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Siinteetiliste hobeda nanoosakeste moéju vankomiitsiini resistentsusgeenide esinemisele

ja arvukusele Noo kombineeritud tehismirgalapuhasti vertikaalfiltris ja viljavoolus

Kéaesoleva bakalaureusetdod eesmdrk oli hinnata madala kontsentratsiooniga (0,1 mg/l)
stinteetiliste hobeda nanoosakeste ja hobenitraadi mdju vankomiitsiiniresistentsust
kodeerivate vanA, vanC, vanO geenide esinemisele ning médrata vanO arvukus NOo
tehismérgalapuhasti sisse- ja viljavoolus ning vertikaalfiltri filtermaterjalis. Katsesiisteem
koosnes kuuest jérjestikku paiknevast vertikaalfiltri ja horisontaalfiltri slisteemist, millest
kahele lisati Ag nanoosakesi (0,1 mg/l), kahele AgNO3(0,1 mg/l) ning kaks iilejddnud olid

kontrollstisteemid.

Katsetulemused osutavad, et nanoosakeste ja hdbenitraadi olemasolu reovees ei oma olulist
mdju vankomiitsiiniresistentsust kodeerivate vanA, vanC ja vanO geenide esinemisele ja
arvukusele  tehismérgalapuhasti  vertikaalfiltrites. NOo  tehismérgalapuhastis  on
vankomiitsiiniresistenstsete vanA, vanC geenide esinemine juhuslik ning vanO geeni sisaldus
suhteliselt madal, kuid siiski jouab vankomiitsiiniresistentsusgeene puhasti véljavooluga

vihesel mairal looduskeskkonda.

Mairksdnad:  tehismdrgalapuhasti,  siinteetilise ~hobeda nanoosakesed, hobenitraat,

antibiootikumiresistentsus, vankomiitsiin, vanA, vanC, vanO.
CERCS: T270 Keskkonnatehnoloogia, reostuskontroll.

The effect of synthetic silver nanoparticles on presence and abundance of vancomycin
resistance genes vanA, vanC, vanO in microbial community of Noo constructed wetland

vertical flow filters and effluent

The aim of this study was to investigate the impact of synthetic silver nanoparticles and
silver nitrate on the presence of vancomycin resistance encoding vanA, vanC, vanO genes
and the abundance of vanO gene in the influent, effluent and filter material of the vertical
flow filters of Ndo constructed wetland. Investigated treatment system consisted of six
vertical subsurface flow filters, two of which were treated with synthetic silver nanoparticles

(0,2 mg/l), two were treated with AgNO5 (0,1 mg/l) and two were control systems.

The results of the study indicated, that synthetic silver nanoparticles and silver nitrate did not
have significant impact on the presence of vanA, vanC, vanO genes, nor on vanO gene genes
abundances. In Noo constructed wetland the vanA and vanC genes existence is sporadic and

vanO gene abundance is relatively low. However, Noo constructed wetland can still be



considered as a reservoir and dissemination node of vancomycin resistance genes from

where relatively small concentrations of van genes are dispersed into the environment.

Keywords: Constructed wetland, synthetic silver nanoparticles, silver nitrate, antibiotic
resistance, vancomycin, vanA, vanC, vanO.

CERCS: T270 Environmental technology, pollution control.



Sisukord

STSUKOIT ..ot 3
Kasutatud THhendid..........ooooiie ettt 5
SISSEJUNALUS ...ttt ettt bttt e st es s sesesesesesesesesnnnas 6
1. Kirjanduse G1evaade. ........c.coceiiiniririrnrrce ettt 7
1.1 Nanoosakesed, nende kasutamine ja levik Keskkonnas ..............cccceeeeeeecenneceeeeene, 7
1.1.1 Nanoosakesed reOVEEPUNASTUSES .........ccceveveverererereieieieieeeeeee e 8
1.2 Antibiootikumid ja antibiootiIKUMITESISLENTSUS ........c.oceeveueirirriccieerre e 10
1.2.1 ANtIDIOOTIKUMID ... 10
1.2.2 AntibiootiKUMITESISTENTSUS .......couveviieeiicietcir et 11
1.2.3 Antibiootikumijéégid ja antibiootikumiresistentsus reoveepuhastuses................... 13
1.2.4 VanKOMIUESTIN .....evieiiiiirieieeiieiee ettt ettt ettt e st ebe e eneas 14
1.2.5 VankomuUtsSTing TESISEENEISUS ....c.covrveuiiririeiiririeieienieeeieeresie ettt ebe e 15
1.3 Tehismargalapuhastid..........ccoovrrrriiccce e 16
1.3.1 Tehismérgalapuhastite thlibid ..........coeeiririiiiinicec e 17
2. Materjal Ja MELOOUIKA..........ccoeueuririiieieietes et 20
2.1 Katseststeemi KIirJeIAUS.......covvriririririririciceecccicce et 20
2.2 Proovide KOQUMINE .....c.cuiieieiiieiieese ettt bbbt seaees 21
2.3 DNA raltamine ..o 21
2.4 Kvantitatiivne poliimeraasi ahelreaktSioon..........c.coceviiinirininnnnnrseeeeeeeees 22
2.4.1 QPCR UldtINGIMUSEA.....c.eoveuiieiiieiiieiieteree ettt 22
2.4.2 VanA, vanC ja vanO geenispetsiifiliste praimerite reaktsioonitingimuste
optimeerimine ja maaramispiiri [e1dmIne.........c.cccceeeiiiinininnnnr e 22
2.4.3VaNO SLANCAIT .........ocviiiciic e 24
2.4.4 Proovide amplifikatsioon ja andmeanallilis...........ccceveeurerieeenincienieeniesceseeieenes 24
2.5 Statistiline analTIS ..o 25
3L TUIBMUSE ...t 27
3.1 VanA, vanC, vanO gPCR programmide Optimeerimine ............cocevuevevevererereererereenernnenns 27
3.2 Vankomiitsiini resistentsusgeenide vanA, vanC ja vanO esinemine Noo
tehismérgalapuhasti vertikaalfiltri sissevoolus, filtermaterjalis ja véljavoolus.................... 27
3.2.1 Vankomiitsiini resistentsusgeenide esinemine VFsse sissevoolavas reovees......... 28
3.2.2 Vankomiitsiini resistentsusgeenide esinemine VF filtermaterjalis ...........cccccoee...... 28
3.2.3 Vankomiitsiini resistentsusgeenide esinemine VFst vdljavoolavas vees ................ 29

3



ATULETU Ja JATEIAUSEU ...t 31

KCOKKUVOLE ..ottt ettt sttt st et s b et et sbaneesenaeneeas 33
SUMIMAIY ...ttt bbb sttt e b e st e e b et e st e et e b e st s ebebene et beneneaes 34
TANUAVAIAUSEA ...ttt st s b et st e et e et e e b e e eseneeseneas 36
KaSULALUD KIFJANTUS ..ottt 37
LIS ..ttt ettt ettt 44



Kasutatud liithendid

16S rRNA — prokariiootide ribosoomi véikeses alaiihikus sisalduv ribosomaalne RNA
ANOVA — dispersioonianaliiiis (Analysis Of Variance)

AR — antibiootikumiresistentsus

ARB — antibiootikumiresistentsed bakterid

ARG - antibiootikumi resistentsusgeen

DNA — desoksiiribonukleiinhape, pariliku informatsiooni kandja

DPD — paevadoos 1000 inimese kohta 60pédevas

FWS —ava- ehk vabaveeline tehismérgala (free water surface)

HF — horisontaalvooluline pinnasfilter

KA —kuivaine

LOQ — méadramispiir (limit of quantification)

MRSA - gliikopeptiidi- ja metitsilliiniresistentne patogeen Staphylococcus aureus
PCR — poliimeraasi ahelreaktsioon (Polymerase Chain Reaction)

gPCR — kvantitatiivne poliimeraasi ahelreaktsioon (Quantitative PCR)

SSF — vertikaalvooluline tehismérgala (subsurface flow)

T-test — Studenti t-test, matemaatilise statistika test

VF — vertikaalvooluline pinnasfilter

VRE — vankomiitsiiniresistentne enterokokk

VRSA — vankomiitsiiniresistentne Staphylococcus aureus



Sissejuhatus

Antibiootikumid on bioaktiivsed ained, mida kasutatakse inimesete ja loomade haiguste
ennetamiseks, takistamiseks ja ravimiseks, samuti loomade kasvu edendamiseks (Inyinbor et
al. 2018). Antibiootikumide kéttesaadavus ning madal hind on soodustanud nende laialdast
ning sageli lleméddrast kasutamist (Fernandes & Martens, 2017), mistdttu jouavad
antibiootikumide jadgid looduskeskkonda ning soodustavad seal antibiootikumiresistentsuse
teket ning levikut. Antibiootikumiresistentsusest on vilja kujunenud {ilemaailmne probleem,

mis ohustab potentsiaalselt inimeste ja loomade tervist (Chaudhary 2016).

Vankomiitsiin on gliikkopeptiidide rithma kuuluv antibiootikum, millel on efektiivne
bakteritsiidne toime Gram-positiivsete bakterite ning penitsiliinresistentsete enterokokkide
suhtes (Ranotkar et al. 2014). Vankomiitsiini resistentsusgeenide (nt vanA ja vanB)
esinemine ja levik kliinilistes keskkondades on vdrdlemisi histi tuntud probleem, kuid
vankomiitsiini resistentsusgeenide levikut nt reoveepuhastuses ning looduskeskkonnas on

uuritud mirgatavalt vihem.

Nanohdbeda rohke kasutamine kosmeetikas, majapidamistarvetes, riideesemetes ning
tehnoloogias pohjustab nende levimist mulda, setetesse, vette, reoveepuhastusjaamadesse voi
muudesse puhastusseadmetesse. Reoveepuhastus ei eemalda téielikult veest koiki patogeene
ja resistentseid baktereid, (sealhulgas niiteks vankomiitsiiniresistentset E. faeciumi
(Oravcova et al. 2017)) ega nanoosakesi. Seetottu on vidga tdhtis uurida, mis mdju on
nanoosakestel tehismirgalas elavatele mikroobikooslustele ning nende poolt l1dbiviidavatele

protsessidele.

Kéesoleva t60 eesmirgiks on optimeerida vankomiitsiiniresistentsust kodeerivate vanA,
vanC ja vanO esinemise ja arvukuse médramise metoodika ning seda kasutades hinnata
stinteetiliste hdbeda nanoosakeste mdju NOo kombineeritud tehismérgalapuhasti
vertikaalvoolulise pinnasfiltris ja selle vdljavoolus vanA, vanC ja vanO esinemisele ja vanO

ning kogu bakterikoosluse arvukusele.



1. Kirjanduse iilevaade

1.1 Nanoosakesed, nende kasutamine ja levik keskkonnas

Nanoosake on sfdérilise, torukujulise vO0i ebakorrapdrase kujuga osake, mis jdib
suurusvahemikku 1-100 nm (Grillo et al. 2015; Wong et al. 2017). Vorreldes muude
osakestega on nanoosakestel suur eripind, paremad optilised omadused, tugevam keemiline

ja bioloogiline reaktiivsus ning sidumisvéime (Brar et al. 2010; Vale et al. 2016).

Nanoosakesed jagunevad kaheks: looduslikud, ehk 6hus lenduvad ultrapeened osakesed (nt
tolm, tahm, vulkaaniline tuhk, metsatulekahju suits) voi kolloidid pinnases ja veekeskkonnas
(Klaine et al. 2008), ning antropogeensed c¢hk sihtotstarbeliselt siinteesitud nanoosakesed.
Siinteetiliste nanoosakeste tootmiseks kasutatakse erinevaid alusmaterjale: metalle (nt Ag,
Zn, Au, Ni, Fe, Cu), metallioksiide (nt TiO,, Fe; 0,, Al, 03), mittemetalle (nt Si0,),
siisinikku sisaldavaid iihendeid (nt fullereen), poliimeere (nt kitosaan, alginaat,

hiidrokstimetiiiiltselluloos) ja lipiide (nt steariinhape) (Grillo et al. 2015; Wong et al. 2017).

