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Liithendite nimeKiri
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T2 — mineraalvéetisega vietatud katseala
T3 — veiseldga anaeroobse lagundamise kaarimisjadgiga véetatud katseala

T4 — veiseldgaga vietatud katseala



Sissejuhatus

Antibiootikume peetakse 20. sajandi farmaatsiatoostuse olulisimaks saavutuseks (Cytryn,
2013), mille panust bakteriaalsete infektsioonide vastu voitlemisel nii inim- Kkui
veterinaarmeditsiinis on raske iile hinnata. Vaatamata antibiootikumide arvukatele kasulikele
omadustele nagu mikroobsete haiguste ravi ning ennetus, kariloomade kasvu edendamine ja
toiduohutuse suurendamine, on jérjest rohkem tdhelepanu péalvinud antibiootikumresistentsuse
esinemine keskkonnas (Hao jt., 2014). Maailma Terviseorganisatsiooni hinnangul on viga
toendoline, et multiresistentsete mikroobide laialdase leviku tottu jouab 21. sajandi meditsiin
nn. antibiootikumidejargsesse ajajarku, kujutades suurenenud ohtu nii inimeste kui loomade
tervisele (WHO, 2014).

Kuigi valdav osa teadus- ja arendustdost on suunatud Kkliinilistes keskkondades leviva
resistentsuse uurimiseks, on antibiootikumresistentsus looduslik fenomen. Rikkaimaks
antibiootikumresistentsusgeenide reservuaariks keskkonnas peetakse mulda (Cytryn, 2013),
mida iseloomustavad nii looduslik resistentsuse taustkontsentratsioon kui ka antropogeensed
mojutused. Oluline resistentsuse teket ja levikut hoogustav antropogeenne tegur on
antibiootikumide kasutamine loomakasvatuses ja sealt parinevate orgaaniliste jddtmete nagu
sonniku ja ldga rakendamine podllumajandusvéetisena (Heuer jt., 2011). Jatkusuutliku
alternatiivina on vilja pakutud orgaaniliste jddtmete anaeroobset lagundamist, mille saadusena
tekkivat kddrimisjadki saab kasutada vietisena (Weiland, 2010). Paraku pole kddrimisjaagi
tdpset moju mulla mikroobikooslusele piisavalt uuritud ning selle kasutamine véetisena voib

olla riskiallikas antibiootikumresistentsuse levikul.

Kéesoleva magistritod eesmédrk oli hinnata veiseldga anaeroobsel lagundamisel tekkiva
kadrimisjadgi véetisena kasutamise moju antibiootikumresistentsusgeenide arvukusele ja
osakaalule pdllumajandusliku rohumaa mulla bakterikoosluses. Kvantitatiivse poliimeraasi
ahelreaktsiooniga madrati bakteriaalse 16S rRNA ja viie antibiootikumresistentsusgeeni
(blaCTX-M, blaOXA2, tetA, sull ja gnrS) sisaldus rohumaa mullas, mida oli véetatud
mineraalvietise, veiseldga vOi veiseldga anaeroobse lagundamise kédarimisjadgiga, vordlusena
kasutati vdetamata kontrollala. Lisaeesmérkide hulka kuulusid mullaproovide ja nimetatud
orgaaniliste vietiste keemiliste omaduste kirjeldamine ning orgaaniliste véetiste

antibiootikumresistentsusgeenide sisalduse madramine.



1. Kirjanduse iillevaade
1.1. Antibiootikumid

Antibiootikumid on bioloogiliselt aktiivsed looduslikud, siinteetilised vdi poolsiinteetilised
tthendid, millel on antimikroobne toime (Kemper, 2008). Need pérsivad mitmesuguste
mikroorganismide — bakterite, arhede, viiruste, seente ja algloomade — kasvu ning on piisava

kontsentratsiooni olemasolul mikroobidele letaalsed.

Antibiootikumid on looduslikku péritolu ja nende evolutsioon on kestnud ligikaudu miljard
aastat (Baltz, 2008). Tuntuimad antibiootikumide biosiinteesijad kuuluvad aktinobakterite
hoimkonda aktinomiitseetide riihma (Allen jt., 2010). Esimest korda suudeti looduslik
antibiootikum (penitsilliin) isoleerida 1928. aastal. Sellele jargnesid streptomiitsiini
isoleerimine bakterist Streptomyces griseus aastal 1943 ja antibiootikumide laialdane
kasutuselevott bakteriaalsete haiguste ravis (Kumar jt., 2012). Kaasajal on registreeritud sadu
meditsiinilisi antibiootikumpreparaate (Kiimmerer ja Henninger, 2003), mida toodetakse

stinteetiliselt voi looduslikke tihendeid modifitseerides (Kiimmerer, 2009).
1.1.1. Antibiootikumide keemilised omadused ja toimemehhanismid

Antibiootikume iseloomustab lai keemiliste omaduste spekter, mis tuleneb erinevate
funktsionaalriihmade esinemisest. Keemilise struktuuri alusel jagatakse antibiootikumid
Klassidesse, mille hulka kuuluvad aminogliikosiidid, B-laktaamid (sh. penitsilliinid ja
tsefalosporiinid), tetratsiikliinid, fluorokinoloonid, makroliidid, sulfoonamiidid,
glikkopeptiidid, linkosamiidid, trimetroprim ja teised (Kemper, 2008; Kiimmerer, 2009).
Paljud antibiootikumid on hiidrofiilsed, adsorbeeruvad pindadele katioonvahetuse,
komplekseerumise ja vesiniksidemete kaudu ning nende happe dissotsiatsiooni konstant on
lahedane mulla pH-ga (Chee-Sanford jt., 2009).

Antibiootikumid takistavad mikroorganismide elutdhtsaid rakusiseseid protsesse. Nende
toimemehhanismide hulka kuuluvad rakukesta biosiinteesi, foolhappe biosiinteesi, DNA
replikatsiooni ja valgusiinteesi inhibeerimine (Kumar jt., 2005). Uute siinteetiliste
preparaatide sihtmérgiks on tihti rakumembraanid, takistades ainete transporti raku sees ja
ainevahetust timbritseva keskkonnaga (Li jt., 2015). Looduses kiirelt areneva resistentsuse
tottu on vajalik pidev teadus- ja arendustdd uute antimikroobsete iihendite avastamiseks, et
tagada jatkusuutlik voitlemine bakteriaalsete haigustega (Gwynn jt., 2010; Coates jt., 2011;
Spellberg jt., 2015).



1.1.2. Antibiootikumide funktsioon ja kasutamine

Antibiootikumide peamine looduslik  funktsioon on  konkurentsieelise andmine
peremeesorganismile, takistades naabermikroobide elutegevust. Lisaks on tdheldatud, et
madalas kontsentratsioonis tekitavad antibiootikumid muutusi transkriptsioonis ja toimivad
rakuvaheliste signaalmolekulidena (Allen jt., 2010). Bakteritel on kirjeldatud ka v3ime
kasutada antibiootikume stisiniku ja lammastiku allikana toitumiseks (Martinez, 2008; Allen
jt., 2010).

Enim tdhelepanu on pélvinud antibiootikumide roll meditsiinis bakteriaalsete infektsioonide
raviks, kuid ulatuslikult kasutatakse neid ka pdllumajanduses. Levinud on antibiootikumide
kasutamine veterinaarmeditsiinis, loomakasvatuses ja vesiviljeluskultuurides nii terapeutilise
kui profiilaktilise iihendina (Kiimmerer, 2009). Lisaks on antibiootikumid levinud
taimekasvatuses taimekahjurite torjumiseks (Kumar jt., 2005). Antibiootikumide kasutamine
edendab kariloomade kasvu, leevendades globaalset toidupuudust ja suurendades toiduainete
mikroobset ohutust, kuid ebaratsionaalselt suured antibiootikumide tarbimismahud voivad
muutuda riskiallikaks nii keskkonnale kui inimestele, hoogustades resistentsete mikroobide
levikut (Hao jt., 2014).

Hinnanguliselt on antibiootikumide globaalne kogutarbimine 100 000-200 000 tonni aastas
(Wise, 2002), ulatudes 2010. aastal rohkem kui 73 triljoni iiksikdoosini (Van Boeckel jt.,
2014). Euroopa Liidus tarbiti 2013. aastal keskmiselt 22,4 DPD (defineeritud péaevadoosi)
antibiootikume 1000 elaniku kohta 66pdevas (ECDC, 2014), millele lisandus iile 8000 tonni
veterinaarseid antibiootikume (2012. aasta andmed; EMA, 2014). Alates 2006. aastast on
Euroopa Liidus keelatud antibiootikumide kasutamine kariloomade lihasmassi tostmiseks
(Euroopa komisjon, 2003), kuid USAs on selline praktika endiselt lubatud. Union of
Concerned Scientists on leidnud, et 70% Ameerika Uhendriikide antibiootikumide
kogutarbimisest (ligikaudu 16 200 tonni) kasutatakse loomakasvatuses (UCS, 2001). Paraku
on veterinaarsete antibiootikumide globaalsed kasutusmahud selgelt dokumenteerimata, kuid
suurimate tarbijate hulka kuuluvad USA ja Hiina, kellele jargnevad Korea, Prantsusmaa ning
Jaapan (Kumar jt., 2012).

1.1.3. Antibiootikumid keskkonnas

Looduslik antibiootikumide taustkontsentratsioon keskkonnas on viga madal ning puuduvad

arvandmed antibiootikumide hulgast vdetamata mullas vdi vees (Kiimmerer, 2009; Allen jt.,
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2010). Peamiselt jouavad antibiootikumid keskkonda inimtegevuse tagajirjel (Joonis 1).
Uksnes viike osa manustatud antibiootikumidest omastatakse organismis, mistdttu suur hulk
kasutatud ravimeid valjutatakse nii inim- kui loomorganismist keemiliselt muutumatul kujul
vOi aktiivsete metaboliitidena, misjirel need jouavad reovette voi kogutakse sonniku ja ldgana
loomakasvatuses. Enamasti ei suuda reoveepuhastussiisteemid ravimeid tdielikult eraldada
ning need jouavad heitvee koosseisus looduslikesse veekogudesse (Kimmerer, 2009).
Pollumajanduses kasutatavad antibiootikumid jouavad keskkonda peamiselt sonniku
kasutamisel vietisena, aga ka O0hu kaudu tolmuosakestena. Lisaks vdivad antibiootikumid

loodusesse sattuda ravimitoostusest ja ravimite vale kditlemise tagajarjel (Chee-Sanford jt.,

2009).

| ANTIBIOOTIKUMIDE KASUTAMINE

Terapeutiline Inimesed Vesiviljelus

Loomakasvatus

Subterapeutiline

A 4 A4 A
Viljutamine organismist

v v
Viljaheited

Sonnik Reovesi
Liga
| Péllumajandusvietis | | Reoveepuhastus |
Y
| MULD | / \ [ SETTED |
v

PINNAVESI

v

| TAIMED

Joonis 1. Antibiootikumide kasutamine ja levik keskkonnas (modifitseeritud Kumar jt., 2005).

Pruuniga on tdhistatud litosfdiri, sinisega hiidrosfééri ja rohelisega taimkatte elemendid.

