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ABSTRACT. Escherichia coli O157:H7 human infections are mostly
associated with consumption of raw or undercooked beef and raw milk.
Ruminants, especially cattle are the main reservoir of the pathogen. The
main aim of the present study was to evaluate the occurrence of E. coli
0157:H7 in cattle dairy farm and beef production level in Estonia. It was
found that E. coli O157:H7 is present at both the dairy farm and
slaughterhouse level. The occurrence of the pathogen at Estonian dairy
farm level was 1.2% from 1312 cattle's sampled. At slaughterhouse level
744 hide swabs were taken from which 30 (4.0%) were positive to E. coli
0157:H7. Both stx1 and stx2 genes were determined from isolates and
often the combination of both genes was found to be present. Minimal
inhibitory concentration was determined for 30 E. coli O157:H7 isolates
which revealed 26.7% of multiresistant isolates. In 2009-2010 in a total
of 188 beef samples were analysed, which all were negative for O157:H7.
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Sissejuhatus

Escherichia coli (E. coli) kuulub Enterobacteriaceae
sugukonda ja on Gram-negatiivne fakultatiivselt ae-
roobne bakter. Uldjuhul kuulub E. coli loomade ja ini-
meste sooletrakti normaalsesse mikrobiootasse, kuid
E. coli bakterite hulgas esineb ka toksiine tootvaid
patogeenseid tiivesid, mis vdivad esile kutsuda seede-
trakti infektsioone (Kaper jt, 2004; Songer, Post, 2005).
Seedeelundkonna haigusi pohjustavateks E. coli pato-
tillipideks on enteropatogeenne E. coli (EPEC), entero-
toksigeenne E. coli (ETEC), enteroinvasiivne E. coli
(EIEC), enteroagregatiivne E. coli (EAQQEC), difuus-
selt adherentne E. coli (DAEC) ja Shiga-toksiini tootev
E. coli (STEC). STEC on iiks kdige olulisemaid pato-
tiilipe, mille alatiiiibiks on enterohemorraagiline E. coli
(EHEC), mis pdhjustab enterohemorraagiad ja hemo-
luiitilis-ureemilist siindroomi (HUS). Shiga-toksiini
tootvat E. coli-t médratakse ithe vdi enama Shiga-tok-
siini kodeeriva geeni (stx) tuvastamisega. Kuna toksiini
mdju avaldub eelkdige Vero-rakkudele, siis STEC'i

tiivesid nimetatakse ka verotoksiliseks E. coli-ks.
Enterohemorraagiaid tekitavate omadustega on dnneks
siiski vaid vdike osa E. coli tiivesid, peamiselt E. coli
O157:H7, mida seostatakse véiga tdsiste infektsioonide
ja haiguspuhangute pohjustajana (Scallan jt, 2011;
EFSA Panel on Biological Hazards, 2013). Kuigi
Terviseameti (2017) andmetel on aastatel 2011-2017
E. coli nakkusesse haigestunute osakaal koikunud
vahemikus 0,6 kuni 3,4 haiget 100 000 elaniku kohta,
siis puuduvad andmed inimeste haigestumist pdhjusta-
nud patotiitipide (va EHEC) esinemuse kohta Eestis.
Haigestumine STEC-nakkusesse toimub enamasti
saastunud toidu, nditeks alakiipsetatud veiseliha, eba-
piisavalt kuumtdodeldud vai toorete piimatoodete, aga
ka saastunud juurviljade ja puuviljade s66mise kaudu
(Allelberger jt, 2003; Caprioli jt, 2005; S6derstrom jt,
2008). STEC pohireservuaariks on veised (Beutin jt,
1993), kes ise reeglina ei haigestu, kuid on haigusteki-
taja kandjaks. Seega, haigustekitajad vdivad inimeseni
jouda ka vahetu kontakti kaudu veistega. Tapamajades
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toimub veise riimpade saastumine peamiselt nahatusta-
misel ja seedekulgla eemaldamisel (Martin, Beutin,
2011). Farrock jt (2013) leidsid, et saastunud veiseliha
on iiks peamisi STEC k.a E. coli O157:H7 poolt pdh-
justatud infektsioonide allikaid inimestel. Varasemates
uuringutes on leitud, et pdllumajandusloomadelt sh
veistelt isoleeritud STEC tiived on osutunud resistent-
seteks ampitsilliini, streptomiitsiini, sulfametoksasooli,
tetratsiikliinide ja teiste antibiootikumide suhtes, mida
konkreetses geograafilises piirkonnas pdllumajandus-
loomade raviks kasutatakse (Ziebell jt, 2011; Sasaki jt,
2012; Amézquita-Lopez jt, 2016). Veistelt isoleeritud
multiresistentsete tiivede seas on olnud STEC O157
isolaate, mis on osutunud {iheaegselt resistentseks
streptomiitsiinile, sulfametoksasoolile ja ampitsilliinile
(Mora jt, 2005; Scott jt, 2009). On leitud, et moned
STEC serogrupid voivad omandada resistentsust kerge-
mini, kui teised nt Jaapani uuringus leiti, et lihaveistelt
isoleeritud STEC 026 tiivede resistentsusmiér oli
oluliselt korgem kui samadest veisekarjadest isoleeri-
tud STEC 0157 tiivedel (Sasaki jt, 2012).

