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SISSEJUHATUS

Uurimistdé teemavalikul sai otsustavaks teema aktuaalsus. Uha rohkem raagitakse
antibiootikumide mojust looduskeskkonnale ja suurenevast antibiootikumiresistentsusest,
millest on saanud oluline globaalne probleem. Alates esimese antibiootikumi avastamisest on
neil ravimitel olnud tahtis roll loomade ja inimeste ravimisel erinevatest bakteriaalsetest
haigustest. Antibiootilised Uhendid satuvad pdllumajanduse ja inimeste kaudu reovette.
Loomakasvatuses kasutatavad suured antibiootikumikogused viivad uute resistentsete
bakterite tekkeni ning need vdivad levida edasi ka inimestele. Mitmed mainekad
organisatsioonid (Maailma Terviseorganisatsioon, URO Toidu- ja
Péllumajandusorganisatsioon ja Maailma Loomaterviseorganisatsioon) on valja té6tanud

tegevuskava mikroobide antibiootikumiresistentsuse vahendamiseks. (Aasmae, 2016)

Teisalt on keskkonnasaastliku reoveekaitlemise Uks aluseid bioloogiline puhastus, milles
mangivad olulist rolli bakterid, kelle elutegevuse tulemusena vaheneb heitvee
keskkonnaohtlikkus. Kuna reovette satub iha enam antibiootilisi Uhendeid, siis on tdenaoline,
et need mdjutavad reoveepuhastites elavate bakterite elutegevust. Kdrvutades kaht eelnevat
fakti — suurenenud antibiootiliste Ghendite hulka reovees ning reoveepuhasti t66d —, soovis
autor uurimistéd kaigus analluisida, kuidas mojutab reovette sattunud antibiootikum vee

puhastamist.

Too eesmark oli luua mudelsiisteem, mille abil saaks hinnata konkreetse antibiootikumi
(tsiprofloksatsiini) moju kindla bakteritlive Uldarvule siinteetilises reovees selle puhastamise
kaigus. Juhul kui mdju uUldarvule on selgelt olemas, siis hinnata ka reoveepuhasti t66

efektiivsuse muutust selle mdju taustal.

T606 peamine raskuskoht oli valja selgitada kdik segavad faktorid (naiteks temperatuur, hapniku
juurdevool, jadkainete kuhjumine, bakterikooslus), mis vdivad antud mudelsisteemi ja t66

tulemusi mojutada. Tsiprofloksatsiin valiti, sest see on teadaolevalt Uks antibiootikum, mille



suhtes on reovees palju tundlikke baktereid ehk siis resistentsus on pigem vahestel
bakteritlivedel (Asi, 2020).

Uurimistdd Uks peamiseid allikaid oli Euroopa Uhenduse direktiiv 1982. aastast, kust saadi
suinteetilise reovee retsept. Lisaks kasutati Kristo Karmase (2012) esitlust reoveest ning selle
puhastamisest, teost ,Meditsiiniline mikrobioloogia | osa“ ja artiklit ,Ravimijaagid

looduskeskkonnas®.

Too ettevalmistamisel pustitati  hidpotees, mille jargi tsiprofloksatsiini sattumine
reoveepuhastisse vahendab kasutatava bakteritiive Uldarvukust reoveepuhastis lihiajaliselt
ning kérgema antibiootikumikontsentratsiooni korral on mdju arvukusele suurem. Seelabi
vaheneb puhasti 1606 efektiivsus. Siinses t66s mdeldakse termini lUhiajaline all Uht nadalat ehk

uurimistdo tarbeks tehtud katse pikkust.

Td6 autor tAnab oma juhendajat Lauri Mallot nbuannete ja abi eest katsevahendite soetamisel
ning Marta Putrinsit nduannete ja véimaluse eest kasutada Tartu Ulikooli tehnoloogiainstituudi

laborit ja katsevahendeid bakterite kulvamisel ja inkubeerimisel.
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1. REOVESI JA SELLE PUHASTAMINE

Reovesi on olmes vbi tootmises rikutud vesi, mille flUsikalised voi keemilised omadused on
vorreldes esialgsega muutunud. Reovesi jaguneb olemereoveeks, tootmisreoveeks ja
sademeveeks. (Masing, 1992, |k 217)