Keskkonnas mojutavad antibiootikumide kéitumist ja aktiivsust nii nende fliiisikalis-
keemilised omadused kui ka keskkonnaparameetrid, nditeks mullatiilip ja ilmastikutingimused
(Kemper, 2008). Tihti esineb adsorptsioon mullaosakestele, kirjeldatud on ka leostumist
pinna- ja pdhjavette, hiidroliilisi ja ensiimaatilist lagundamist hiidroksiiiil- ning oksiidatiivse
dekarboksiileerimisreaktsiooniga  (Thiele-Bruhn, 2003). Véhemal maédral toimuvad

fotoliiitiline lagunemine ja taimne omastamine (Kiimmerer, 2009). Keskkonda sattunud
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antibiootikumid voivad mullas piisida kuid (Kiimmerer, 2009) ning sattuda joogivee ja

koogiviljade kaudu tagasi inimese toidulauale.

1.2. Antibiootikumresistentsus (AR)

Ulatuslik  antibiootikumide kasutamine meditsiinis ja pdllumajanduses pdohjustab
antibiootikumresistentsuse (AR) levikut mikroorganismide hulgas (Mitsuhashi, 1969). Kuigi
AR on looduslik ndhtus ja resistentsusgeene on leitud isegi 30 000 aasta vanustest setetest
(D’Costa jt., 2011), on just antibiootikumide laialdane kasutuselevott 1940. aastatel
hoogustanud  resistentsuse  esinemist. Knapp jt. (2010) on dokumenteerinud
antibiootikumresistentsusgeenide (ARG) akumuleerimist mullas perioodil 1940-2008 ja
leidnud, et alates 1970. aastatest on teatud ARGide kontsentratsioon mullas tdusnud rohkem
kui 15 korda. ARe jatkuv levik ja kiire evolutsioon kujutavad endast otsest ohtu bakteriaalsete
infektsioonide ravis, kuid mojutavad ka looduslikku mikroobikooslust ja rikuvad mulla- ning

veekeskkonna 6koloogilist tasakaalu (Martinez, 2008; Kumar jt., 2012).

1.2.1. ARe toimemehhanismid ja ARGid

Peamised raku tasemel mehhanismid, mis annavad mikroobile resistentsuse spetsiifilisele
antibiootikumile, on (a) antibiootikumi enslimaatiline lagundamine vdi modifitseerimine, (b)
antibiootikumi sihtmérgi muteerumine, (c) antibiootikumide véljutuspumbad ja (d)
antibiootikumidele 1abimatud membraanid (Joonis 2). Selle tulemusel ei paédse antibiootikum
rakku, véljutatakse sealt vOi muudetakse inaktiivseks. Alternatiiv antibiootikumi
modifitseerimisele on sihtmirgi muteerumine, mistdttu antibiootikum ei saa seonduda, kuid
sihtmédrgi normaalne funktsioon raku protsessides sdilub. Naiteks spetsiifilised mutatsioonid
DNA giiraasis (Joonis 2) annavad resistentsuse fluorokinoloonidele, hiirimata DNA

replikatsiooni, milles giiraas osaleb (Allen jt., 2010).

Kaasaegsete molekulaarsete meetodite kasutuselevott ja metagenoomiuuringud on
voimaldanud antibiootikumresistentsust kodeerivate ARGide massilist avastamist. Tuvastatud
ARGide paljusus geeniandmebaasides viljendab mikroobse resistentsuse mitmekiilgsust, kuid
lisaks ARe tagamisele voivad ARGId osaleda ka teistes raku fiisioloogilistes protsessides
(Martinez jt., 2015). Naiteks teatud antibiootikumide viljutuspumbad suudavad lisaks
antibiootikumidele rakust vélja viia ka raskmetalle ja muid toksilisi iihendeid (Allen jt.,
2010). Enamus ARGid paiknevad genoomis mobiilsetel geneetilistel elementidel nagu

plasmiidid, transposoonid ja integronid (Cytryn, 2013).



D) Labimatu membraan C) Antibiootikumi
— 2 valjutuspump
Vilismembraan m @
Peptidoglitkaan *
Sisemembraan

B) Sihtméargi muteerumine

Joonis 2. Antibiootikumresistentsuse mehhanismid. Antibiootikum on kujutatud sinise
ruuduna. A) Antibiootikumi inaktiveerimine lagundades voi atsetiileerides; B) sihtmargi
muteerumine: muteerunud DNA giiraas (roheline) viib ldbi DNA replikatsiooni, kuid ei
seondu antibiootikumiga; C) antibiootikumi viljutuspumbad: rakku sisenenud antibiootikum
pumbatakse tagasi viliskeskkonda; D) ldbimatud membraanid: osad antibiootikumid ei suuda

labida gram-negatiivse raku membraane ja peptidoglitkaani (modifitseeritud Allen jt., 2010).

1.2.2. ARe ja ARGide levik keskkonnas

AR levib keskkonnas peamiselt antibiootikumresistentsete mikroobide vahendusel. Fiitisilised
tegurid nagu tuul ja vesi kannavad resistentseid mikroobe looduses edasi, samuti liiguvad
resistentsed mikroobid loomade, lindude ja inimeste kaudu (Allen jt., 2010). ARGid levivad
vertikaalselt emasorganismilt tiitarorganismile, aga ka horisontaalselt eri liikide vahel (G6tz ja
Smalla, 1997). Horisontaalne geenitriiv. mikroobikoosluses toimub transformatsiooni,
transduktsiooni voi konjugatsiooniga, mille kdigus omandatakse vastavalt viliskeskkonnas
esinev vaba DNA, bakteriofaagi koostises olev DNA vdi 101k rakuga fiilisilises kontaktis
oleva naaberraku DNAst (Cytryn, 2013). Rohkelt tdhelepanu on pélvinud ARGide
horisontaalne tilekandumine patogeensetele organismidele, sest nii saavad tekkida ravile
allumatud mikroobitiived. Mitme ARGI omandamisel tekivad multiresistentsed patogeenid,

mida peetakse kaasaegse meditsiini suurimateks viljakutseteks (Cytryn, 2013).

ARGide horisontaalset levikut piiravad mitmed pudelikaelad: vajalik on doonor- ja
retsipientraku fiiiisiline kooseksisteerimine, et toimuks DNA iilekanne. Samuti on ARGid
retsipientrakule metaboolseks koormuseks, mistottu mitme sarnase funktsiooniga ARGI

hankimine pole rakule kasulik (Martinez jt., 2015). Seega soltub ARGide levik erinevatest
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teguritest, mille alusel saab madrata ARGide kuulumise erinevatesse riskiklassidesse.
Martinez jt. defineerisid 7 riskipotentsiaali klassi (resistance readiness condition ehk
RESCon), mis arvestavad ARGi primaarjarjestust, funktsiooni, paiknemist genoomis,
resistentsusmehhanismi ja peremeesringi (Martinez jt., 2015). Korgeima riskipotentsiaaliga
ARGid (RESCon 1) asuvad mobiilsetel geneetilistel elementidel, nende peremeesringi
kuuluvad inimpatogeenid ja on nididatud, et nende tottu ei allu bakteriaalne infektsioon

antibiootikumravile.
1.2.3. Péllumajanduse roll ARe levikus

Kaasaegne intensiivne pollumajandus on oluliselt panustanud ARe Kiiresse arengusse ja
levikusse. Massiline antibiootikumide kasutamine loomakasvatuses, et ravida ning ennetada
mikroobseid haigusi ja samuti edendada kariloomade kasvu, hoogustab resistentsete
mikroobide teket farmides. 30-90% manustatud veterinaarsete antibiootikumide doosist
véljutatakse loomorganismist keemiliselt muutumatuna (Sarmah jt., 2006), mille tulemusel
jouavad bioloogiliselt aktiivsed antibiootikumid sdnnikusse ja ldgasse. Viimaste kasutamine
pollumajandusliku véetisena on levinud praktika koikjal maailmas ja nii viiakse mulda
toitained, aga ka antibiootikumid, antibiootikumresistentsed mikroobid ja ARGid (Heuer jt.,
2011). Subterapeutilises kontsentratsioonis antibiootikumide jaédgid tekitavad selektiivse surve
ARGidele, kiirendades nende horisontaalset levikut mikroobikoosluses ja suurendades ARe
hulka nii mullas kui vesikeskkonnas. Loodusest voib resistentsus levida edasi inimeste
mikrobioomi nii otseseid kui kaudseid teid pidi (Joonis 3). Otsekontaktide hulka kuuluvad
kokkupuutumine resistentseid mikroobe kandvate loomade, nende véljaheidete, saaduste ja
neid tUmbritseva keskkonnaga. Kaudselt voib resistentsus jouda inimeseni joogiveest,
aerosooliosakestena Ohu vahendusel ja mikroobidega saastunud toidu kaudu, mojutades

organismi loomulikku mikroobikooslust (Heuer jt., 2011).

Mitmed uuringud on Kkésitlenud kultiveeritavate antibiootikumresistentsete mikroobide
arvukuse muutusi ldga vOi sOnnikuga videtatud mullas. Sengelov jt. (2003) nditasid
tetratsiikliinresistentsuse liihiajalist suurenemist sealigaga vaetatud mullas. Kobashi jt. (2005)
kirjeldasid antibiootikumresistentsete bakterite arvukuse suurenemist mullas, mida véetati
tahke seasdnnikuga 40 t ha™ pidevalt kiimne aasta jooksul. Ghosh ja LaPara (2007) leidsid, et
agronoomiliselt sobiva vdetusmahu korral ei suurenda sonniku laotamine pdllule
antibiootikumresistentsete bakterite arvukust mullas, kuid liiga suurte koguste korral voib
vaetamine viia ARe vohamisele kohalikus mikroobikoosluses. Pourcher jt. (2014) kirjeldasid

muutuseid mulla Escherichia coli populatsioonis véetamisel antibiootikumjddke sisaldava
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kanasonnikuga ja nditasid, et resistentne E. coli sdilis mullas vdhemalt kolm kuud pérast
vietamist. Loetletud uurimused nditavad videtamise potentsiaalset mdju mulla

mikroobikooslusele ja resistentsusele.

Loomakasvatus Sonmku
homstamlne
-
Famu @ MULD
toolised %
v

g
INIMESTE MIKROBIOOM

i1

Haigla

Joonis 3. ARGide levik mobiilsete geneetiliste elementide vahendusel loomakasvatusest
inimeste mikrobioomi. Mitmekordsed nooled mullast inimeseni tihistavad erinevate

levikuradade eksisteerimist (modifitseeritud Heuer jt., 2011).

Molekulaarmeetodite voidukdik on lisaks kultiveeritavate bakterite uurimisele véimaldanud
médrata ka ARGide koguarvu keskkonnaproovides. Heuer jt. (2008) modtsid sulfoonamiidide
resistentsusgeenide sull ja sul2 sisaldust sulfoonamiide sisaldava sdnnikuga vietatud mullas
ning leidsid, et vdetamine viis mulda suures koguses uuritavaid geene, mille kontsentratsioon
langes vdetamise jargselt eksponentsiaalselt, kuid ARGid piisisid mullas kuue kuu jooksul
katseperioodi 16puni. Sarnaselt eelnimetatuga tdheldasid Munir ja Xagoraraki (2011) sull ja
tetratsiikliinresistentsusgeenide tetW ning tetO kontsentratsiooni olulist tdusu liivsavimulla
vaetamisel sonnikuga, kuid saviliiva mullatiiiibiga katsealal vdetamise moju ei avaldunud. See
nditlikustab keskkonnatingimuste mdju ARGidele ja nende levikule, mis voib osaliselt

seletada vasturdédkivate uurimistulemuste esinemist teaduskirjanduses (Heuer jt., 2011).

