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INFOLEHT

Soole mikroobikoosluse erinevused poletikulise soolehaigusega patsientidel

Inimese soole mikrobioom on mitmekesine mikroorganismide kogum. Mikrobioom avaldab
olulist mdju tervisele ja on seotud mitmete haiguste tekkega. Poletikuline soolehaigus (IBD) on
seedetrakti krooniline pdletikuline seisund, mille levimus on viimaste aastakiimnete jooksul
suurenenud. IBD puhul on oluline uurida soole mikrobioomi, et paremini mdista haiguse
patogeneesi ja leida uusi ravimeetodeid. To0 kéigus analiiiisiti IBD-ga uuritavate ja tervete
kontrollgrupi liikmete véljaheiteproovide mikroobikoosluse erinevusi. Tulemustest selgus, et
uuritavate soole mikrobioomi mitmekesisus on sarnane, kuid esinevad moned taksonoomilised
erinevused IBD-ga patsientide ja kontrollide vahel. Paremate jarelduste tegemiseks tuleks lébi
viia metagenoomne analiiiis, mis voimadaks tuvastada tdpsemaid mikroobikoosluste muutusi.
Mirksonad: mikrobioom, mikrobioota, pdletikuline soolehaigus, 16S rRNA sekveneerimine
CERCS: B220 Geneetika, tslitogeneetika

B230 Mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, miikoloogia

Differences in gut microbiota in patients with inflammatory bowel disease
The human gut microbiome is a diverse collection of microorganisms, containing thousands of
bacterial species. The microbiome significantly impacts human health and is associated with
the development of various diseases. Inflammatory bowel disease (IBD) is a chronic condition
of the gastrointestinal tract, and its prevalence has increased in recent decades. To understand
the pathogenesis of IBD and find new treatment methods, it is important to study the gut
microbiome. In this study, the composition of the microbiome in fecal samples from individuals
with IBD was analyzed and compared with the healthy controls. The results revealed that while
the overall gut microbiome diversity of the subjects is similar, there are some statistically
significant differences between the IBD group and the controls. To draw more detailed
conclusions it would be possible to carry out a metagenome analysis for identifying more
specific changes in the gut microbiome.
Keywords: microbiome, microbiota, Inflammatory Bowel Disease, 16S rRNA sequencing
CERCS: B220 Genetics, cytogenetics

B230 Microbiology, bacteriology, virology, mycology
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KASUTATUD LUHENDID

ASV — amplikonjérjestuste variandid (ingl k amplicon sequence variant)
CD — Crohni tobi (ingl k Crohn’s disease)

UC — haavandiline koliit (ingl k ulcerative colitis)

IBD — pdletikuline soolehaigus (ingl k inflammatory bowel disease)
5-ASA — 5-aminosalitsiililhape (ingl k aminosalicylic acid)

SCFA — liihikese ahelaga rasvhapped (ingl k short chain fatty acid)
PCA — peakomponentanaliiiis (ingl k principal component analysis)

CLR — keskmistatud logaritmiline suhe (ingl k centered log ratio)



SISSEJUHATUS

Mikrobioom on mitmekesine kooslus mikroorganismidest, mis paikneb inimese soolestikus ja
mitmetes teistes kehapiirkondades. Soole mikrobioom hdlmab baktereid, viiruseid, seeni ja
eukariioote. Soole mikroobikooslusesse kuulub tuhandeid erinevaid bakteriliike. Iga inimese
mikrobioom on unikaalne, kuid see v3ib ajas muutuda mitmete sise- ja viliskeskkonna tegurite
mojul. Mikrobioom on oluline, kuna mdjutab tervist mitmel viisil (Qiu et al., 2022).
Poletikuline soolehaigus (IBD) on seedetrakti krooniline pdletikuline seisund, mis tuleneb
muuhulgas ka soolestiku mikroobide ja immuunsiisteemi vahelisest muutunud interaktsioonist.
Kaks peamist IBD alatiilipi, haavandiline koliit (UC) ja Crohni tobi (CD), paiknevad vastavalt
jdme- ja peensooles. Pdletikuline soolehaigus on komplekshaigus, mille esinemist mdjutavad
nii geneetiline eelsoodumus kui ka elu-ja keskkonnatingimused. IBD levimus on viimaste
aastakiimnete jooksul maailmas suurenenud, mojutades jérjest rohkem nooremaid inimesi
(Konidari et al., 2021) ning suurenenud haigestumist seostatakse muutunud elukeskkonna ja
elustiiliga. Poletikulise soolehaiguse viljakujunemist mojutab ka soolestiku mikrobioom, kuna
soolestiku mikroorganismidel on oluline roll immuunsiisteemi arengule ja talitlusele. Eelnevalt
on poletikulise soolehaiguse puhul tuvastatud soole mikroobide mitmekesisuse vihenemist kui
ka spetsiifiliste mikroobide arvukuse muutusi (Franzosa et al., 2019). IBD erinevaid alatiiiipe
(UC ja CD) iseloomustavad ainulaadsed mikroobsed tunnused (Malik, 2015). Pdletikulise
soolehaiguse tdpsem uurimine on vajalik, et leida uusi aspekte haiguse diagnoosimisel ja
saavutada paremaid ravitulemusi.

Sellest tulenevalt oli magistritod eesmérgiks analiilisida pdletikulise soolehaigusega uuritavate
véljaheiteproovide mikroobikooslust, kasutades 16S rRNA geeni V3-V4 regiooni
sekveneerimist ning vorrelda pdletikulise soolehaiguste patsientide ja tervete kontrollgrupi
litkkmete soole mikrobioomi koosluste erinevusi.

Kiesolev t66 on valminud biomeditsiini magistridppekava raames Tartu Ulikooli loodus- ja
tappisteaduste  valdkonna genoomika instituudi Eesti geenivaramu teaduskeskuse
mikrobioomika uurimisgrupis. Uuringule on antud ndusolek TU inimuuringute eetikakomiteest

(taotluse nr 337/T-26).



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Poletikuline soolehaigus (IBD)

Pdletikuline soolehaigus (ingl k inflammatory bowel diseases, IBD) on krooniline soolt haarav
autoimmuunhaigus, kus inimorganismi immuunsiisteem riindab enda kudesid (Kaistha &
Levine, 2014). Tegemist on iilemaailmse terviseprobleemiga, mille esinemissagedus jérjest
suureneb (Zhang & Li, 2014). Krooniline pdletik voib mojutada erinevaid sooleosi alates
peensoolest kuni jimesoole ja pirakuni (Qiu et al., 2022). Haiguse tekkepdhjus ei ole veel
16plikult selge. Patogeneesi keskseks mehhanismiks loetakse peremeesorganismi geneetilist
eelsoodumust, soolestiku mikrobioomi ja viliskeskkonnategureid (Lakatos & Burisch, 2015).
Poletikulist soolehaigust peetakse peremeesorganismi ja mikroorganismide koostoime
tulemuseks. Mikroobse homdostaasi hdirumine pohjustab oportunistlike patogeenide
koloniseerumist ja invasiooni soolestikus, mis suurendab peremeesorganismi immuunvastuse
riski ja soodustab IBD arengut (Qiu ef al., 2022).

Crohni tobi (ingl k Crohn’s disease, CD) ja haavandiline koliit (ingl k ulcerative colitis, UC)
on kroonilised soolepdletikud, mis kuuluvad pdletikuliste soolehaiguste alariihma (Ng et al.,
2017). Crohni tdbi ja haavandiline koliit on kliiniliselt eristatavad haigused, mdlema haiguse
kliiniline pilt on véga varieeruv. Crohni tdvele on iseloomulik, et haigus/seisund voib
kahjustada kogu sooletrakti, aga haavandiline koliit mdjutab pigem jdmesoolt ja pdrasoolt
(Joonis 1). CD ja UC vdivad organismis esineda nii eraldi kui ka koos (Mulder et al., 2014).
CD ja UC siimptomid on viga sarnased, sagedasti esinevad mdlema haiguse puhul
kohulahtisus, verine véljaheide, kaalulangus, kdhuvalu ja palavik. UC puhul esineb sagedasti
ka dehiidratsiooni (vedeliku puudust) (U.S. Department of Health & Human Services, 2022).
Tavaliselt diagnoositakse neid haiguseid 20ndates kuni 40ndates eluaastates, aga harvadel

juhtudel vdivad ilmneda lapse- vdi vanemas eas (Flynn & Eisenstein, 2019).
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Joonis 1. Poletikulise  soolehaiguse  kliiniline  pilt  (illustreerivad  kujutised
https://www kidshealth.org.nz/inflammatory-bowel-disease).

IBD on maailmas laialt levinud, niiteks 2019. aastal diagnoositi ligikaudu 4,9 miljonit IBD
juhtu kogu maailmas. Kdige rohkem esines IBD juhtumeid Hiinas ja USA-s (Dharni et al.,
2023) ning IBD all kannatab ligikaudu 2,5 miljonit Euroopa elanikku. Haiguse levimus on
kasvamas igal pool maailmas (Kaplan, 2015). Varem arvati, et haiguste esinemine on
iseloomulik arenenud riikides, aga viimasel ajal on tdhele pandud haiguste sagenemist ka
Lduna- ja Ida-Euroopas, kus varem oli haigestumine madal (Burisch & Munkholm, 2013).
Euroopa Crohni tdve ja haavandilise koliidi organisatsiooni (European Crohn’s and Colitis
Organisation, ECCO) alakomitee (The Epidemiology Committee, EpiCom) korraldas 2010.
aastal kohortuuringu, mille eesmirk oli hinnata pdletikulise soolehaiguse levimust Euroopas.
Selles uuringus osales ka Tartu Ulikooli Kliinikum. Tuli vilja, et Eestis oli haigestumus nii
haavandilisse koliiti kui ka Crohni toppe 5,2 juhtu 100 000 inimese kohta (Arst, 2016).
Varasematel aastatel (1993-1998) 14bi viidud uuringus olid need numbrid palju madalamad,
haavandilisse koliiti haigestus 1,7 ja Crohni tdppe 1,4 juhtu 100 000 inimese kohta. See niitab,
et ka Eestis on haigestumine pdletikulisse soolehaigusesse kasvanud (Salupere, 2001).

