococcus
bakteri liikidele, kusjuures iilekannet ei mirgatud laktobatsillide, bifido- ja enterobakterite
liikidele. Bidet ja teised (2005) tuvastasid ACC-1 AmpC (ESBL) iilekande bakteritiivelt
Klebsiella pneumoniae bakteritiivele Escherichia coli iiheaastase poisi antibiootikumkuuri
ajal. Cavaco ja teised (2008) isoleerisid sigadelt blactx.y ESBL geeni sisaldava indigeense
Escherichia coli tiived. Tsefalosporiinravi ajal tdusis blactx.m geene sisaldavate Escherichia
coli tiivede mitmekesisus. Koik need uuringud tdestavad resistentsusgeenide horisontaalse

geeniiilekande nihtust.
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1 To0 eesmargid
Kiesoleva bakalauerusetod eesmirgiks on uurida terve inimese mikrobioota liigilist koosseisu
ning kuidas pidev kokkupuude koduloomadega (koerad, sead) seda mojutab. Selleks piistitati

jargmised eesmairgid:

1) potentsiaalsete patogeenide ja

2) antibiootikumresistentsete bakterite leidmine uuritud inimeste mikrobiootast.
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2.2 Materjal ja meetodika

2.2.1 Uuritav materjal

Kéesoleva t00 uuringumaterjal koguti projekti Antibiootikumresistentsuse levikuteed
(ABRESIST) raames Tartu Ulikooli, Eesti Maaiilikooli ja Tartu Ulikooli Kliinikumi koostoos
ajavahemikul mai — detsember 2012. T66s on kokku uuritud 284 inimese andmeid. Uuringuks

saadi luba Tartu Ulikooli Inimuuringute Eetika Komiteelt (nr 213/T-11).
Uuritavad jagati kolme gruppi vastavalt kokkupuutele koduloomadega (Tabel 3).

Tabel 3. Uuritav materjal

Mikrobioloogilised kiilvid
Nr Grupp Inimeste arv
Nina Roe
I Ilma koduloomata 32 18 12
II Koeraomanikud 223 159 97
Il | Sigalatootajad 29 29 29
Kokku 284 206 138

Mikrobioloogiliseks uuringuks koguti uuritavatelt vatitampooniga ninakaabe (n=206)
potentsiaalsete patogeenide esinemise, antibiootikumresistentsete mikroobide (MRSA, VRE,
ESBL) ning Pseudomonas  aeruginosa leidmiseks ja  roojaproov  (n=138)
antibiootikumresistentsete mikroobide ning Pseudomonas aeruginosa leidmiseks. Peale

kogumist proovid kiilmutati ning siilitati -80°C juures edaspidisteks uuringuteks.

2.2.2 Mikrobioloogilised analiiiisid
Kiilmutatud proovid sulatati toatemperatuuril ja kiilvati mitteselektiivsele veriagarile
(ninakiilvid) ning neljale diferentsiaaldiagnostilisele sodtmele (nina- ja roojakiilvid) (sodtmete

koostis vt. lisa 1).

1) Brilliance™ ESBL Agar (Oxoid) on kromogenne sodde laiendatud toimespektriga
beetalaktamaasi tootvate organismide detekteerimiseks. See s6ode vdimaldab otse
kliinilisest proovist 24 tunniga identifitseerida ESBL-tootva Escherichia coli ning
Klebsiella, Enterobacter, Serratia ja Citrobacter perekonda kuuluvad bakterid.

2) Brilliance™ MRSA (Oxoid) on kromogenne soode MRSA identifitseerimiseks.

3) Brilliance™ VRE (Oxoid) on kromogenne séode VRE identifitseerimiseks otse
kliinilisest proovist 24 tunniga.

4) Pseudomonas isolation agar (Sigma-Aldrich) on selektiiv- ja diferentsiaalsodde

esmaseks Pseudomonas’e isoleerimiseks ja identifitseerimiseks.
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Sootmeid inkubeeriti seejdrel 37°C termostaadis 24-48 tundi. Puhaskultuuri saamiseks ja
mikroobide samastamiseks isoleeriti erineva morfoloogiaga pesad kiilvindelaga veriagari
sektorisse. Ninakiilvidest otsiti erineva morfoloogiaga (1-2) domineerivaid gram-positiivsete

bakterite kolooniaid ja koiki gram-negatiivseid baktereid.