Loomakasvatuses kasutatavad sonniku ja ldga kaitlustehnoloogiad vdivad mojutada vietisega
pOllule joudvate antibiootikumide, resistentsete mikroobide ning ARGide hulka. Levinud
meetodid enne pdllule laotamist on jadtmete hoiustamine sdnnikuhoidlas voi aunades ning
komposteerimine (Storteboom jt., 2007). Nididatud on, et sdnniku pikaaegsel auntddtlusel
viheneb tetratsiikliinresistentsusgeenide tetW ja tetO sisaldus (Storteboom jt., 2007). Chen jt.
(2010) kirjeldasid eriitromiitsiinresistentsusgeenide diinaamikat sealdga toGtlemisel aecroobses

ilesvoolulises biofiltris ja tuvastasid ermX geeni efektiivse drastuse, kuid teisi uuritud geene
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(ermB, ermF, tetG) t66tlus oluliselt ei mojutanud. Jatkusuutliku alternatiivina on tédhelepanu

pélvinud sonniku ja ldga anaeroobne kditlemine enne pdllule kandmist (vt. peatiikk 1.3.2).
1.3. Orgaanilise aine anaeroobne kiitlemine

Biomassi, sh. ldga ja sdnniku anaeroobne lagundamine on mitmeetapiline mikroobne protsess,
milles osalevad erinevad mikroorganismide grupid. Looduses toimuvad anaeroobsed
laguprotsessid hapnikuvaestes keskkondades nagu mérgalad, setted ja méletsejate seedekulgla
(Insam jt., 2010), kuid sama protsessi on toostuslikult rakendatud juba 1950. aastatest
priigilagaasi ja biogaasi tootmiseks (Divya jt., 2015). Toostusliku anaeroobse lagundamise
traditsioonilised toorained on pollumajanduslik ldga ja reoveemuda, millele suurema
tootlikkuse  saavutamiseks lisatakse — mitmesuguseid  kosubstraate nagu  rohtsed

energiakultuurid ja biojadtmed (Weiland, 2010).

Biomassi anaeroobse lagundamise tulemusel tekivad kdrge metaanisisaldusega (ligikaudu 2/3
mahust) energeetiliselt védrtuslik biogaas ja kdarimisjadk, mille kogus ning kvaliteet soltuvad
peamiselt kasutatud toorainest (Weiland, 2010). Biogaasi kasutatakse enamasti energia ja
sooja tohusaks koostootmiseks, kuid puhastatud biogaasi ehk biometaani saab kasutada ka
mootorikiitusena ja maagaasi alternatiivina nii todstuses kui kodumajapidamistes (Poeschl jt.,
2010). Biogaasi tootmise korvalprodukt on kddrimisjddk, mis on korge mineraalainete
sisalduse tottu sobilik pollumajandusvéetis. Kadrimisjddgi positiivsete omaduste hulka
kuuluvad vdhenenud 16hn ning patogeenide osaline inaktivatsioon (Weiland, 2010). Sarnaselt
biogaasiga sOltub ka kddrimisjddgi tdpne keemiline koostis kasutatud toorainetest. Seetdttu
voivad kddrimisjddgi koosseisus mulda jouda mitmesugused fliiisilised, keemilised ja
bioloogilised ithendid, sh. plastik, raskmetallid, ravimijddgid ja lagundamise protsessis ellu
jaanud patogeenid (Al Seadi jt., 2013). Selleks, et realiseerida kddrimisjddgi potentsiaal
pollumajandusvietisena, tuleb kasutada kvaliteetset toorainet, teostada kadrimisjdagi

kvaliteedikontroll ja vajadusel rakendada jéreltootlust (Al Seadi jt., 2013).
1.3.1. Anaeroobse lagundamise biokeemiline kulg

Anaeroobne lagundamine on kompleksne biokeemiline protsess, mille v3ib tinglikult jagada
neljaks etapiks: hiidroliiiis, atsidogenees, atseetogenees ja metanogences (Joonis 4).
Hiidroliitisi kdigus 1ohutakse suured biopoliimeerid védiksemateks koostisosadeks, mis seejdrel
muundatakse erinevateks alkoholideks ja orgaanilisteks hapeteks. Hiidroliiitiliste ja

atsidogeneetiliste organismide hulka kuuluvad anaeroobsed bakterid ja seened, teiste hulgas
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on esindatud perekonnad Clostridium ja Selenomonas (Insam jt., 2010). Atseetogeneetilised
organismid kédritavad atsidogeneesi produktid edasi atsetaadiks, formiaadiks, molekulaarseks
vesinikuks ja siisinikdioksiidiks, mis on metanogeneesi substraadid. Atseetogeneetilised
bakterid kuuluvad enamasti hdimkonda Firmicutes, niiteks Acetobacterium woodii ja
Clostridium aceticum (Weiland, 2010). Anaeroobse lagundamise viimases etapis toodavad
metanogeensed arhed metiiiiliihenditest, atsetaadist voi siisinikdioksiidist ja vesinikust
metaani, mis on biogaasi energiakandja. Seni kirjeldatud metanogeenid kuuluvad seltsidesse
Methanobacteriales, Methanococcales, Methanomicrobiales ja Methanosarcinales (Insam jt.,
2010). Lisaks nimetatud etappidele toimuvad orgaanilise aine anaeroobsel lagundamisel ka
pika ahelaga rasvhapete B-oksiidatsioon ja vdimalik on atsetaadi oksiideerumine (Insam jt.,
2010). Anaeroobse lagundamise toimumiseks on vajalik kdigi mikroobigruppide tihe koostoo,
sest vorreldes aeroobse lagundamisega on protsess termodiinaamiliselt ebaefektiivsem ja

mikroobidele madala energiasisaldusega (Schink, 1997).

HUDROLUUS ATSIDOGENEES ATSEETOGENEES METANOGENEES
poliisahhariidid ) suhkrud —@ | metiiiiliihendid
aminohapped laktaat
o puriinid -—@% alkoholid _%l atsetaat G CH, |
piirimidiinid lithikese ahelaga rasvhapped
nukleiinhapped o gliitserool
[ road O kg rhapped |——(D—— o +E—

Joonis 4. Anaeroobse lagundamise etapid: 1) biopoliimeeride hiidroliiiis, 2) atsidogenees, 3)
pika ahelaga rasvhapete P-oksiidatsioon, 4) atseetogenees, 5) atsetaadi oksiidatsioon, 6)

metanogenees (modifitseeritud Insam jt., 2010).
1.3.2. Anaeroobse lagundamise méju ARele

Anaeroobne lagundamine on iiks pdllumajanduslike jddtmete tootlusviise, milles ndhakse
vOimalust piirata antibiootikumresistentsuse levikut (Beneragama jt., 2011). Abdul ja Lloyd
(1985) on ndidanud, et anaeroobsel lagundamisel viheneb sealdgas antibiootikumresistentse
E. coli arvukus. Sarnaselt eelnimetatuga leidsid Beneragama jt., et tsefasoliin-resistentsete
bakterite arvukus vdheneb 99,89-99,99% (2011) ja multiresistentsed bakterid eemaldatakse
téielikult (2013) tsefasoliini sisaldava veisesonniku, veiseldga ja jadkpiima termofiilsel (55°C)
lagundamisel. Samade toorainete mesofiilsel (37°C) lagundamisel oli resistentsuse
eemaldusefektiivsus madalam, samuti toodeti vihem biogaasi ja metaani (Beneragama jt.,
2013). Ka Resende jt. (2014b) on ndidanud, et veisesonniku muutuva temperatuuriga

mesofiilne lagundamine vihendab erinevate bakterigruppide arvukust, kuid ei eemalda
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multiresistentseid baktereid tdielikult. Lisaks sdilisid kddrimisjdédgis patogeenide DNA ja
ARGid ermB, aphA2 ning blargm-1 (Resende jt., 2014a).

Vastupidiselt eelpool nimetatule on avaldatud ka tulemusi, kus anaeroobne lagundamine ei
viahendanud ARGide arvukust (Chen jt., 2010) voi teatud juhtudel koguni tdstis nende
kontsentratsiooni (Ghosh jt., 2009; Ma jt., 2011). Seejuures avaldub anaeroobse lagundamise
moju spetsiifilistele ARGidele erinevalt (Ghosh jt., 2009; Ma jt., 2011) ja korduvalt on
ndidatud ARGide drastusefektiivsuse kasvu korgemal temperatuuril (Ghosh jt., 2009; Diehl ja
LaPara, 2010; Ma jt.,, 2011; Beneragama jt., 2013). Paraku on termofiilse temperatuuri
hoidmine kdrge energiatarbega protsess, mistottu tihti eelistatakse mesofiilset lagundamist.
Lisaks mojutavad resistentsete mikroobide ellujdamist viibeaeg anaeroobses bioreaktoris, pH,
toitainete  olemasolu  ja  mikroobne  konkurents  (Beneragama jt.,  2013).
Antibiootikumresistentsuse tdiendavaks kontrollimiseks on pakutud vélja tooraine eeltootlus-
ja kadrimisjaagi jareltootlustehnoloogiaid, sh. kuumutamist, osoneerimist ja ladestamist
stabilisatsioonibasseinides (Bernet ja Béline, 2009; Di laconi, 2012), mille rakendamisega

kaasnevad aga tdiendavad majanduskulud.
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2. Materjal ja metoodika

2.1. Katseala iseloomustus, vietamiskatse iilesehitus ja proovivott

Pollumajandusliku rohumaa véetamiskatse toimus Eesti Maaiilikooli Eerika katsejaamas
Tahtvere vallas Tartumaal (58°23'32" N, 26°41'31" E, 60 m merepinnast) 152 pdeva jooksul
aprillist septembrini 2013. aastal. Katsealal on varasemalt kasvatatud teravilja, kuid 2008.
aastal rajati sinna korreliste rohumaa, mille taimestikus domineerisid katse teostamise ajal
aasnurmikas (Poa pratensis L.), punane aruhein (Festuca rubra L.) ja vietamata katselappidel
ka valge ristiku looduslik viikeseleheline vorm (Trifolium repens L.). Aastatel 2012-2014
kasutati katseala kindlate piirkondade vdetamiseks vastavalt mineraalvéetist, veiseldga voi
veiseldga anaeroobse lagundamise kéaadrimisjadki. Rohumaa asub ndivleetunud mullal, mille
huumushorisondi 16imis on saviliiva ja kerge liivsavi vahepealne (FAO, 2006). Piirkonna
meteoroloogilised néitajad registreeriti elektroonilises ilmajaamas Metos Compact (Pessl
Instruments, Weiz, Austria): katseperioodi keskmine dhutemperatuur oli 13,7°C ja sademete

hulk aprillist septembrini 294 mm (Lisa 1).