Reoveepuhastus jaguneb nelja etappi. Esimene reovee puhastamise etapp on mehaaniline
puhastamine. Mehaaniline puhastus on suuremate lahustumatute osakeste eemaldamine.
Selleks kasutatakse erinevaid voresid, sdelasid, setiteid ja liivapulniseid. Teine reovee
puhastamise etapp on bioloogiline puhastus. Bioloogiline puhastus tahendab, et orgaanilisi
aineid lagundavad mikroobid. See toimub nii aeroobses, anaeroobses kui ka anoksilises ehk

hapnikuvabas keskkonnas (hapnik voib esineda keemilistest Gihendites). (Karmas, 2012)

Kolmas reovee puhastamise etapp on keemiline puhastus. Keemilise puhastuse kaigus
sadestatakse lahustunud ained valja kemikaalide abil. Levinum on fosforilihendite sidumine
raua- ja alumiiniumisoolade abil. (Karmas, 2012) Jarelpuhastus on viimane reovee
puhastamise etapp. Selles etapis kasutatakse enamasti biotiike ja liivafiltreid. Biotiikide
Ulesanne on vahendada jadkreostust ja vihendada seejuures naiteks veetaimestiku abil fosfori
ja lammastiku sisaldust reovees. ,Jarelpuhastusega poéhipuhasti tdhusus on parem kui

puhastitel, mis toimivad ilma jarelpuhastuseta. (Loigu, 2011)

Asulates juhitakse olmereovesi ja tootmisreovesi veepuhastusjaamadesse, kus see
puhastatakse. Peale reovee puhastamist on reoveest saanud heitvesi, mis juhitakse suublasse.

Tavaliselt on suublaks looduslik veekogu. (Ader, Tartes, 2014)

Reostusnaitajate piirvaartused soltuvad reovee liigist, reoveekogumisala reostuskoormusest
ja suubla seisundist. (Reovee..., 2012) Valja on antud heitvee reostusnaitajate piirvaartused,
kus saab vaadata reoveekogumisala reostuskoormusest ja reostusnaitajast Iahtuvalt reoveele

kehtestatud piirvaartusi (Heitvee..., 2012).

Puhastamata reovesi on oht keskkonnale. Esiteks sisaldab reovesi keemilisi puhastusaineid,
mis looduslike protsesside tagajarjel piisavalt kiiresti ei lagune ning selletéttu on puhastamata
reovesi oht ka pdhjavee puhtusele. Teine oht on pinnaveekogude kinnikasvamine, mida
pbhjustavad taimedele olulised toitained, peamiselt fosfor. (Maastik, 2009) Uha suurenev
probleem on ka ravimijaakide sattumine reovette ning seelabi looduskeskkonda. Aastal 2011
tehtud uuringu tulemusena leidus nii Tallinna kui ka Taru reoveesettes ravimijaake, nende

hulgas ka tsiprofloksatsiini (Haiba jt, 2016).



2. BIOPUHASTID JA MIKROOBNE BIOPUHASTUS

Uurimisté6s kasutati reovee puhastamiseks biopuhasti vahendatud mudelsisteemi.
Biopuhastis puhastavad vett bioloogilised protsessid ehk enamasti on tegemist bakteritega
(Bollverk 2009). Biopuhastis puttakse luua olukord, kus baktereid kandvat pinda on vdimalikult
palju ning bakteriaalne ainevahetus on kiirem ja intensiivsem kui looduses. See tagab

saasteaine kiirema lagundamise. (Bollverk, 2009; Mida...; Millal...)

Biopuhastite eelis on nende keskkonnasaastlikkus. Need ei kasuta keemilisi aineid ja ei tekita
mira. Biopuhastid té6tavad kdikide ilmastikutingimustega ja puhastatud vett vdib kasutada

tehnilise veena. (Biopuhasti..., 2017)

Reoveepuhastuse tehnikad jaotatakse bioloogiliste protsesside jargi ehk vastavalt sellele,
kuidas reovett mikroobidega puhastatakse. Uldiselt jaotatakse tehikad aeroobseteks ja
anaeroobseteks vastavalt sellele, kas susteemis on oluline hapniku juurdevool vdi mitte
(Karmas, 2012).

Anaeroobseks tootluseks nimetatakse orgaanilise aine lagunemist lahustunud hapniku
puudumisel. Anaeroobses keskkonnas laguneb orgaaniline aine jargnevalt: orgaaniline aine +
NO3;  — CO2 + H20 + N2 + biomass. (Karmas, 2012)

Aeroobne té6tlus on reoainete lagundamine hapnikurikkas keskkonnas. Aeroobses
keskkonnas laguneb orgaaniline aine jargnevalt: orgaaniline aine + O, — CO,+ H,0O + biomass.
(Kérmas, 2012)

Biopuhastis lagundamisprotsesse labiviivatele mikroobidele on ohtlikud otseselt toksilised
ained ning kemikaalid, mis parsivad bakterite elutegevust. Viimaste hulka kuuluvad naiteks

naftaproduktid, paljud pesuvahendid ja kindlasti ka ravimijaagid, nende hulgas antibiootikumid.