Bakterite esmaseks samastamiseks kasutati iseloomulikku kasvu diferentsiaaldiagnostilisel

sootmel (vt lisa 1).

Bakterite 10plik tuvastamine toimus massispektromeetria (MS) abil. MS on fiiiisikalis-
keemiline analiiiisi meetod, mis pohineb aine molekulide ioniseerimisel ja saadud ioonide
mass-laengu registreerimisel mass-spektrite saamiseks. Ainete ioniseerimise iiheks
vOimaluseks on maatriksainega vahendatud laser-ioniseerimine ja desorptsioon (MALDI, ingl
k  Matrix-assisted laser desorption ionization). Mass-laengu kindlakstegemiseks
registreeritakse iooni lennuaeg (TOF, ingl k Time-of-Flight). Kokkuvotlikult on MALDI-TOF
kiire, spetsiifiline, tundlik ja odav (aparatuuri olemasolul) vdimalus mikroobide
identifitseerimiseks (http://www.elmy.ee/public/filessMALDI-TOF%20Mikrobioloogias%20-
%2008-12-2011.pdf).

MALDI-TOF teostati BrukerDaltonik MALDI Biotyper masina abil Tartu Ulikooli Kliinikumi
Uhendlaboris. Saadud tulemuste alusel tekib spektrogramm, n6 piikide muster, mis vastab
mikroorganismi proteoomile ehk valkude spektrile. Piikide kombinatsioon on igale
organismile spetsiifiline, mistdttu on vOimalik referents-andmebaasi  olemasolul
identifitseerida  baktereid  liigi  tasandil  (http://www.elmy.ee/public/filessMALDI-
TOF%?20Mikrobioloogias%20-%2008-12-2011.pdf).

Uhest bakterikolooniast voeti puutikuga materjal ja kanti spetsiaalsele plaadile, iiks plaat
mahutas 96 proovi. Lisati 1 pl hapet (HCCA, ingl k alpha-Cyano-4-hydroxycinnamic acid),
mis oli oluline bakterite liiiisiks, ja lasti kuivada toatemperatuuril. Seejdrel lisati 1 pl
maatriksainet. Pdrast kuivamist asetati plaat masinasse. Kokkuvottev skeem on toodud

joonisel 4 (autor lisas kdigepealt happe ja seejirel maatriksaine).
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Koloonia segamine matriksainega

Uhe koloonia valimine

Materjali vétmine
ja kilvamine
tahketele
sdotmetele

‘ Materjali kandmine
=~ MALDI plaadile

30
i

Tekitaja tuvastamine
andmebaasist e
otsingu abil I

Masside spektrite
saamine anallisaatori abil
MALDI Biotyper-i
andmete interpriteerimine

Joonis 4. MALDI-TOF identifitseerimine (http://www.elmy.ee/public/filessMALDI-
TOF%20Mikrobioloogias%20-%2008-12-2011.pdf).

Kaastootajad teostasid tdiendavad E-testid (AB Biodisk) MRSA ja VRE kindlakstegemiseks.
Vastavalt EUCASTi normidele on MRSA korral oksatsilliini minimaalne inhibeeriv
kontsentratsioon >2 ug/ml, VRE korral on vankomiitsiini minimaalne inhibeeriv
kontsentratsioon >4 ug/ml
(http://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST _files/Disk_test_documents/EUC
AST_breakpoints_v1.3_pdf.pdf).

2.2.3 Statistiline analiiiis

Statistiliseks analiitisiks kasutati arvutiprogrammi Microsoft Office Excel 2010 ja SigmaStat

versiooni 2.0. Gruppide voOrdluses kasutati Fisher Exact testi ja Xz—testi olulisusnivooga

p<0,05.
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2.3 Tulemused ja arutelu

Kokku uvuriti 284 inimese mikrobioloogilisi kiilve. I grupis (koduloomata) oli 32, II grupis
(koeraomanikud) 223 ja III grupis (sigala tootajad) 29 inimest. Kokku teostati 336
mikrobioloogilist kiilvi (ninast 206 ja roojast 138) ning isoleeriti 235 mikroobitiive (ninast

223 jaroojast 12).