Nanoosakestel on véga lai kasutusala. Paljud siinteetilised nanoosakesed on vélja tdotatud
kasutamiseks meditsiini valdkonnas (nt diagnostika, nanobiosensorid, luuproteesid,
haavaravi, hambaravi, vdhi immunsusravi), samuti pdllumajanduses, kus tinu
nanoosakestele kasvab taime kultiveerimis-produktiivsus ja -tohusus (Grillo et al. 2015;
Smolkova et al. 2017). Uha rohkem on nanoosakesed leidnud kasutust energeetikas,
kataliisaatorites, tdite- ja kattematerjalides, mikroelektroonikas, ilutoodetes ning farmaatsias
(Lippmaa & Kahru, 2010).

Ténu antimikroobsetele, optilistele, kataliiiitilistele ja desinfitseerivatele omadustele on
stinteetilised nanohdbeda osakesed kodige sagedamini kasutatavad nanopartiklid toostuses
(Pandey & Prajapati, 2018). Nanohdbe on kdige levinum nanomaterjal maailmas, seda
toodetakse kuni 500 tonni aastas (Yang et al. 2017). Nanohobedat leidub paljudes
tarbekaupades nagu kosmeetika (nt kehahooldustooted, hambapasta, Sampoon), riideesemed
(nt hobeniidiga sokid), majapidamistarbed (nt kodumasinad), toiduaine pakendid ja varvid.
Lisaks sellele kasutatakse neid veepuhastusseadmetes, Ohuniisutajates, ravimite ja
geenililekandesiisteemides ning molekulaartehnoloogias (Lippmaa & Kahru, 2010; Sheng &
Liu, 2016; Pandey & Prajapati, 2018).

Keskkonda satuvad nanoosakesed looduslikest allikatest nagu atmosfaéri aerosoolid (nt dhku
pihustunud soolane ookeani vesi), metsatulekahjud (nt tahm ja tolm), geoloogilised

protsessid (nt vulkaanipurse, savimineraal allopaan, looduslik leostumine) voi

7



inimtekkelistest allikatest nagu priigilad (nt vanade elektroonikaseadmete koostisosad),
tehased (nt siisinikku sisaldavate ainete mittetdielikul pdlemisel eralduvad osakesed),
reoveepuhastid (nt reoveesete), nanoosakesi sisaldavate toodete kasutamine (Nowack &
Bucheli, 2007; Jiang et al. 2017). Nanoosakesed levivad nii 6hus, vees kui ka pinnases ning
nende tootmine, transportimine, kasutamine ja utiliseerimine soodustab osakeste joudmist
keskkonda, kus need on suhteliselt piisivad (Guo et al. 2017; Jiang et al. 2017). Selliste
osakeste sisenemine veekeskkonda ja maismaa okosiisteemidesse voib mojutada biootilisi ja
abiootilisi protsesse keskkonnas (Schaumann et al. 2015). Niiteks veckeskkonnas on
oluliseks mdjutajaks looduslik orgaaniline aine, mis méirab nanoosakeste edasist kulgu ja

litkuvust vees, mojutades osakeste fiilisikalis-keemilisi omadusi (Guo et al.2017).

Eriti nanohdbeda kasutamine suurendab oluliselt keskkonna saastumise vdimalust ning
sellest tulenevaid kahjulikke mdjusid (Schlich et al. 2013). Nanohdbeda osakesed voivad
keskkonnas agregeeruda voi 1dbi viia aglomeratsiooni ning reageerida vesikeskkonnas
(McGillicuddy et al. 2017). Nanohdbe voib sattuda veekeskkonda reo- ja heitvee kaudu
(Fijalkowski et al. 2017; Jiang et al. 2017; McGillicuddy et al. 2017). Nanohdbeda
toksilisust mojutavad markimisvéarselt erinevad keskkonnatingimused ning teiste osakeste
koostisosad (Guo et al. 2017). Mitmed uuringud on nididanud, et nanohdbe voib avaldada
negatiivset mdju veeorganismide erinevatele troofilistele tasemetele (nt bakterid, vetikad,

makrofiiiidid, selgrootud, kalad) (Jiang et al. 2017).

Hinnanguliselt tarbiti 2014. aastal 225 060 tonni nanoosakesi (Vale et al. 2016). 2016.
aastaks kasvas nanoosakeste kasutamine 308 322 tonnile, aastaks 2021 prognoositakse
tootmise kasvu 733 220 tonnile aastas (BccResearch 2017). Sellest saab jireldada, et
nanoosakeste kontsentratsioon keskkonnas aastatega kasvab, mistottu on oluline uurida
nende moju keskkonnale. Hobeda nanoosakeste keskkonnariskide hindamine ja
prognoosimine on endiselt raskendatud, kuna osakesed levivad vidga Kkiiresti eri

keskkondades ning kahjulik mdju organismidele on erinev (Zhang et al. 2018).

1.1.1 Nanoosakesed reoveepuhastuses

Laialdase nanotehnoloogia produktide kasutamise tottu jouavad nanoosakesed todstusliku
vOi  olmereoveega  reoveepuhastusjaamadesse  vOi  vidiksematesse  lokaalsetesse
puhastusseadmetesse (nt nanohdbedaga kaetud pesumasina hallveega) ning sealt voivad

nanoosakesed kanduda edasi keskkonda (nt puhasti véljavoolu kaudu, véetisena kasutatava

aktiivmudaga) (Schlich et al. 2013; Fijalkowski et al. 2017).
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Aktiivmuda ehk suspenseerunud mikroobset agregaati kasutatakse reovee puhastamisel, et
eemaldada veest orgaanilisi iihendeid ning toitaineid (nt fosfor, lammastik) metaboolsete
reaktsioonide kaudu mikroorganismide vahendusel. Aktiivmuda koosneb
mikroorganismidest, rakuvilistest biopoliimeeridest, orgaanilistest- ja anorgaanilistest
ithenditest. Nanoosakesed avaldavad kahjulikku moju mikroorganismide aktiivsusele
aktiivmudas, kuna on kavandatud inhibeerima voi takistama bioloogilist aktiivsust
(nanoosakeste antibakteriaalne toime). Sattudes reoveepuhastusjaamadesse alandavad
nanoosakesed oluliselt reovee puhastusefektiivsust (Sun et al. 2013). Lisaks sellele on
voimalik kasutada alternatiivseid reoveepuhastuse meetodeid, mis pohinevad mikroobide
biokile vdimekusel vett saasteainetest puhastada (nt tehismérgalad, pinnasfiltrid,
membraanfiltrid). Biokile on nanohdbeda suhtes viga vastupidav. Néiteks biokilereaktorites
on mikroorganismid vdahemtundlikud nanohdbeda suhtes kui holjum, kuna biokile tagab
mikroorganismide rakkudele parema kaitse (Sheng & Liu, 2016; Zhang et al. 2016). Heitvee
nanohdbeda kontsentratsioon kuni 200 mg/L ei modjuta oluliselt biokiles olevaid
mikroorganisme (Sheng & Liu 2017). Samuti on ndidanud, et tehismirgalapuhastid
eemaldavad siinteetilisi hobeda nanoosakesi hésti, puhastusefektiivsusega kuni 85 % (Huang
et al. 2017). Tehismérgalades eemaldatakse saasteained fiilisikaliste, keemiliste ja
bioloogiliste protsesside kiigus. Uhelt poolt vdivad nanoosakesed bioloogilise puhastamise
kdigus adsorbeeruda substraadile voi taimede pinnale ning seetdttu olla kergesti reoveest
eemaldatavad. Teiselt poolt on aga nanoosakesed vdimelised inhibeerima taimede ja
mikroorganismide elutegevust, mistdttu reovee puhastusefektiivsus voib langeda (Huang et

al. 2017).

Nanohdbe omab tugevat antimikroobset toimet (Zhang et al. 2016). Hdobeda ioonid ja
hobedat sisaldavad tooted on mikroorganismidele toksilised. Nanohdbeda kontsentratsioon 1
mg/l v3ib parssida rohkem kui 80% autotroofsete nitrifitseerivate mikroorganismide kasvu
(Sun et al. 2013; Fijalkowski et al. 2017). Hinnanguliselt iile 90% nanohdbedat ja peaaegu
100% hdbeda ioone adsorbeerub reovee setetes. Reoveesete on reovee kéitlemise protsessi
kdigus tekkinud tahke voOi1 pooltahke jadk ehk korvalprodukt (Fijalkowski et al. 2017).
Primaarse ja sekundaarse puhastusprotsessi kdigus eemaldatakse reoveest >90%
nanohdbedat. Protsessi efektiivSus soltub nanoosakeste keemilis-fiiiisikalistest omadustest
(nt osakeste suurus ja —kontsentratsioon), reovee omadutest ja olemusest (nt temperatuur,
pH, lahustunud hapniku tase, ligandide olemasolu) ning viibeajast puhastussiisteemis (Brar
et al. 2010; Fijalkowski et al. 2017; McGillicuddy et al. 2017).



Tihtipeale sisaldab reoveesete ohtlikke iihendeid (nt toksilised ained Ag, Se, Ti;
nanoosakesed; poliiaromaatsed siisivesinikud; pindaktiivsed ained), mis mdjuvad negatiivselt
inimese tervisele ja okoslisteemile. Seetdttu on arenenud riikides podratud erilist tdhelepanu

reoveesetete puhastustehnoloogia kvaliteedi parandamisele (Fijalkowski et al. 2017).

1.2 Antibiootikumid ja antibiootikumiresistentsus

1.2.1 Antibiootikumid

Antibiootikumid on looduslikud (elusorganismide poolt produtseeritud) voi todstuslikult
stinteesitud kemoterapeutilised ained, mis mdjuvad mikroorganismide (bakterid, seened,
viirused, algloomad) kasvule pérssivalt voi surmavad neid (Kiimmerer 2009; Ding & He,
2010). Antibiootikumid on mitmekesine kemikaalide riihm, mida grupeeritakse enamasti kas
keemilise struktuuri [nt gliikkopeptiidid (vankomiitsiin), beeta-laktaamid (penitsilliin),
tetratsiikliinid (doksiitsiikliin)] v0i toimemehhanismi [nt rakukesta siinteesi (vankomiitsiin),
valgusiinteesi (tetratsiikliinid) ja nukleiinhapete siinteesi (tsiprofloksatsiin) takistavad ained
ning mikroobide metabolismi péarssivad ained (sulfoonamiidid), tsiitoplasmamembraani
omadusi muutvad ained (poliimiiksiinid)] alusel (Kiimmerer 2009; Ding & He, 2010; Grenni
et al. 2018).

Antibiootikumide ajastu sai alguse 1928. aastal, kui inglise bakterioloog Alexander Fleming
avastas penitsilliini (Yilmaz & Ozcengiz, 2017). Alatest sellest ajast on antibiootikumid
muutunud tervishoiuvaldkonnas vidga olulisteks mikroobide tekitatud infektsioonide
ennetamiseks, takistamiseks ja ravimiseks kasutatavaks ravimiklassiks (Page et al. 2017; Shi
et al. 2018). Koige enam tarbitakse [-laktaamantibiootikume, nditeks penitsilliini ja
tsefalosporiini, seevastu makroliidide, sulfoonamiidide ja fluorokinoloonide manustamine
kahaneb (Kiimmerer 2009). Lisaks sellele on antibiootikumid leidnud laialdast kasutust kari-
ja koduloomade veterinaarravimites, vesiviljeluses, loomade ja kodulindude kasvatuses,
soodalisandites ja kasvustimulaatorites (suurendades valgu ja vidhendades rasva sisaldust
lihas) (Sharma et al. 2016; Page et al. 2017; Kumar & Pal, 2018). Alatest 1950. aastast
kasutatakse antibiootikume ka taimekasvatuses, puu- ja juurviljade ning dekoratiivtaimede

kahjurite torjeks (Kiimmerer 2009).

Maailmas tarbitakse hinnanguliselt 0,1-0,2 miljonit tonni antibiootikume aastas (Kumar &
Pal, 2018). Riigiti on spetsiifiliste antibiootikumirithmade tarbimise praktika véga erinev,

nditeks USAs kasutatakse vankomiitsiini massiliselt, samas Saksamaal kasutatakse seda vaid
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juhul, kui koik muud ravimid on resistentsuse tottu ebaefektiivsed (Kiimmerer 2009).
Viimase 20 aasta viltel on Eestis olnud antibiootikumide kogukasutus stabiilne (lisa 1) ning
Euroopas iiks vidiksemaid (20 aastat ravimistatistikat Eestis, 2015) Vankomiitsiini
kasutamine on Eestis tGusuteel, alatest 2014. aastast on manustamine Eestis kasvanud 0,01
DPDIt (pdevadoos 1000 inimese kohta Oopdevas) 0,02 DPDle (Raviameti statistika
aastaraamat, 2017).