Kéesoleva artikli eesmérk on anda iilevaade aastatel
20052014 Eestis teostatud verotoksilise E. coli uurin-
gutest, et hinnata E. coli O157:H7 esinemist piimafar-
mides ja veiseliha tootmise ahelas.

Materjal ja metoodika

Proovide kogumine

Aastatel 2005-2014 uuriti piimafarmi tasandil iihte-
kokku 1312 veist. Aastatel 2005-2010 valiti uuringusse
farmid, kus peeti rohkem kui 100 looma. Igast uuritud
farmist voeti roojaproovid neljalt loomalt. Laboris
moodustati neist iiks liitproov. Positiivse tulemuse
puhul uuriti osaproove eraldi. Aastal 2014 14bi viidud
uuring keskendus aga toorpiima otseturustusega tegele-
nud piimafarmidele. Proove koguti 21-st karjast, igas
karjas voeti proovid viielt loomalt, millest moodustati
liitproov.

Tapamaja tasandil teostati uuringud aastatel 2011—
2013, kui uuriti iihtekokku 744 nahapinnaproovi.

Uuringusse valiti veised vanuses 4-24 kuud. Proovi-
vott oli jaotatud soltuvalt ettevotete toodangumahtudest
iihtlaselt aasta 1dikes. Proovid vdeti abrasiivse kdsnaga
veise rinnakupiirkonna 400 cm? suuruselt nahapinnalt.

Lihaldikusettevotetest (n = 24) koguti aastatel 2009—
2010 iihtekokku 188 veiselihaproovi. Uuringusse kaa-
sati riikliku zoonoossete haigustekitajate seire raames
lihaldikusettevotetes vdetavad veiste lihaproovid.
Proovid voeti riiklike veterinaarinspektorite poolt liha-
16ikuse ajal otse konveierilt voi lihaldikuse tddkohas.

Escherichia coli O157:H7 isoleerimine

E. coli 0157 tuvastamine proovidest toimus vastavalt
EVS EN ISO 16654 metoodikale. Kédsnaproov asetati
eelsoojendatud modifitseeritud triiptoon-soja puljon-
gisse, mida oli rikastatud 20 mg L novobiotsiiniga
(Oxoid), seejéarel proovi homogeniseeriti Stomacher-
loksutis 60 sekundi jooksul ning seejirel inkubeeriti 6
+£05 tundi ja 21+3 tundi temperatuuril
41,5 °C + 0,5°C. Seejdrel teostati immunomagneetiline
separeerimine (IMS) kasutades Captivate™ anti-O157

Agraarteadus | Journal of Agricultural Science 2 XXIX 2018 89-94

kuulikesi. 50 pl IMS suspensiooni kanti sorbitool
MacConkey agarile, mis sisaldas tsefiksiim-telluriit
lisandit (Oxoid). Samuti kanti 50 pl IMS suspensiooni
CHROMagar™ STEC agarplaatidele (CHROMagar).
Inokuleeritud s66tmeid inkubeeriti temperatuuril 37 +
1°C 21 £ 3 tundi. Iseloomulikud kolooniad subkultivee-
riti ning analiilisiti konventsionaalsete biokeemiliste
testidega f3-glitkuronidaasi ja indooli produtseerimise
suhtes.