IBD diagnoositakse kliiniliste siimptomite, vereanaliiliside, piltdiagnostika, endoskoopia ja
soolebiopsia histoloogiliste uuringute alusel, niiteks kalprotektiini analiilis viljaheites

voimaldab hinnata sooles esinevat poletikku (Arst, 2022). Kalprotektiin on valk, mis seob
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kaltsiumi ja tsinki ning peamiselt parineb neutrofiilsete granulotsiiiitide tsiitoplasmas, kuid
esineb ka vihesel miiral aktiveerunud monotsiiiitide ja makrofaagide tsiitoplasmas. Sooletrakti
poletiku korral eritub kalprotektiin, mis on périt sooleseina migreerunud aktiveerunud
poletikurakkudest ja selle kogus viljaheites suureneb (Perearst, 2014). Haigussiimptomid on
patsientidele kurnavad ja need nduavad eluaegset ravi, mis omakorda mdjutab elukvaliteeti.
Praeguste teadmiste jérgi pole pdletikulist soolehaigust voimalik tdielikult vélja ravida, kuna
tegemist on kroonilise haigusega. Ravi eesmérk on seega ennetada hilisemaid komplikatsioone
(Arst, 2022).

IBD ravis kasutatakse S5-aminosalitsiitilhappe preparaate (5-4S4), gliikkokortikosteroide,
immunomodulaatoreid, bioloogilisi ravimeid ja harva ka kirurgilist ravi. 5-ASA preparaate
kasutakase kerge haavandilise koliidi ning Crohni tdve dgenemise korral (Perearst, 2014).
Eestis on {iiha sagedamini kasutusel ka bioloogiline ravi, mis pdhineb peamiselt
monoklonaalsetel antikehade voi liitvalkude, nditeks TNF-o vastased ained, kasutamisel. Tanu
ravivdimaluste laienemisele on vihenenud patsientide arv, kellel on ndidustatud kirurgiline ravi

(de Mattos et al., 2015).

1.2 Soolestiku mikrobioom ja seda méjutavad tegurid

Inimese soolestikus leidub mitmekesine mikroobikooslus, mida nimetatakse soole
mikrobioomiks (Brody, 2020; Cani, 2018). Soolestiku mikrobioomiks loetakse
mikroorganismide Okosiisteemi ja  geneetilist materjali, aga mikrobioota viitab
mikroorganismide kogumile konkreetsetes kehapiirkondades, nagu nahk, suu vdi sooled
(Gomaa, 2020). Kodige mitmekesisem mikrobioomi kooslus esineb inimesel soolestikus
(Quigley, 2013). Seedetrakti erinevates osades on bakterite arv erinev, nditeks maos ja
peensoole iilaosas on bakterite arvukus viike, aga suurem osa leidub tiihisoolest kddrsooleni
(Nishida et al., 2018). Soole mikrobioom mdjutab oma talitlusega inimorganismi mitmel viisil,
nditeks on pidevas interaktsioonis fiisioloogiliste protsesside ja immuunsiisteemi
mehhanismidega (Heintz-Buschart & Wilmes, 2018; Schmidt et al., 2018). Inimese soole
mikrobioom/mikroobikooslus koosneb erinevast mikroobsest organismist. Sinna kuuluvad
bakterid, viirused, seened ja muud mikroorganismid, mis moodustavad mikrobioota (Kuziel &
Rakoff-Nahoum, 2022). On leitud, et enam kui 99% soolebakteritest kuulub nelja hdimkonda
— Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria ja Actinobacteria, millest domineerivamad on

Bacteroidetes ja Firmicutes (Gomaa, 2020; Nishida et al., 2018).
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Soolestiku mikrobioom on pidevas muutumises. Peamiselt mojutavad mikrobioomi
mitmekesisust elukeskkond, elustiil, toitumine, stress ja ravimid (Maier et al., 2018; Maier &
Typas, 2017). Kdik need tegurid vdivad muuta soolestiku mikrobioomi kooslust, mis omakorda
vOib mojutada meie edasist tervist.

Ravimitest —mdjutavad  soolestiku  mikrobioomi  antibiootikumid,  mittesteroidsed
poletikuvastased ained, kontratseptiivid, statiinid ja paljud teised (Maier ef al., 2018). Nende
ravimite tarbimine vOib pohjustada muutusi bakterikoosluses ja funktsioonis (Flynn &
Eisenstein, 2019). Antibiootikumravi mdjutab tugevalt soolestiku mikrobioomi, mistdttu
voivad esineda ka tugevad korvaltoimed. Igal antibiootikumklassil on erinevad omadused,
mille tulemuseks on mikrobioomi muutumise mustrid. Erinevat tiilipi antibiootikumid
pohjustavad soole mikrobioomis erinevaid muutusi nii mikroobikoosluses kui -funktsioonis
(Fenneman et al., 2023). Makroliidid on tidnapdeval iiks enim kasutatud antibiootikumide
gruppe (lizumi et al., 2017). Soomes viidi 2016. aastal 14bi uuring, mis nditas, et makroliidide
tarbimine lastel pohjustas muutusi soolestiku mikrobioomis, vihendades aktinobakterite hulka
ning suurendades bakteroidide ja proteobakterite arvu (Korpela et al., 2016). Muuhulgas
vihendab vankomiitsiini ja penitsilliini tarvitamine hdimkonna Firmicutes’e arvukust ja
suurendab proteobakterite kasvu (Vrieze et al., 2014). Lisaks antibiootikumidele voivad
mitmed laialt levinud ravimid nagu prootonpumba inhibiitorid ja diabeediravimid (metformiin)
muuta mikroobide kooslust (Forslund et al., 2015; Imhann et al., 2016). Prootonpumba
inhibiitorite tarvitamine vihendab soolestikus kommensaalsete bakterite arvukust (Weersma et
al., 2020). Nende ravimite toimel suurenevad perekondade Enterococcus, Streptococcus ja
Staphylococcus arvukused (Imhann et al., 2016). Teist tiilipi diabeedi ravis kasutatav
metformiin muudab soolebakterite tildhulka, kuid on oluline eristada, kas soolestiku
mikrobioomi muutused tulenevad ravimi kasutamisest voi tekivad hoopis diabeediga
kaasnevatest muutustest (Forslund et al., 2015). Lisaks sellele, et ravimid mojutavad
mikrobioomi kooslust v3ib ka soolestiku mikrobioom modjutada inimese vastust ravimile,
muutes enstimaatiliselt ravimi struktuuri ning selle biosaadavust, bioaktiivsust voi toksilisust
(Zimmermann et al., 2019, 2021). Ka bioloogilises ravis on oluline mikrobioomi uurimine,
kuna see annab aimu, kuidas patsient v3ib ravile reageerida. Niiteks bakteri Faecalibacterium
prausnitzii suurem osakaal soolestikus on seostatud parema ravivastusega (Sokol ez al., 2008).
Soolestiku mikroobikooslust mdjutavad viga suuresti inimese toitumisharjumused ja -

eelistused. Naiteks suurendab kiudainerikas toit selliste bakteriperekondade arvukust, kelle
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elutegevuse tulemusena moodustuvad lithikese ahelaga rasvhapped (ingl k short chain fatty
acids SCFA). Nende hulka kuuluvad butiiraat ehk vdihape, atsetaat ja propionaat, mida
toodetakse soolestiku bakterite poolt toidu lagundamisel (Kim et al., 2014; E. R. Lane et al.,
2017). Need iihendid on vajalikud, kuna aitavad organismi kaitsta soolepdletiku ehk koliidi
eest, toimides energiaallikana sooleseina epiteelrakkudele, reguleerides regulatoorsete T-
rakkude aktiivsust ja suurendades makrofaagide antibakteriaalset aktiivsust (Franzosa et al.,
2019). Lisaks eelnevalt kirjeldatud teguritele voib olla soolestiku mikrobioom erinev ldhtudes
inimese geograafilisest asukohast ja sellega seotud keskkonnatingimustest (Donaldson ef al.,
2016; Suzuki & Worobey, 2014). Néiteks on leitud, et maal elavate inimeste mikrobioom erineb
nende omast, kes elavad linnas. Linnas elavatel inimestel domineerivad soolestikus sageli
bakteriperekonnad Bacteroides, Bifidobacterium ja Firmicutes. Keskkonnategurid nagu
kokkupuude kemikaalidega voi saastatud veega, vdivad samuti mdjutada mikrobioomi kooslust
ja talitlust (Gupta et al., 2017). Léédne- ja muu maailma vahel on tuvastatud mikrobioomi
erinevusi. Uuringus, kus vorreldi Aafrika maapiirkonnas Hadza hdimudes elavate inimeste
mikrobioomi Itaalia linnas elavate inimeste mikrobioomiga, leiti, et traditsioonilise eluviisiga
Hazda populatsioonis oli inimeste mikrobioom mitmekesisem. Sellest to0st selgus, et
mitteldéne iihiskonnas domineerivad hdimkonnad nagu Bacteroidetes ja Proteobacteria ning
ladnemaailmas Actinobacteria ja Firmicutes. Bacteroidetes’i domineerimine Aafrika
maapiirkonnas voib olla tingitud sellest, et sealne rahvas tarbib rohkem teraviljapohiseid

kiudaineterikkaid toite (Schnorr et al., 2014).