Antibiootikumide levik keskkonda on viimastel aastakiimnetel kogu maailmas kasvanud
(Carvalho & Santos, 2016). Nagu paljud teised ravimidki satuvad antibiootikumid
Okosiisteemidesse inimeste ja loomade uriini ja véljaheidete (reoveepuhastusjaamadest) ning
ravimite tootmis- ja kéitlemisprotsesside kaudu (Page et al. 2017). Samuti on tdheldatud
antibiootikumijdikide levikut mulda sonniku ning niisustusvee kaudu (Grenni et al. 2018).
Antibiootikumid ja nende jadgid vdivad keskkonnas muunduda, bioakumuleeruda, koguneda
pinna- ja pdhjavette ning sadestuda pinnasesse (Carvalho & Santos, 2016). Antibiootikumide
kontsentratsioon looduslikes keskkondades (nt muld, pinnas, vesi) ulatub monest
nanogrammist kuni sadade nanogrammideni iihe liitri vee vOi kg pinnase kohta. Kdige
suuremad kontsentratsioonid on enamasti piirkondades, kus on tugev antropogeenne moju,
nditeks haiglate reovesi, reoveepuhastusjaamad ning pdllumaa, mida on véetatud sdonnikuga
(Grenni et al. 2018). Sdltuvalt pinnasest ning antibiootikumide omadustest vdivad
ravimijadgid levida siigavatesse pinnakihtidesse ja pdhjavette (Grenni et al. 2018).
Keskkonda joudvate antibiootikumijddkide hulk korreleerub sesoonse tarbimise hulgaga,
olles talvel korgem. Antibiootikumide jddkkontsentratsioon ei tulene ainult nende pidevast
kasutamisest vaid ka antibiootikumide piisivusest. Fluorokinoloonid, makroliidid ning
tetratsiikliinid on piisivad, need levivad keskkonnas ulatuslikult ning akumuleeruvad
korgemates kontsentratsioonides. Moned antibiootikumid, néiteks penitsilliinid, on aga

kergesti lagundatavad (Grenni et al. 2018).

1.2.2 Antibiootikumiresistentsus

Antibiootikumiresistentsus (AR) on looduslik nihtus, mis on eksisteerinud miljoneid aastaid
ja holmab bakterite vastupidavust {the vOi mitme antibiootikumi toimele (Friedman et al.
2016; Kumar & Pal, 2018). AR voib olla loomulik ehk kaasasiindinud v3i omandatud
(MacGowan & Macnaughton, 2017). Loomulik resistentsus on mikroorganismi omadus, mis
on tingitud mikroobi rakumembraani lédbimatusest antibiootikumile voi riindepunkti

puudumisega (Mikelsaar et al. 2006). Naiteks koikidel Gram-positiivsetel mikroorganismidel
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on siinnijargne resistentsus kolistiini vastu ning enterobakteritele on omane vastupanu
linesoliinidele ja gliikopeptiididele. Omandatud resistentsus esineb bakteritel, kellel on
resistentsuse mehhanismi kodeerivad geenid spontaanselt muteerunud voi on toimunud
geneetilise materjali horisontaalne tilekanne teistelt bakteritelt (MacGowan & Macnhaughton,
2017). Peamiselt tekib AR kolme mehhanismi kaudu: geneetiline mutatsioon, horisontaalne
geenililekanne ja rekombinatsioon koos antimikroobsete iihendite selektiivse survega
(Berendonk et al. 2015). Arvutuslikult koige sagedasem ARe levimistiilip on siiski otsene
parandumine jarglasorganismidele (Ranotkar et al. 2014). AR on véltimatu bioloogilise

evolutsiooni ndhtus (Sharma et al. 2016).

Mitmesugused uuringud, analiiiisid ning epidemioloogilised andmed tdendavad, et
resistentsete organismide levik on viimase 50 aasta jooksul drastiliselt suurenenud (Friedman
et al. 2016). ARe uurimine keskendub peamiselt patogeenidele (Karkman et al. 2018). Kdige
tuntum  antibiootikumide suhtes vastupidav  patogeen on  gliikopeptiidi- ja

metitsilliiniresistentne Staphylococcus aureus (MRSA) (Rather et al. 2017).

Bakterid omavad méarkimisvéérselt antibiootikumide biosiinteesi ja resistentsust madravaid
geene (Friedman et al. 2016). Antibiootikumiresistentseid geene (ARG) ja —baktereid (ARB)
on avastatud erinevatest keskkondadest, niiteks setetest, jarvedest, jogedest,
merekeskkonnast, mullast, reovee puhastusjaamadest, kanalisatsioonist ning olmejddtmete
kiitluskohtadest (Sharma et al. 2016; Gao et al. 2018). Antibiootikumide laialdane
kasutamine pdhjustab lisaks keemilisele saastumisele ka ARBte ja ARGde levikut, mis
kujutab endast tOsist ohtu inimese ja loomade tervisele (Bouki et al. 2013; Inyinbor et al.
2018). Igal aastal pohjustavad ravimiresistentsete bakterite infektsioonid surmajuhtumeid,
nditeks on 2015 aasta jooksul registreeritud USAs 23 000, Euroopas 25 000 ja Indias 58 000
surma (Chaudhary 2016). ARGd levivad bakterite seas, samuti kanduvad need inimestelt ja

loomadelt looduskeskkonda ning joogivee varudesse (Sharma et al. 2016).

Bakteritel on antibiootikumide toime vastu vélja arenenud mitmeid vastupanusiisteeme, mida
kodeerivad ARGd (Kumar & Pal, 2018). Resistentsust kodeerivad geenid omavad erinevaid
mdjumehhanisme: antibiootikumi inaktiveerivate ensiiiimide produktsioon, rakumembraani
ldbilaskvuse vidhenemine, antibiootikumi aktiivse rakust véljapumpamise soodustamine
(efflux pumps), antibiootikumi riindepunktide modifikatsioon ja riindepunktiensiiiimide
modifitseerimine (Mikelsaar et al. 2006). Lisaks sellele on vdimalik ka multiresistentsus, mis
on defineeritud kui mikroorganismi resistentsus kolme vO0i enama erinevasse

antibiootikumide rithma kuuluva ravimi suhtes (Mikelsaar et al. 2006). See ndhtus v3ib olla
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tingitud resistentsuse mehhanismide samaaegsest esinemisest iihes mikroorganismis

(Mikelsaar et al. 2006).

1.2.3 Antibiootikumijéigid ja antibiootikumiresistentsus reoveepuhastuses

Mitmed uuringud on tdheldanud antibiootikumide ja ARGde olemasolu
reoveepuhastusjaamades (Kumar & Pal, 2018). Antibiootikumid, ARBd ja ARGd satuvad
reoveepuhastusjaama haigla-, hooldekodu-, pollumajanduse- ning olmereovee kaudu
(Inyinbor et al. 2018). Antibiootikumide suurenev kontsentratsioon reoveepuhastusjaamades
soodustab resistentsete tiivede levikut keskkonda, mis omakorda vdib mdjutada negatiivselt

nii vee- kui ka maismaaorganisme (Kumar & Pal, 2018).

Ainult murdosa kasutatud farmaatsiatooteid, sealhulgas antibiootikume, metaboliseeritakse
organismis ja suur osa ldhteiihendeid ning nende metaboliite (20-97%) erituvad uriini ja
viljaheidete kaudu reovette, kus need jouavad reoveepuhastitesse (Kiimmerer 2009; Auguet
et al. 2017). Reoveepuhastis elimineeritakse antibiootikume osaliselt, mistottu moned neist
jouavad heitvee kaudu looduslikku veekeskkonda (Kumar & Pal, 2018).
Reoveepuhastusjaamad on pdhilised antibiootikumiresistentsete tiivede levitajad, kuna
sealsed tingimused on soodsad ARBde ja ARGde levikuks (Bouki et al. 2013; Karkman et
al. 2018). Tootlemata reovee ja —setete kasutamine pollumajanduses soodustab mulla
kiillastumist antibiootikumijadkidega ja ARGga (Lineberg et al. 2018). Samuti heitvee
taaskasutamine (nt pollumajanduses) pohjustab palju tervise- ja keskkonnariske (Kumar &
Pal, 2018).

Antibiootikumijéékide poolt pohjustatud reostus soodustab patogeensete mikroorganismide
arengut, omandades suuremat vastupanuvdimet ravimite suhtes. Resistentsete tiivede levik
looduslikes okosilisteemides voib muuta bakterikoosluste populatsiooni diinaamikat ning
talitlust (Bouki et al. 2013). Antibiootikumid vdivad mdjutada mikroobikooslust
kanalisatsioonis ning reoveepuhastis, mistottu hédirub ka orgaanilise aine lagundamine
puhastis (Kiimmerer 2009). Kanalisatsioonitorude pinnad aitavad kaasa mikroorganismide
koloniseerimisele moodustades biofilmi. Need biofilmid koosnevad mitmekesistest
mikroobikooslustest, mis puutuvad pidevalt kokku antibiootikumijadkidega ning
soodustavad antibiootikumiresistentsete tiivede teket (Auguet et al. 2017). Pohieeldus
horisontaalseks geeniiilekandeks on asjaolu, reoveepuhastis on suur bakterite arvukus ning
korge toitainete sisaldus, mis voimaldab patogeenidel ja reoveepuhasti bakteritel koos

eksisteerida. Samuti soodustab horisontaalset geenililekannet korge biotsiidide,
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farmaatsiatoodete, raskmetallide ja muude ainete sisaldus reovees (Karkman et al. 2018).
Reoveepuhastitest kanduvad ARG mikroorganismide (sealhugas patogeenide) kaudu

loodusesse siivendades nende poolt tekitatud kahju (Wang et al. 2017).

Reovee puhastamine koosneb bioloogilistest ja keemilis-fiiiisikalistest protsessidest.
Antibiootikumijddke eemaldatakse reoveest bioloogilise tootluse ajal biootiliselt (nt
mikroorganismide biolagunemise kéigus) vOi abiootiliselt (nt sorptsioon, hiidroliiis,
fotoliiiis) (Kumar & Pal, 2018). Uldiselt eemaldavad reoveepuhastusjaamad iisna tohusalt
antibiootikumijadke, kuid ARGde drastamise efektiivsus on vaieldav (Wang et al. 2017).
Alternatiivsete puhastusseadmete kohta ei ole tinapédeval palju andmeid ARBde ja ARGde
efektiivsest todtlemisest ja eemaldamisest reoveest (Kumar & Pal, 2018). Ravimijddkide
elimineerimiseks kasutatakse erinevaid puhastusmeetodeid (nt aktiivsiitt, oksiidatsiooni- ja
membraanprotsessid, osoonimine). ARGde eemaldamiseks on vdimalik kasutada
voimsamaid meetodeid nagu fotokataliiiitilist osoonimist ning bioelektrokeemilist protsessi,
kuigi ka nende protsesside tdhusus on vaieldav (Wang et al. 2017). Reoveepuhastusjaamades
on UV/H,0, protsess koige tohusam meetod ARBde kontrollimiseks, kuid on ebaefektiivne
ARGde édrastamiseks (Ye et al. 2017). Antibiootikumiresistentsete tiivede levikut aitab
véltida reovee efektiivne desinfitseerimine (Kumar & Pal, 2018). Eriti neis
reoveepuhastusjaamades, kus bioloogilises puhastusetappis kasutatakse aktiivmuda voi
bioloogilisi filtreid, leidub hulganisti ARB (Kumar & Pal, 2018). ARGde ja ARBte
kontsentratsioon reoveepuhastusjaama sissevoolus on enamasti suurem kui véljavoolus
(mitte alati), kus leidub alati teatud kontsentratsioonis ARGsid (Gao et al. 2018). Uldiselt on
antibiootikumijddkide kontsentratsioon korgeim meditsiiniasutuste reovees ja madalaim

kohalikus reovees ning pinna-, pdhja- ja merevees on kontsentratsioon varieeruv (Kiimmerer
2009).

Selleks, et antibiootikumijédgid ning antibiootikumiresistentsed tiived ei leviks looduslikku
keskkonda, tuleb projekteerida reoveepuhastusjaamu eemaldama efektiivselt ravimijadke
ning resistentseid geene ja —baktereid. Kahjuks on tShusa &drastamise kohta veel suhteliselt

vihe informatsiooni (Kumar & Pal, 2018).