105,6 m? suurune katseala jagati neljaks vietamistsooniks, mis igaiiks koosnesid kolmest

eraldi paigutatud 8,8 m? suurusest katselapist. Vietistena kasutati

1) mineraalset lammastikvaetist (NH4NO3) (T2),
2) veiseldga (T4),
3) veiseldga anaeroobse lagundamise kaarimisjééki (T3),

4) kontrolltsoonile véetisi ei lisatud (T1).

Vietised laotati samasse véetamistsooni kuuluvate katselappide pinnale késitsi vOrdsete
annustena (6 g N m-z) eksperimendi 2. (9.), 48., ja 97. pdeval. Esimene vietamine toimus
tehnilistel pohjustel kahes osas: T4 alasse kuuluvad katselapid véetati eksperimendi 2. pdeval
ja T2 ning T3 alasse kuuluvad katselapid véetati eksperimendi 9. paeval. Orgaaniliste vietiste
tdpne annus arvutati veiseldga ja kddrimisjddgi ammooniumldmmastiku sisalduse alusel (vt.
peatiikk 3.1.1). Nii to6tlemata veiseldga kui veiseldga anaeroobse lagundamise kaédrimisjaak
toodi vahetult enne véetamist vastavalt Vorbuse liipsilauda sonnikuhoidlast Tartumaalt voi
Oisu biogaasijaamast Jarvamaalt. Vorbuse laudas on kokku 674 loomakohta lehmadele ja 940
kohta noorloomadele (Keskkonnaamet, 2008), kellele vajadusel rakendatakse
antibiootikumteraapiat (Lisa 2). Oisu biogaasijaam kasutatab veiseléga, veisesonniku, heina ja
silo mesofiilset (37-38°C) kooskédritamist soojuse ja elektrienergia tdhusaks koostootmiseks
aastase toodanguga 8,4 GWh elektrit ja 8,4 GWh soojust (Nelja Energia, 2014).
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Mulla komposiitproovid (200 g) koguti igale vietamisele eclneval ja jargneval pieval iga
katselapi pindmisest kihist (0-10 cm) mullapuuriga, millega sooritati keskmiselt 20 torget
katselapi kohta. Lisaks koguti vaheproovid katse 56., 71. ja 89. pieval ning vastavalt iiks kuu
(126. péeval) ja kaks kuud (152. pdeval) pdrast viimast vietamist. Veiseldga ja kadrimisjaagi
proovid (250 g) koguti vahetult enne pollule kandmist. Mulla, ldga ja kadrimisjdagi
osaproovid (30 g) sdilitati vastavalt +4°C ja —20°C juures kuni proovide keemilise analiiiisi ja

DNA eraldamiseni.
2.2. Proovide keemiline analiiiis

Mulla, veiseldga ja kadrimisjadgi proovide keemiline analiilis toimus Eesti Maaiilikooli
Taimebiokeemia  laboratooriumis  vastavalt  standardmeetoditele  (APHA,  1989).
Mullaproovidest méérati kuivaine (KA), orgaanilise aine (OA), niiskuse (NS), Kjeldahli
lammastiku (Nk) ja laktaatlahustuva fosfori (P_) sisaldus ning pHkc. Léagast ja
kadrimisjddgist madrati lisaks ka orgaanilise kuivaine (0KA), ammooniuml&dmmastiku (NHg-
N), nitraatlimmastiku (NO3-N), laktaatlahustuva kaaliumi (K..), laktaatlahustuva kaltsiumi
(Carp) ja laktaatlahustuva magneesiumi (Mg, ) sisaldus. Vilikatse ldbiviimises ja proovide

keemilisel analiitisil antud t00 autor ei osalenud.
2.3. DNA eraldamine

Mulla, veiseldga ja kddrimisjadgi proovidest eraldati DNA PowerSoil DNA Isolation Kit
(MoBio Laboratories Inc., Carlsbad, CA, USA) komplektiga vastavalt tootja juhendile.
Rakkude liiisimiseks kasutati homogenisaatorit Precellys® 24 (Bertin Technologies,
Montigny-le-Bretonneux, Prantsusmaa) programmiga 5000 rpm 20 sekundi jooksul.
Eraldatud DNA kontsentratsioon ja kvaliteet maarati spektrofotomeetriliselt masinaga Infinite
M200 (Tecan AG, Grodig, Austria). Eraldatud DNA siilitati —20°C juures.

2.4. Kvantitatiivne poliimeraasi ahelreaktsioon ja esmane andmeanaliiiis

Kvantitatiivse poliimeraasi ahelreaktsiooniga (quantitative Polymerase Chain Reaction
qPCR) maédrati bakteriaalse 16S rRNA ja viie ARGi sisaldus uuritavates proovides. Valitud
ARGid kodeerivad resistentsust erinevatele antibiootikumirithmadele: tetA annab resistentsuse
tetratsiikliinidele (kodeerib antibiootikumi véljutuspumpa), sull sulfoonamiididele (kodeerib
modifitseeritud dihiidropteroaadi siintaasi foolhappe siinteesirajas), qnrS fluorokinoloonidele
(kaitseb DNA giiraasi replikatsioonil) ja blaCTX-M ning blaOXA2 p-laktaamidele

(hiidroliitisivad B-laktaame). Kuna sulfoonamiidid ja fluorokinoloonid on siinteetilised
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antibiootikumid, mis looduslikult ei esine, esindavad geenid sull ja gnrS inimtegevuse

tagajérjel tekkinud resistentsust.
2.4.1. qPCR tingimused

qPCR teostati reaalaja PCR siisteemiga RotorGene® Q (QIAGEN, Foster City, CA, USA),
kasutades RotorGene Series Software version 2.0.2 (Qiagen) tarkvara. Reaktsioonisegu
valmistati 10ppmahuga 10 pl ja sisaldas 5 ul Maxima SYBR Green Master Mix reagenti
(Thermo Fisher Scientific Inc., MA, Waltham, USA), optimeeritud kontsentratsioonis
geenispetsiifilisi praimereid, 1 ul eraldatud DNAd ja iilejddnud mahus steriliseeritud
destilleeritud vett. Mirklaudgeenide spetsiifilised praimerid, optimeeritud
reaktsioonitingimused ja optimeeritud qPCR amplifikatsiooniprogrammid on toodud tabelis 1.
Kvantifitseerimiseks kasutati mirklaudgeene sisaldavate plasmiidide Il&htelahuseid
kontsentratsiooniga 10° geenikoopiat ul™* (Eurofins MWG Operon, Ebersberg, Saksamaa),
millest valmistati  standardlahjendused ~ vahemikus 10® kuni 25 koopiat pl™.
Standardlahjendusi kasutati gQPCR kvantifitseerimisstandardi koostamiseks, mis toimus igale
geenile optimeeritud tingimustel sarnaselt keskkonnaproovidega (Tabel 1). gPCR
amplifikatsioonireaktsioonile jargnes sulamiskdvera médramine vahemikus 70°C kuni 95°C
(0,35°C/3 s) pideva fluorestsentssignaali modtmisega. Kdik proovid amplifitseeriti kolmes
korduses ja igale modtmisele lisati negatiivne kontroll vdimaliku DNA saastuse tuvastamiseks
reagentides. Negatiivne kontroll sisaldas koiki reaktsiooni komponente vilja arvatud
marklaud-DNA.

2.4.2. qPCR andmete riihmitamine ja koopiaarvude leidmine

Iga qPCR amplifikatsioonireaktsiooni analiilisiti RotorGene Series Software version 2.0.2
tarkvaraga, arvestades paralleelide amplifikatsioonikdverate iihtsust ja sulamiskdverate
paiknemist ning kuju. qPCR efektiivsust analiiiisiti tdiendavalt programmiga LinRegPCR
version 2012.3 (Ruijter jt., 2009). Uhesuunalise dispersioonanaliiiisiga (ANOVA) tuvastati eri
vaetamistsooni kuulunud proovide amplifikatsiooniefektiivsuste statistiliselt oluline erinemine
tiksteisest (p<0,05), mille alusel defineeriti kuus rithma proovide jdrgnevaks analiiiisiks: 1)
véetamata kontroll, 2) mineraalvéetisega vdetatud, 3) kdarimisjadgiga vdetatud, 4) veiseldgaga
vdetatud, 5) kadrimisjddk, 6) veiseldga. Sihtmarkgeeni koopiaarvu leidmiseks arvutati
uuritava proovi (A) ja vastava kvantifitseerimisstandardi eri punktide (B) vaheline

kordsusaste vastavalt valemile [1] (Ruijter jt., 2009).
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[1] Kordsusaste = Noa / Nog = (Nya/ EAC™) / (Nig / Eg“"P)

No — amplikonide A ja B algkontsentratsioon fluorestsentsiihikutes
E — vastavate amplikonide amplifikatsiooniefektiivsus
N — fluorestsentsi lavivéartus

C: — lavivairtuse saavutamiseks kulunud amplifikatsioonitsiiklite arv

Uuritavas proovis sisalduva geeni koopiaarv saadi leitud kordsusastme korrutamisel vastava
standardlahjenduse kontsentratsiooniga. Uuritava geeni 10plik koopiaarv igas proovis leiti
kvantifitseerimisstandardi eri punktide alusel saadud koopiaarvude ja korduvmdotmiste
geomeetrilisel keskmistamisel. Koopiaarvud taandati proovi kuivainesisaldusega ja esitati
kujul geenikoopiat g KA™. Uhte vietustsooni kuulunud kolme Katselapi tulemused esitati
véaetustsooni aritmeetilise keskmisena. Lisaks arvutati ARGide osakaal mulla, veiseldga ja
kadrimisjadgi bakterikoosluses, taandades ARGi arvukuse (A) 16S rRNA arvukusega (B)

vastavalt valemile [1].
2.5. Statistiline analiiiis

Tulemuste statistiline analiilis sooritati tarkvaraga Statistica 7.0 (StatSoft, Inc., USA).
Shapiro-Wilk’s W-testi alusel tuvastati normaaljaotuse puudumine uuritud geenide
koopiaarvudes (p<0,05), mistdttu kasutati mitteparameetrilisi analiilisimeetodeid ja andmete
geomeetrilist keskmistamist. Spearmani astak-korrelatsioonanaliiiisiga testiti erinevate
geenide diinaamika korreleerumist {ihe vdetamistsooni piires, samuti testiti konkreetse geeni
arvukuse ja osakaalu diinaamika korreleerumist erinevates videtamistsoonides ning mulla
keemiliste parameetrite korreleerumist uuritud geenide arvukuse ja osakaalu diinaamikaga.
Mulla keemiliste parameetrite ning geenide arvukuse ja osakaalu erinemist vastavalt
véetustiilibile testiti korduvmootmiste dispersioonanaliiiisil (repeated measurement ANOVA
rANOVA), millele eelnes andmete normaliseerimine. Geenikoopiate arvukuse ja mulla
keemiliste parameetrite normaliseerimiseks kasutati naturaallogaritmimist, ARGide
osakaalude normaliseerimiseks kasutati  funktsiooni  arcsinvosakaal.  Konkreetsete

véetamistsoonide vahelised erinevused tuvastati Tukey HSD jéreltestiga.
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Tabel 1. qPCR praimerid ja amplifikatsiooni tingimused.