2.3.1 Potentsiaalsete patogeenide esinemine uuritud inimeste mikrobiootas

Ninakiilvidest (n=206) otsiti domineerivaid gram-positiivseid baktereid ja koiki gram-
negatiivseid baktereid, leiti 45 erinevat bakteriliiki (vt tabel 4 ja lisa 2). Kolmandikust sigala
tootajate  ninakiilvidest (9/29) leiti kaks vdi enam  bakteriliiki. Loomadega
mittekokkupuutuvatel inimestel leiti kaks v6i enam bakterit 2/18 juhul, koeraomanikel 13/159

juhul. Mikroobe leiti kokku 197/206 (96%) inimese ninakiilvist.

Kdige sagedamini leiti gram-positiivseid baktereid (171/206; 77%). Mikroobiliikidest esines
kdige rohkem Staphylococcus epidermidis (102/206; 46%), millele jargnes Staphylococcus
aureus (39/206; 18%). Staphylococcus epidermidis kui kommensaalne bakter kuulub terve
inimese mikrobiootasse, sellel bakteril on kiill madal tovestamisvoime, kuid viimastel
aastakiimnetel on moned tiived muutunud suure kohanemisvdimega patogeenideks. Juba
1980ndatest on need tiived iihed olulisemad haiglanakkuste pdhjustajad. Peamine
Staphylococcus epidermidis’e patogeensusfaktor arvatakse olevat biofilmi moodustamine
(Liduma jt, 2012). Pikaajalised uuringud on ndidanud, et Staphylococcus aureus esineb
keskmiselt 20% inimeste ninas piisivalt (Wertheim jt., 2005). Staphylococcus aureus on
patogeenseim bakter koagulaas-positiivsete liikide seast, pdohjustab niiteks nahainfektsioone,

sinusiiti, kopsu- ja siidame sisekesta poletikku (Ziebuhr, 2001).

Gram-negatiivseid baktereid leiti 25% (52/206) proovidest. Sagedaseimad bakterid olid
Escherichia coli (3%) ja Proteus mirabilis (2%). Escherichia coli on viga levinud
jamesoolebakter ning iiks sagedaseim bakteriaalse infektsiooni pOhjustaja. VOib tekitada
kuseteede haigusi, baktereemiat, sapipdiepdletikku, sinusiiti, kopsupdletikku, kdhulahtisust
(Madappa ja Go, 2012). Proteuse liigid pohjustavad enamasti kuseteede infektsioone, kuid
neid on kirjeldatud ka iilemiste hingamisteede haiguste oportunistidena (Jacobsen, 2011).

Proteuse infektsioonidest 90% on tekitatud Proteus mirabilis’e poolt (Struble jt., 2013).

Uuringutest on selgunud, et tervete inimeste ninaesikus on iilekaalus propioonibakterid,

koriinebakterid ja stafiilokokid (Oh jt., 2012; Wos-Oxley jt., 2010).

21



Tabel 4. Mikroobiliikide esinemine tervete inimeste ninakiilvides. (Grupp I — koduloomata

inimesed, grupp II — koeraomanikud, grupp III — sigalat6otajad).