1.2.4 Vankomiitsiin
Vankomiitsiin kuulub antibiootikumide gliikkopeptiidi klassi, mis on bakteritsiidse toimega
Gram-positiivsetele mikroorganismidele (Kang et al. 2015). Esmakordselt isoleeriti

vankomiitsiin aktinomiitseetidest (Amycolatopsis orientalis) 1953. aastal Edmund Kornfeldi
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poolt (Kang et al. 2015).Vankomiitsiini bakteritsiidne toime avaldub selles, et vankomiitsiin
seostub peptiidsideme tekke kohas peptidogliikaani D-alaniin-D-alaniin otsaga ning pérsib
kihtidevaheliste sildade moodustamist, mille tulemusena katkeb rakuseina biosiintees
(Ranotkar et al. 2014; van Harten et al. 2017). Gliikopeptiidide vastupidavus on tingitud: (1)
geeniklastri olemasolust, mis kodeerib ensiiime madala afiinsusega peptidogliikaani
prekursorite slinteesiks, milles C-terminaalne A-alaniin (A-Ala) on asendatud D-laktaadiga
(D-Lac) (nt vanA, vanB ja vanD geeni tiiiibi puhul) voi on asendunud D-seriiniga (D-Ser) (nt
vanC, vanE, vanG geeni tiilibi puhul) voi (2) tugeva afiinsusega prekursorite elimineerimise
tottu (Courvalin 2005).

Algselt oli vankomiitsiin ndidustatud penitsilliiniresistentsete (Staphylococcus aureus)
tiivede raviks (Ranotkar et al. 2014; Kang et al. 2015), kuid niiiid kasutatakse seda enamasti
enterokokkide poolt pdhjustatud infektsioonide raviks (van Harten et al. 2017). Samuti on
soovitatav kasutada vankomiitsiini kirurgilise profiilaktika eesmaérkidel proteesimisel ja
muudel protseduuridel, kus on kdrge metitsilliiniresistentsete stafiilokokkide oht (Kang et al.
2015). Vankomiitsiin on antibiootikum, mida Euroopas kasutatakse viimase vdimaluse
ravimina multiresistentsete Gram-positiivsete kokkide poolt pdhjustatud haiguste ravimiseks
(Gudeta et al. 2014; Oravcova et al. 2017).

1.2.5 Vankomiitsiini resistentsus

Moéned mikroobid on looduslikult resistentsed vankomiitsiini suhtes (nt Lactobacillus,
Pedicoccus, Leuconostoc), sest nende peptiidid 16ppevad D-alaniin-D-laktaadiga (Mikelsaar
et al. 2006). Suureks probleemiks on kujunenud mdnede enterokokkide (nt Enterococcus
faecium) muutumine vankomiitsiiniresistentseks (van Harten et al. 2017). Esmakordselt
isoleeriti vankomditsiini resistentset enterokoki tiive (VRE) 1986. aastal. Alatest sellest on
vankomiitsiiniresistentsus (nt vanA, vanB, vanC vanD, vanE) levinud enterokokkide seas
ning samuti on vankomiitsiini resistensusgeenid kandunud edasi ka teistele bakteritele,
sealhulgas Staphylococcus aureusele (VRSA) (Ranotkar et al. 2014; Kaur et al. 2017).
Resistentsust mddravad geenid voivad paikneda plasmiidides (nt vanA, vanB), Kkus
kodeerivad muutusi pentapeptiidi-otstes (Mikelsaar et al. 2006) vdi kromosoomides (nt
vanC, vanD, vanE, vanO) (Gudeta et al. 2014; Ranotkar et al. 2014).

Kodige levinum vaknomiitsiiniresistentsust kodeeriv geen on vanA, mis viib aminohappe
lipiidi D-alaniini asemel D-laktaadi, vdhendades sellega oluliselt vankomiitsiini siduvat

afiinsust (van Harten et al. 2017; Oravcova et al. 2017). Kliiniliselt olulised enterokokid
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kannavad peamiselt vanA geeni ning neid on sageli leitud reoveepuhastusjaamade heitveest,
mis niitab, et ebapiisav VREde eemaldamine reoveest pohjustab vanA geeni kandumist

looduskeskkonda (Oravcova et al. 2017).

Samuti on levinud vanB geen, mis on iisna sarnane vanA geeniga, mille geeniklaster kandub
iseseisvalt edasi iihest kromosoomist teise konjugatsiooni teel (Courvalin 2005; van Harten
et al. 2017). VanA ja vanB geenitiiiibid on tavaliselt seotud E. faecalis ja E. faecium’iga,
mida peetakse kdige rohkem kliiniliselt oluliseks, sest neil on vélja arenenud viga tugev
vastupanu vankomiitsiinile (Koganemaru & Hitomi, 2008). Seevastu vanC geen on
iseloomulik E. gallinarum, E. flavescens’ile ja E.casseliflavus'ile, mis omab suhteliselt
madalat vastupanu vankomiitsiinile (Courvalin 2005; Koganemaru & Hitomi, 2008). Lisaks
sellele ei ole vanC geen iilekantav teistele bakteritele, sel on sisemine vastupanu kodeerides
D-Ala ja D-Ser ligaase (Courvalin 2005). VanC geen on vorreldes vanA ja vanB geenidega

kliiniliselt vdhem olulisem (Koganemaru& Hitomi, 2008).

VanO operon on hiljuti avastatud mullabakterist Rhodococcus equi, mis on madala
homoloogiaga enterokokkide van operonide suhtes. Tdendoliselt on vanO operon
enterokokkide omadest eraldi arenenud (60-63% nukleotiidne sarnasus). Kromosoomides
paiknev vankomiitsiiniresistentsust kodeeriv vanO geen on huvipakkuv ka kliiniliselt kuna
glitkopeptiidantibiootikume kasutatakse R. equi infektsioonide raviks ning selle kliinilistes

isolaatides on vankomiitsiiniresistentsust tiheldatud (Gudeta et al. 2014).

1.3 Tehisméargalapuhastid

Aktiivmudaprotsessil pohinevate reoveepuhastite korval kasutatakse ka alternatsiivseid
puhasteid, (nt tehismirgalad, pinnasfiltrid, membraanfiltrid). Tehismérgalad on looduslike
margalade tingimusi jiljendavad inimese poolt konstrueeritud kontrollitavad siisteemid, mis
kasutavad erinevaid fiiiisikalisi, keemilisi ja bioloogilisi mehhanisme ning taimede, pinnase
ja mikroorganismide koostoimet reovee puhastamiseks aeroobses, anaeroobses voOi
anoksilises keskkonnas (Wu et al. 2015 (1); Maucieri et al. 2017; Wang et al. 2017).
Siisteemi puhastusefektiivsus soltub oluliselt reovee kogusest ja viibeajast siisteemis, puhasti
hiidroloogilisest reziimist, taimestiku olemasolust ja liigist ning orgaanilise aine koormusest
(Wang et al. 2017). Tehisméargalapuhastid eemaldavad veest nii tavapérast reostust (nt
orgaaniline aine, toitained ja mikroorganismid) kui ka spetsiifilisi reoaineid (nt raskmetallid,

stisivesinikud, biotsiidid, ravimijaédgid ja hormoonid) (Wu et al. 2015 (2)).
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Tehismiargalad on kasutuses olnud juba aastakiimneid (rohkem kui 50 aastat) ning need
stisteemid on méiératletud kui jitkusuutlik reovee majandamise vdimalus kogu maailmas
(Vymazal 2014; Wang et al. 2017). Tehisméargalapuhastid kasutavad keskkonnasdbralikku
tootlemistehnoloogiat ning vdimaldavad erinevatest allikatest périt reovee puhastust (nt
olmereovesi, pollumajanduslik reovesi, todstuslik heitvesi, kaevanduse drenaaz, priigila
ndrgvesi) (Wu et al. 2015 (1)). Tanu madalatele rajamis- ja hoolduskuludele, minimaalsele
energiakasutusele, suurele puhastusefektiivsusele ning vdimalusele kasutada vett ja
toitaineid korduvalt rajatakse tehismérgalasid tiha rohkem (Wu et al. 2015 (1); Wang et al.
2017). Samuti on tehismargalapuhastid sobilikud véhese asustusega piirkondades ning
kaugemates asulates, kus viikese reostuskoormuse tottu ei ole muud puhastussiisteemid

majanduslikult mdistlikud (Wu et al. 2015 (1)).

1.3.1 Tehismérgalapuhastite tiitibid

Tehismérgalapuhasteid voib liigitada vastavalt erinevatele parameetritele, kuid kolm kdige
olulisemat kriteeriumit puhastite eristamiseks on maérgala hiidroloogia (vabaveeline,
labivooluline/  maa-aluse  vooluga), veevoolu suund (horisontaalvooluline,
vertikaalvooluline) ja makrofiilitide olemasolu (taimkate pole kohustuslik) ja kasv (arenev,

vabalt ujuv, sukeldunud, ujulehtedega) (Vymazal 2014; Cheng et al. 2018).

Vastavalt vee voolureziimile saab tehismirgalapuhasteid jagada kolme rilhma: ava- ehk
vabaveeliseks (FWS— free water surface), maa-aluse vooluga horisontaal- v&i
vertikaalvooluliseks (SSF- subsurface flow) ja kombineeritud tehismérgalapuhastiteks
(hiibriidstisteemid) (Wang et al. 2017).

Vabaveelised tehismérgalad (lisa 2 a) koosnevad madalatest kanalitest voi basseinidest, kuhu
on istutatud taimestik (nt holjuv kandiline vesiroos (Nymphaea tetragona), vabalt ujuv viike
lemmel (Lemna minor), veealune hiidralill (Hydrilla verticillata)) (Li et al. 2014; Wu et al.
2015 (1)). Puhastis on madal veetase (40-50 cm) ning aeglane veevoolu kiirus (Vymazal
2014; Maucieri et al. 2017). Selline tehismirgala sarnaneb kdige enam looduslikule, tinu
pusivale substraadist iileulatuvale veepinnale ning mérgaladele iseloomulikule taimestikule
(Wu et al. 2015 (1)). Vabaveelistes tehismérgalades eemaldatakse efektiivselt orgaanilisi
tthendeid, ldmmastikku (mikroobse lagunemise ja suspenseerunud tahkise kaudu) ning
mineraalset heljumit (settimise, dekanteerimise ja filtreerimise kaudu) (Maucieri et al. 2017;
Wang et al. 2017). Samuti on voimalik ka fosfori drastus, kuid see on aegandudev protsess.

Toitainete eemaldamise tohusus on muutuv ning sdltuv tehismérgala suurusest ning
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hiidraulikast (Wang et al. 2017). Tehismérgala iilemistes veekihtides toimuvad aeroobsed
protsessid ja nitrifikatsioon ning podhjakihtides anaeroobsed protsessid ja denitrifikatsioon
(Maucieri et al. 2017). Vabaveelisi tehismérgalasid kasutatakse niiteks jarelpuhastitena
olme-, t6ostusliku ja pdllumajanduse reovee puhastamisel, lisaks priigila- ja kaevandusvee
puhastamiseks (Fonder & Headley, 2013).

Horisontaaltvoolulised tehismérgalad (lisa 2 b) on 0,6-0,8 meetrit siigavad, vdivad koosneda
kergkruusa, kruusa, liiva, tuha voi kivi filtrimaterjalist, kuhu voib olla istutatud maérgalale
iseloomulik taimestik (Maucieri et al. 2017). Reovesi juhitakse filtrisse sissevooluavast, kust
edasi vesi liigub modda horisontaalpinda ning 1dbib poorset keskkonda ja taimede risosfaéri
ning valjub viljavooluavast filtri teises otsas (Vymazal 2014; Maucieri et al. 2017).
Mineraalset heljumit eemaldatakse filtreerimise, flokulatsiooni vd&i settimise kaigus,
lammastik drastatakse peamiselt denitrifikatsiooni, kuid ka nitrifikatsiooni kdigus ning
orgaanilisi ithendeid elimineeritakse mikroobsel lagunemisel anoksilises v0i1 anaeroobses
keskkonnas (Vymazal 2014; Maucieri et al. 2017). Kuna filtrid on enamasti veega
kiillastunud ja nitrifikatsiooniprotsess on hapniku puudumise tottu parsitud, ei ole voimalik
horisontaalvoolulisel tehismérgalal efektiivselt eemaldada ammoniaaki (Vymazal 2014).
Horisontaalvoolulisi tehismérgalasid kasutatakse vidiksemate vooluhulkade juures, niiteks
tiksikute majade voi viiksemate asulate olmereovee puhastamiseks (Fonder & Headley,
2013).