Amplikoni

Praimeri

Sihtmérk- Praimerid Praimeri primaarjérjestus suurus kontsentratsioon P_r aimert gPCR programm
geen (bp) (uM) kirjandusviide
16SrRNA 517F GCCAGCAGCCGCGGTAA 530 0,3 Liu jt., 2007 50°C 2 min, 95°C 10
1028R CGACARCCATGCASCACCT* 0,3 Dethlefsen jt., 2008 min, 45 tsiiklit: 95°C 30
s, 60°C 45 s,72°C45s
blaCTX-M CTX-MUP  ACCAAYGATATYGCGGTGAT* 101 0,3 Muudetud 50°C 2 min, 95°C 10
CTX-M LP ACATCGCGYCGGCMRTCT* 0,3 Colomer-Lluch jt.,  min, 45 tsiiklit: 95°C 15
2011 s, 56°C 30, 72°C 30 s
blaOXA2 blaOXA-2F TCTTCGCGATACTTTYCTCCA* 177 0,4 Szczepanowski jt.,,  50°C 2 min, 95°C 10
blaOXA-2R  ATCGCACAGGATCAAAAACC 0,4 2009 min, 45 tsiklit: 95°C 15
s, 55°C 305, 72°C30s
tetA tetA-F2 TCAATTTCCTGACGGGCTG 96 0,4 Borjesson jt., 2009  50°C 2 min, 95°C 10
tetA-R2 GAAGCGAGCGGGTTGAGAG 0,4 min, 45 tsiklit: 95°C 15
s, 58°C 305, 72°C 30 s
sull sull-F CTGAACGATATCCAAGGATTYCC* 239 0,4 Heuer jt., 2008 50°C 2 min, 95°C 10
sull-R AAAAATCCCATCCCCGGRTC* 0,4 min, 45 tsiklit: 95°C 15
s, 54°C 30s, 72°C 30 s
gnrS QnrS-F GTGAGTAATCGTATGTACTTTTG 169 0,2 Guillard jt., 2011 50°C 2 min, 95°C 10
QnrS-R AAACACCTCGACTTAAGTCT 0,2 min, 45 tsiklit: 95°C 15

s,52°C30s,72°C30s

* R tdhistab A voi G nukleotiidi, Y tdhistab C voi T nukleotiidi, M tihistab A voi C nukleotiidi, S tdhistab G voi C nukleotiidi



3. Tulemused

3.1. Orgaaniliste vietiste omadused

3.1.1. Veiselidga ja kddrimisjiaigi keemilised omadused

Vietistena kasutatud veiseldga ja veiseldga anaeroobse lagundamise kéddrimisjadki kirjeldati
nende keemiliste omaduste alusel (Tabel 2). Orgaanilisi véetisi iseloomustasid neutraalne voi
ndrgalt aluseline pH, kdrge niiskusesisaldus (NS) (91,8% veiselagal ja 91,9% kadrimisjasgil)
ja sarnane orgaanilise kuivaine (0KA) sisaldus (vastavalt 68,6% ja 63,3%). Kasutatud
kadrimisjadgis tuvastati kdrgemad toitainete ja makroelementide kontsentratsioonid Kkui

veiseldgas.

Tabel 2. Kolme videtamiskorra veiseldga ja veiseldga kaarimisjdadagi keemiliste omaduste
keskmised véartused koos standardhdlbega (sulgudes). oKA — orgaaniline kuivaine, NS —
niiskusesisaldus, NH4-N — ammooniumldmmastik, NO3-N — nitraatlimmastik, Nk — Kjeldahli
lammastik, P, — laktaatlahustuv fosfor, K., — laktaatlahustuv kaalium, Ca,, — laktaatlahustuv

kaltsium, Mg, | — laktaatlahustuv magneesium.

Keemiline niitaja  Uhik Veiseldga (n=3) Kidrimisjaik (n=3)
pH 7,07 (£0,27) 8,00 (£0,32)
oKA % 68,6 (+3,4) 63,3 (+4,2)
NS % 91,8 (£0,2) 91,9 (+1,1)
NH,-N mg kg™ 2356 (£176) 2510 (+£69)
NO;-N mg kg™ 0,49 (+0,69) 1,23 (+0,63)
N % 0,393 (£0,008) 0,432 (+0,028)
P % 0,068 (+0,013) 0,079 (+0,012)
K % 0,260 (£0,027) 0,348 (+0,024)
Ca., % 0,091 (+0,014) 0,126 (+0,001)
Mg, % 0,072 (£0,014) 0,085 (+0,020)

3.1.2. 16S rRNA ja ARGide sisaldus veiseldgas ja kadrimisjaagis

Mirklaudgeenide sisaldus veiseldgas ja veiseldga anaeroobse lagundamise kddrimisjdégis oli
sarnase jaotusega (Joonis 5). Bakterite iildarvukust nditav 16S rRNA kontsentratsioon oli
kadrimisjaédgis ligikaudu poole korgem kui veiseldgas (vastavalt 9,21*%10° kddrimisjaagis ja
4,25*10° koopiat g* KA™ veiseldgas), individuaalsete ARGide keskmine arvukus molemas
vietises jdi vahemikku 10° kuni 10" koopiat g KA™. Nii veiseligas kui kadrimisjasgis oli
arvukaim ARG sulfoonamiidresistentsust kodeeriv sull (vastavalt 1,63*10° ligas ja 1,46*10’
koopiat g'1 KA™ kddrimisjaagis), moodustades bakterite iildarvukusest veiseldgas 0,014% ja
kaarimisjadgis 0,057%. Veiseldgas tuvastati kddrimisjadgist korgemad tetA ja gqnrS sisaldused
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(vastavalt 3,69%10° ja 1,52*10° koopiat g* KA™? veiseligas ning 1,41*10° ja 5,17*10
koopiat gt KA  kaarimisjadgis), kuid kadrimisjadgis olid korgemad pB-laktaamide
resistentsust kodeerivate blaCTX-M ja blaOXA2 arvukused (vastavalt 3,63*10* ja 3,49*10°
koopiat gt KA™? kidrimisjasgis ning 1,90¥10* ja 6,03*10* koopiat g* KA™? veiseligas).
Testitud ARGid moodustasid veiseldga bakterikooslusest 0,00007% kuni 0,014% ja
kadrimisjadgi bakterikooslusest 0,00001% kuni 0,057%.
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N 16S rRNA B blaCTX-M B fefA [ su// B gnS [ blaOXA2

Joonis 5. 16S rRNA ja ARGide keskmine arvukus (A) ja ARGide osakaal (B) veiseldgas ning

veiseldga anaeroobse lagundamise kddrimisjadgis koos standardhilbega (n=3).

3.2. Pollumajandusliku rohumaa mullaproovide omadused

3.2.1. Mullaproovide keemilised omadused

Mullaproovidest méarati pH, orgaanilise aine (OA), niiskuse (NS), Kjeldahli lammastiku (Nk)
ja laktaatlahustuva fosfori (P..) sisaldus (Lisa 3) ning analiiiisiti tulemusi korduvmodtmiste
dispersioonanaliiiisiga  (FANOVA) soltuvalt rakendatud véietustiilibist (Joonis 6).
Mullaproovide pH oli mdddukalt happeline, varieerudes vahemikus 5,19 kuni 6,78, kusjuures
veiseldga ja kddrimisjadgiga vietatud katsealadel T3 ja T4 oli pH statistiliselt oluliselt korgem
(p<0,01) kui mineraalvietisega vietatud katsealal T2. Sarnane mdju avaldus P sisalduses,
mis varieerus vahemikus 117 mg kg™ kuni 198 mg kg™ ja oli orgaaniliste vietistega vietatud
mullas oluliselt korgem (p<0,05) kui T1 ja T2 aladel. Mullaproovide keskmine
niiskusesisaldus oli 12,8%, keskmine OA sisaldus 3,14% ja keskmine Nk sisaldus 0,161%.

NS, OA ja Nk korral vietustiiiipide vahel statistiliselt olulisi erinevusi ei esinenud.
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Joonis 6. Mullaproovide keemilised omadused sdltuvalt véetustiiiibist (T1 — véetamata
kontroll, T2 — mineraalvaetis, T3 — kddrimisjadk, T4 — veiseldga). NS — niiskusesisaldus, OA
— orgaanilise aine sisaldus, Nk — Kjeldahli lammastik, P | — laktaatlahustuv fosfor. Tarnidega
on tdhistatud teineteisest statistiliselt oluliselt erinevad tulemused (rANOVA, * p<0,05; **
p<0,01; *** p<0,001).

23




3.2.2. 16S rRNA ja ARGide arvukuse ning ARGide osakaalu ajaline diinaamika
rohumaa mullas

Erinevalt vietatud katselappidel T1-T4 tuvastati 16S rRNA ja ARGide blaCTX-M, tetA, sull
ja blaOXA2 sisaldus mullas (Joonised 7 ja 8). B-laktaamide resistentsusgeeni blaOXA2 kogus
oli allpool qPCR meetodi kvantifitseerimisldve, fluorokinoloonide resistentsusgeeni qnrS
mullaproovidest ei leitud. Tuvastatud geenide arvukuse ja osakaalu ajalise diinaamika

korreleerumist erinevatel katselappidel testiti Spearmani korrelatsioonanaliiiisil (Tabel 3).
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Joonis 7. 16S rRNA ja ARGide arvukuse diinaamika mullas koos standardhdlbega (n=3)
sOltuvalt véetustiilibist (T1 — véetamata kontroll, T2 — mineraalvietis, T3 — kdarimisjddk, T4 —
veiseldga). Nooltega on tdhistatud vastavate véetiste lisamine. Vertikaaltelje skaala enne ja

parast 106iget on esitatud erineva sammuga.

Katseperioodi viltel oli bakterite iildarvukust niitav 16S rRNA suurusjirgus 10’ kuni 10°
koopiat g'1 KA™, kusjuures madalaimad kontsentratsioonid esinesid videtamata kontrollalal T1
(8,63*10" koopiat g KA™) ja kdrgeimad kontsentratsioonid veiseligaga vietatud alal T4
(2,33*10° koopiat g KA™). 16S rRNA arvukuse ajaline kiik korreleerus vietuspaarides T1 ja
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T4, T2 ja T3 ning T3 ja T4 (Tabel 3), ndidates bakterite {ildarvukuse diinaamika suhtelist

sarnasust erinevatel tootlustel.

Tabel 3. Statistiliselt olulised (p<0,05) seosed geenide absoluutarvukuse ja osakaalu
diinaamikas erinevatel véetustiilipidel (T1 — vietamata kontroll, T2 — mineraalvietis, T3 —

kadrimisjadk, T4 — veiseldga) vastavalt Spearmani korrelatsioonikordajale R.