Virulentsusmarkerite méifiramine

Stx1, stx2 ja eae geenide méddramine viidi labi reaalaja
poliimeraasi ahelreaktsiooni meetodil. DNA ekstrahee-
rimiseks kasutati RTP® Bacteria DNA Mini Kit-i
(Stratec Molecular GmbH). Geenide tuvastamise me-
toodika tépsem kirjeldus on esitatud tehnilises spetsifi-
katsioonis CEN ISO/TS 13136. Enterohemoliisiini
kindlakstegemiseks isolaatidel kasutati Beutin jt (1989)
poolt kirjeldatud protokolli.

Seroloogiline kKinnitus

Serotiiiibi O157:H7 midramine teostati konventsio-
naalsel aglutinatsiooni meetodil (Statens Serum
Institut) vottes aluseks tootjapoosed juhised.

Escherichia coli 0O157:H7 ravimtundlikkuse

uuringud

Tundlikkus erinevate antimikroobsete ainete suhtes
mairati kindlaks minimaalse inhibeeriva kontsentrat-
siooni mikrolahjenduse meetodit kasutades selleks
VetMIC GN paneele (SVA). Tulemuste tdlgendamisel
lahtuti Euroopa Komisjoni ravimtundlikkuse testimise
juhendist ning Euroopa Liidu antimikroobse resistent-
suse referentlaboratooriumi juhistest (EURL-AR 2013)
ja kehtestatud epidemioloogilistest piirvédartustest.

Statistiline analiiiis

Levimusnditajate ning nende usaldusintervallide
arvutamisel kasutati online-kalkulaatorit VassarStats
(Lowry, 2015). Erinevate gruppide levimuse statistili-
seks vordlemiseks kasutati Fisheri tépset testi (Lowry,
2015). Tulemus loeti statistiliselt oluliseks kui p-vaér-
tus oli < 0,05.

Tulemused ja arutelu

Escherichia coli O157:H7 uuringud piimafarmi
tasandil aastatel 2005-2014

Riikliku loomatauditdrjeprogrammi raames viidi
uuringud 1dbi perioodil 2005-2010, kus uuringusse
kaasati enam kui saja loomaga farmid. 2014. aasta
uuringud keskendusid farmidele, mis tegelesid toorpii-
ma otse turustamisega. Aastatel 2005-2014 uuriti tihte-
kokku 1312 veist, kellest E. coli O157:H7 osas osutus
positiivseks 16 (1,2%) ning positiivseid piimakarjasid
oli kokku neli (tabel 1).

Euroopa Toiduohutusameti ja Euroopa Nakkushai-
guste Ennetamise ja Torje Keskuse raporti andmeil
varieerus STEC-i levimus Euroopa Liidus veistel 2,2—
6,9% ning O157 serogrupi puhul 0,5-2,9% (EFSA/
ECDC, 2011). Tavapdrane STEC kontsentratsioon
nakatunud veise roojaproovis on suurusjirgus 10%—
105cfu g, kuid vdib teatud loomade (nn super-
shedders) puhul ulatuda ka 108 cfu g* (Besser jt, 2001;
Menrath jt, 2010).
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Tabel 1. Escherichia coli 0157:H7 roojaproovide uuringud
Eesti piimakarjades aastatel 2005-2014

Table 1. The prevalence of Escherichia coli 0157:H7 from
faecal samples at dairy farm level in 2005-2014

Aasta Uuritud Positiivsete Positiivsete
Year loomade arv  loomade arv (%)  karjade arv
Total No. of  No. of positive  No. of positive
animals animals (%) herds
2005 200 0(0) 0
2006 190 13 (6.8) 1
2007 162 0(0) 0
2008 209 1(0.5) 1
2009 253 1(0.4) 1
2010 192 0(0) 0
2014 106 1(0.9) 1
Kokku / Total 1312 16 (1.2) 4