1.3 Mikrobioomi analiiiisimine

Mikrobioom mingib olulist rolli meie tervisliku seisundi ja haiguste tekkepdhjuste mdistmisel
(Goodrich et al., 2014). Téanapéeval on kasutuses erinevaid meetodeid soolestiku mikrobioomi
uurimiseks. Koige rohkem rakendatakse mikrobioomi analiilisimiseks sekveneerimisel
pohinevaid metoodikaid, kuna need pakuvad pohjalikku teavet kogu mikrobioomikoosluse
kohta ja vdimaldavad maidratleda ka selliseid mikroorganisme, keda on keeruline
laboritingimustes kultiveerida (Riesenfeld er al., 2004). Peamiselt kasutatakse bakteriaalse
DNA jirjestamist teise polvkonna sekveneerimistehnoloogiaga, kus analiilisitakse kas
spetsiifilist geenipiirkonda, néditeks 16S rRNA geenijérjestusi, vdi kogu bakteriaalse DNA ehk
shotgun metagenoomi sekveneerimist (Knight et al., 2012; Song et al., 2018). 16S rRNA

geenijdrjestuse sekveneerimine on laialdaselt kasutatav meetod bakterite identifitseerimiseks ja
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mikroorganismide fiilogeneetiliseks analiitisimiseks (D. J. Lane et al., 1985). Tegemist on ainult
prokariiootidele omase geeniga, mis kodeerib bakteri 16S ribosomaalset RNA subiihikut, mis
on ribosoomi vidikese (30S) alatihiku komponent bakterites ja arhedes. Analiilis hdolmab
tavaliselt 16S rRNA geeni iihe hiipervariaabel piirkonna amplifitseerimist, seejérel selle
sekveneerimist ja analiilisi. Tulemused voimaldavad tuvastada mikroobide taksonoomilist
koosseisu (lizumi et al., 2017; Weersma et al., 2020). Enim kasutatakse soolestiku
bakteriperekondade tuvastamiseks ja maddramiseks 16S rRNA geeni V3-V4 piirkonda, aga
kasutusel on ka teised jarjestused iiheksa hiipervariaabelpiirkonna hulgas (Lozupone et al.,
2013). Kasutades erinevaid mérgiseid (barkoode) on voimalik ihes katses jérjestada 16S rRNA
geenipiikonda mitmetest proovidest ning analiilisida erinevate mikroobipopulatsioonide
mitmekesisust ja kooslust. Vorreldes 16S rRNA geenijérjestuse analiiiisiga olid varasemad nn
klassikalised kultiveerimispdhised meetodid mikroobide isoleerimiseks aegandudevamad ja
ebatdpsed, samas kasutatakse neid metoodikad jitkuvalt erinevate soole mikroorganismide
funktsioonide ja omaduste kirjeldamiseks (Caporaso et al., 2011). 16S rRNA geenijirjestuse
sekveneerimisel on samas ka mitmeid puudusi. 16S rRNA geeni sekveneerimine annab teavet
ainult bakterite ja arhede kohta ning ei voimalda tuvastada teisi mikroorganisme, néiteks viirusi
voi seeni (Janda & Abbott, 2007). 16S rRNA voimaldab baktereid méaratleda tavaliselt kuni
perekonna tasemeni, harva liigi voi tiive tasandini. 16S rRNA tuvastab, kes on hetkel soole
mikroobikoosluses olemas, aga mitte seda, mis nende funktsioonid on (Caporaso et al., 2011).
Lisaks 16S rRNA geenijdrjestuse analiilisile on hakatud viimastel aastatel peamiselt kasutama
mikrobioomi analiiisimisel metagenoomi ehk kogu mikroobse DNA sekveneerimist (ingl k
shotgun metagenome sequencing), mis vdoimaldab tuvastada bakteritele lisaks ka viiruseid,
algloomi ja seeni (Quince ef al., 2017). Lisaks taksonoomia mairamisele on sellega voimalik
tuvastada ka mikroobide funktsionaalset profiili. Metagenoomne sekveneerimine on kallim

ning mitu korda suurem andme- ja todmaht (Qin et al., 2010).

1.4 Soolestiku mikrobioom ja IBD

Soolestiku mikrobioomi ja IBD tekkimise vahel on ndidatud olulisi seoseid. Soole mikrobioom,
mis koosneb seal erinevatest mikroorganismidest, madngib olulist rolli soolestiku seisundi ja
immuunsiisteemi reguleerimisel (Qiu et al., 2022). Uuringud on ndidanud, et soolestiku
mikrobioom on tervetel inimestel ja IBD patsientidel erinev. Need muutused hdlmavad

mikroobset mitmekesisust ja liigirikkust (Halfvarson et al., 2017). IBD-ga inimestel on
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tdheldatud mikrobioomi diisbioosi, mis viitab mikroobide tasakaalu héiretele soolestikus,
niiteks voib leiduda rohkem pdletikku soodustavaid mikroobe ja vdhem pdletikuvastaseid
mikroobe (Shaw et al., 2016). Pdletikulised protsessid organismis on tugevalt seotud
diisbioosiga (Matsuoka & Kanai, 2015). Diisbioos vdib pdhjustada soole immuunsiisteemi
talitluse héireid, mis omakorda soodustab IBD teket ja selle progresseerumist (Liang, 2021).
Soolestiku mikrobioom on IBD kui haiguse kontekstis tihedalt seotud toitumisega (Dorrestein
et al., 2014). Naiteks kui soolestiku bakterid kédritavad taimseid poliisahhariide, siis
korvalproduktideks on lithikese ahelaga rasvhapped (SCFA-d) nagu butliraat, atsetaat ja
propionaat (Franzosa et al., 2019). Peamiselt toodavad SCFA-sid Bacteroides spp.,
Bifidobacterium spp. ja Faecalibacterium prausnitzii (Caetano & Castelucci, 2022).
Faecalibacterium prausnitzii on pdletikuvastane kommensiaalne bakter, mille vihenemist on
seostatud just IBD patsientidel (Matsuoka & Kanai, 2015; Sokol et al., 2008). SCFA-d toimivad
poletikuvastastes protsessides néiteks G-valgu retseptorite vahendusel. SCFA-d seonduvad G-
valgu retseptoritega, nagu GPR41 ja GPR43, soodustades soolebarjdéri tugevnemist ning
poletikuvastast ja antioksiidantset toimet (Caetano & Castelucci, 2022). Butiiraat ehk vdihape
vOib kaitsta jamesoolepdletiku ehk koliidi eest, mdjutades regulatoorsete T-rakkude tootmist ja
suurendades makrofaagide antibakteriaalset aktiivsust (Smith et al., 2013). Patsientidel, kellel
on diagnoositud IBD, vdheneb butiiraadi sisaldus, mis on oluline immuunsiisteemi toimimiseks
ja on energiaallikaks soole epiteelirakkudele (Franzosa et al., 2019; Sokol et al., 2008).
Arvatakse, et vdhenenud butliraadi tase soolestikus aitab muuhulgas esile kutsuda
soolepdletikku (Matsuoka & Kanai, 2015).

Poletikulise soolehaiguse teket ja védljakujunemist mdjutavad mitmed podletikulisi protsesse
soodustavad bakterid (Clemente et al., 2018). Need bakterid voivad toota metaboliite, mis
arritavad soole limaskesta ja kiivitavad sealsed pdletikureaktsioonid immuunsiisteemi
vahendusel (Qiu et al., 2022). IBD korral on ndidatud, et viheneb enamasti hdimkond Bacillota
(endine Firmicutes), kuhu kuuluvad paljud pdletikuvastase toimega bakteritaksonid. Samal ajal
vOib suureneda pdletikku soodustavate bakterisugukondade arvukus, nagu Enterobacteriaceae
ja Fusobacteriaceae (Korpela et al., 2016). Podletikku soodustavad bakterid mdjutavad ka
immuunsiisteemi aktiivsust ja tasakaalu. Naiteks vdivad need mikroorganismid soodustada
poletikuliste tsiitokiinide (IL-1, IL-6, TNF-I) vabanemist, mis soodustab omakorda IBD teket
ja dgenemist (Neurath, 2014). IBD-ga patsientidel on mérgatud, et suureneb oluliselt bakteriliik

Ruminococcus gnavus (Qiu et al., 2022). Ruminococcus gnavus lagundab soole limaskestas
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limavalke mutsiine ning aitab sellega teistel bakteritel elada limaskestas, andes toitainena

mutsiinide laguprodukte (Matsuoka & Kanai, 2015). Selline protsess hdirib soole limaskesta

terviklikkust ja voimaldab sealsetel mikroorganismidel tungida soolevalendikust siigavamale

epiteelkihi 1dhedale, suurendades soole pdletikulisi protsesse (Hall ef al., 2017).

IBD ja soolestiku mikrobioomi vahelised seosed on keerulised ning seega noduavad

pohjalikumat uurimist. Siiski on selge, et mikrobioom aitab mdista soolestiku seisundit,

haiguste tekke pdhjuseid ja spetsiifilist ravi (Halfvarson et al., 2017). Lisaks vdib podletikulise

soolehaiguse korral muutunud arvukusega bakteriperekondadest olla kasu kui vdimalikest

haiguse ja ravi biomarkeritest (Qiu et al., 2022). Tabel 1 on vilja toodud soolestiku

mikrobiootasse kuuluvad bakterid, mida on seostatud pdletikulise soolehaigusega.

Tabel 1. Poletikulise soolehaiguse uuringutes leitud muutused IBD patsientide soolestiku

mikrobioomis
Analiiiisimeetod Valimi suurus Haigus voi | Muutunud perekonnad/ | Viide
alatiiiip héimkonnad

Viljaheiteproovid, 117 (n=59, n=34, | Crohni tobi, Vihenenud: (Schirmer et al.,
metagenoom n=24) haavandiline koliit | Faecalibacterium 2018)
Viljaheiteproovid, 895 (n=313, | Crohni tobi, Vihenenud: Roseburia (Imhann et al,
16S rRNA n=582) haavandiline koliit 2018)
Viljaheiteproovid, 12 (n=6, n=6) Crohni tobi Vihenenud: Firmicutes (Manichanh et al.,
16S rRNA 2006)
Viljaheiteproovid, 52 (n=11, n=20, | Crohni tobi, Suurenenud: (Wang et al., 2020)
16S rRNA n=21) haavandiline koliit | Bifidobacterium,

Lactobacillus
Viljaheiteproovid, 155 (n=68, n=53, | Crohni tobi, Vihenenud: Firmicutes (Franzosa et al.,
16S rRNA n=34) haavandiline koliit | Suureneud: 2019)

Proteobacteria
Viljaheiteproovid, 30 (n=10, n=12, | Crohni tobi, Vihenenud: (Maukonen et al.,
16S rRNA n=g) haavandiline koliit | Coriobacteriaceae 2015)29.05.24

(Actinobacteria) 23:31:00
Viljaheiteproovid, 80 (n=30, n=46, | Crohni tdbi, Suurenenud: (Willing et al,
16S rRNA n=4) haavandiline koliit | Bifidobacterium, 2010)

Collinsella

Viahenenud: Hallella,

Prevotella, Roseburia

Suurenenud:

un_Porphyromonadaceae
Viljaheiteproovid, 24 (n=12, n=12) Crohni tobi Vihenenud: Eubacterium | (Knoll et al., 2017)
16S rRNA rectale (Firmicutes)
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1 Too eesmirgid

Kéesolev t66 on osa projektist ,,Mikrobioomi mdju pdletikuliste soolehaiguste kujunemisele
ning ravile* (eetikakomitee taotluse nr 337/T-26), mis uurib mikrobioomi seoseid pdletikuliste
soolehaiguste patogeneesiga ning hindab nende haiguste ravi efektiivsust seoses indiviidi
mikrobioomi profiiliga.
Antud t66 eesmirgid olid jargmised:

1. Mairata pdletikulise soolehaiguste patsientide ja tervete kontrollgrupi liikmete soole

mikroobide kooslus, kasutades 16S rRNA geeni V3-V4 piirkondade sekveneerimist;
2. Vorrelda pdletikulise soolehaiguste patsientide ja tervete kontrollgrupi liikkmete soole

mikroobikoosluste erinevusi.