Spearmani korrelatsioonikordaja R

Mirklaudgeen Vietustiiiibid Absoluutarvukus ~ Osakaal

16S rRNA TljaT4 0,70* Pole méiratav
T2jaT3 0,72* Pole méiratav
T3jaT4 0,65* Pole méddratav

blaCTX-M TljaT2 0,68* 0,67*
T2jaT3 0,81**
T2jaT4 0,70*
T3jaT4 0,70* 0,64*

tetA TljaT2 0,87*** 0,83**
TljaT4 0,61* 0,90***
T2jaT4 0,80**

sull T3jaT4 0,74** 0,63*

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001

Tuvastatud ARGide arvukus varieerus suurusjirgus 10° kuni 10° koopiat g KA™,
moodustades kuni 0,829% bakteriaalse 16S rRNA arvukusest mullas (blaCTX-M T3
katsealal). ARGide algkontsentratsioonid eksperimendi esimesel péeval erinesid erinevatel
katsealadel (Joonis 7), viidates varasema véetamise voimalikule pikaajalisele mojule. T1, T2
ja T4 aladel oli arvukaim ARG tetratsiikliinresistentsust kodeeriv tetA (5,86*10* kuni
2,73*10° koopiat g KA™), mille osakaal bakterikoosluses oli nimetatud aladel sarnase ajalise
diinaamikaga (Tabel 3). Kadrimisjadgiga véetatud alal T3 avaldus kasutatud véetise moju
mulla B-laktaamresistentsusele: blaCTX-M oli antud véetustiiiibi arvukaim ARG (T3
keskmine arvukus 1,55*10° koopiat g™ KA™), kuid selle ajaline kiik korreleerus erinevate
véetustlitipide vahel. Koigis véetustiitipides oli kvantifitseeritud geenidest madalaima
sisaldusega siinteetiliste antibiootikumide sulfoonamiidide resistentsusgeen sull, mille
arvukus varieerus piirides 2,68*107 (vietamata kontrollalal) kuni 3,75*10* koopiat gt KA™
(veiseldgaga vietatud katsealal), moodustades kuni 0,007% mulla bakterikooslusest. Nii sull
arvukuse kui osakaalu ajaline diinaamika korreleerusid T3 ja T4 katsealal, ndidates

orgaaniliste vdetiste sarnast moju mulla sulfoonamiidresistentsusele.
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Joonis 8. ARGide osakaalude diinaamika mulla mikroobikoosluses koos standardhdlbega
(n=3) soltuvalt véetustiitibist (T1 — videtamata kontroll, T2 — mineraalvdetis, T3 —
kaarimisjadk, T4 - veiseldga). Nooltega on tdhistatud vastavate vietiste lisamine.

Vertikaaltelje skaala enne ja parast 1diget on esitatud erineva sammuga.

Vietiste lisamine katse 2. (9.), 48. ja 97. paeval geenide arvukuse ja osakaalu liihiajalist
diinaamikat markimisvairselt ei mdjutanud: tdheldati nii geenide sisalduse tdusu kui langust
vietamisele jargneval pédeval ning kirjeldatud muutused toimusid nii véetatud kui vdetamata
katselappidel. Vietamise mdju erinevate geenide diinaamikale iihe videtustiilibi piires testiti
Spearmani korrelatsioonanaliiiisiga (Tabel 4). Tuvastati 16S rRNA arvukuse korreleerumine

blaCTX-M ja tetA geenidega T2, T3 ja T4 Kkatsealadel, nditab loodusliku

mis
taustkontsentratsiooniga ARGide soltumist bakterite tildarvukusest. Lisaks tuvastati nimetatud
loodusliku péritoluga ARGide omavaheline korreleerumine T1, T2 ja T4 aladel. Siinteetiliste
antibiootikumide sulfoonamiidide resistentsust kodeeriva sull ajaline kiik oli T2 ja T4 aladel
seoses blaCTX-M ja tetA diinaamikaga, seejuures veiseldgaga véetatud alal T4 sull osakaalu

kasvades tetA osakaal bakterikoosluses kahanes.
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Tabel 4. Statistiliselt olulised (p<0,05) seosed eri geenide absoluutarvukuse ja osakaalu
diinaamikas iihe vietustiiiibi piires (T1 — vietamata kontroll, T2 — mineraalvietis, T3 —

kadrimisjadk, T4 — veiseldga) vastavalt Spearmani korrelatsioonikordajale R.

Spearmani korrelatsioonikordaja R

Vietustiliip - Geenipaar Absoluutarvukus  Osakaal

T1 blaCTX-M ja tetA 0,92*** 0,76**
T2 16S rRNA jablaCTX-M  0,94***
16S rRNA ja tetA 0,63*
blaCTX-M ja tetA 0,78** 0,82**
blaCTX-M ja sull 0,87***
tetA ja sull 0,74** 0,83**
T3 16S rRNA ja blaCTX-M 0,73*
16S rRNA ja tetA 0,81**
T4 16S rRNA jablaCTX-M  0,86***
16S rRNA ja tetA 0,75**
blaCTX-M ja tetA 0,72*
blaCTX-M ja sull 0,77**
tetA ja sull -0,65*

*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001

3.2.3. Vietustiiiipidevahelised erinevused mirklaudgeenide arvukuses ja

osakaalus

Korduvmdotmiste dispersioonanaliilisiga (rANOVA) testiti mirklaudgeenide
absoluutarvukuse ja osakaalu erinemist soltuvalt rakendatud véetustiilibist (Joonis 9). 16S
rRNA arvukus oli madalaim vdetamata kontrollalal T1 ning kdrgeim veiseldgaga vietatud alal
T4 (erinevuse statistiline olulisus p<0,01). BlaCTX-M sisaldus oli korgeim kéarimisjadgiga
vietatud alal T3, erinedes statistiliselt koigist iilejddnud vietustiilipidest (p<0,001) ja
avaldudes nii blaCTX-M absoluutarvukuse kui osakaalu puhul. Seevastu tetA arvukuse ja
osakaalu korgvairtused esinesid mineraalvéetisega toodeldud alal T2, mis erines oluliselt
koigist tilejaanud vaetustiitipidest (p<0,001). Sull korral olid teineteisele statistiliselt sarnased
T1 ja T2, mida iseloomustasid oluliselt madalamad sull absoluutarvukuse ja osakaalu
vadrtused kui orgaaniliste vdetistega véetatud aladel T3 ja T4 (p<0,01). T3 ja T4 vahel sull

puhul statistilist erinevust ei esinenud.
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Joonis 9. 16S rRNA ja ARGide arvukuse ning bakterikoosluse ARGide osakaalu erinemine

sOltuvalt véetustiilibist (T1 — vdetamata kontroll,

T2 — mineraalvéetis, T3 — kddrimisjadk, T4 —

veiseldga). Téarnidega on tdhistatud teineteisest statistiliselt oluliselt erinevad tulemused

(rANOVA, * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

3.2.4. Mirklaudgeenide arvukuse ja osakaalu seos mulla keemiliste omadustega

Uuritud geenide arvukuse ja osakaalu sdltumist mulla keemilistest parameetritest analiilisiti

Spearmani

korrelatsioonikordajate

alusel

(Tabel

5).

Viaetamata katsealal

Tl ja
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mineraalvéetisega toddeldud alal T2 tuvastati iiksikud seosed geeniparameetrite ja mulla
keemiliste nditajate vahel, kuid orgaaniliste vietistega toodeldud aladel T3 ja T4 esines
arvukamalt seoseid spetsiifiliste geenide ja mulla pH, niiskusesisalduse, OA, Nk ning P
vadrtuste vahel, nditlikustades veiseldga ja kdarimisjadgi suuremat moju mulla keemilistele
omadustele ja mikrobioomile. Orgaaniliste véetistega vietatud aladel T3 ja T4 oli bakterite
ildarvukus positiivses seoses mulla OA ja Nk sisaldusega, kuid sdltus negatiivselt T1, T3 ja
T4 alade mulla niiskusesisaldusest. Sarnane seos avaldus ka ARGide arvukuses T4 katsealal:
niiskusesisalduse suurenedes vahenesid blaCTX-M, tetA ja sull kontsentratsioonid mullas. Nii
T3 kui T4 alal korreleerus sulfoonamiidresistentsust kodeeriva sull arvukus mulla OA, Nk ja
PLL sisaldusega, lisaks soOltus sull osakaal veiseldgaga vietatud mulla pH, OA ja P _
nditajatest. Tetratsiikliinresistentsust kodeeriva tetA osakaalu puhul avaldusid negatiivsed

seosed T4 OA, Nk ja P sisaldusega.

Tabel 5. Statistiliselt olulised (p<0,05) seosed mulla keemiliste niitajate ja uuritud geenide
absoluutarvukuse ning osakaalu vahel soltuvalt véetustiilibist (T1 — vdetamata kontroll, T2 —
mineraalvdetis, T3 — kadrimisjadk, T4 — veiseldga) vastavalt Spearmani
korrelatsioonikordajale R. NS — niiskusesisaldus, OA — orgaaniline kuivaine, Nk — Kjeldahli

lammastik, P, | — laktaatlahustuv fosfor.

Mulla Spearmani korrelatsioonikordaja R
Vietustiiiip keemiline Absoluutarvukus Osakaal
nditaja 16S rRNA DblaCTX-M tetA sull tetA sull
T1 NS -0,81*
T2 OA 0,83* 0,74*
T3 pH 0,88** 0,71* 0,86**
OA 0,81* 0,83*
Nk 0,75* 0,85**
P 0,71*
NS -0,71* -0,79* 0,71*
T4 pH 0,76*
OA 0,88** 0,88** 0,90** -0,81* 0,76*
Nk 0,76* 0,76* 0,81* -0,79*
P 0,79* -0,81* 0,76*
NS -0,95***  -0,93***  -0,76* -0,81*

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001
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4. Arutelu ja jareldused

Mulda peetakse rikkaimaks ARGide reservuaariks keskkonnas (Cytryn, 2013), mida
iseloomustavad nii looduslik antibiootikumresistentsuse taustkontsentratsioon kui ka
peamiselt pdllumajandusest parinevad antropogeensed mojutused. Kéesolevas t66s vaadeldi
kolme erineva vietise (mineraalvidetise, veiseldga ja veiseldga anacroobse lagundamise

kadrimisjadgi) moju antibiootikumresistentsusgeenide sisaldusele rohumaa mullas.

Loomakasvatuse jadkproduktide nagu ldga ja sdnniku kasutamine pdllumajandusvietistena on
iiks peamiseid viise ARe levimisel farmidest looduskeskkonda (Heuer jt., 2011). Antud
eksperimendis kasutatud veiseldga ja veiseldga kddrimisjadgi bakterite tildarvukust néitav 16S
rRNA oli suurusjirgus 10° koopiat g KA™, mis on kooskdlas hiljuti avaldatud piimakarja
sonniku anaeroobse lagundamise uuringuga (Resende jt., 2014a). Arvukalt leiti veiseldgas
sulfoonamiidresistentsust kodeerivat geeni sull, mille absoluutarvukus oli madalam varem
avaldatud andmetest (Munir ja Xagoraraki, 2011), kuid moodustas bakterite tildarvukusest
korgema fraktsiooni kui tdheldatud sarnastes uuringutes veise- ja sealdgaga (Heuer jt., 2008;
Munir ja Xagoraraki, 2011). On tdhelepanuvdirne, et just siinteetiliste antibiootikumide
sulfoonamiidide resistentsusgeeni sull, millel puudub looduslik taustkontsentratsioon, leiti
korges kontsentratsioonis nii veiseldgas kui kddrimisjdédgis. Seevastu teist uuritud siinteetiliste
antibiootikumide resistentsusgeeni qnrS leidus kasutatud orgaanilistes véetistes madalates
kogustes, mis viitab fluorokinoloonide potentsiaalsele efektiivsusele antibiootikumteraapias.
Kdigi uuritud ARGide esinemine veiseligas suurusjérgus 10° kuni 10° koopiat g'KA™
Kinnitab varem avaldatud uuringute tulemusi, ndidates, et veiseldga on oluline ARGide
reservuaar (Storteboom jt., 2007; Munir ja Xagoraraki, 2011; Wolters jt., 2015).