Escherichia coli O157:H7 uuringud veiste tapa-
maja tasandil aastatel 2011-2013

Aastatel 2011-2013 uuriti tapamaja tasandil iihte-
kokku 744 veise rinnakupiirkonna nahapinnaproovi,
millest 30 proovi (4%; Clgs 2,8-5,7%) osutusid positiiv-
seks. E. coli O157:H7 levimus varieerus nahapinna-
proovides vahemikus 3,3% kuni 5,3% olles kdrgeim
2012. aastal ning madalaim 2011. aastal. Aastate 15ikes
E. coli O157:H7 levimus statistiliselt oluliselt ei erine-
nud ning ei tdheldatud ka statistiliselt olulisi seoseid
veiste soo, aastaacgade ja serovari levimusniitajate
vahel. Suhteliselt sarnased tulemused saadi Itaalia
uuringus (Bonardi jt, 2015), kus leiti, et E. coli
0157:H7 levimusnditaja veiste nahapinnaproovides oli
2,5%. Korgemaid E. coli O157:H7 levimusniitajaid,
7,3% ja 13,4%, leiti vastavalt O’Brien jt (2005) ja
Thomas jt (2012) poolt 1dbi viidud uuringutes.

Tabelis 2 on ndidatud aastatel 2011-2013 tapamaja
tasandil 1dbi viidud E. coli O157:H7 levimusuuringute
tulemused. Kdige enam proove (n = 156) koguti Lééne-
Virumaal, kus 13 proovi (8,3%) osutusid positiivseks

E. coli O157:H7 suhtes. Sellele jairgneb Valgamaa ja
Saaremaa, kus vastavalt 4,2% ja 6,4% proovidest olid
positiivsed. Kokku 30-st positiivsest proovist tuvastati
13 proovil (43%) stx2 geeni esinemine ning 17 proovil
(57%) nii stx1 kui ka stx2 geenide esinemine. Toksiini-
de produtseerimist vGimaldavate geenide stxl ja stx2
esinemissageduses taheldati statistiliselt olulist erine-
vust (p < 0,05). Toksiinide produtseerimisele osutavate
geenide alatiilipide méadramisel jagati isolaadid tingli-
kult 4 klastrisse: stx2a (n = 1), stx2c (n = 12), stxla
stx2a (n = 4), stxla stx2c (n = 13) (tabel 2). Kodige
sagedamini esinenud geeni alatiiiibiks oli stx2c¢, mis
tiksinda esines 40% juhtudest ning kombinatsioonis
alatiiibiga stx1la 43,3% juhtudest. Sarnaselt Eesti antud
uuringutulemustele tiheldas ka Bonardi jt (2015), et
toksiin stx2c tiksi voi kombinatsioonis stxla-ga oli kdi-
ge sagedamini tuvastatud alatiitip. Aspan ja Erikssoni
(2010) uuringus leiti seos Rootsi veistel tuvastatud
E. coli O157:H7 alatiiiipide (stxla, stx2a, stx2c ja
stx2d) esinemise ja inimestel esinenud E. coli 0157:H7
infektsioonide vahel. Eestis tuvastati alatiiiip stx2a vaid
tthes proovis ning kombinatsioonis alatiiiibiga stxla
neljas proovis. Ukski Eestis isoleeritud E. coli
0157:H7 isolaatidest ei evinud stxlc, stxld, stx2b,
stx2d, stx2e, stx2f ja stx2g alatiiiipe. Kodik E. coli
0157:H7 isolaadid evisid intimiini kodeerivat eae gee-
ni ning produtseerisid enterohemoliisiini. Tapamaja
tasandi uuringuga on vdimalik tipsemalt tutvuda
Kramarenko jt (2016) artikli kaudu.

Escherichia coli O157:H7 wuuringud lihaldikuse

tasandil aastatel 2009-2010

Aastatel 2009-2010 uuriti ihtekokku 188 veiseliha-
proovi, mis kdik osutusid E. coli O157:H7 suhtes nega-
tiivseteks.