Mikroob

Inimeste arv, kellel ninakiilv tehti

Kokku

Grupp I

Grupp II

Grupp I

n=206

n=18

n=159

n=29

Gram(+)
bakterid

Staphylococcus aureus

39

2

34

3

Staphylococcus epidermidis

102

6

82

14

Teised koagulaas-neg. stafiilokokid*

[\
(e}

2

14

4

Bacillus pumilus

Bacillus weihenstephanensis

Corynebacterium pseudodiphtheriticum

Corynebacterium propinquum

—_— | | —

Enterococcus faecalis

Micrococcus luteus

Gram(+) bakterid kokku

11

139

21

Gram(-)
bakterid

Acinetobacter calcoaceticus

Acinetobacter johnsonii

Acinetobacter lwoffii

— | — | —

Acinetobacter pittii

Acinetobacter ursingii

—_ DN [ = | =

Aeromonas media

Chryseobacterium gleum

Citrobacter freundii

Citrobacter koseri

Citrobacter murliniae

Enterobacter aerogenes

Enterobacter cloaceae

| | N —

Erwinia persicina

Escherichia coli

Klebsiella oxytoca

Moraxella catarrhalis

— DD | =

Moraxella_sg_Moraxellacanis

— | — | — |

Myroides odoratimimus

Neisseria zoodegmatis

Pantoea agglomerans

Pantoea calida

Proteus mirabilis

Q) | bt | et [ et

Proteus vulgaris

Providencia rustigianii

Pseudomonas aeruginosa

Raoultella ornithinolytica

Raoultella planticola

e e i I N Y R Y e N N Y S N A OS N EOS RN B ) N N NN S NS I N T e NS R RS NS R BN [ NS T T ) I S [

1

Gram(-) bakterid kokku

A
[\

5

29

18

Mikroobe kokku

223

16

168

39

* Teised koagulaas-negatiivsed stafiilokokid: S. haemolyticus, S. hominis, S. hyicus, S.
intermedius, S. lugdunensis, S. pseudointermidius, S. saprophyticus, S. simulans, S. warneri ja

S. xylosus.
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Joonisel 5 on ndidatud gram-positiivsete ja gram-negatiivsete bakterite esinemissagedus
erinevates uuringugruppides. Loomadega kokkupuutuvatel inimestel leiti sagedamini gram-
positiivseid mikroobe kui loomadega mittekokkupuutuvatel inimestel (vastavalt 160/188 vs
11/18; p=0,024). Gram-positiivseid baktereid esines kdige enam koeraomanikel (139/159;
87%), mis oli oluliselt rohkem, kui koduloomata inimestel (11/18; 61%; p=0,009). Gram-
positiivsed stafiilokokid on levinud koerte mikrobiootas (Malik jt., 2007). Toos saadud
tulemusi voib seostada koerte mikrobiootasse kuuluvate gram-positiivsete bakterite voimaliku
iilekandega inimesele ehk kooselu koeraga vOib muuta inimese mikrobiootat, mida on

ndidanud ka Song ja kaastootajad (2013).
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Joonis 5. Gram-positiivsete ja gram-negatiivsete mikroobide esinemissagedus ninakiilvides.

(Grupp I — koduloomata inimesed, grupp II — koeraomanikud, grupp III — sigala tootajad).

Gram-negatiivseid baktereid leiti 62% (18/29) sigala tootajatest (joonis 5). Loomadega
mittekokkupuutuvatel inimestel ja koeraomanikel leiti gram-negatiivseid baktereid oluliselt
vihem, kui sigalatootajatel (vastavalt 5/18 vs 18/29; p=0.036 ja 29/159 vs 18/29; p =<0,001).
Mitmed uuringud on leidnud, et farmi keskkond kujutab endast gram-negatiivsete bakterite
allikat, mis tekitavad mirkimisviirset ohtu haigestuda hingamisteede haigustesse (Hadina jt.,
2009; Heederik jt., 1991). Sigala Ohus esinevad sageli gram-negatiivsete bakterite
(Escherichia coli, Neisseria sp., Pseudomonas sp.) vilimises rakumembraanis olevad
endotoksiinid, mille sissehingamine voib tekitada kopsu pdletikulisi reaktsioone (Hadina jt.,

2009).

Ainult gram-positiivseid baktereid leiti 142/206 (69%), ainult gram-negatiivseid baktereid
43/206 (21%) ning iiheaegselt nii gram-positiivseid kui gram-negatiivseid baktereid 11/206
(5%) uuritud inimestest. Kultiveeritavaid mikroobe ei tuvastatud 9/206 (4%) proovidest, see
tdhendab, et mikroobide arv jdi allapoole antud testi tundlikkuse piire. Uuringu tundlikkust

oleks vdimalik tOsta rikastussodtmete kasutamisega. Oluliselt rohkem leiti kasvuta ninakiilve
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ilma loomata inimestel vorreldes loomadega kokkupuutuvate inimestega (5/18 vs 4/188;

p=<0.001).