Loomasdnniku ja —ldga anaeroobset lagundamist on peetud jatkusuutlikuks orgaaniliste
jadtmete stabiliseerimise meetodiks, tootes lisaks energiale ka pollumajandusliku vairtusega
kadrimisjadki (Weiland, 2010). Antud uuringus kasutatud veiseldga mesofiilse lagundamise
kadrimisjadgis oli bakterite iildarvukus poole korgem kui teises orgaanilises vietises —
veiseldgas. Samuti tuvastati kddrimisjadgist koik uuritud ARGid, mille kontsentratsioonid jdid
vahemikku 10% kuni 10" koopiat g*KA™. Varreldes veiseldgaga erinesid individuaalsete
ARGide sisaldused maksimaalselt {ihe suurusjargu vorra, kusjuures blaOXA2, blaCTX-M ja
sull sisaldused kddrimisjaagis olid korgemad kui ldgas, viidates kddrimisjadgi korgemale
riskipotentsiaalile ARe levikul farmist looduskeskkonda. Varasemates uuringutes on niidatud,
et loomakasvatuse jadkproduktide termofiilne (55°C) anaeroobne lagundamine on efektiivne

meetod antibiootikumresistentsete mikroobide ja ARGide vidhendamiseks (Beneragama jt.,
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2011; Varel jt., 2012; Beneragama jt., 2013), kuid mesofiilses temperatuurivahemikus (37—
38°C) vdivad nii mikroobid kui ARGid sdilida ning kanduda edasi kairimisjaaki (Chen jt.,
2010; Beneragama jt., 2013; Resende jt., 2014a; Resende jt., 2014b). Antud uuringus ndidati,
et mesofiilse anaeroobse lagundamise kddrimisjaak on ARGide reservuaar ja selle kasutamine
vaetisena voib hoogustada ARe levikut looduskeskkonnas ning mdjutada mulla dkoloogilist

tasakaalu.

Vilikatses tuvastati loodusliku taustkontsentratsiooniga ARGide blaCTX-M ning tetA ja
peamiselt inimtegevuse mdju nditava ARGI sull sisaldus nii videtatud kui véetamata
pollumajandusliku rohumaa mullas ithe vegetatsiooniperioodi jooksul. Vietamine mdjutas
mulla mikroobikooslust, tdstes spetsiifiliste ARGide kontsentratsioone. Saadud tulemused on
kooskdlas varasemate uuringutega, kus on leitud, et veisesonniku kasutamine vietisena voib
tosta ARGide taset mullas (Munir ja Xagoraraki, 2011), kuid mdju avaldumine vdib sodltuda
nii mullatiitibist (Munir ja Xagoraraki, 2011) kui vietamise intensiivsusest (Kobashi jt., 2005;
Ghosh ja LaPara, 2007). Tdiendavad uuringud on vajalikud vietamise pikaajalise mdju
selgitamiseks, mis vOib seletada osade ARGide algkontsentratsioonide erinemist
véetustiilipide vahel, arvestades, et rohumaa véetamine leidis aset ka proovivotule eelneval
aastal. Varasemates uuringutes on ndidatud nii ARGide akumuleerumist mullas (Knapp jt.,
2010) kui ka korgenenud ARe langemist looduslikule tasemele viie kuu jooksul pirast
véetamist (Sengelov jt., 2003). Kédesolevas eksperimendis tuvastatud ARGide esinemine nii
védetamata kui vdetatud rohumaa mullas annab tunnistust mulla resistoomi mitmekesisusest,

mida mdjutavad nii looduslikud kui antropogeensed tegurid (Cytryn, 2013).

Vaorreldes teiste véetistega tOstis veiseldga kasutamine statistiliselt oluliselt sull geeni
sisaldust mullas, mida on osaliselt ndidatud ka varasemates uuringutes (Heuer jt., 2008; Munir
ja Xagoraraki, 2011). Veiseldga anaeroobse lagundamise kéddrimisjddgiga véetatud alal esines
korgendatud sull ja blaCTX-M sisaldus ning mineraalvietisega véetatud alal oli teistest
véetustlitipidest kdrgem tetA sisaldus. Orgaaniliste vietistega véetatud alade puhul voib
spetsiifiliste geenide sisalduse kasvu seletada véetistest parinevate ARGide lisandumisega
ning sdilimisega mullas vihemalt {ihe vegetatsiooniperioodi jooksul. Samuti v3is resistentsust
mojutada mulla fiilisikalis-keemiliste tingimuste muutumine véetamisel. Mineraalvietise
kasutamine vdis stimuleerida looduslikku  mikroobikooslust ning seeldbi tdsta
tetratsiikliinresistentsuse hulka wuuritud mullas. Bakterite iildarvukuse ja loodusliku
taustkontsentratsiooniga ARGide vaheline seos avaldus ka geenide diinaamika

korrelatsioonanaliiiisil, kus ndidati 16S rRNA arvukuse korreleerumist blaCTX-M ja tetA
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geenidega vietatud katsealadel. Seega néidati antud uuringus, et vdetamine mdjutab nii
bakterite iildarvukust kui ka spetsiifiliste ARGide sisaldust vdetatud mullas. Seejuures on
oluline mirkida, et videtamise efekt erinevatele ARGidele ei olnud iihene ning eri vietised

mojutasid spetsiifiliste ARGide sisaldust mullas erinevalt.

Spearmani korrelatsioonanaliiiisil avaldusid seosed orgaaniliste véetistega vietatud katsealade
keemiliste parameetrite ning uuritud marklaudgeenide sisalduse vahel. Leiti, et bakterite
tildarvukus orgaaniliste véetistega videtatud aladel soltus mulla orgaanilise aine ja
lammastikusisaldusest. Varem on avaldatud sarnane seos pollumajandusliku haritava mulla
bakteriaalse biomassiga (Truu, 2008). Sulfoonamiidresistentsusgeeni sull sisaldus nimetatud
aladel soltus lisaks orgaanilise aine ja lammastikusisaldusele ka mulla fosforisisaldusest ning
koigil uuritud geenidel avaldus negatiivne seos mulla niiskusesisaldusega. Leitud
korrelatsioonid néitavad fiilisikalis-keemiliste tingimuste moju nii bakterite iildarvukusele kui
ARGide sisaldusele mullas. Seega on véetamisel otsene moju mulla omadustele, mdjutades
kaudselt ka mulla mikroobikooslust. Téiendavate konkreetsete seoste leidmine ARGide
arvukuse ja keskkonnaparameetrite vahel on olulise tdhtsusega mulla resistoomi kirjeldamisel

ja mullast tuleneva ARe riskide hindamisel (Munir ja Xagoraraki, 2011; Cytryn, 2013).

Magistritoo peamised jéreldused on:

1) uuritud veiseldga ja veiseldga anaeroobse lagundamise kaddrimisjadk on ARGide
reservuaarid,

2) videtamine muudab mulla keemilisi omadusi, mdjutades kaudselt ka mulla
mikroobikooslust;

3) vietamine mojutab oluliselt bakterite {ildarvukust ja ARGide sisaldust mullas;

4) erinevate vietiste moju spetsiifilistele ARGidele avaldub erinevalt: mineraalvéetis
tostis oluliselt tetA, veiseldga sull ja veiseliga anaeroobse lagundamise

kadrimisjadk blaCTX-M ning sull sisaldust mullas.

Kéesoleva t60 tulemused kinnitavad nii looduslikku kui siinteetilist péritolu ARGide
esinemist mullas, mis on potentsiaalne ARe leviku allikas. Orgaaniliste vietiste kasutamine
lisab mulda olulisel mééral resistentseid mikroobe ja ARGe, aga ka mobiilseid geneetilisi
elemente, mis hoogustavad resistentsuse levikut (Heuer jt., 2011; Wolters jt., 2015).
Bioinformaatiliste meetoditega on ndidatud ARGide horisontaalne {ilekandumine
mullabakteritelt inimpatogeenidele (Forsberg jt., 2012) ning jatkuv geenitriiv mulla ja inimese

mikrobioomi vahel on toendoline (Nesme jt., 2014). Lisaks vdivad antibiootikumresistentsed
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mikroobid jouda inimesteni toidu ja joogivee kaudu, mdjutades soole loomulikku
mikrofloorat (Marti jt., 2013). ARe levimine antroposfdaris on teadusringkondades kolapinda
leidnud meditsiiniline ohuallikas, pdhjustades antibiootikumteraapia efektiivsuse kahanemist
ning ravile allumatute multiresistentsete bakteritiivede esinemist. ARe leviku pidurdamiseks
on vajalik resistentsuse levikumehhanismide parem tundmadppimine, keskendudes lisaks
mikroobide liikumisele ka ARGide ja mobiilsete geneetiliste elementide iilekandele nii
organismide kui keskkondade vahel (Wolters jt., 2015). Antibiootikumresistentsuse
looduslike reservuaaride, sh. mulla resistoomi detailne kirjeldamine on otsustava tdhtsusega

antibiootikumide meditsiinilise efektiivsuse sédilimiseks (Allen jt., 2010; Cytryn, 2013).
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Kokkuvote

Intensiivne antibiootikumide kasutamine hoogustab antibiootikumresistentsuse levikut, mida
peetakse kaasaegse meditsiini tiheks suuremaks valjakutseks. Oluline
antibiootikumresistentsuse allikas on pollumajandus, kus véetistena kasutatavate sonniku ja
lagaga viiakse mulda resistentseid mikroobe ja antibiootikumresistentsusgeene. Kiesoleva t66
eesmirk oli hinnata veiseldga anaeroobse lagundamise kdarimisjadgi moju bakteriaalse 16S
rRNA ja viie ARGi (blaCTX-M, blaOXA2, tetA, sull ja gnrS) sisaldusele pollumajandusliku
rohumaa mullas, méirates kvantitatiivse poliimeraasi ahelreaktsiooniga nimetatud geenide
tildarvukuse ning ARGide osakaalu mulla bakterikoosluses. Vordlusena kasutati

mineraalvéetist, veiseldga ja vdetamata kontrollala.