2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 Uuringu valimi moodustamine

T66 analiiiisiks vajalikud proovid koguti Tartu Ulikooli Kliinikumi viihemalt 18. aastastelt
sisekliiniku patsientidelt, kellel oli diagnoositud Crohni tobi vdi haavandiline koliit. IBD
diagnoosiga patsientide proove kogusid patsientide raviarstid — gastroenteroloogid aastatel
2021-2022. Uuringu koguvalimi moodustas 176 isikut, kellest 77 on patsiendid ja 99

kontrollrithma isikud.

Uuringu valimisse kuulumise vélistasid jairgmised kriteeriumid:

1. Patsient, kellel oli hetkel moni dge infektsioon (kuseteede infektsioon, kopsupdletik jt);

2. Patsient, kellel esineb kaasuvaid haigusi (krooniline neeruhaigus, diabeet,
jamesoolevihk jt);

3. Kontrollgrupi liige, kellel on varasemalt diagnoositud pdletikulisi soolehaiguseid;

4. Kontrollgrupi liige, kellel on varasemalt tehtud soole resektsioon;

5. Kontrollgrupi liige, kellel on vdikese juha primaarne skleroseeriv kolangiit ehk ahendav

sapiteede pdletik;
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6. Kontrollgrupi liige, kellel on varasemalt diagnoositud kroonilisi maksahaigusi;

7. Kontrollgrupi liige, kes on eelneva 6 kuu jooksul tarvitanud antibiootikume;

8. Kontrollgrupi liige, kellele on viimase 2 nédala jooksul tehtud koloskoopiline uuring.

Loplikult jdid valimisse 77 IBD diagnoosiga uuritavat, kellest 47 olid mehed ja 30 naised (vanus
37,64 +/- 12,26, vahemik 21-74; BMI 25,41 +/- 4,20, vahemik 19,05-37,26). Nendest 45

patsiendil oli diagnoositud Crohni tdbi ja 32 haavandiline koliit.

Kontrollgrupi moodustasid Tartu Ulikooli Geenivaramu doonorid ja Eesti Mikrobioomi

kohordi (EstMB) uuritavad, kellel ei olnud diagnoositud pdletikulisi soolehaigusi ning kes

sobisid valimisse vanuse ja soo jargi. Uuringusse valiti aastatel 2017-2019 Eesti Mikrobioomi

kohordiga liitunud geenidoonorid. Kontrollgruppi kuulus 99 isikut, kellest 63 olid mehed ja 36
naised (vanus 37,4 +/- 10,90, vahemik 23-73; BMI 25,17 +/- 4,06, vahemik 17,41-36,75).

Uuringus osalejad on andnud kirjaliku ndusoleku ja uuringu teostamiseks on antud Tartu

Ulikooli inimuuringute eetikakomitee poolt heakskiit (loa number 337/T-26). T66 metoodika

etapid on toodud Joonisel 2.

TU kliinikumi sisekliiniku patsiendid, kellel
diagnoositud CD ja UC
(N=T77)

TU geenivaramu geenidoonorid, kellel ei
olnud diagnoositud poletikulisi soolehaigusi

(N=99)

Uuritavad annavad véljaheite proovi

DNA eraldamine

16S rRNA V3-V4 regiooni sekveneerimine

Bioinformaatiline analiiiis

Statistiline analiiiis

Joonis 2. T66 metoodika etappide jaotus
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Uuritavatelt paluti votta viljaheiteproovid steriilsesse analiiiisitopsi, mis saadeti postiga TU
geenivaramusse. Labori joudnud proovid asetati enne DNA eraldamist -80°C juurde
kiilmkappi. Uuringus osalejad tditsid lisaks kiisimustiku elukeskkonna ja elustiili kohta. Selles

t00s uuriti ainult véljaheiteproove ning muid andmeid analiiiisi ei kaasatud.

2.2.2 DNA eraldamine ja 16S rRNA sekveneerimine

Uuringu kéigus saadud véljaheiteproovidest eraldati bakteriaalne DNA 77 uuritava ning 99
kontrollgrupi proovilt, kasutades firma Qiagen DNA Dneasy PowerSoil PRO (Qiagen, Venlo,
Madalmaad) eralduskomplekti. DNA eraldati ka negatiivselt kontrollilt, mis véljaheiteproovi ei
sisaldanud, ning ka tihelt bioloogiliselt ehk positiivselt kontrollilt, mis oli uuritava IBD030
proovi kordus. DNA eraldamine kiis eralduskomplektiga kaasas olnud protokolli jirgi teatud
muudatustega. Esiteks voeti viljaheiteproovid toatemperatuurile ja seejirel voeti eraldamiseks
250 mg proovi. Jargmiseks lisati lahus CD1 ja inkubeeriti proove 65°C juures 10 minutit, et
tagada korralik lilisimine ka raskesti liiiisitavatele bakteritele ja edaspidi korgem DNA
kontsentratsioon. Sellele jiargnes rakkude IShustamine Precellys 24 (Bertin Instruments,
Montigny-le-Bretinneux, Prantsusmaa) koepurustiga, mis oli seadistatud jargnevalt: 2500 rpm
poorded, kestvusega 2 x 30 sekundit, 30 sekundit pausi tsiiklite vahel. Ulejdsinud protokoll
teostati vastavalt tootja juhistele. Viimasena saadud DNA kontsentratsiooni mdddeti koguses 2
ul spektrofotomeetriga NanoDrop™ 8000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). DNA-d
sisaldavaid proove siilitati -20°C juures. Proovide DNA kontsentratsioonid on vélja toodud
tabelis Lisa 1.

Proovidest eraldatud genoomse DNA sekveneerimine teostati Inglismaal firmas Novogene
Bioinformatics 270 Technology Co., Ltd. Sekveneerimiseks ja 16S rRNA geeni paljundamiseks
kasutati kaht péri- ja vastassuunalist praimerit 16S F (5’-CCTAYGGGRBGCASCAG-3’) ja
16S R (5’-GGACTACNNGGGTATCTAAT -3’). Saadud lugemid lébisid kvaliteedikontrolli.

2.2.3 Mikroobikoosluse madramine

Sekveneerimisandmete bioinformaatilise analiiiisi teostas TU genoomika instituudi
mikrobioomika nooremteadur Annabel Klemets. Bioinformaatiline analiitis viidi ldbi
tarkvaraga QIIME2 (versioon 2021.11). Andmed viidi QIIME2 programmi formaadis
PairedEndFastqManifestPhred33, kasutades q2-tools skripti.
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Jargmiseks viidi ldbi kvaliteedikontroll (QC, quality control), et eemaldada ja parandada
miirarikkad lugemid. Selleks kasutati DADA2 tarkvara, mis andis tulemuseks lugemite
kvaliteediskoori ning vodimaldas valida vilja ebasobivad piirkonnad véljaldikamiseks.
Konsensusfiltriga eraldati veel lisaks kimddrid ehk osaliselt ithinenud lugemid. Selle
eksperimentaalse osa tulemusena toimus lugemite iihendamine amplikonjirjestuste
variantideks (ASV). Lugemite taksonoomiliseks klassifitseerimiseks kasutati QIIME2
programmi skripti q2-feature-table-classifier koos Bayes’i klassifitseerijaga, mis td0tas

referentsjérjestuse SILVA 16S V3—-V4 v132 99 andmebaasidest 99% sarnasusldavendiga.

2.2.4 Andmete statistiline analiiiis

Andmeanaliiiisiks kasutati programmi Rstudio (versioon 2023.12.1+402) ja R baasprogrammi
(versioon 4.3.2) koos lisapakettidega dplyr (versioon 1.1.4), mia (versioon 1.1.10), miaViz
(versioon 1.1.10), writex! (versioon 1.5.0), ALDEx2 (versioon 1.34.0). Jooniste tegemiseks
kasutati ggplot2 (versioon 3.4.4) paketti. Andmeanaliiiis teostati 176 véljaheiteprooviga.
Analiitisist jdeti vélja positiivne kontrollproov D_030 2.

Viljaheiteproovide taksonoomilise mitmekesisuse kirjeldamiseks kasutati alfa- ja
beetamitmekesisust. Alfamitmekesisus néitab proovisisest taksonoomilist mitmekesisust ning
beetamitmekesisus annab iilevaate proovidevahelistest erinevustest mikrobioomi kooslustes.
Alfamitmekesisuse kirjeldamiseks arvutati védlja Shannoni mitmekesisuse indeks ja vaadeldud
perekondade arvukus. Shannoni mitmekesisuse indeksi ja vaadeldud perekondade arvukuse
véartuseid vorreldi kontrollgrupi ja IBD patsientide véljaheiteproovide vahel. Need indeksid ja
koik teised vairtused arvutati bakteriperekondade tasemel. Beetamitmekesisuse puhul viidi 14bi
bakteriperekondade keskmistatud logaritmilise suhte véirtustega (CLR-védrtused, ingl k
centered log ratio) peakomponentanaliilis (PCA, ingl k principal component analysis).