Tabel 2. Escherchia coli 0157:H7 virulentsusmarkerite esinemine positiivsetes proovides aastatel 2011-2013
Table 2. The prevalence of the virulence factors of Escherichia coli O157:H7 in positive samples in 2011-2013

Maakond Uuritud proovide arv / Virulentsusmarkerid / Virulence factors
County positiivseid (%) Entero-hemoliisiin ~ eae geen stx1 ja stx2 geenide alatiiiibid ja nende
No. of samples / Entero-hemolysin eae gene kombinatsioonid
positive samples (%) stx1 and stx2 subtypes and their combinations
Harjumaa 2/0(0) - - -
Ida-Virumaa 31/0(0) - - -
Jogevamaa 57/1(1.8) + + stx2c
Jérvamaa 56 /2 (3.6) + + stxla stx2c
Laéne-Virumaa 156 /13 (8.3) + + stxla stx2c; stx2c
Polvamaa 30/1(3.3) + + stx2a
Parnumaa 38/1(2.6) + + stx2c
Raplamaa 84/1(1.2) + + stx2c
Saaremaa 96/4 (4.2) + + stx2c; stxla stx2c
Tartumaa 30/0(0) - - -
Valgamaa 109/7 (6.4) + + stx2c; stxla stx2a; stxla stx2c
Viljandimaa 54/0(0) - - -

Escherichia coli 0157:H7 antibiootikumtundlikkus

Antibiootikumtundlikkus méédrati veiste tapamaja ta-
sandilt périt isolaatidel (n = 30), mis osutusid tundli-
kuks nalidiksiinhappe, tsiprofloksatsiini, florfenikooli,
kolistiini, klooramfenikooli, tsefotaksiimi ja tseftasidii-
mi suhtes. Kokku 18 isolaati (60%) olid tundlikud k3igi
14 testitud antibiootikumi suhtes, kuid 12 isolaati
(40%) osutusid resistentseks {ihe voi enama antibiooti-
kumi suhtes. Resistentsust iihe antibiootikumi (kas

streptomiitsiini voi sulfametoksasooli) suhtes tuvastati
4 isolaadi (13%) puhul. Kdige enam isolaate olid
resistentsed streptomiitsiinile (33,3% isolaatidest) ja
sulfametoksasoolile (33,3% isolaatidest). Sarnaselt
Eesti uuringule leidsid ka Ziebell jt (2011) oma
uuringus, et erinevad STEC tlived on enam resistentsed
streptomiitsiinile ja sulfametoksasoolile, aga ka tetra-
tstikliinile. Eesti uuringus resistentsust ampitsilliinile
esines viiel (16,7%), trimetoprimile neljal (13,3%),
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kanamiitsiinile kahel (6,7%), tetratsiikliinile iihel
(3,3%) ja gentamiitsiinile iihel (3,3%) STEC isolaadil.
Multiresistentsus ehk resistentsus kolme voi enama
ravimigrupi suhtes tuvastati kaheksal (26,7%) isolaadil,
kusjuures iiks isolaat nendest oli resistentne nii ampi-
tsilliinile, streptomiitsiinile, tetratsiikliinile, sulfame-
toksasoolile kui ka kanamiitsiinile. Multiresistentsetel
tiivedel esines koige sagedamini resistentsus strep-
tomiitsiini, sulfametoksasooli ja ampitsilliini suhtes. Ka
kdrgeimad MIC-viértusi tehti kindlaks eelkdige sulfa-
metoksasooli, streptomiitsiini ja ampitsilliini puhul.
Smith jt (2007) on avaldanud, et multiresistentsete
tilvede esinemine viitab antibiootikumide sagedasele
kasutamisele farmi tasandil pikema perioodi viltel.
Tdendoliselt on ka Eesti STEC uuringu multiresistent-
sete tiivede tekke pShjuseks antibiootikumide kasuta-
mine loomade ravimise eesmérgil farmides, kusjuures
konkreetse antibiootikumi suhtes resistentsus viitab
selle raviks kasutamisele.