Joonisel 6 on ndidatud ninakiilvide mikrobioloogilise uuringu tulemused gruppide kaupa.
Ainult gram-positiivseid baktereid leiti sagedamini koeraomanikel kui sigalatootajatel
(118/159 vs 15/29; p=0,026). Ainult gram-negatiivsete bakterite ning nii gram-positiivsete kui
gram-negatiivsete bakterite esinemises iithes proovis ei leitud gruppidevahelisi statistilisi

erinevusi.
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Joonis 6. Ninakiilvide mikrobioloogilise uuringu tulemused. (Grupp I — koduloomata

inimesed, grupp II — koeraomanikud, grupp III — sigala tootajad).

Roojaproovidest (tabel 5) leiti Pseudomonas aeruginosa kokku kolmel (esinemissagedus
2,2%), ninaproovidest (tabel 4) iihel juhul (esinemissagedus 1%). Kdigil juhtudel oli tegemist

loomadega kokkupuutuvate inimestega (koeraomanikega).

Tabel 5. Antibiootikumresistentsete mikroobide ja Pseudomonas aeruginosa esinemine
tervete inimeste roojas. (Grupp I — koduloomata inimesed, grupp II — koeraomanikud, grupp

III — sigala tootajad).

Inimeste arv, kellel leiti antud mikroob

Kokku GruppI | Grupp I | Grupp III

Mikroob n=139 n=13 n=97 n=29
Metitsillin-resistentne Staphylococcus aureus 1 0 0 1
Vankomiitsiin-resistentsed enterokokid 0 0 0
ESBL tootvad enterobakterid 8 1 2 5
Pseudomonas aeruginosa 3 0 3 0
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Pseudomonas aeruginosa ei esine sageli inimese roojas (Koh jt., 2005). Paljudele erinevatele
oelmasolevatele antibiootikumidele vaatamata on Pseudomonas aeruginosa iiks peamisi
haiglanakkuste pohjustaja. See on pohjustatud Pseudomonas aeruginosa sagedasest
resistentsusest paljudele antibootikumidele ja antimikroobidele (osaliselt tinu efektiivsele

efluks- ehk viljapumpamissiisteemile) (Saedi jt., 2011).

Kuigi konsensusele ei ole joutud, on mitmed teadustood ndidanud poordvordelist seost
varajastel eluaastatel lemmikloomadega kokkupuutumise ja allergiliste haiguste vahel. Azad
ja kaastootajad (2013) leidsid, et kokkupuude lemmikloomadega varajases elueas voib
mojutada viikelapse iildist mikrobioota mitmekesisust ja koostist. Ege ja kaastootajad (2012)
jareldasid, et mitmekesises mikroobses keskkonnas vdivad kindlad bakterid olla pidurdavaks
asjaoluks astma ja atoopia viljakujunemisel. Uldiselt on mikrobioota mitmekesisus inimesele

kasulik, tagades nii-0elda kaitsva barjdiri organismi ja keskkonna vahel.

2.3.2 Antibiootikumresistentsete bakterite esinemine wuuritud inimeste

mikrobiootas

Ninakiilvidest (n=2006) leiti resistentseid baktereid kahel loomadega kokkupuutuval inimesel.

Uhel koeraomanikul MRSA ja VRE ning iihel sigalaté6tajal MRSA.

Roojaproovides (n=138) tuvastati antibiootikumresistentseid baktereid (MRSA ja ESBL
tootvad enterobakterid) kokku 9/138 juhul (tabel 5). See tdhendab, et resistentseid
bakteritiivesid leiti 6,5% uuritutest. Kdige enam leiti resistentseid tiivesid sigala tootajatel
(6/29; 21%), seejarel kahel juhul koeraomanikel (2/97; 2%) ning iihel juhul (1/12; 8%)
loomadega mittekokkupuutuval inimesel. Sigala tddtajatel esines roojas statistiliselt rohkem

resistentseid mikroobe kui koeraomanikel (6/29 vs 2/97; p=0.001).