Vertikaalvoolulised tehismérgalapuhastid (lisa 2 c) koosnevad sorteeritud kruusa ja liiva
filtermaterjalist, kuhu vdivad olla istutatud makrofiiiidid (Maucieri et al. 2017). Reovesi
juhitakse mirgala pinnale, seejirel imendub vesi vertikaalselt alla 14bi poorse substraadi kuni
jouab véljavooluavani (Li et al. 2014). Protsessi kdigus jouab hapnik difundeeruda
filtrimaterjali pooridesse, mistdttu on seal tagatud hea hapnikuiilekanne. Tulemuseks on
aeroobne keskkond, mis soodustab nitrifikatsiooni ning takistab denitrifikatsiooni (Maucieri
et al. 2017). Vertikaalvoolulised tehismirgalapuhastid eemaldavad reoveest tohusalt
orgaanilist ainet ning mineraalset heljumit (Maucieri et al. 2017). Samuti on neis kdrgem
puhastusefektiivsus ammooniumi drastamisel kui horisontaalvoolulistes
tehismérgalapuhastites (Wang et al. 2017). Aeroobsed tingimused on tdhusad nii
antibiootikumide lagundamiseks kui ka hormoonide &rastamiseks. Kui arvestada kolme
tehismérgala tiilipi siis vertikaalvooluga tehismédrgalapuhasti on koige efektiivsem
antibiootikumide ja hormoonide eemaldaja (Cheng et al. 2018). Lisaks olmereovee
puhastamisele kasutatakse vertikaalvoolulisi tehismérgalasid niiteks priigila norgvee ja
pollumajandusliku reovee puhastamiseks (Fonder & Headley, 2013).
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Kombineeritud tehismérgalapuhastid ehk hiibriidsiisteemid koosnevad jarjestikustest
omavahel seotud tehismérgaladest, mis kasutavad &ra siisteemide kasulikumaid omadusi, et
saavutada korgemat puhastusefektiivsust (Maucieri et al. 2017). Naiiteks vertikaal- ja
horisontaalvoolulisi  siisteeme kombineerides saab suurendada lammastikudrastust.
Vertikaalvoolulised tehismérgalad on aeroobsemad, seega on seal paremad tingimused
nitrifikatsiooniks. Seevastu  horisontaalvoolulistes ~ tehismérgalades =~ domineerib
denitrifikatsiooni protsess ning nitrifitseerimisvoime on seal piiratud (Vymazal 2014; Wang
et al. 2017). Kombineeritud siisteeme kasutataksegi peamiselt kogu ldmmastiku
drastamiseks, sest erinevate tehismirgalade  keskkonnad pakuvad erinevaid
mikroobikooslusi, mis on vajalikud nitrifikatsiooni v&i denitrifikatsiooni lébiviimiseks
(Wang et al. 2017).
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2. Materjal ja metoodika

2.1 Katsesiisteemi kirjeldus

Uuringuobjektiks on valitud Noo kombineeritud tehismérgalapuhasti katsesiisteem, mis asub
Lduna-Eestis, Tartu maakonnas, Noo vallas, Noo aleviku aktiivmudapuhasti territooriumil,
mis kuulub ASle Emajoe Veevirk. Tehismédrgala puhastab nii Noo aleviku olmereovett kui
ka ldhedal asuva piima- ja lihatoostuse reovett. Reovesi pumbatakse katsesiisteemi (joonis

1), kust see peale pinnasfiltrite 1abimist viljub N&o ojja.

Katsesiisteem koosneb septikust (2 m3), milles reovesi viibib umbes 2 &dpieva,
vahekaevust, mille kogupind on 3 m?, kuuest paralleelsest vertikaalse veevooluga
pinnasfiltrist (VF) (pikkus, laius, siigavus 1m; ruumala 1 m3), kuuest paralleelsest
horisontaalse veevooluga pinnasfiltrist (HF) ( pikkus 1,5 m, laius 0,6 m, siigavus 0,6 m;

ruumala 0,54 m3) ning viljavoolukanalist (joonis 1).

VERTIKAALVOOLULISED FILTRID

SEPTIK 2 ms Vahekaev

HF1||HF2||HF3||[HF4 ||HF5 | |HF6

HORISONTAALVOOLULISED FILTRID

Joonis 1. NoOo kombineeritud tehismargalapuhasti katsesiisteemi skeem (VF —
vertikaalvoolulised pinnasfiltrid, HF — horisontaalvoolulised pinnasfiltrid). Numbrid

tahistavad omavahel tthenduses olevaid alamiiksuseid.

VFd koosnevad erinevatest kergkruusa kihtidest (iilevalt-alla): 20 cm paksune kiht, g 10-20

mm fraktsioon; 60 cm paksune aktiivse filtri kiht, @ 2—4 mm fraktsioon; ning 20 cm paksune
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drenaazi kiht, @ 10-20 mm fraktsioon. Reovee jaotustoru asetseb VF aktiivse kihi pinnal
kattekihi sees. Iga VF pinnale jaotati voimalikult iihtlaselt iga 2 tunni jérel 5 liitrit reovett
(60pdevas puhastati 60 liitrit reovett). Igast VFst liikus reovesi gravitatsiooniliselt edasi

horisontaalfiltrisse, kus viibis 2 60pédeva ning véljus seejdrel Noo ojja.

Nanoosakeste moju uurimiseks tehismirgala mikroorganismide kooslustele lisati katse
kaigus esimesele ja neljandale VFle siinteetilisi hobeda nanoosakesi (kollargool) ning teisele
ja viiendale VFle lisati hdbenitraati (AgNO3) kontsentratsioonidega 0,1 mg Ag/l. loonsel
kujul hobeda lisamisega uuriti, kas AgNO; moju mikroorganismidele on erinev vorreldes
stinteetiliste hobeda nanoosakestega. Katse kontrollina kasutati kolmandat ja kuuendat VFt,

kuhu hdbedat ei lisatud.

2.2 Proovide kogumine

Antud t66s kasutatud Vfte sisse- ja viljavoolude vee ning filtermaterjali proovid koguti Noo
kombineeritud pinnasfiltersiisteemist enne nanoosakeste ja hobenitraadi lisamist 1.09.2014 ja
katse 18pus 6.10.2014 Tartu Ulikooli Okoloogia ja maateaduste instituudi geograafia

osakonna keskkonnamikrobioloogia t6ogrupi todtajate poolt.

Iga VFi filtermaterjalist voeti kolm osaproovi (umbes 200 g) kolmes eri punktis 20-30 cm
stigavuselt jaotustoru alt. Kogutud filtermaterjali proove séilitati DNA eraldamiseni -20 °C
juures. Veeproove (kokku 14, iga proov umbes 1 liiter) koguti VFte sissevoolust pérast
sepikut asuvast vahekaevust ning iga VFi viljavoolust. Kogutud veeproove siilitati

jahekastis kuni laborisse joudmiseni ning laboris 4 °C juures kuni edasiste analiilisideni (<24
h).

2.3 DNA eraldamine

Noo tehismérgalapuhasti vertikaalvooluliste pinnasfiltrite filtermaterjali proovidest eraldati
DNA 10 g purustatud filtermaterjalist kasutades PowerMax® Soil DNA Isolation Kit-i
(MoBio, USA) jérgides tootja juhendit. Filtermaterjali proovidest eraldas DNA Kadri Saare.

Kogutud veeproove (50 ml) tsentrifuugiti 15 minutit 4000 rpm, kus tekkinud sademest
eraldati DNA, kasutades Power® Soil DNA Isolation Kit-i (MoBio) vastavalt tootja

juhendile. Erandiks oli proovide homogeniseerimiseks mdeldud 10 minutilise vorteksi tsiikli
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asendus tootlemisega homogenisaatoril Precellys® 24 (Bertin Technologies, Prantsusmaa)
20 sekundit 5000 rpm. Veeproovidest eraldas DNA Kertu Tiirik.

Koiki eraldatud DNAsid siilitati jirgnevate analiitisideni -20 °C juures.

Proovivotul ja DNA eraldamises antud t66 autor ei osalenud.

2.4 Kvantitatiivne poliimeraasi ahelreaktsioon

Nii vertikaalfiltrite filtermaterjalide kui nende sisse- ja viljavooluvee proovidest médrati
bakterite 16S rRNA geeni ja vankomiitsiini resistentsust kodeeriva vanO geeni arvukused
ning vanA ja vanC geeni esinemine kasutades kvantitatiivset poliimeraasi ahelreaktsiooni
(QPCR, quantitative Polymerase Chain Reaction). Bakterite 16S rRNA geeni
amplifikatsioonid teostas Kadri Saare.

2.4.1 QPCR iildtingimused

Ko&ik gqPCR reaktsioonid viidi 1dbi RotorGene® Q (QIAGEN, Foster City, CA, USA)
masinas, tarkvaraga RotorGene Series Software version 2.0.2 (Qiagen). QPCR segu
10ppmahus 10 pl sisaldas: 5 ul Maxima SYBR Green Master Mix (Thermo Fisher Scientific
Inc., MA, Waltham, USA) reagenti, 0,2 ul optimeeritud kontsentratsioonis (tabel 1)
molemaid marklaudgeenispetsiifilisi praimereid, 1 pl eraldatud DNAd ja 3,6 pl steriilset

destilleeritud vett.

Pérast amplifikatsioonireaktsiooni méadrati produkti sulamiskdver pideva
fluorestsentssignaali modtmisega vahemikus 70 °C kuni 90 °C (0,35 °C/3 s). K&iki proove
amplifitseeriti kolmes korduses ning igale modtmisele lisati negatiivne kontroll, mis sisaldas

koiki reaktsioonisegu komponente peale méarklaud DNA.

2.4.2 VanA, vanC ja vanO geenispetsiifiliste praimerite reaktsioonitingimuste
optimeerimine ja midramispiiri leidmine

VanA ja vanC geenidele spetsiifilised praimerid valiti kirjanduse pohjal (tabel 1). VanO
mirklaudgeenile spetsiifilisi praimereid kirjandusallikatest ei leitud. Antud t66s kasutatav

praimeripaari jdrjestus (tabel 1) on disainitud tarkvaraga Primer 3 Plus (Untergasser et al.