Kokkuvéte ja jareldused

Kéesolev uuring niitas, et Eesti veiseliha tootmise
ahelas esineb E. coli O157:H7. Kuigi iildiselt on pato-
geeni levimusnditajad madalad, esineb siiski oht hai-
gustekitajate potentsiaalseks tlilekandeks veiseliha voi
toorpiima kaudu inimesteni, mis arvestades haigusteki-
taja poolt pdhjustava haiguse tdsidust on arvestatav oht
rahvatervisele. Uuring kinnitas isolaatidel oluliste viru-
lentsusmarkerite, stx2c iiksinda ja kombinatsioonis ala-
tillibiga stxla, esinemist. Eelmainitud geene kandvate
haigustekitajate esinemine toidus vdib kujutada tdsist
riski tarbijate tervisele. Uuritud veiselihaproovide
negatiivsed tulemused E. coli O157:H7 suhtes viitavad
samas tapa- ja tootmishiigieeni osas patogeenide ohje
meetmete heale tasemele.

Kasutades veiseliha tootmise ahelas korgekvaliteetset
toorainet, jargides eeltingimusprogramme, rakendades
toiduohutuse tagamise siisteeme ning viltides parimal
voimalikul viisil toidu ristsaastumist toidu tootmise,
tootlemise ja tarbimise tasandil saame oluliselt toidu-
ohutuse riske maandada. Oluline on liha siilitamine
madalatel kiillmkapi temperatuuridel (maksimaalselt
6 °C) ning tarbimiseelne korralik kuumtdotlemine (liha
sisetemperatuur peab saavutama vdhemalt 72 °C), sest
vegetatiivsed STEC rakud havivad korgetel tempera-
tuuridel kergesti. Tapamaja tasandil tuleb viltida mak-
simaalsel voimalikul viisil soolesisaldise sattumist
riimba pindadele. Eeskujulik tapa- ja tootmishiigieen
on oluliseks ohjemeetmeks mitte ainult patogeense
E. coli vaid ka teiste enteraalsete patogeenide leviku
takistamiseks. Resistentsuse, eriti multiresistentsete
haigustekitajate tiivede tekke véltimiseks peab ravimite
kasutamine farmi tasandil 1dhtuma ratsionaalsest ravi-
vajadusest ning pohinema headel veterinaaria tavadel.
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Summary

Present study aimed to evaluate the occurrence of
Escherichia coli O157:H7 in cattle dairy farms and at
beef production level. Additionally isolates obtained at
slaughterhouse level were characterized by determina-
tion of virulence factors and minimal inhibitory
concentrations against tested antimicrobials. It was
found that pathogen is present at both dairy farm and

Agraarteadus | Journal of Agricultural Science 2 XXIX 2018 89-94

slaughterhouse level. The occurrence of E. coli
0157:H7 at Estonian dairy farm level was 1.2% from
1312 cattle's sampled in present study. Altogether four
positive dairy cattle farms were determined in period
2005-2014. At slaughterhouse level 4% of the hide
samples taken from the brisket area were found to be
positive for E. coli O157:H7. Altogether 744 hide
swabs were taken and analysed in Veterinary and Food
Laboratory of Estonia. From 30 positive hide samples
stx2 gene alone was determined for 13 samples and stx1
together with stx2 gene was determined for 17 samples
(56.7%). From detected stx subtypes the most prevalent
was found to be stx2c occurring alone in 12 isolates and
together with stx1a in 13 isolated strains. In 2009—2010
in total of 188 beef samples were analysed which all
were negative for O157:H7. Minimal inhibitory
concentration was determined for 30 E. coli O157:H7
isolates which revealed with 26.7% of multiresistance
isolates. It was found that 33.3% and 33.3% were
resistant against streptomycin and sulfamethoxazole,
followed by resistance against ampicillin (16.7%),
trimethoprim  (13.3%), kanamycin (6.7%) and
tetracycline (3.3%). There is need to apply control
measures at slaughterhouse and meat industry level.
Most important is to avoid faecal contamination of
carcasses and to ensure good production hygiene level
at all stages of meat production.
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