3. ANTIBIOOTIKUMID

Esimene antibiootikum (penitsillin) avastati aastal 1928. Peaaegu kb&ik tanapaeval
kasutatavad antibiootikumid on avastatud 1970ndatel. Hilisemal ajal on antibiootikume
avastatud vaga vahe. Selle pdhjuseks on antibiootikumi valjatddtamise keerukus (patsiendi
manustatud antibiootikum peab organismis jbudma digesse kohta ega tohi olla murgine).

Lisaks vdtab uue antibiootikumi valjatdétamine palju aega ning on sageli kulukas. (Few...)

Antibiootikumid on mikroobe havitavad voi nende elutegevust parssivad ained (Masing, 1992,
Ik 18). Kuna reovees on bakterid, siis voib jareldada, et antibiootikumid méjuvad ka nende

elutegevust parssivalt voi neid havitavalt.

Antibiootikume kasutatakse laialdaselt, et ravida bakteriaalseid haiguseid nii inimestel kui ka
loomadel. Erinevatel antibiootikumidel on erinevad toimemehhanismid (vt joonis 1).

~Mikroobidevastase toime jargi jaotatakse antibiootikumid rithmadesse:
a) poéhiliselt grampositiivsele mikrofloorale toimivad,
b) pohiliselt gramnegatiivsele mikrofloorale toimivad,
c) nii grampositiivsele kui gramnegatiivsele mikrofloorale toimivad,
d) pdhiliselt seentele toimivad jt antibiootikumid.*

Mida laiema toimespektriga on antibiootikum, seda rohkem kahjustab see organismi
normaalset t66d, sest seda ronkem mojub see ka meie kehas olevatele headele bakteritele.
(Allikmets)
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Joonis 1. Antibiootikumide toimemehhanismid (Allas, Tenson, 2017)

Antibiootikumide kasutamisel on alati vdimalus, et mikroobid muutuvad konkreetse Uhendi
suhtes resistentseks ehk vastupanuvdimeliseks (Allikmets). Seda soodustab antibiootikumi
korduv, ebadige ja pbhjendamatu kasutamine. Resistentsed bakterid vdivad kanduda
loomadelt inimestele ja vastupidi. (Niitra, 2017). Seeparast on viimasel ajal raagitud iha enam
pbllumajanduses kasutatavate antibiootikumide profilaktilise kasutamise ja kasutatavate
koguste vahendamisest. Eestis on viimastel aastatel loomakasvatuses antibiootikumide
kasutamine kasvanud. Seetdttu on suurenenud vdéimalus nende sattumiseks reovette ning
seelabi oht antibiootikumiresistentsuse kasvule. Selle valtimiseks on Euroopa Liit kehtestanud
erinevad piirangud. Naiteks ei tohi antibiootikumiravi ajal ja teatud aeg parast seda loomalt
parit piima, liha ja mune inimtoiduks kasutada. Kuigi Eestis on antibiootikumide kasutamine
loomakasvatuses laialt levinud, on Eesti pdllumajandusloomadelt ja lihast vdetud
mikroobitivede  antibiootikumiresistentsus  vorreldes  Euroopa Liidu  keskmisega
vaiksem. (Niitra, 2017)

.Reoveesete on reovee puhastuse I6ppsaadus, mis sisaldab paljusid reoveest eemaldatud
reoaineid.” (Endjarv jt, 2006) Reoveesettest valmistatakse kompostvaetist, mida on lubatud
kasutada pdllumajanduses, kui see on muudetud ohutuks. Et selgitada valja, kas tehtud
kompostvaetis on ohutu, tehakse palju anallise, milles kontrollitakse erinevaid naitajaid.
Naiteks analuusitakse raskmetallide setet ning parasiitusside munade ja kolilaadsete bakterite
sisaldust kompostis. limselgelt jbuavad kasutatavad antibiootikumid muuhulgas reovette ja
sellest tekkivasse settesse, kuid antibiootikumijaakide sisaldust reovees ei kontrollita. Kuigi
maal, kus on reoveesette kompost, pole lubatud kasvatada aasta jooksul muid toidutaimi kui