2007) Hiie Ndolvaku poolt.
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VanA ja vanC praimerite reaktsioonitingimuste optimeerimisel kasutati mdlemat
mérklaudgeeni sisaldava Enterococcus casseliflavus tive DSM25781 DNAd. VanO
spetsiifiliste praimerite reaktsioonitingimuste optimeerimisel kasutati 1.09.2014 VF2.2

proovi. Praimerite reaktsioonitingimuste optimeerimisprotsess sisaldas mitut etappi:

e Sobivaima praimerite kontsentratsiooni leidmine gPCR-1 gradiendist 0,4 uM, 0,6 uM, 0,8
uM. Muud reaktsiooniparameetrid vastavad peatiikis 2.4.1 ja tabelis 1 esitatutele.

e Sobivaima praimerite seondumistemperatuuri leidmine qPCR-I vanA puhul gradiendist 62
°C, 61 °C, 60 °C, 59 °C, 58 °C, 57 °C; vanC puhul gradiendist 56 °C, 55 °C, 54 °C, 53
°C 52 °C; ning vanO puhul gradiendist 61 °C, 60 °C, 59 °C, 58 °C, 57 °C. Muud
reaktsiooniparameetrid vastavad peatiikis 2.4.1 ja tabelis 1 esitatutele.

e Praimeripaaride amplifikatsioonispetsiifilisuse kontroll méarklaudjérjestuste paljundamisel
kasutades poliimeraasi ahelreaktsiooni (PCR — polymerase chain reaction) ja geelivaba
elektroforeesi (D1000 ScreenTape miadramiskomplekt ja 2200 TapeStation siisteem
(Agilent Technologies, USA)). Iga méarklaudgeeni PCR reaktsioonisegu sisaldas 10 ul 2x
Phusion Master Mix reagenti (Thermo Fisher Scientific Inc.), 0,5 pul kumbagi praimerit
(tabel 1), 7 ul steriliseeritud destilleeritud vett ja 2 ul kontrollproovi. PCR programmi
parameetrid olid 98 °C 30 s, 35 tsiiklit: 98 °C 10 s, praimeripaarile optimeeritud t° (tabel
1) 30 s, 72 °C 30 s, ja ldppekstensioon 72 °C 8 min. VanO geeni puhul teostati
marklaudjérjestuse PCR amplifikatsioon mitmes korduses kasutades erinevaid praimerite
seondumistemperatuure gradiendi 56 °C — 60 °C ulatuses. TapeStationi analiilisisegu
koosnes 3 ul puhvrist (D1000) ja 1 pul PCR produktist.

o Uksikute praimerite amplifikatsioonivdime kontroll gPCR-I vanA, vanC ja vanO geenide
puhul vastavalt temperatuuridel 58 °C, 53 °C ja 59 °C. QPCR segu 16ppmahus 10 pl
sisaldas 5 ul Maxima SYBR Green Master Mix (Thermo Fisher Scientific Inc.) reagenti,
0,2 1 uuritavat praimerit (tabel 1), 3,8 ul steriliseeritud destilleeritud vett ning 1 pl
kontrollproovi.

e Optimeeritud reaktsioonitingimustel (tabel 1) gPCR-1  mirklaudgeenide
kvantifitseerimislave (LOQ — limit of quantification) médramine reaktsioonitsiiklites.
VanO spetsiifilise praimeripaari madramispiiri (LOQ) leidmisel kasutati lahjendatud
1.09.2014 VF 2.2 proove (lahjendused 10xL,20xL,50xL,100xL). Reaktsioonitingimused
vastavad peatiikis 2.4.1 ja tabelis 1 esitatuile. LOQ véértuseks loeti kdige lahjema proovi
tsiiklildve (Cr) vairtus, millel amplifikatsioon esines koigis kolmes paralleelis,
paralleelide erinevus iiksteisest oli <0,5 tsiikli ning sulamiskdverate asukoht vastas

korrektselt marklaudgeeni lahjendamata kontrollproovi sulamiskdvera asukohale.
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2.4.3 VanO standard

Vankomiitsiini resistentsust kodeeriva vanO geeni kvantifitseerimise standardina kasutati
vektorisse pEX-A128 kloneeritud mairklaudjarjestust (Rhodococcus equi vanO geeni
fragment)- kontsentratsiooniga 10° geenikoopiat/ul (Eurofins MWG Operon, Ebersberg,
Saksamaa), millest valmistati standardlahjenduste rida vahemikus 108-102, 50, 25, 12 ja 6
geenikoopiat 10 ul reaktsioonisegu kohta. Seejdrel viidi eeltoodud optimeeritud
reaktsioonitingimustel (tabel 1, peatilkk 2.4.1 ) ldbi standardlahjenduste qPCR. VanO

standard osutus kasutatavaks vahemikus 108-102 geenikoopiat 10 ul reaktsioonisegu kohta.

2.4.4 Proovide amplifikatsioon ja andmeanaliiiis

Noo katsesiisteemi vertikaalfiltrite sisse- ja vidljavooluvee ning filtermaterjali proovidest
amplifitseeriti vanA, vanC ja vanO geenid optimeeritud reaktsioonitingimustel (tabel 1,
peatiikk 2.4.1) ning saadud tulemuste kvaliteeti analiiiisiti RotorGene Series Software
version 2.0.2 tarkvaraga, arvestades sulamiskdverate paiknemist ja kuju ning
amplifikatsioonikdverate iihtsust. Hilbivate amplifikatsiooni- ja sulamiskOveratega proovid
elimineeriti edasisest analiiiisist. Iga proovi individuaalset amplifikatsiooni efektiivsust
hinnati programmi LinRegPCR version 2017.4 abil (Ruijter et al. 2009). Siisteemi
vertikaalfiltrite sisse- ja viljavooluvee ning filtermaterjali proove analiilisiti eraldi
riithmadena.

Vankomiitsiini resistentsusgeenide vanA ja vanC tuvastamiseks kasutati +/- siisteemi, kus +
tdhendas vastava geeni eksisteerimist VF filtermaterjali voi viljavoolu proovis ning —
tdhendas vastava geeni puudumist VF filtermaterjali vOo1 véljavoolu proovis. Geen loeti
tuvastatuks, kui vihemalt kaks kolmest tehnilisest kordusest néitasid positiivset tulemust.
Uuritud proovides vanO geenikoopiate arvukuse leidmiseks kasutati
kvantifitseerimisstandardit, leides vanO resistentsusgeeni kontsentratsiooni proovis (A) ja
kvantifitseerimisstandardi erinevate punktide kontsentratsiooni (B) vahelise kordusastme

vastavalt valemile (1) (Ruijter et al. 2009)

Kordusaste= Ny 4/No g = (N¢ alEace.a) | (Nep/Epce ), KUS : 1)
Ny, A —vanO geeni kontsentratsioon proovis fluorestsentsiihikutes

Ny, B —vanO geeni jérjestuse kontsentratsioon standardlahjenduses

E — amplifikatsiooni efektiivsus
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N, — fluorestsentsi ldvivaartus
C,— lavivéartuse saavutamiseks kulunud amplifikatsioonitsiiklite arv

VanO geeni arvukuse leidmiseks korrutati saadud kordsusaste vastava standardlahjenduse
kontsentratsiooniga. Uuritava geeni 10plik arvukus proovis leiti kvantifitseerimisstandardi
erinevate punktide (108-102) alusel saadud koopiaarvude ja proovi tehniliste paralleelide
aritmeetilisel keskmistamisel. Filtermaterjali proovide puhul taandati koopiaarvud
analiiiisitud proovi Kuivainesisaldusega (KA). lga VFi filtermaterjali geenide arvukus saadi
kolme proovi arvukuste keskmistamisel ning véljendati koopiat/ g * KA kohta. Geenide

arvukused veeproovides viljendati koopiat/ ml kohta.

VanO geeni osakaalu leidmiseks VFs jagati vanO geeni arvukus proovis bakteriaalse 16S
rRNA geeni arvukusega (midratud Kadri Saare poolt). VanO geeni arvukuse muutuste
médramiseks filtermaterjalis katseperioodi jooksul jagati oktoobrikuu geenide arvukused

septembrikuu geenide arvukusega filtermaterjalis.

2.5 Statistiline analiiiis

VanO arvukust analiiiisitud proovides katse alguses ja 10pus vorreldi kasutades Studenti T-
testi. Kasutades iihefaktorilist dispersioonanaliitisi (ANOVA) vorreldi siinteetiliste hddeda
nanoosakestega ja hobenitraadiga tootluste ning todtlemata kontrollfiltrite vanO geeni
arvukusi katse 16pus ning maérati kas to6tluste vahel esineb voi ei esine statistiliselt oluline

(p<0,05) erinevus.
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Tabel 1. QPCR praimerid ja amplifikatsiooni tingimused

Mirklaud-
geen

Praimer

Praimeri jirjestus (5-3")

Amplikoni
suurus (bp)

Praimeri
kontsentratsioon

(uM)

Praimeri
kirjandusviide

gPCR
programm

vanO

CAGGAGGACTAACCCGAAAC

7R

CTTCTTCCCGTGCATTGTCA

303

0,6

0,6

Disainitud antud t60
kdigus

50°C 2 min,

95°C 10min,
40 tsiiklit:
95°C 15s,
59°C 30s,
72°C 30s

vanA

3FP

CTGTGAGGTCGGTTGTGCG

CGGCCGTTATCTTGTAAAAACAT

264

0,6

Volkmann et al. 2004

0,6

Looft et al. 2012

50°C 2 min,

95°C 10min,
35 tsiiklit:
95°C 15s,
59°C 30s,
72°C 30s

vanC

123For

GATGGCWGTATCCAAGGA®

()

TAGCGGGAGTGMCYMGTAA!

644

0,8

Patel et al. 1997

0,8

Depardieu et al. 2004

50°C 2 min,

95°C 10min,
35 tsiiklit:
95°C 15s,
53°C 30s,
72°C 30s

Bakterite 16S
rRNA

517F

GCCAGCAGCCGCGGTAA

1028R

CGACARCCATGCASCACCT

530

0,6

Liu, et al. 2007

0,6

Dethlefsen et al. 2008

50 °C 2 min,
95°C 10
min, 35
tsiiklit: 95
°C 30, 60
°C 45,
72°C 45 s

ITW-AVIT:M-AVIC;Y-CV3iT,R-Av3iG;S—CvdiG.
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3. Tulemused

3.1 VanA, vanC, vanO gPCR programmide optimeerimine
Vankomiitsiiniresistentsust kodeerivate vanA, vanC geenide tuvastamiseks ning vanO geeni
arvukuse médramiseks optimeeriti qPCR reaktsioonitingimused. Teostati vanA, vanC ja
vanO geenidele spetsiifiliste praimerite kontsentratsioonitestid kui ka
seondumistemperatuuri testid, mille tulemused on esitatud lisas 3 ja 4. Antud t60s
tehismérgaalapuhasti ~ proovidest  vankomiitsiiniresistentsust ~ kodeerivate  geenide
tuvastamiseks kasutati optimaalseid qPCR reaktsioonitingimusi, mis on viljatoodud tabelis
2.

Tabel 2. VanA, vanC, vanO praimerite optimeeritud seondumistemperatuurid ja

kontsentratsioonid.

Miirklaudgeen | Temperatuur (°C) | Praimeri kontsentratsioon (uM)

vanA 59 0,6
vanC 53 0,8
vanO 59 0,8

Praimeripaaride amplifikatsioonispetsiifilisuse kontroll nditas ebaspetsiifiliste lisaproduktide
puudumist vanC geeni puhul ning mdningast lisaproduktide esinemist vanA ja vanO geeni
paljundamisel (lisa 7). Uhegi mirklaudgeeni puhul iiksikute praimerite ebaspetsiifilist

amplifikatsiooni ei tuvastatud. VanO geeni madaramispiir oli Cr=28,8.

3.2 Vankomiitsiini resistentsusgeenide vanA, vanC ja vanO esinemine N6o
tehismiargalapuhasti vertikaalfiltri sissevoolus, filtermaterjalis ja viljavoolus

Vankomiitsiiniresistentsust kodeerivate vanA ja vanC geenide esinemist ning vanO geeni
arvukust ja proportsiooni bakterikoosluses (bakteriaalse 16S rRNA geeni suhtes) hinnati nii

Noo tehisméargalapuhasti VFte filtermaterjalist kui ka nende sisse- ja viljavoolu veest.
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3.2.1 Vankomiitsiini resistentsusgeenide esinemine VFsse sissevoolavas reovees

Katse alguses ei tuvastatud vankomiitsiiniresistentsust kodeerivaid vanA ja vanC geene N&o
tehismérgalapuhasti VFsse sissevoolavast reoveest ning katse 10pus avastati sissevoolavast
reoveest vaid vanC geen (lisa 6). Kogu katseperioodi jooksul oli sissevoolavas reovees vanO
geeni arvukus alla méidramispiiri (LOQ=1,6x103 koopiat/ ml) (joonis 3) ning bakterite
iildarvukust iseloomustav 16S TRNA geeni arvukus vahemikus 7,65x107 kuni 1,84x108

koopiat/ ml (lisa 6).

3.2.2 Vankomiitsiini resistentsusgeenide esinemine VF filtermaterjalis

Katse alguses ei tuvastatud VF filtermaterjali proovidest vankomiitsiini resistentsusgeeni
vanC ning katse 15pus leiti seda vaid iihest kontrollfiltri (VF6.1) proovist (lisa 5). VanA
geeni leiti katse alguses vaid tihest (VF1.3) filtermaterjali proovist. Katse 1opus tuvastati
vanA geeni kahes (VF1.1; VF2.1) filtermaterjali proovis, mis olid vastavalt toodeldud

stinteetiliste hobeda nanoosakestega ning hobenitraadiga (lisa 5).