Sigala tootajate hulgas oli antibiootikumresistentsete bakterite sagedus kokku 21% (joonis 7),
mis tdhendab, et igal viiendal tootajal leidus moni resistentne bakteritiivi. Sigalas kasutatakse
antibiootikume jdrjepidevalt, neid lisatakse loomasoota toidu paremaks sdilimiseks ja
bakteriaalsete haiguste ennetamiseks, iga isendi poolt tarvitatud antibiootikumide kogus ei ole
kontrollitud, mistottu on bakterite resistentsuse viljakujunemine soodustatud. Resistentsed
bakterid voivad iile kanduda loomadelt tootajatele kontaktnakkusena (otsesel kokkupuutel
sigadega, hoolimatul jalandude/riiete vahetamisel), 6hu kaudu (Chapin jt., 2005) vdi néiteks
kiarbeste  vahendusel. See voib olla  pOhjuseks, miks leiti kdige enam

antibiootikumresistentseid bakteritiivesid just sigala tootajatelt.
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Joonis 7. Antibiootikumresistentsete bakterite levik roojaproovides gruppide kaupa. (Grupp 1

— koduloomata inimesed, grupp II — koeraomanikud, grupp III — sigala to6tajad).

Chapin ja kaastootajad (2005, USA) uurisid sigalast voetud Shuproove. Isolaatidest 34%
moodustasid enterokokid, 33% viridans grupi streptokokid, 32% koagulaas-negatiivsed
stafiilokokid. Markimisvéirne oli see, et 98% koikidest isolaatidest olid resistentsed vihemalt
kahele, 93% vihemalt kolmele sigalas kasutatavatele antibiootikumidele. Uksi bakter ei olnud
aga resistentne vankomiitsiinile, mida Ameerika Uhendriikides pole kunagi lubatud kasutada

kariloomadel.

ESBL-i tootev enterobakter leiti 17% (5/29) sigala tootajatest, 8% (1/12) loomadega
mittekokkupuutuvatel inimestel ning 2% (2/95) koeraomanike roojaproovidest (joonis 7).
Sigala tootajatel esines oluliselt sagedamini roojas ESBL-tootev enterobakter kui
koeraomanikel (5/29 vs 2/97; p=0.008). 2012. aastal Hollandis ldbi viidud uuringus (Dohmen
jt., 2012) leiti ESBL geene iile pooltest sigalafarmidest. Kokku uuritud 141 farmeritel, nende
pereliikmetel ja tootajatel leiti 9% ESBL geene. Lohr ja kaastootajad (2013) uurisid ESBL-
tootvate enterobakterite piisivust inimeste roojas. Nad jélgisid imikuid ja leidsid, et keskmine
ESBL-tootvate tiivede kandluse aeg pérast haiglast viljakirjutamist oli 12,5 kuud. Nad leidsid
ka ESBL iilekandumist imikutelt teistele pereliikmetele (9/28; 32%). Keskmine ESBL-
kandlus nende imikute vanemate seas oli 2,5 kuud. ESBL-kandlus iseenesest ohtu ei kujuta,

probleem vaib tekkida siis, kui immuunsiisteem ndrgeneb.

Mitmed uurimused on juba paari aastakiimne eest kinnitanud MRSA transmissiooni
meditsiinitootajate, patsientide, nende perekonnaliikmete ja koerte vahel (Scott jt., 1988;

Cefai jt., 1994; Simoons-Smit jt., 1997; Manian, 2003).
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KOKKUVOTE

Kéesoleva bakalaureuset66 eesméark oli  uurida potentsiaalsete patogeenide ja
antibiootikumresistentsete bakterite leidumist tervete inimeste mikrobiootas ning kas
kokkupuude koertega voi tootamine sigalas voib mdjutada mikrobioota koosseisu. Teema on
oluline seoses infektsioonitekitajate antibiootikumresistentsuse olulise kasvuga viimastel

aastatel kisitledes voimalikke resistentsuse levikuteid.

Kokku wuuriti 284 inimese mikrobioloogilisi kiilve. Uuritavateks olid ilma koduloomata
inimesed, koeraomanikud ja sigalatootajad. Uuringuks tehti kiilvid ninakaapest
(potentsiaalsete patogeenide, antibiootikumresistentsete mikroobide ning Pseudomonas
aeruginosa mdadramiseks) ja roojaproovist (antibiootikumresistentsete mikroobide ning
Pseudomonas aeruginosa leidmiseks). Bakterite identifitseerimiseks kasutati iseloomulikku

kasvu diferentsiaalsootmetel ja massispektromeetriat (MALDI-TOF).