Lisaks vorreldi sagedasemate bakteriperekondade keskmistatud logaritmilise suhte véartuseid
(CLR-véértused, ingl k centered log ratio), mis niitavad bakteriperekondade esinemissagedusi
teiste perekondade suhtes uuritavas proovis. Vordlused tehti kontrollgrupi ja Crohni tdvega
uuritavate ning kontrollgrupi ja haavandilise koliidi uuritavate vahel. Vordlusesse kaasati need
perekonnad, mille esinemissagedus uuritavate proovides oli suurem kui 10%. Vordlused viidi
1abi kahepoolsete Welchi t-testidega. P-viértuse korrigeerimiseks kasutati Benjamini-

Hochbergi meetodit (FDR < 0,05).
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2.3 Tulemused

Uuringus analiiiisiti kokku 176 inimese viljaheiteproove. Kontrollgruppi kuulusid TU
geenivaramu geenidoonorid Eesti Mikrobioomi kohordist (EstMB) (N = 99), kellel ei olnud
diagnoositud pdletikulisi soolehaigusi ja kes ei tarvitanud antibiootikume uuringule eelnenud
kuue kuu jooksul. Uuritavate hulka kuulusid Tartu Ulikooli Kliinikumi patsiendid, kellel oli
diagnoositud Crohni tdbi (N=45) vdi haavandiline koliit (N=32).

Kontrollgrupi uuritavate DNA kontsentratsiooni keskvéértus oli 68,74 +/- 20,05 ng/ul (vahemik
12,12-130,3), Crohni tdvega patsientidel oli keskmine kontsentratsioon 50,73 +/- 23,25 ng/ul
(vahemik 10,42-96,91) ja haavandilise koliidiga patsientidel 51,49 +/- 23,40 ng/pl (vahemik
11,33-90,55). Koikides 177 sekveneeritud uuringuproovides (176 véljaheiteproovi ja positiivne
kontroll D 030 2) leidus keskmiselt 143 557 +/- 73 576 DNA lugemit (vahemik 41 615-548
463). Parast positiivse kontrolli vélja jatmist leidus lugemeid proovides keskmiselt 134 985 +/-
70 277 (vahemik 39 018-529 918), millest kontrollgrupi uuringuproovide keskmine lugemite
arv oli 135 561 +/- 56 242 (vahemik 42 734-290 314), Crohni tovega patsientide proovidel 151
325 +/- 100 174 (vahemik 39 018-529 918) ja haavandilise koliidiga uuritavate proovidel 110
226 +/- 51 154 (vahemik 45110-262 362) lugemit. Positiivse kontrolli taksonoomiline jaotus
oli identne prooviga D 030 ja see proov jéeti edasisest analiiiisist vélja. Analiilisi kaasatud

uuritavate proovide jaotus on vélja toodud Joonisel 3.

Proovid 176 uuritavalt

Kontrollgrupp Crohni tdbi (CD)

N=99 N=45 N=32

Joonis 3. T66s uuritavate proovide jaotus.

2.3.1 Soole mikroobikoosluse erinevused uuringugruppide vahel

Kontrollgrupi uuritavate soole mikroobikoosluse analiiisimisel tuli vélja, et kolm kdige
sagedasemat hdoimkonda on Bacillota (endine Firmicutes) (58,15%), Bacteroidota (endine

Bacteroidetes) (27,62%) ja Actinomycetota (endine Actinobacteria) (8,24%). Crohni tdove
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patsientide puhul domineerisid hdimkonnad Bacillota (46,58%), Bacteroidota (28,50%) ja
Pseudomonadota (endine Proteobacteria) (12,66%). Haavandilise koliidiga patsientidel esines
koige rohkem bakterihdimkondi Bacillota (46,09%), Bacteroidota (31,56%) ja Actinomycetota
(11,48%) (Joonis 4, Lisa 2).

Crohni tbi (N = 45) Kontrollgrupp (N = 99) Haavandiline koliit (N = 32)

bl m g

Joonis 4. Hodimkondade suhtelised sagedused erinevates viljaheiteproovide tiiiipides
(kontrollgrupp, Crohni tdbi, haavandiline koliit).
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. Bacteroidota
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~ Cyanobacteria
. Elusimicrobiota
. Epsilonbacteraeota
. Euryarchaeota
. Fibrobacterota
- Fusobacteriota
B Gemmatimonadota
|| Harvemini esinev hgimkond
. Kiritimatiellaeota
. Lentisphaerota
. Mycoplasmatota
. Patescibacteria
. Planctomycetota
- Pseudomonadota
- Rokubacteria
. Spirochaetota
. Synergistota
Verrucomicrobiota

B wes2

Suhteline mitmekesisus (%)
3

0% =¥V T

Crohni tdvega uuritavate soole mikroobikoosluses domineerisid bakteriperekonnad nagu
Bacteroides (14,50%), Prevotella 9 (7,44%) ja Escherichia-Shigella (6,58%). Uuritavatel,
kellel oli diagnoositud haavandiline koliit, leidus soole mikroobikoosluses enim
bakteriperekondi Bacteroides (16,17%), Prevotella 9 (7,81%) ning Blautia (6,67%).
Kontrollgrupi proovides esines kdige rohkem perekondi Bacteroides (12,36%), Prevotella 9
(8,47%) ning Blautia (7,82%) (Joonis 5, Lisa 3).
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Crohni t6bi (N = 45) Kontroligrupp (N = 99) Haavandiline koliit (N = 32)
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Joonis 5. Perekondade suhtelised sagedused erinevates viljaheiteproovide tiiiipides
(kontrollgrupp, Crohni tdbi, haavandiline koliit).
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Suhteline mitmekesisus (%)

Subdoligranulum

. Sutterella

2.3.2 Mikrobioomi mitmekesisuse vordlus erinevate uuringugruppide vahel

Tulemuste analiilisis vaadeldi alfamitmekesisust esiteks uuringugruppide kaupa ja jargmiseks
vorreldi beetamitmekesisust. Alfamitmekesisust hinnati nii Shannoni mitmekesisuse indeksi
kui ka vaadeldud perekondade arvu abil.

Kontrollgrupi proovide puhul oli Shannoni mitmekesisuse indeksi keskvairtus 3,19 +/- 0,36
(vahemik 2,11 — 3,91) (Lisa 4) ning vaadeldud perekondade arvukuse keskvaartus oli 141,67
+/- 41,79 (vahemik 56 — 291) (Lisa 5).

Crohni tdvega uuritavatel oli Shannoni mitmekesisuse indeksi keskvéértus 2,81 +/- 0,57
(vahemik 1,41 — 3,77). Vaadeldud perekondade keskvéirtus oli Crohni tdvega patsientidel
153,82 +/- 66,96 (vahemik 76 — 363).

Haavandilise koliidiga uuritavatel puhul oli Shannoni mitmekesisuse vaartus 2,77 +/- 0,54
(vahemik 1,72 —3,79). Vaadeldud perekondade véartus oli 147,41 +/-76,10 (vahemik 64 —431).
Shannoni mitmekesisus vorreldes kontrollgrupiga on nii Crohni tdve kui haavandilise koliidi
puhul statistiliselt viiksem (Joonis 6A, Lisa 6). Vaadeldud perekondade arvukus vorreldes
kontrollgrupiga ei ndidanud statistiliselt olulist tulemust nii Crohni tdve kui haavandilise koliidi

korral (Joonis 6B, Lisa 7).
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Joonis 6. Alfamitmekesisust véljendavate véirtuse karpdiagrammid Crohni tdvega patsientide
(N=45), kontrollgrupi (N=99) ja haavandilise koliidiga uuritavate (N=32) mikroobikoosluse
puhul. A — uuritava staatuse ning Shannoni mitmekesisuse indeksi omavaheline seos; B —
uuritava staatuse ja vaadeldud perekondade arvukuse omavaheline seos. Karpdiagrammi
keskjoon viljendab kahe alfamitmekesisuse indeksi keskviairtust, uuringugruppe ithendavad
jooned karpdiagrammide kohal niditavad alfamitmekesisuse véirtuste vordlemisel saadud p-
véartuseid.

Alfamitmekesisuse analiiiisis esines Shannoni mitmekesisuse indeksi puhul statistiliselt oluline
erinevus tervete isikute (kontrollgrupp) ja Crohni tdve ning haavandilise koliidi vahel (CD: p =
0,00013, UC: p = 0,00012). Vaadeldud perekondade vordlemisel ei leitud statistilist olulist
erinevust tervete isikute ja Crohni tdve ning haavandilise koliidi patsientide puhul (CD: p =
0,87, UC: p = 0,66).

Beetamitmekesisuse analiiiisiks viidi 1abi peakomponentanaliiiis, mille tulemused néitavad, et
Crohni tdve ja haavandilise koliidiga uuritavate proovid klasterduvad kokku, kuid esineb nii
Crohni tdove kui ka haavandilise koliidiga uuritavate proove, mis paiknevad eraldi kdikidest

teistest proovidest (Joonis 7).
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Joonis 7. Beetamitmekesisuse analiiiisiks ldbi viidud peakomponentanaliitis (PCA, ingl k
principal component analysis). PC1 - esimene peakomponent, PC2 — teine peakomponent.

Kontrollgrupi uuritavate proovid on enamasti kokku klasterdunud, aga esineb ka selliseid

kontrollide proove, mis on eraldunud teistest proovidest (Joonis 7).

2.3.3 Soole mikrobioomis leiduvate bakteriperekondade vordlus uuringugruppide vahel

Jargmisena voOrreldi erinevate bakteriperekondade arvukust erinevates uuringugruppides.
Crohni tdvega patsientide (N = 45) ja tervete uuritavate proovide (N = 99) puhul olid
statistiliselt olulised 46 bakteriperekonna mitmekesisuse erinevused (Lisa 8). Haavandilise
koliidiga uuritavate (N = 32) ja tervete isikute proovide puhul olid olulised 39 erinevat
bakteriperekonda. Nendest 33 perekonda olid iihised nii Crohni tdve kui ka haavandilise koliidi

patsientidel (Lisa 9).
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Crohni tdvega uuritavate ja kontrollide puhul olid statistiliselt olulised nditeks kolme
bakteriperekonna suhtelise mitmekesisuse erinevused nagu Lachnospiraceae UCG-001
(korrigeeritud p véidrtus = 0,00011), Moryella (korrigeeritud p véaidrtus = 0,00011),
Marvinbryantia (korrigeeritud p vairtus = 0,00013) (Lisa 8).