Katse alguses jéi paljudes VFte proovides (VF1.3; VF2.1; VF3.2-3.3; VF4.1-4.3; VF5.1-5.3,;
VF6.1-6.2) vanO geeni arvukus alla midramispiiri (LOQ<1,17x10°> koopiat/(g * KA)).
Katse 16pus jai vanO geeni arvukus <LOQ proovides (VF1.3; VF2.3; VF3.3; VF4.1; VF5.1).
VanO geeni arvukus VF filtermaterjalis oli katseperioodi viltel vahemikus 3,35 x 105 kuni
1,84 x 10° koopiat/(g * KA) ning vanO geeni proportsioon koosluses vahemikus 0,0016 %
kuni 0,0453 %. Katseperioodi 16puks oli vanO geeni arvukus filtermaterjalis kdikuv, pooltes
vertikaalfiltrites (VF1; VF5; VF6) oli vanO geeni arvukus kasvanud ning teistes (VF2; VF3;
VF4) kahanenud (joonis 2).

Pérast tootluse rakendamist oli vanO geeni arvukus tdusnud kuni ithe suurusjirgu vorra
ulatudes nanohdbedaga toddeldud vertikaalfiltrites (VF 1 ja VF 4) kuni 1,07 x 10°
koopiat/(g * KA). Hobenitraadiga to6deldud vertikaalfiltris (VF 2) geeni arvukus védhenes
1,09 korda ning vertikaalfiltris (VF 5) arvukus suurenes 9,56 korda. Tootlemata kontroll
vertikaalfiltris VF 3 oli vanO geeni arvukus vidhenenud 1,25 korda ning kontroll
vertikaalfiltris VF 6 suurenenud 1,16 korda (joonis 2). Kogu katseperioodi jooksul oli VF
filtermaterjalis bakterite iildarvukust iseloomustav 16S rRNA geeni arvukus vahemikus 1,86
x 10° kuni 4,91 x 10° koopiat/(g * KA) (lisa 5). T-testi alusel ei ole vanO arvukuse muutus

tootluse kaigus statistiliselt oluline. ANOVA alusel tehtud analiilis niitas, et ka erinevate
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tootluste vahel statistiliselt olulisi erinevusi vanO geeni arvukuses ei esine (p>0,05).

Detailsed gPCR tulemused on esitatud lisas 5.

2500000

2000000

1500000

B Katse algus

1000000 T
M Katse [Gpp
500000
<L0Q <LoQ -
0 1 T T T T
VF4 VF2 VF5 VF3 VF6

VF1

VanO arvukus (koopiat/ g*KA)

Vertikaalfiltrid

Joonis 2. VanO geeni arvukus Noo katsesiisteemi VFte filtermaterjalis (koopiat/(g * KA)).
<LOQ - alla méadramispiiri (1,17x10° koopiat/(g * KA)). VFlle ja VF4le oli lisatud
stinteetilisi hobeda nanoosakesi, VF2le ja VF5le oli lisatud hobenitraat (AgN0O3) ning VF3 ja
VF6 olid to6tlemata kontrollfiltrid. Ndidatud on iga vertikaalfiltri kolme proovi keskmised ja
standardhidlbed (n=3).

3.2.3 Vankomiitsiini resistentsusgeenide esinemine VFst viljavoolavas vees

Noo katsesiisteemi VFtest viljavoolavast veest tuvastati vankomiitsiini resistentsust
kodeerivate vanA ja vanC geenide olemasolu. VanC geen esines nii katse alguses kui ka
katse 10pus VFst viljavoolavas heitvees ning vanA geeni olemasolu tuvastati vaid katse

alguses lihes VF viljavoolu veeproovis (lisa 6).

VanO geeni arvukus VF viljavooludes oli katseperioodi viltel vahemikus 1,62 x 103 kuni
4,19 x 103 koopiat/ ml, vaid oktoobri VF3 viljavoolus jdi vanO arvukus alla médramispiiri
(LOQ=16 x 10° koopiat/ ml). Katseperioodi viltel oli vanO geeni proportsioon
bakterikoosluses vahemikus 0,001 % kuni 0,032 %. Katseperioodi 15puks oli vanO geeni
arvukus VF viljavoolus enamasti suurenenud (joonis 3). Kogu katseperioodi jooksul oli
VFst viljavoolavas vees bakterite iildarvukust iseloomustav 16S rRNA geeni arvukus

vahemikus 6,40 x 106 kuni 3,04 x 108 koopiat/ ml.
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Pérast tootluse rakendamist oli vanO geeni arvukus tousnud, ulatudes nanohdbedaga
toodeldud VFte viljavoolus (VF 1 ja VF 4) kuni 3,48 x 103 koopiat/ ml ning hdbenitraadiga
toodeldud VFte viljavoolus (VF 2 ja VF 5) kuni 3,91 x 103 koopiat/ ml. T-test alusel ei
olnud vanO arvukuse suurenemine Noo techismirgalapuhasti VFde véljavoolus
katseperioodil siiski statistiliselt oluline (p>0,5). Kontrollina kasutatud tootlemata VFte
tulemused olid lahknevad: VF 3 viljavoolus vanO geeni arvukus védhenes 1,22 korda ning
VF6 viljavoolus arvukus suurenes 1,84 korda (joonis 3). ANOVA alusel tehtud analiilis
nditas, et tootluste vahel statistiliselt olulisi erinevusi ei esinenud. Detailsed qPCR tulemused

on esitatud lisas 6.
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Joonis 3. VanO geeni arvukus Noo katsesiisteemi VFte sisse- ja véljavoolus. <LOQ — alla
médramispiiri (1,6 x 103 koopiat/ ml). VFlle ja VF4le oli lisatud siinteetilisi hdbeda
nanoosakesi, VF2le ja VF5le oli lisatud hobenitraati (AgNO3) ning VF3 ja VF6 olid
tootlemata kontrollfiltrid. Nivoojoon mérgistab sissevoolu, milles vanO véértused oli alla

médramispiiri (LOQ=1,6 x 103 koopiat/ ml).
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Arutelu ja jireldused

Kéesolevas t00s uuriti vankomiitsiini resistentsusgeenide vanA, vanC esinemist ja vanO
arvukust NOo tehismirgala puhasti VF filtermaterjalis ning véljavoolust enne ja pérast
sinteetilise hobeda nanoosakestega todtlemist. Nanohdbe on kavandatud inhibeerima
mikroorganismide aktiivsust ja tavaliselt vdhendab reoveepuhastite puhastusefektiivsust
(Sun et al. 2013), jérelikult voivad nanoosakesed mdojutada ARGde esinemist ja levikut.
Vordlusena kasutati hobenitraadiga tootlemist ning kontrollrithma, mille puhul t66tlust ei

teostatud.

Tehismiargalas elavad mikroobikooslused omavad tdhtsat funktsiooni toitainete
biogeokeemilises puhastusringluses (Ligi et al. 2014). Koigis uuritud filtermaterjali
biokiledes oli bakterite {ildarvukust iseloomustav 16S rRNA geeni arvukus (Zhang et al.
2016) vahemikus 1,86x10° kuni 4,91x10!° koopiat/(g * KA). Samas suurusjirgus 16S
rRNA geeni arvukusi tdheldati ka teistes tehisméargalade uuringutes (Nolvak et al. 2013; Ligi
et al. 2014). T66 tulemused néditavad, et VF filtermaterjalis katseperioodi jooksul bakterite
iildarvukus kasvas ning {iletas bakterite arvukuse kasvu VFs viljavoolus kuni kolm
suurusjarku. Koik muutused bakterite tildarvukustest olid sarnased, vaatamata erinevatele

VFte tootlustele.

Vankomiitsiiniresistentsust kodeerivate vanA ja vanC geenide puhul uuriti nende esinemist
sisse- ja viljavoolu vees ning VF filtermaterjalis ja vanO geeni puhul méirati ka selle
arvukus. Kogu katseperioodi jooksul ei tuvastatud vankomiitsiiniresistentsusgeene

sissevooluveest, vélja arvatud vanC geen, mis esines vaid katse 15pu sissevoolu proovis.

Kdige levinumat ja kliiniliselt olulisemat vankomiitsiiniresistentsuse tiilipgeeni vanA (van
Harten et al. 2017) tuvastati kogu katseperioodi jooksul vaid vdhestest VF filtermaterjali
proovidest, mida oli t66deldud siinteetiliste hobeda nanoosakestega ning hobenitraadiga.
Sellest voib jireldada, et seda kdige tiilipilisemat omandatud resistentsusmehhanismiga
vankomiitsiini reistentsusgeeni (Oravcova et al. 2017) esineb Noo tehismérgalapuhastis
sporaadiliselt, kuid suurema tdendosusega erinevas vormis hobeda poolt mojutatud filtrites.
Ka vanC geeni esinemine VF filtermaterjalis on juhuslik, kuna E. gallinarum’ile, E.
casseliflavus‘ile ja E. flavescens ile iseloomulikku vanC geeni (Courvalin 2005) leiti vaid
tihest kontroll-filtermaterjali proovist. Jirelikult saab oletada, et Ndo tehismérgalapuhasti VF
filtermaterjalis on vankomiitsiiniresistentsust kodeerivate vanA ja vanC geenide

esinemissagedus iildiselt madal.
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Hiljuti avastatud ning R. equi’le omase (Gudeta et al. 2014) vankomiitsiiniresistentsust
kodeeriva vanO geeni arvukused VF filtermaterjalis to6tluste kdigus enamasti kasvasid, olles
vahemikus 3,35 x 10% kuni 1,84 x 10° koopiat/(g * KA). Sellest saab jireldada, et Ndo
tehismérgalapuhasti VFtes elav bakterikooslus omab vankomiitsiini resistensusgeeni vanO
ning voib soodustada selle levimist. Siiski tdheldati erinevate tootluste vordlemisel kontroll-
filtritega, et slinteetiliste hobeda nanoosakeste ega hdbenitraadi lisamine ei mdjutanud
oluliselt ~ vankomiitsiiniresistentsust ~ kodeeriva vanO  geeni  arvukust.  Ehkki
vankomiitsiiniresistentse vanO geeni proportsioon VF filtermaterjalis vihenes, siis vanO
geeni arvukus VF filtermaterjalis kasvas, seda vOib pdhjendada iildise bakterikoosluste

arvukuse (16S rRNA arvukuse) kasvuga.

Noo tehismirgalapuhasti VFte viljavooluveest leiti vanA geeni siinteetilise hdbeda
nanoosakestega toddeldud VF viljavoolu proovist ning vanC geen oli tuvastatud peaaegu
koikides VF viljavoolu proovidest. Samuti tuvastati vankomiitsiiniresistentset unikaalse
struktuuriga vanO geeni (Gudeta et al. 2014) koikidest VF véljavoolu proovidest (v.a.
oktoobrikuu VF3); sealjuures vanO arvukus VFte viljavooludes katse jooksul enamasti
kasvas. Leiti ka, et hobeda nanoosakeste lisamine ei mdjutanud vanO geeni arvukuse tousu
vertikaalfiltritest véljavoolavas vees teistest tootlusvariantidest erinevalt. Mdned hiljutised
uuringud on samuti ndidanud, et reoveepuhasti viljavoolus on tihtipeale korgemad ARG

nditajad kui sissevoolus (Kumar & Pal, 2018).

Isegi peale reovee kiitlemist v3ib heitvesi mingil mééral sisaldada mikroorganisme ning
ARGe (Kumar & Pal, 2018). Seda tdendavad ka antud t66 tulemused, mis néitavad, et Noo
tehismérgalapuhasti véljavooluvees esineb vankomiitsiiniresistentsusgeene suuremal mairal
kui sissevoolavas reovees. Varasemates uuringutes on sarnast tendentsi tdheldatud
vankomiitsiiniresistentsete enterokokkide puhul (Taucer-Kapteijn et al. 2016). Selgus, et
ehkki hobeda nanoosakeste esinemine reovees ei mdjuta oluliselt vankomditsiiniresistentsete
mikroorganismide arvukust puhastis, on NoOo tehismérgalapuhasti vertikaalfiltrite
bakterikooslus vankomiitsiini resistentsusgeenide reservuaariks ning vanA, vanC ja vanO

geenid levivad vihesel mééral tehismérgalapuhastist vdljavoolu veega looduskeskkonda.

32



Kokkuvote

Antibiootikumide pidev kasutamine inimeste ja loomade ravis toob endaga kaasa tdsiseid
keskkonna- ning terviseprobleeme. Sageli on see tingitud antibiootikumijddkide ja
antibiootikumiresistentsete organismide kdorgest kontsentratsioonist reovees, milles lisaks
sellele leidub veel nanoosakesi ning muid aineid, mis vdivad soodustada ARBte ja ARGde
teket ja paljunemist. Eriti nanohdbeda kasutamine on tdusuteel ning selle kogused

olmereovees suurenevad, samas on selle moju ARBde ja ARGde arvukusele véhe uuritud.