Ninakiilvidest leiti kdige rohkem gram-positiivseid baktereid, mikroobiliikidest esinesid
sagedaimini Staphylococcus epidermidis ja Staphylococcus aureus. Gruppide vordluses leiti
sagedamini gram-positiivseid baktereid koeraomanikel. Sigalatottajatel leiti oluliselt rohkem
gram-negatiivseid baktereid kui loomadega mittekokkupuutuvatel inimestel ja koeraomanikel.
Kuna sigala keskkond kujutab endast gram-negatiivsete bakterite allikat, on voimalik, et
sigalas tootades suureneb mikrobiootas esinevate gram-negatiivsete bakterite hulk.
Normaalses mikrobiootas harva esinevat potentsiaalset patogeeni Pseudomonas aeruginosa
leiti kokku neljal inimesel, kdigil juhtudel oli tegemist koeraomanikega. Roojaproovidest leiti
antibiootikumresistentseid baktereid 6,5% uuritutest, kodige enam sigala tootajatel.
Arvestuslikult igal viiendal sigalatootajal leidus resistentne bakteritiivi. Resistentsete
mikroobide suurt osakaalu vOib seostada antibiootikumide laialdase kasutamisega

pollumajanduses, mis viib keskkonna mikroobide resistentsuse suurenemisele.

Kéesoleva uurimuse tulemusel selgus vOimalik seos normaalse mikrobioota koosseisu ja

antibiootikumresistentsuse vahel seoses koduloomade pidamisega.

Kuna antud t66s kasutatud proovid olid osa suuremast uurimusest (projektist ABRESIST), on
jargmises etapis voimalik kasutada suuremat uuritavate arvu, mis tagaks usaldusvédirsemad
tulemused. Samuti voiks uurida vanuse, soo, antibiootikumravi ning muude korvaltegurite
moju potentsiaalsete patogeenide esinemisele ja nende antibiootikumresistentsusele inimese

mikrobiootas.
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SUMMARY

Potential pathogens and antibiotic resistance in healthy human microbiota and in

connection with animal husbundry
Kati Kuld

Normal human microflora i.e. micobiota is a mixture of organisms found on healthy human
skin and mucous membranes. Many bacteria in the normal microbiota are pathogens, which
cause infection when the immune system is weakened. Extensive use of antibiotics in
medicine and in agriculture causes the spread of antibiotic resistant bacteria in people as well
as in animals. In this thesis staphylococci (MRSA), enterococci (VRE), enterobacteria

(ESBL) and pseudomonads were studied more thoroughly.

The object of this thesis was to find potential pathogens and antibiotic resistant bacteria in the
microbiota of healthy people and whether the composition of microbiota may be influenced
by contact with animals (dogs and pigs). This topic is important because antibiotic resistance

on pathogens has grown substantially in the recent years.

In all, 284 microbiological samples from people were studied. People were divided into three
groups: people without animals, dog owners and workers in a pig farm. The screening of
potential pathogens was made by culturing nasal samples (to determine the occurrence of
potential pathogens, antibiotic resistant bacteria and Pseudomonas aeruginosa) and faeces
samples (to find antibiotic resistant bacteria and Pseudomonas aeruginosa). For identification
of bacteria, mass-spectrometry (MALDI-TOF) and characteristic growth in differential

medium was used.

Gram-positive bacteria were found mostly from nasal cultures; the most frequent bacterial
species were Staphylococcus epidermidis and Staphylococcus aureus. While comparing
different groups, there were more gram-positive bacteria found from dog owners. More gram-
negative bacteria were found from workers in pig farms than from people who do not have
contact with animals. Pig farms are the potential source of gram-negative bacteria, so it is
possible that workers in pig farms have more gram-negative bacteria in their microbiota.
Potential pathogen Pseudomonas aeruginosa, which rarely occurs in healthy human
microbiota, was found from four people and all of them were dog owners. 6.5% of antibiotic
resistant bacteria were found from fecal samples, most of them from workers in pig farms.