Haavandilise koliidiga uuritavate ja kontrollide vahel leidusid statistiliselt olulised perekonnad
nagu Lachnospiraceae FCS020 group (korrigeeritud p véartus = 0,00013), Family XII AD3011
group (korrigeeritud p vairtus = 0,00025), Marvinbryantia (korrigeeritud p véértus = 0,00183)
(Lisa 9).

2.4 Arutelu

Kidesoleva t06 eesmérk oli kindlaks médrata projekti ,,Mikrobioomi moju pdletikuliste
soolehaiguste kujunemisele ning ravile® raames kogutud pdletikulise soolehaigusega
uuritavatel kogutud viljaheiteproovidest soole mikroobikooslus. Selleks sekveneeriti
bakteriaalse 16S rRNA geeni V3—V4 regioon. T60s sekveneeriti bakteriaalse 16S rRNA geeni
V3-V4 regioon. Toos vorreldi soole mikrobioomi kooslust pdletikulisi soolehaiguseid
pddevate (Crohni tobi ja haavandiline koliit) patsientide ning Eesti mikrobioomi kohordist parit
tervete kontrollgruppi kuuluvate uuritavate vahel.

Kontrollgrupi uuritavate proovides tulid esile suurima esinemissagedusega bakteriperekonnad
nagu Bacteroides, Prevotella 9 ning Blautia, mis domineerisid ka haavandilise koliidi
patsientide proovides. Kuigi haavandilise koliidi ja kontrollide puhul olid kolm koige
sagedasemat perekonda sarnased, siis siiski tuvastati kokku 39 statistiliselt olulist muutust
perekondade tasemel. Lisaks eespool nimetatutele domineeris Crohni tdve patsientide soole
mikroobikoosluses ka perekond Escherichia-Shigella. Neid tulemusi vaadates on mirgatav, et
kuigi Bacteroides on domineeriv bakteriperekond kdigis kolmes uuringugrupis, on selle
esinemissagedus veidi suurem nii Crohni tdvega kui ka haavandilise koliidiga patsientidel
vorreldes tervete kontrollriihmaga. Need tulemused kattuvad varasemates uuringutes saadud
tulemustega (Gophna et al., 2006; Schirmer et al., 2018; Vich Vila et al., 2018).
Bakteriperekond Escherichia-Shigella, mis on tuntud oma patogeensuse poolest, on suurema
esinemissagedusega Crohni tove ning haavandilise koliidiga patsientidel. See annab aimu
Escherichia-Shigella rollile pdletikulise soolehaiguse patogeneesis (Lee et al., 2021).
Poletikulise soolehaiguse korral on tuvastatud, et soolestikus véheneb bakteriperekondade

Faecalibacterium ja Roseburia suhteline arvukus (Imhann et al., 2016; Matsuoka & Kanai,
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2015; Schirmer et al., 2018; Sokol et al., 2008; Vich Vila et al., 2018). Seda kinnitavad ka
kdesoleva t00 tulemused, kus oli mirgata perekondade Faecalibacterium’i ja Roseburia
arvukuse vihenemist vorreldes kontrollgrupiga. Varasemate teadustoode andmetel on tervete
inimeste viljaheiteproovides tuvastatud, et suurima esinemissagedusega bakterihdimkondade
hulka kuuluvad Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria ja Proteobacteria (Matsuoka &
Kanai, 2015; Qin et al., 2010; Rajili¢-Stojanovi¢ & de Vos, 2014). Antud t66s olid kdige enam
levinud bakteriperekonnad tervete patsientide soolestikus Bacteroides (hdimkond Bacteroidota,
endine Bacteroidetes), Prevotella 9 (hdimkond Bacteroidota) ja Blautia (hdimkond Bacillota,
endine Firmicutes).

Soole mikrobioomi alfamitmekesisuse analiiiis nditas olulisi erinevusi mikroobikoosluse
mitmekesisuses Crohni tdve, haavandilise koliidi ja tervete isikute vordluses. Crohni tove ja
haavandilise koliidiga patsientidel oli vaadeldud perekondade arvukus suurem ja kontrollgrupi
uuritavatel vdiksem. Shannoni mitmekesisus oli samuti IBD patsientidel vdiksem ning tervetel
uuritavatel suurem. Kuigi poletikulise soolehaigusega patsientidel oli vaadeldud perekondade
arv suurem kui tervetel isikutel, ei olnud need erinevused statistiliselt olulised. Statistiliselt
olulised olid ainult Shannoni mitmekesisuse indeksi erinevused. Need tulemused on kooskdlas
varasemate uuringutega, kus leiti samuti, et soole mikroobikoosluse mitmekesisus vihenes
poletikulise soolehaigusega patsientidel (Franzosa et al., 2019; Halfvarson et al., 2017; Rajca
et al., 2014; Willing et al., 2010; Wills et al., 2014). Bakteriperekondade suurem absoluutarv
ei peegelda alati suuremat 6koloogilist mitmekesisust (Wills et al., 2014).
Beetamitmekesisuse analiiiisimiseks 14bi viidud peakomponentanaliilisi pohjal on niha, et
Crohni tdve ja haavandilise koliidiga uuritavate proovid klasterduvad sarnaselt kokku. See
viitab sellele, et nende mikrobioomi kooslused on sarnasemad. Need tulemused kinnitavad, et
poletikulise soolehaigusega patsientidel on mikroobikoosluses tihiseid jooni, mis eristavad neid
tervete inimeste mikroobikooslustest. Siiski leidus ka Crohni tdve ja haavandilise koliidiga
patsientide proove, mis paiknesid eraldi kdikidest teistest proovidest. Need eraldunud proovid
voivad viidata sellele, et monede patsientide mikrobioom on muutunud voi erineb oluliselt
haiguse raskusastme, ravi mdjude kui ka elustiili tottu (Halfvarson ef al., 2017; Matsuoka &
Kanai, 2015). Kontrollgrupi uuritavate proovid on suhteliselt kokku klasterdunud, aga esineb
ka selliseid proove, mis on eraldunud iiksteisest. Sarnast pilti on kirjeldatud ka teistes
uuringutes, kus eristuvad tervete inimeste proovid haigete omadest. See vastab ootustele, kuna

tervetel inimestel on soole mikrobioomi kooslus mitmekesisem (Qiu et al., 2022). Tapsemat
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infot proovide klasterdumise ja paiknemise kohta annab uuritavate elustiiliandmete kaasamine
analiiiisi, mida saab 14bi viia jirgnevates uuringutes. Selleks et teha pdhjalikumaid jareldusi ja
ndha selgemat eristumist uuringugruppide vahel, oleks vaja suuremat valimit ning tdpsemat
kliinilist analiilisi, mis vOimaldab klassifitseerida Crohni tdve ja haavandilise koliidiga
diagnoosituid tdpsemateks alamtiitipideks (Halfvarson et al., 2017; Pittayanon et al., 2020).
Selles t66s vorreldi soolestikus rohkem levinud bakteriperekondade arvukuse erinevusi Crohni
tove ja haavandilise koliidiga ning kontrollgrupi uuritavate vahel. Crohni tdvega patsientide ja
kontrollgrupi puhul leiti 46 perekonda, mille mitmekesisuse erinevused olid statistiliselt
olulised. Naiteks olid sellised bakteriperekonnad Lachnospiraceae UCG-001, Moryella ja
Marvinbryantia. Vorreldes haavandilise koliidiga uuritavate ja tervete uuritavate proove leiti
39 bakteriperekonda, mille erinevused gruppide vahel olid statistiliselt olulised. Olulisemad
erinevused esinesid niiteks perekondade Lachnospiraceae FCS020 group, Family XIII AD301 1
group ning Marvinbryantia puhul. Crohni tdve ja haavandilise koliidi patsientidel oli 33
bakteriperekonda tihised vorreldes kontrollgrupiga. Nende tulemuste pohjal voib jireldada, et
Crohni tove ja haavandilise koliidiga patsientide soolestiku mikrobioom erineb tervete omast.
Mitmed varasemad podletikulise soolehaiguse ja mikrobioomi uuringud on seda ka kinnitanud
(Mosca et al., 2016; Oligschlaeger et al., 2019; Qiu et al., 2022). Need leiud vodivad olla
kasulikud edasistes uuringutes, mis keskenduvad Crohni tdve ja haavandilise koliidi puhul
esinevate mikroobsete markerite tuvastamisele.

Kéesoleva t66 tulemused kinnitavad varem tuvastatud seoseid soolestiku mikroobikoosluses.
Sellest tulenevalt peaks edasi liikuma siigavama analiiiisini, et teha kindlamaid jireldusi,
nditeks millised bakteriliigid ja -tlived on erinevad ning mis on nende tapne funktsioon. Selleks

peaks 1dbi viima metagenoomi analiiiisi ning tegema edasisi funktsionaalseid katseid.
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KOKKUVOTE

Soolestiku mikrobioom on inimese seedetraktis elavate mikroorganismide kogum, mis mingib
olulist rolli immuunsiisteemi kujunemisel ja selle reguleerimisel. Soole mikrobioom mdjutab
erinevate haiguste teket. Pdletikuline soolehaigus (IBD) voib olla tiks sellistest haigustest. IBD
on immuunsiisteemi poolt vahendatud haigus, mida iseloomustab krooniline pdletik seedetrakti
erinevates piirkondades. Pdletikulise soolehaiguse alatiiiibid on Crohni tobi ja haavandiline
koliit. Crohni tdbi vdib paikneda seedetrakti mis tahes osas, aga haavandiline koliit piirdub
jdmesoole ja pérasoole limaskestaga. IBD levimus on viimastel aastakiimnetel tdusnud, mis
viitab voimalikele keskkonnateguritele haiguse tekkes. IBD patsientidel on leitud olulisi
erinevusi tervete inimeste soolestiku mikrobioomi koosseisuga. Selline diisbioos ehk
mikroobse koosluse héiring voib mdjutada soolestiku tervist ja soodustada pdletiku teket. IBD
on keeruline haigus, mille diagnoosimine ja ravi nduavad multidistsiplinaarset l&henemist.
Pidev uurimist6d seoses ka soole mikrobioomiga on vajalik, et paremini mdista haiguse
patogeneesi ja leida uusi ravimeetodeid.