Kasutatud veiseldga ja veiseldga anaeroobse lagundamise kadrimisjadk olid keemiliselt
sarnased ning neis tuvastati kdik uuritud ARGid. Bakterite tildarvukus oli kadrimisjasdgis kaks
korda korgem kui veiseldgas ning individuaalsete ARGide kontsentratsioonid jéid suurusjérku
10° kuni 10" koopiat g* KA™, niidates, et kasutatud orgaanilised vietised olid ARGide
reservuaariks. Vdetamine mdjutas nii mulla keemilisi nditajaid kui ARGide sisaldust rohumaa
mullas. Bakterite iildarvukus oli madalaim vdetamata kontrollalal ja korgeim veiseldgaga
vietatud mullas, varieerudes suurusjirgus 107 kuni 10® koopiat g* KA™. ARGidest tuvastati
mullast tetA, blaCTX-M ja sull, mille kontsentratsioonid jdid suurusjarku 10° kuni 10°
koopiat g KA™, blaOXA2 sisaldus mullas oli allpool meetodi kvantifitseerimislive ja qnrS
mullas ei leidunud. Spearmani korrelatsioonanaliiiisiga tuvastati seosed orgaaniliste véetistega
vietatud mulla keemiliste omaduste ja ARGide sisalduse vahel, mille edasine tdlgendamine

on olulise tdhtsusega mulla resistoomi paremaks moistmiseks.

Kéesolevas to0s ndidati kasutatud véetiste spetsiifiline mdju ARGide sisaldusele rohumaa
mullas: mineraalvéetisega to66deldud alal esines vorreldes teiste katsealadega kdrgenenud tetA
kontsentratsioon, veiseldgaga t66deldud alal korgenenud sull kontsentratsioon ja veiseldga
anaeroobse lagundamise kédrimisjddgiga toddeldud alal kdrgenenud blaCTX-M ja sull
kontsentratsioonid. Seega tOstsid kasutatud véetised spetsiifiliste ARGide sisaldust mullas,

olles potentsiaalsed riskiallikad antibiootikumresistentsuse edasilevimisel.

Magistritoos kirjeldati vietamise moju mulla ARGide sisaldusele iihe vegetatsiooniperioodi
jooksul. Vajalik on edasine uurimistod pdllumajanduslike praktikate pikaajalise mdju

selgitamiseks ja anaeroobse kditlustehnoloogia arendamiseks, et vdhendada kaarimisjaagi
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voimalikku moju mulla resistoomile. Jatkuv teadusto6 loob aluse antibiootikumresistentsuse

meditsiiniliste ja 6koloogiliste riskide pdhjendatud hindamiseks.
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The Effect of Digestate on the Antibiotic Resistance Genes in Agricultural

Grassland Soil

Kirt Kanger

Summary

The extensive use of antibiotics in human and veterinary medicines has driven the spread of
antibiotic resistance among bacterial communities. The dissemination and evolution of
antibiotic resistance exhibits ecotoxicological effects and poses risks to public health.
Although antibiotic resistance is of natural origin, numerous anthropogenic sources contribute
to the proliferation of resistance, including antibiotic use in clinical and agricultural settings.
Land application of animal manure provides high nutrient and microbial load to the soil,
however, it is also a major source of resistance introducing residues of antibiotics and

antibiotic resistance genes (ARG) to the environment.

The goal of the thesis was to assess the effect of cattle slurry digestate in comparison with
mineral fertilizer and cattle slurry on the abundance of bacterial 16S rRNA and five antibiotic
resistance genes (blaCTX-M, blaOXA2, tetA, sull, and gnrS) in the soil of an agricultural
grassland, and to determine the respective antibiotic resistance gene proportions in the total

bacterial community of soil using quantitative polymerase chain reaction.

The results showed similarities between studied organic fertilizers: cattle slurry and cattle
slurry digestate had similar chemical parameters and contained all studied ARGs. The
concentration of 16S rRNA reflecting the abundance of bacterial community was twice as
high in cattle slurry digestate compared to cattle slurry. Both organic fertilizers proved to be
considerable sources of ARGs with recorded individual ARG concentrations at a level of 10°

to 10’ copies g™t dw™.

The fertilization affected both the soil chemical parameters and the concentration of ARGs in
the soil. The total bacterial abundance was lowest in untreated soil and highest in the soil
treated with cattle slurry, ranging between 107 and 10® copies g™ dw™. Detected ARGs in the
soil included tetA, blaCTX-M and sull with concentrations remaining between 10% to 10°
copies g™* dw™. Spearman rank-order correlation analysis revealed relationships between the
chemical parameters of soil and the abundance of ARGs in soil treated with organic

fertilizers, which require further interpretation by future studies.
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The results indicate a distinct effect of fertilization on the specific ARGs in soil: mineral
fertilizer amendment enhanced the abundance of tetA, cattle slurry treatment enhanced the
abundance of sull and cattle slurry digestate enhanced the abundances of blaCTX-M as well
as sull. Therefore, studied fertilizers can be considered as potential contributors to the spread

and proliferation of antibiotic resistance genes in the soil microbial community.

The thesis studied the effects of fertilization on the ARGs in agricultural grassland soil during
one vegetation period. Further studies are necessary to determine the long-term effect of
agricultural practices on the spread of antibiotic resistance and to fully examine the
ecotoxicological as well as public health risks of antibiotic resistance. Such complex studies
would allow estimating the need for the development of improved anaerobic treatment

technologies with lower impact on soil resistome for cattle manure management.
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Lisa 2. Antibiootikumide kasutus Vorbuse liipsilaudas

Tabel L1. Antibiootikumide kasutus Vorbuse liipsilaudas perioodil detsember 2012 kuni aprill

2013.
Antibiootikumi tiiiip Ravimi nimetus  Toimeaine Kogus
3-laktaamid Bimoxyl LA amoksitsilliin 33382 ml
Dufamox LA amoksitsilliin 12173 ml
Vetrimoxin LA amoksitsilliin 6800 ml
Ceftiosan tseftiofuur 2310 ml
Eficur tseftiofuur 1660 mi
Excenel tseftiofuur 775 mi
Naxcel tseftiofuur 40 mi
Noroclox DC kloksatsilliin 30635 gr
Norocillin prokaiinbenstiiilpenitsilliin 700 mi
Fluorokinoloonid Ganadexil enrofloksatsiin 13986 ml
Enrobioflox 5% enrofloksatsiin 539 mi
Amfenikoolid Tirsan tiamfenikool 1100 ml
Tetratsiikliinid Engemycin LA oksiitetratsiikliin 40 mil
Erinevate antibiootikumide Pen/Strep prokaiinbensiiiilpenitsilliin 4020 ml
segud ja dihiidrostreptomiitsiin
Micospectone linkomiitsiin ja 1000 ml
spektinomiitsiin
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Lisa 3. Mullaproovide keemilised omadused

Tabel L2. Pollumajandusliku rohumaa mullaproovide keemiliste omaduste keskmised

vaartused (n=3) koos standardhélbega (sulgudes) sdltuvalt vietustiiiibist (T1 — vdetamata

kontroll, T2 — mineraalvaetis, T3 — kddrimisjadk, T4 — veiseldga). OA — orgaaniline aine, NS

— niiskusesisaldus, Nk — Kjeldahli lammastik, P, — laktaatlahustuv fosfor.

Proov pH OA (%) NS (%) Nk (%) P.. (mg kg™
T1
1. piev 5,47 (£0,13) 2,74 (+0,15) 18,6 (+1,3) 0,139 (x0,005) 138 (+2)
3. piev 570 (+0,03)  2,85(+0,25) 17,8 (+0,8) 0,148 (+0,010) 138 (+7)
47. piev 6,02 (+0,41) 3,10 (+0,19) 9,5 (+4,3) 0,158 (+0,013) 149 (+13)
49. piev 574 (+0,15) 2,98 (+0,17)  13,5(+1,2) 0,151 (+0,014) 144 (+10)
96. piev 5,66 (+0,07) 3,20 (+0,15) 9,5 (+0,3) 0,165 (+0,007) 138 (+2)
98. piev 570 (+0,13) 3,19 (+0,16) 9,7 (x0,9) 0,161 (+0,009) 139 (+1)
126.piev 5,69 (+0,07) 3,46 (x0,17)  12,0(£0,6) 0,164 (+0,009) 148 (+1)
152. pdgev 5,62 (£0,11)  3,08(+0,17) 153 (x0,3) 0,161 (+0,006) 137 (+5)
T2
1. piev 537 (+0,05) 2,78 (+0,14) 18,6 (+0,5) 0,140 (+0,003) 140 (+6)
10. piev 5,49 (£0,06) 2,77 (£0,03) 17,8 (£0,7) 0,144 (£0,002) 134 (x7)
47. piev 566 (+0,04) 2,96 (+0,11) 9,5 (x1,7) 0,152 (+0,002) 139 (+6)
49. piev 552 (+0,11)  3,03(+0,15) 13,4 (x0,7) 0,152 (+0,013) 133 (+11)
96. piev 547 (+0,07) 3,28 (+0,18) 8,6 (+0,3) 0,173 (+0,006) 136 (+24)
98. piev 5,39 (+0,03) 3,47 (x0,07) 8,6 (x0,4) 0,176 (+0,010) 126 (+6)
126. pdev 5,76 (£0,85)  3,31(+0,02)  11,1(x0,9) 0,160 (£0,006) 135 (+5)
152. pdev 5,36 (£0,03) 3,09 (+0,12) 14,2 (x0,1) 0,164 (v0,001) 122 (+6)
T3
1. piev 569 (£0,25)  2,72(£0,02) 19,2 (+0,9) 0,133 (+0,001) 142 (+10)
10. piev 568 (+0,36) 2,92 (+0,31) 17,2 (+0,6) 0,160 (+0,013) 154 (+18)
47. piev 573 (+0,32) 2,94 (+0,13) 10,4 (+2,3) 0,150 (+0,008) 152 (+19)
49. piev 590 (£0,20) 3,12 (+0,11) 14,9 (+1,2) 0,161 (+0,008) 165 (+8)
96. piev 6,17 (+0,27) 3,58 (+0,31) 8,5 (+1,1) 0,183 (£0,014) 177 (£21)
98. piev 6,21 (+0,14) 3,43 (+£0,30) 9,7 (x0,9) 0,176 (+0,010) 172 (+8)
126. pdgev 6,19 (£0,20) 3,31 (+£0,18) 10,9 (x0,6) 0,172 (+0,012) 180 (+13)
152. pdgev 6,12 (£0,19) 3,30 (£0,08) 14,9 (x0,4) 0,172 (+0,007) 172 (+13)
T4
1. piev 558 (+0,13) 2,78 (+0,12)  17,8(+1,1) 0,142 (+0,009) 147 (+15)
3. piev 6,03 (+0,65) 2,80 (+0,09) 19,5 (+0,0) 0,152 (+0,007) 145 (+14)
47. piev 587 (+0,15) 2,93 (+0,23) 10,7 (+1,1) 0,149 (+0,007) 146 (+13)
49. piev 6,15 (+0,23)  3,25(+0,17) 15,1 (+0,5) 0,161 (+0,006) 171 (+10)
96. piev 6,01 (+0,09) 3,52 (+0,37) 8,9 (+0,1) 0,185 (+0,011) 174 (+13)
98. piev 6,19 (+0,06) 3,74 (£0,23) 10,1 (+0,3) 0,183 (+0,013) 186 (+12)
126. pdev 6,10 (£0,03)  3,45(+0,28) 12,0 (x0,5) 0,175 (+0,007) 184 (+14)
152. pdev 6,06 (£0,04) 3,41 (£0,25) 15,8 (x0,7) 0,178 (£0,009) 177 (+4)
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