Every fifth worker in pig-farming had resistant bacterial strain. High amount of resistant
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bacteria may be in relation with wide antibiotic usage in agriculture which leads to increase in

resistant microbes in the environment.

The results of this thesis showed a possible association between normal human microbiota

and antibiotic resistance with animal husbandry.

This study was a part of a bigger research (ABRESIST), the next step could be to use a
greater amount of samples to get more reliable results. The influence of age, gender, earlier
antibiotic treatment and other co-factors to the presence of potential pathogens and their

antibiotic resistance in human microbiota can also be studied.
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LISAD

Lisa 1. Sootmete koostised

Veriagar (Oxoid): 1% ,,LabLemco* puljongipulber (Oxoid), 1% peptoon, 0,5% NaCl, 1,5%

agar, 5% defibrineeritud hobuseveri.

Brilliance™ ESBL Agar (Oxoid).

Koostis Hulk (g/1)
Peptoon 15,0
Agar 12,0
Naatriumkloriid (NaCl) 5,0
Fosfaatpuhver 4,0
Kromogenne segu 4,0
Antibiootikumide segu 0,28
Kasvu iseloomustus: Escherichia coli - sinised

vO1

roosad kolooniad; Klebsiella,

Enterobacter, Serratia ja Citrobacter - rohelised kolooniad; Proteus, Morganella ja

Providencia pruuni haloga.

Brilliance™ MRSA (Oxoid).

Koostis Hulk (g/1)
Peptoonisegu 25,0
Soolade segu 25,0
Agar 15,0
Kaoliin 13,0
Kromogenne segu 2,0
Antibiootikumide segu 4 ml

pH 7,3 £ 0,225°C juures

Kasvu iseloomustus: Staphylococcus aureus — sinised kolooniad.

Brilliance™ VRE (Oxoid).

Koostis Hulk (g/1)
Peptoonisegu 25,0
Agar 12,5
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Soolade segu 12,0
Titaandioksiid (TiO,) 1,0
Kromogenne segu 0,45
Antibiootikumide segu 5 ml

pH 6,5 £ 0,225°C juures

Kasvu iseloomustus: Enetrococcus faecalis — helesinised kolooniad; Enetrococcus faecium —
sinakaslillad kolooniad.

Pseudomonas isolation agar (Sigma-Aldrich).

Koostis Hulk (g/1)
Peptoonisegu 20,0
Agar 13,6
Kaaliumsulfaat (K,SO4) 10,0
Magneesiumkloriid (MgCl) 1,4
Triklosaan 0,025

pH 7,0 £ 0,237°C juures

Kasvu iseloomustus: Pseudomonas aeruginosa — rohelised voi sinised kolooniad.
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Lisa 2. Bakteriliikide arvukus

102
39

Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus aureus
Escherichia coli

Proteus mirabilis
Staphylococcus warneri
Citrobacter koseri
Corynebacterium pseudodiphtheriticum
Staphylococcus haemolyticus
Acinetobacter lwoffii
Acinetobacter Pittii

Klebsiella oxytoca

Moraxella catarrhalis
Staphylococcus hominis
Acinetobacter johnsonii
Citrobacter freundii
Micrococcus luteus

Proteus vulgaris

Raoultella ornithinolytica
Staphylococcus saprophyticus
Acinetobacter calcoaceticus
Acinetobacter ursingii
Aeromonas media

Bacillus pumilus

Bacillus weihenstephanensis
Chryseobacterium gleum
Citrobacter murliniae
Corynebacterium propinquum
Enterobacter aerogenes
Enterobacter cloaceae
Enterococcus faecalis

Erwinia persicina
Moraxella_sg_Moraxella canis
Myroides odoratimimus
Neisseria zoodegmatis
Pantoea agglomerans
Pantoea calida

Providencia rustigianii
Pseudomonas aeruginosa
Raoultella planticola
Staphylococcus hyicus
Staphylococcus intermedius
Staphylococcus lugdunensis
Staphylococcus pseudointermidius
Staphylococcus simulans
Staphylococcus xylosus

Bakteriliikide arvukus toodud sageduse jérjestuses. Kokku leiti 223 bakterit, S. epidermidis’t
102, S. aureus’t 39, iilejddnud baktereid tuvastati alla 10.
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