Kiesoleva magistritoo eesmirk oli méaidrata poletikulise soolehaigusega patsientide ja tervete
kontrollgrupi liikmete véljaheiteproovidest soole mikroobikooslus, kasutades 16S rRNA geeni
V3-V4 piirkondade sekveneerimist. Lisaks vorreldi IBD patsientide ja tervete kontrollgrupi
uuritavate soole mikroobikoosluste erinevusi. To60 tulemused néitasid, et soole
mikroobikoosluses ning selle mitmekesisuses esinevad vidiksed ja konkreetsed erinevused.
Alfamitmekesisuse analiiiisis esines Shannoni mitmekesisuse indeksi puhul statistiliselt oluline
erinevus tervete uuritavate ja IBD uuritavate vahel, aga vaadeldud perekondade arvukuse
vordlemisel ei leitud statistiliselt olulist erinevust. Beetamitmekesisuse korral viidi ldbi
peakomponentanaliiiis, mille tulemused niitavad, et pdletikulise soolehaiguse patsientide
proovid klasterduvad eraldi kokku kontrollidest. Crohni tdvega patsientide ja kontrollgrupi
puhul leiti 46 bakteriperekonda ning haavandilise koliidi ja kontrollgrupi puhul 38 perekonda,
mille mitmekesisuse erinevused olid statistiliselt olulised. Crohni tove ja haavandilise koliidi
patsientidel oli 33 bakteriperekonda iihised. Edasisteks uuringuteks oleks vaja lidbi viia

metagenoomi analiiiis ja teha funktsionaalseid katseid.
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RESUMEE / SUMMARY

Differences in gut microbiota in patients with inflammatory bowel disease
Lisann Adamson
Summary

The gut microbiome is a collection of microorganisms living in the human gastrointestinal tract,
playing a crucial role in the development and regulation of the immune system. The gut
microbiome influences the development of various diseases. Inflammatory bowel disease (IBD)
can be one of these diseases. IBD is an immune-mediated condition characterized by chronic
inflammation in different parts of the gastrointestinal tract. The subtypes of inflammatory bowel
disease are Crohn’s disease and ulcerative colitis. Crohn’s disease can occur in any part of the
gastrointestinal tract, while ulcerative colitis is limited to the mucosa of the colon and rectum.
IBD symptoms include abdominal pain, diarrhea, bloody stool, fatigue, and weight loss. IBD is
usually diagnosed in young adults through symptoms, laboratory tests and endoscopic
examinations. The prevalence of IBD has increased in recent decades, suggesting possible
environmental factors in its development. Significant differences have been found in the gut
microbiome composition of IBD patients compared to healthy individuals. The microbiome of
patients shows a decrease in beneficial microbes and an increase in harmful ones. This dysbiosis
can affect gut health and promote inflammation. IBD is a complex disease that requires a
multidisciplinary approach for diagnosis and treatment. Ongoing research is necessary to better
understand the pathogenesis of the disease and to discover new treatment methods.

The main purpose of this thesis was to determine the gut microbiota composition of the
microbial community of IBD patients and healthy controls fecal samples based on sequencing
of 16S rRNA gene (V3-V4 regions). In addition, the differences in gut microbial communities
between IBD patients and healthy controls were compared. The results showed that there are
small and specific differences in the gut microbiota composition and its diversity. In alpha
diversity analysis, there was a statistically significant difference in the Shannon diversity index
between healthy individuals and IBD subjects, but when comparing the observed genera, no
statistically significant differences were found. In the beta diversity principal component
analysis, the results indicate that samples from inflammatory bowel disease patients cluster
separately from controls. In patients with Crohn’s disease and the control group, 46 bacterial

genus were found, and in patients with ulcerative colitis and the control group, 38 genus were
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found, with statistically significant differences in diversity. Patients with Crohn’s disease and
ulcerative colitis shared 33 bacterial genera. Future studies it is necessary to conduct
metagenomic analysis and perform functional assays to draw better conclusions and identify

more precise changes in microbial communities.
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LISAD

LISA 1
Tabel 1. Viljaheiteproovide mdddetud DNA kontsentratsioonid
DNA DNA
kontsentratsioon kontsentratsioon

Proovi kood Staatus (ng/nl) Proovi kood Staatus (ng/nl)
D 001 IBD 18,67 D 048 IBD 26,04
D 002 IBD 69,17 D 049 IBD 66,8
D 003 IBD 47,62 D 050 IBD 96,91
D 004 IBD 43,24 D 053 IBD 61,85
D 005 IBD 47,66 D 054 IBD 56,31
D 007 IBD 42,47 D 055 IBD 18,27
D 008 IBD 34,89 D 056 IBD 43,92
D 009 IBD 51,46 D 058 IBD 14,8
D 010 IBD 45,41 D 059 IBD 43,16
D 011 IBD 51,47 D _060 IBD 24,76
D 012 IBD 68,83 D 061 IBD 66,3
D 013 IBD 35,79 D 062 IBD 34,88
D 014 IBD 45,23 D 063 IBD 63,85
D 015 IBD 83,58 D 066 IBD 15,72
D 017 IBD 80,36 D 067 IBD 37,21
D 020 IBD 52,31 D 069 IBD 40,35
D 022 IBD 57,25 D 071 IBD 76,93
D 023 IBD 41,39 D 072 IBD 11,33
D 024 IBD 86,48 D 074 IBD 41,94
D 025 IBD 22,28 D 075 IBD 81,13
D 026 IBD 75,75 D 076 IBD 45,08
D 028 IBD 25,42 D 077 IBD 48,74
D 029 IBD 11,83 D 078 IBD 42,77
D 030 IBD 65,38 D 079 IBD 74,07
D 030 2 IBD 65,38 D 080 IBD 90,55
D 031 IBD 47,52 D 081 IBD 79,54
D 032 IBD 70,51 D 082 IBD 59,56
D 034 IBD 75,01 D 083 IBD 49,63
D 035 IBD 11,65 D 085 IBD 49,09
D 036 IBD 16,15 D 086 IBD 41,6
D 037 IBD 16,86 D 089 IBD 68,78
D 039 IBD 11,66 D 090 IBD 59,54
D 043 IBD 89,35 D 092 IBD 54,26
D 044 IBD 10,42 D 093 IBD 86,14
D 045 IBD 82,42 D 094 IBD 48,45
D 046 IBD 82,42 D 095 IBD 86,27
D 047 IBD 67,52 D 096 IBD 10,83

45




DNA DNA
kontsentratsioon kontsentratsioon
Proovi kood Staatus (ng/nl) Proovi kood Staatus (ng/nl)
D 098 IBD 54,02 VDPILB Kontroll 57,97
D 099 IBD 58,94 VDUOAE Kontroll 44,34
D 101 IBD 54,06 VF7XWT Kontroll 57,97
D 102 IBD 36,1 VFHVX3 Kontroll 86,15
VOIQLM Kontroll 90,8 VFR59D Kontroll 78,46
V110PY Kontroll 90,11 VGHF2] Kontroll 343
V16X45 Kontroll 80,7 VH24V1 Kontroll 69.5
VISUTZ Kontroll 28.75 VHATEA Kontroll 67.42
V1ZCZ8 Kontroll 62,72 VHFWD7 Kontroll 93,91
V218Q5 Kontroll 57,89 VHGSNF Kontroll 71,15
V2Y9TX Kontroll 42,92 VHWRAO Kontroll 37.82
V36VGE Kontroll 12,12 VI40SB Kontroll 85,06
V3LK6T Kontroll 55,02 VI9BDI Kontroll 45,75
V40U5B Kontroll 58,26 VIUZLM Kontroll 47.81
V53FDC Kontroll 59,04 VIZTIY Kontroll 89,08
VSULXX Kontroll 66,29 VJ5211 Kontroll 130,3
V63S5Q Kontroll 42,6 VKWKSO0 Kontroll 65,39
V6SF50 Kontroll 4597 VM14J6 Kontroll 24
V6X50U Kontroll 89,33 VMIPDW Kontroll 90,58
VILAPG Kontroll 64,81 VNIMGS Kontroll 80
VIRW2S Kontroll 64,02 VNNCHP Kontroll 99,28
V887SA Kontroll 46,99 VOAQZY Kontroll 83,42
V88HBJ Kontroll 60,31 VON100 Kontroll 76,34
V8F1JC Kontroll 61,41 VP8PV0 Kontroll 64,09
VSNRLG Kontroll 86,13 VPI3HC Kontroll 53,55
V80DQ7 Kontroll 71,7 VPJKHK Kontroll 116,7
VSRUID Kontroll 51,66 VQ6PCX Kontroll 100,4
V8SPAT Kontroll 44,42 VQ8K41 Kontroll 86,14
V96QEP Kontroll 66,08 VQFHUE Kontroll 56,42
V9DHHW Kontroll 84,4 VQI6NO Kontroll 81,76
VIGP2F Kontroll 92,12 VQQ9I0U Kontroll 66,54
VAIT4X Kontroll 70,81 VR67U6 Kontroll 60,69
VASXPB Kontroll 83,52 VREE6Z Kontroll 5437
VAJ380 Kontroll 80,37 VSO0ATU Kontroll 60,18
VAYQK7 Kontroll 71,55 VSORGM Kontroll 723
VCCQE4 Kontroll 41,29 VS1ZST Kontroll 75,88
VCEVCT Kontroll 59,02 VS9EPY Kontroll 1131
VCG3ZR Kontroll 42,47 VSGFUT Kontroll 55,19
VCM7SL Kontroll 472 VSHD6H Kontroll 58,65
VCTAHJ Kontroll 87,29 VSQ8XR Kontroll 59,06
VCTIFG Kontroll 67,34 VSSWWX Kontroll 87,23
VCUT60 Kontroll 40,73 VT40XO Kontroll 74,23
VD3ZPR Kontroll 86,87 VT8EKH Kontroll 66,01
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DNA DNA
kontsentratsioon Kontsentratsioon
Proovi kood Staatus (ng/pul) Proovi kood Staatus (ng/pl)
VU40MZ Kontroll 79.33
VUSPYH Kontroll 70.79
VUCVXM Kontroll 7474
VUYRU9 Kontroll 65.01
VVOMRX Kontroll 1052
VVAEIL Kontroll 68.41
VVOBAO Kontroll 95.48
VWG960 Kontroll 77.69
VWX931 Kontroll 66.41
VWXSYY Kontroll 55.59
VX38WF Kontroll 81,58
VX6G26 Kontroll 6032
VXGCCZ Kontroll 56.52
VYJY1Q Kontroll 82.58
VYNSHQ Kontroll 63.52
VZ24LG Kontroll 77.83
VZK77E Kontroll 90,57
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LISA 2