Kéesolevas to0s hinnati slinteetiliste hdbeda nanoosakeste moju vankomiitsiini
resistentsusgeeni vanO arvukusele ning méarati vankomiitsiiniresistentsust kodeerivate vanA
javanC geenide olemasolu Noo tehisméargalapuhasti VF filtermaterjalist ning véljavoolu vee

bakterikoosluses gPCR meetodil.

To6o6 kdigus saadud tulemused niitavad, et siinteetiliste hobeda nanoosakeste ja hdbenitraadi
olemasolu reovees ei oma olulist mdju vankomiitsiiniresistentsust kodeerivate vanA, vanC,
vanO geenide esinemisele ja arvukusele tehismirgalapuhasti vertikaalfiltrites. NOo
tehismargalapuhastis esineb nii vanA kui ka vanC geeni
sporaadiliselt.Vankomiitsiiniresistentsust kodeeriva vanO geeni arvukused olid VF

filtermaterjali proovides kdikuvad, kuid enamasti suurenesid VF viljavoolusdes (v.a. VF3).

Tulemuste pdhjal saab jareldada, et vankomiitsiini resistentsust kodeerivate vanA, vanC ja
vanO geenide sisaldus Noo tehismirgalapuhastis on suhteliselt madal. Siiski satub neid
geene puhasti viljavoolust looduskeskkonda. PShjusena vdib tuua asjaolu, et vankomiitsiin,
viimase véimaluse ravim, ei ole kdige levinum ning tarbitavam antibiootikum Eestis. Samuti
el voola Noo tehismérgalapuhastisse haigla reovesi, kus kasutatakse vankomditsiini suuremal
madral. Antud t66s uuriti madala (0,1 mg Ag/l) siinteetiliste hobeda nanoosakeste
kontsentratsioonide mdju tehismérgala mikroobikooslusele. Tulevikus vdiks uurida eri tiitipi
nanoosakeste moju tehismirgalas elavate mikroorganimikooslustele ning nende poolt

labiviidavatele protsessidele.
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The effect of synthetic silver nanoparticles on presence and abundance of
vancomycin resistance genes vanA, vanC, vanO in microbial community of
Noo constructed wetland vertical flow filters and effluent

Edith Simonis$

Summary
The comprehensive use of antibiotics in medical, veterinary and agriculture purposes results

in the continuous release of antibiotics into the environment, leading to the increasingly
widespread occurrence of antibiotic resistance. Particularly the use of synthetic silver
nanoparticles is on the rise and its amounts in urban wastewater are increasing, while its

impact on the abundance of ARBs and ARGs has been little studied.

Constructed wetlands have been designed and constructed to treat wastewater by a series of
natural processes involving plants, soil/sediment and microorganisms. The removal
efficiency of antibiotics in constructed wetlands has been demonstrated to be comparable to
or even better than in conventional wastewater treatment processes. However, the fate of
antibiotic resistent microbes and antibiotic resistance genes (especially those conferring
resistance to more marginal but clinically vital antibiotics such as vancomycin) during

wastewater treatment in constructed wetlands is poorly described.

The aim of this study was to explore the impact of synthetic silver nanoparticles to the
presence and abundance of vancomycin resistance genes vanA, vanC, vanO in microbial
community in the influent, effluent and filter material of the vertical flow filters of Noo
constructed wetland using the g°PCR method. Investigated treatment system consisted of six
vertical subsurface flow filters, two of which were treated with synthetic silver nanoparticles
(0,1 mg/l) (VF1; VF4), two were treated with AgNO5 (0,1 mg/l) (VF2; VF5) and two were
control systems (VF3; VF6).

The results showed that the silver nanoparticles and AgNO5 did not have significant impact
on the presence of vancomycin resistance genes vanA and vanC nor on vanO gene
abundances in vertical subsurface flow filters. The vanA and vanC genes existence is
sporadical in Noo constructed wetland. Vancomycin resistance gene vanO abundances in
vertical subsurface flow filters filter material was quite low and unstable but generally
increased in the effluent (except for VF3). Consequently, Noo constructed wetland can be
considered as a reservoir and dissemination node of vancomycin resistance genes from

where relatively small concentrations of van genes are dispersed into the environment.
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In this study was researched impact of a low (0,1 mg Ag/l) concentration of syntetic silver
nanoparticles and silver nitrate to the microorganisms of the constructed wetland. In the
future researches we could explore the effects of different types of nanoparticles to the

migroorganism communities existing in the constructed wetland and also to their processes.
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Lisa 1. Antibiootikumide  kasutamine  Eestis  aastatel 1994-2013 (20 aastat  ravimistatistikat  Eestis,  2015).

Antibiootikumide kasutamine Eestis 1994-2013

B Aminoglikosiidid
20
B Sulfoonamiidid ja trimetoprim
18
16 Il Teised antibakteriaalsed ained
14
I REN | Kanckoni
12 I
N R T—
10 - - . m . 13 . . |
g s
% 4 | Tetratsiikliinid
g
s 4 " Makroliidid, linkoosamiidid ja
iinid
s 2
0
1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2008 2010 2011 2012 2013 I Beetalaktaamantibiootikumid,
penitsilliinid

45



Lisa 2. Tehismérgala tiiiibid. a) Vabaveeline tehismérgalapuhasti, b)
Horisontaalvooluline tehismérgalapuhasti, ¢) Vertikaalvooluline tehismérgalapuhasti (
Liet al. 2014).
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Lisa 3.

Vankomiitsiiniresistentsust

kodeerivaid

vanA,

vanC,

vanO geene

amplifitseerivate praimerite kontsentratsioonitesti tulemused (Cr — qPCR laviviirtuse
saavutamiseks kulunud amplifikatsioonitsiiklite arv; E — amplifikatsiooni efektiivsus).

Kontsentratsioon vanA vanC vanO

(uM) Cy E Cy E Cr E

04 15,15 1,911 19,36 1,521 30,72 1,64 +

: +0,05 +0,094 +0,04 +0,033 +0,15 0,145

0.6 14,91 1,836 17,33 1,768 28,70 1,706

: +0,05 +0,047 +0,02 +0,152 +0,49 +0,06

08 14,94 1,849 16,52 1,728 26,95 1,759

' +0,07 +0,136 +0,33 +0,073 +0,19 +0,02
Lisa 4. Vankomiitsiiniresistentsust kodeerivaid vanA, vanC, vanO geene
amplifitseerivate  praimerite  seondumistemperatuuri  tulemused  (optimaalne

temperatuur on mirgitud punase kastiga), (t° — seondumistemperatuur; C;y — gPCR
lavivdirtuse saavutamiseks kulunud amplifikatsioonitsiiklite arv; E — amplifikatsiooni

efektiivsus).

Mirklaudgeen t (°C) Cr E

62 16,34 + 0,25 1,755 £ 0,025

61 14,91+ 0,19 1,882 + 0,020

60 14,91 + 0,05 1,836 = 0,047
vanA |

58 14,87 + 0,03 1,875 £ 0,006

57 14,99 + 0,06 1,977 £0,012

56 18,79 + 0,03 1,543 £ 0,006

55 16,52 + 0,33 1,728 £ 0,073
vanC 54 16,55 + 0,08 1,626 £ 0,034

52 16,41+ 0,13 1,697 £ 0,007

61 31,92 +0,72 1,583 +£ 0,044

60 26,95+ 0,19 1,759 £ 0,02
o [ 89 | 228+0M1 [ 197720106 ]

58 27,02 +0,17 1,852 £0,052

57 26,97 £ 0,29 1,935 +0,147
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Lisa 5. Noo tehismirgalapuhasti VF filtermaterjali proovide detailsed gPCR tulemused. <LOQ —alla mésiramispiiri (1,2x10° koopiat/(g
* KA)). (+ -) —siisteem tihistab vankomiitsiini resistentsusgeeni tuvastamist ja mitte tuvastamist filtermaterjali proovides.

16S rRNA 16S rRNA VanO VanO VanO VanO VanA | VanA | VanC |VanC
ProoV arvukus_péiev arvukus péiev arvukus'péiev arvukus Péiev proportsioon proportsioon pdev | pdev | pdev O | pdev

0 (koopiat/ g | 36 (koopiat/ g | O (koopiat/g * | 36 (koopiat/ | (%) péaev 0 (%) péev 36 0 36 36

*KA) * KA) KA) g* KA)
VF1 1| 1,18x10%° 4,91x101° 3,35x10° 1,07x10° 0,0029 0,0022 - + - -
VF1 2 | 4,11x10° 1,17x1010 3,93x10° 5,86x10° 0,0095 0,0050 - - - -
VF1 3| 7,79x10° 3,93x101° <LOQ <LOQ - - + - - -
VF2 1 |1,01x10%° 2,01x10%0 <LOQ 7,38x10° - 0,0037 - + - -
VF2 2 | 2,93x10° 8,20x101° 1,33x10° 9,63x10° 0,0453 0,0117 - - - -
VF2_ 3| 7,44x10° 3,81x101° 5,18x10° <LOQ 0,0070 - - - - -
VF3 1] 9,95x10° 2,72x101° 5,14x105 4,33x105 0,0052 0,0016 - - - -
VF3 2 | 2,87x10° 4,41x10° <LOQ 3,86x10° - 0,0093 - - - -
VF3_3 | 9,52x10° 3,96x101° <LOQ <LOQ - - - - - -
VF4 1| 1,26x10%° 4,86x101° <LOQ <LOQ - - - - - -
VF4 2 | 6,69x10° 4,28x10° <LOQ 5,13x10° - 0,0120 - - - -
VF4 3 | 3,43x10° 1,88x101° <LOQ 4,31x10° - 0,0023 - - - -
VF5 1| 2,41x10° 4,48x1010 <LOQ <LOQ - - - - - -
VF5 2 | 1,86x10° 8,89x10° <LOQ 3,96x10° - 0,0045 - - - -
VF5 3 | 3,85x10° 4,83x101° <LOQ 1,84x10° - 0,0038 - - - -
VF6_1 | 1,90x10° 3,20x1010 <LOQ 5,68x10° - 0,0018 - - - +
VF6_2 | 2,04x10° 5,24x10° <LOQ 5,16x10° - 0,0098 - - - -
VF6_3 | 3,97x10° 9,78x10° 5,29x10° 7,71x10° 0,0133 0,0079 - - - -
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Lisa 6. Noo tehismiirgalapuhasti VF veeproovide detailsed PCR tulemused. < LOQ —alla méiiramispiiri (1,6x103 koopiat/ ml). (+ -) —
siisteem tihisstab vankomiitsiini resistentsusgeeni tuvastamist voi mitte tuvastamist veeproovides.

16S rRNA 16S rRNA VanO VanO VanO VanO VanA | VanA | VanC |VanC
Proov arvukus' pdev | arvukus _péev arvukus arvukus péiev proportsioon proportsioon pdev | pdev | pdev 0 | pdev

0 (koopiat/ 36 (koopiat/ | paev 0 36 (koopiat/ | (%) pdev 0 (%) péev 36 0 36 36

ml) ml) (koopiat/ ml) | ml)
Sissevool | 7,65x107 1,84x108 <LOQ <LOQ - - - - - +
VF1 6,42x10° 2,94x107 2,00x103 3,26x103 0,0312 0,0111 + - + -
VF2 8,41x10° 1,27x107 2,71x103 3,27x103 0,0323 0,0257 - - - +
VF3 6,40x10° 1,26x107 1,96x103 <LOQ 0,0306 - - - - +
VF4 1,35x108 3,04x108 2,55x103 3,03x103 0,0019 0,0010 - - + +
VF5 3,53x107 2,12x108 2,45x103 2,92x103 0,0069 0,0014 - - + +
VF6 4,33x107 5,26x107 2,13x103 3,92x103 0,0049 0,0075 - - + +
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Lisa 7. Praimeripaaride amplifikatsioonispetsiifilisuse kontrolli testi tulemused. Oiged
produktid on mirgitud musta kastiga.

A: VanO
C1:59
& &
& '3
N F& & F&
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C: VanA

BL: uus VanA Size [bp] Conc.[ng/l]  PeskMolarity [moll]l  %Integrated Area
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@é ) 1] ¢ 7 1 -
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