Tabel 2. Suurima esinemissagedusega hdimkonnad kolme uuritava grupi (Crohni tdbi,

haavandiline koliit, kontrollgrupp) vahel.
Proovitiiiip Ho6imkonnad | Suhteline esinemissagedus (%)
Crohni tobi (N = 45)

Bacillota 46,58
Bacteroidota 28,50
Pseudomonadota 12,66
Actinomycetota 10,73

Verrucomicrobiota 0,37

Mycoplasmatota 0,34

Acidobacteriota 0,33

Cyanobacteria 0,20

Chloroflexota 0,08

Euryarchaeota 0,06

Haavandiline koliit (N = 32)

Bacillota 46,09

Bacteroidota 31,56

Actinomycetota 11,48

Pseudomonadota 8,27

Fusobacteriota 1,13

Acidobacteriota 0,60

Verrucomicrobiota 0,45

Chloroflexota 0,15

Euryarchaeota 0,11

Mycoplasmatota 0,05

Kontrollgrupp (N =99)

Bacillota 58,15

Bacteroidota 27,62

Actinomycetota 8,24

Pseudomonadota 3,62

Euryarchaeota 0,99

Verrucomicrobiota 0,79

Mycoplasmatota 0,25

Cyanobacteria 0,08

Acidobacteriota 0,07

Spirochaetota 0,07
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LISA3

Tabel 3. Suurima esinemissagedusega perekonnad kolme uuritava grupi (Crohni tobi,

haavandiline koliit, kontrollgrupp) vahel.
Proovitiiiip Perekond | Suhteline esinemissagedus (%)
Crohni tobi (N = 45)

Bacteroides 14,50

Prevotella 9 7,44

Escherichia-Shigella 6,58

Faecalibacterium 6,38

Blautia 6,21

Bifidobacterium 5,17

Collinsella 4,65

Agathobacter 2,30

Asteroleplasma 2,07

Roseburia 1,92

Haavandiline koliit (N = 32)

Bacteroides 16,17

Prevotella 9 7,81

Blautia 6,67

Bifidobacterium 6,31

Faecalibacterium 5,10

Escherichia-Shigella 4,57

Collinsella 4,05

Roseburia 3,55

Agathobacter 2,39

Catenibacterium 1,60

Kontrollgrupp (N =99)

Bacteroides 12,36

Prevotella 9 8,47

Blautia 7,82

Faecalibacterium 6,58

Collinsella 4,01

Agathobacter 3,01

Roseburia 2,90

Bifidobacterium 2,82

Catenibacterium 2,04

Subdoligranulum 1,93
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LISA 4

Tabel 4. Shannoni mitmekesisuse keskviirtused erinevates uuringugruppides.

Proovitiiiip Shannoni mitmekesisuse Vahemik (min - max)
keskvairtus
Kontrollgrupp (N =99) 3,19 2,11 -391
Crohni tobi (N =45) 2,81 1,41 -3,77
Haavandiline koliit (N = 32) 2,77 1,72 - 3,79
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LISAS

Tabel 5. Vaadeldud perekondade arvukuse keskvédrtused erinevates uuringugruppides.

Proovitiiiip Vaadeldud perekondade Vahemik (min - max)
arvukuse keskvéirtus
Kontrollgrupp (N =99) 141,67 56 —291
Crohni tobi (N = 45) 153,82 76 —363
Haavandiline koliit (N = 32) 147,41 64 —431
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LISA 6

Tabel 6. Shannoni mitmekesisuse erinevused IBD patsientidel vorreldes tervete uuritavatega.

Proovitiiiip Keskvairtus Usaldusintervalli vahemik
(min - max)
Crohni tobi (N = 45) -0,379 -0,564 —-0,195
Haavandiline koliit (N = 32) -0,416 -0,624 — -0,208

52



LISA 7

Tabel 7. Vaadeldud perekondade erinevused IBD patsientidel vorreldes tervete uuritavatega.

Proovitiiiip Keskvairtus Usaldusintervalli vahemik
(min - max)
Crohni tobi (N = 45) 12,2 -9,50-33,8
Haavandiline koliit (N = 32) 5,75 -22.8 — 343
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LISA 8

Tabel 8. Bakteriperekondade suhtelise esinemissageduse vordlused Crohni tdve ja
kontrollgrupi puhul. * on tdhistatud iihised bakteriperekonnad, mille muutused esinesid nii
Crohni tdve kui ka haavandilise koliidi puhul.

Efekti suurus (Crohni tdbi vs
Perekond kontrollgrupp) P-viirtus (korrigeeritud, FDR < 0,05)
Escherichia-Shigella* -0,503213841 0,006824151
Fusicatenibacter 0,224380168 0,012739799
[Eubacterium] hallii group* 0,626984088 0,002688359
Subdoligranulum* 0,272881039 0,023733399
Lachnospiraceae NK44136 group* 0,387576486 0,034395179
Methanobrevibacter* 0,461886198 0,001808568
[Ruminococcus] gnavus group* -0,459048803 0,018593672
Holdemanella 0,419724818 0,010754659
Lachnospiraceae ND3007 group* 0,266736777 0,011500339
Ruminococcaceae UCG-002* 0,435977746 0,002496612
Streptococcus*® -0,377936717 0,020871999
Coprococcus 1* 0,548119495 0,001323159
Ruminococcus 2* 0,408548407 0,002561062
Lactobacillus* -0,590986655 0,001457827
Ruminococcus 1* 0,345080134 0,018030183
Christensenellaceae R-7 group*® 0,601155623 0,000445079
uncultured* 0,646682012 0,000150907
Coprococcus 2 0,447493741 0,007042469
Paraprevotella* 0,347828729 0,025069129
Ruminiclostridium 6* 0,487553291 0,005272965
Ruminococcaceae UCG-005* 0,565820047 0,000625385
[Eubacterium] xylanophilum group* 0,403826872 0,008410285
Butyricicoccus 0,35934579 0,026119647
Intestinimonas* 0,520545187 0,00195771
Ruminococcaceae NK44214 group* 0,574811961 0,000370812
Enterorhabdus* 0,541082205 0,001280275
Ruminococcaceae UCG-014 0,452786281 0,004684578
Lachnospiraceae UCG-001* 0,679371944 0,0001135
Ralstonia -0,551889949 0,006875568
GCA-900066575 0,296432353 0,031219044
Flavonifractor -0,480398077 0,010317114
Marvinbryantia* 0,680535111 0,000128531
Howardella 0,46982037 0,005864886
Ruminococcaceae UCG-010* 0,573117138 0,00059677
Peptococcus 0,601508261 0,000368748
Family XlIl UCG-001* 0,593453961 0,000676087
Family XIIl AD3011 group* 0,607276043 0,00020396
Eggerthella -0,491472154 0,017369707
Moryella* 0,696291584 0,00011495
Hydrogenoanaerobacterium™ 0,481171756 0,003470719
Lachnospiraceae FCS020 group* 0,677476261 0,000230112
Ruminococcaceae UCG-009* 0,485869328 0,005472714
Defluviitaleaceae UCG-011* 0,524255331 0,00247955
Oxalobacter 0,448038494 0,009332014
uncultured 18* 0,519410493 0,003543597
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LISA 9

Tabel 9. Bakteriperekondade suhtelise esinemissageduse vordlused haavandilise koliidi ja
kontrollgrupi puhul. * on tdhistatud iihised bakteriperekonnad, mille muutused esinesid nii
haavandilise koliidi kui ka Crohni tove puhul.

Perekond Efekti suurus P-viirtus (korrigeeritud)
Escherichia-Shigella* 0,442094197 0,046766511
[Eubacterium] hallii group* -0,500533679 0,025032076
Subdoligranulum* -0,587943146 0,005273021
Lachnospiraceae NK44136 group* -0,475699713 0,011156435
Methanobrevibacter* -0,407604174 0,027109658
[Ruminococcus] gnavus group* 0,474993124 0,04725394
Lachnospiraceae ND3007 group* -0,395708998 0,012600867
Ruminococcaceae UCG-002* -0,593044402 0,006674897
Streptococcus*® 0,499574139 0,013391111
Coprococcus 1* -0,579775637 0,006182247
Ruminococcus 2* -0,474687319 0,00940922
Lactobacillus* 0,410132153 0,026656485
Ruminococcus 1* -0,452168242 0,011356481
Christensenellaceae R-7 group*® -0,512984349 0,006159062
uncultured* -0,595746858 0,004962035
Paraprevotella* -0,498206129 0,01254767
[Eubacterium] coprostanoligenes group -0,473674511 0,042775258
Lachnospiraceae UCG-010 -0,522978108 0,010776434
Ruminiclostridium 6* -0,625553535 0,005097262
Ruminococcaceae UCG-005* -0,654586416 0,003681646
[Eubacterium] xylanophilum group* -0,395037874 0,033607209
Intestinimonas* -0,449813221 0,021879264
Ruminococcaceae NK4A4214 group* -0,525833781 0,006594761
Ruminococcaceae UCG-003 -0,322890517 0,039023855
Enterorhabdus* -0,472561827 0,019653826
Lachnospiraceae UCG-001* -0,509926499 0,01809715
Ruminiclostridium 9 -0,47918952 0,010014516
Marvinbryantia* -0,688267926 0,001826233
Ruminococcaceae UCG-010* -0,561615964 0,007012912
Family XlIl UCG-001* -0,586462458 0,005155795
Adlercreutzia -0,449528458 0,044867167
Family XIII AD3011 group* -0,855233664 0,000251118
Moryella* -0,499549232 0,018473754
Hydrogenoanaerobacterium™ -0,541547404 0,009803826
Lachnospiraceae FCS020 group* -0,922398802 0,000134851
Ruminococcaceae UCG-009* -0,49168008 0,016831172
Defluviitaleaceae UCG-011* -0,585649955 0,006041055
GCA-900066225 -0,50868182 0,015202354
uncultured 18* -0,527211984 0,017378566
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