teravilja, ei muutu antibiootikumijaakide sisaldus kompostis olematuks. (Haiba jt, 2012)
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Euroopa Ravimiamet (edaspidi EMEA/CVMP) soovitab ravimisisalduse piirnormiks vees 10
ng/l, kuid Euroopa Liidu teaduskomitee toksikoloogia, Okotoksikoloogia ja keskkonna
kiisimustes ning Euroopa Liidu juhtiv teaduskomitee soovitab piirnormiks 0,4 ng/l. Eestis tehti
teadusuuring, mille kaigus hinnati ravimijaakide sisaldust kompostis, milles selgus, et nii Tartu
kui ka Tallinna reovees lletas fluorokinoloonide (rihm antibiootikume) sisaldus EMEA/CVMP

soovitatavat piirnormi mitu korda. (Haiba jt, 2012; Lillenberg, 2011)

Reoveepuhastusjaamad ei suuda eemaldada reoveesettes kdiki ravimijaake, mistottu satuvad
ravimijaagid looduskeskkonda. Sellel on vaga suur méju mikroorganismidele, taimedele,
loomadele ja toiduahela kaudu isegi inimestele. Antibiootikumid mdjutavad mikroorganismide

elutegevust ja aktiivsust, samuti taimede ning loomade kasvu ja arengut. (Haiba jt, 2016)

3.1. Tsiprofloksatsiin

Tsiprofloksatsiin  kuulub kinoloonide (siin ja edaspidi kinoloonid) hulka. Kinoloonid on

sunteetilised antibiootikumid, mis on nalidiksiinhappe ja oksoliinhappe derivaadid.

Tsiprofloksatsiini sisaldavaid ravimeid kasutatakse nii laste kui ka taiskasvanute erinevate
bakteriaalsete infektsioonide raviks. Levinumad neist on hingamisteede, korva voi
ninakdrvalkoobaste kauakestvad voi korduvad infektsioonid ning kuseteede infektsioonid.
Tsiprofloksatsiini sisaldavatel ravimitel pole tapset kogust ega perioodi, millal ravimit vétma

peab. Ravi sdltub infektsiooni tlilibist ja raskusest. (Ciprofloxacin...)

Kinoloonid on bakteritsiidse toimega preparaadid, mis seostuvad mikroobi DNA giraasiga ja
vahendavad selle kiirust, hoides ara DNA keerdumise ja replikatsiooni (vt joonis 2). Samas ei
parsi kinoloodid loomsete rakkude elutegevust. Tsiprofloksatsiin on uuem ja laia
toimespektriga antibiootikum, mis on efektiivne nii grampositiivsetele kui ka gramnegatiivsete

mikroorganismide suhtes. (Mikelsaar jt, 2006: 127)
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Joonis 2. Tsiprofloksatsiini toimemehhanism E. coli bakteritele (Conley jt, 2018)

Kinoloonide resistentsus voib tekkida mitmel viisil. Neist levinumad on resistentsus DNA
glraasi mutatsioonide tottu ning raku valismembraani I[8bilaskvuse vahenemise voi

valjavoolupumpade uleekspressiooni korral. (Mikelsaar jt, 2006, Ik 127)

Tsiprofloksatsiini resistentsus voib bakteritel tuleneda sellest, et rakk on vdimeline spetsiifiliste
valjavoolupumpade kaudu antibiootikumi rakust valja pumpama (vt joonis 1). On teada, et juhul
kui antibiootikumi on keskkonnas olemas vdi selle hulk tduseb, siis tekib selliseid

valjavoolupumpasid juurde ja antibiootikumi méju mikroobidele on selle téttu piiratud.



4. KATSEKESKKONNA ETTEVALMISTAMINE JA EKSPERIMENT

4.1. Katsekeskkonna loomine ja proovikatsed

Selleks, et uurida tsiprofloksatsiini méju bakterite Uldarvule slnteetilise reoveepuhastuse

mudelsusteemis, oli vaja

a) leida reovees vastupidavad ja n-0 toimivad bakterid, kelle arvukust saab jalgida LB

(Luria—Bertani) s6otmel kasvatades;

b) leida antibiootikum, millel oleks kasutatavale bakterile m&ju ehk siis bakter ei tohi olla

resistentne;
c) tagada mudelsisteemis pusiv temperatuur;
d) tagada mudelsisteemis hapniku (6hu) pidev pealevool;
e) tagada jadkainetena tekkiva sisihappegaasi eraldumine slsteemist;
f) tagada katse jooksul aurunud vee koguse kompenseerimine;

g) luua bakterikulvide jaoks vajalike proovide vétmise vdimalus.

4.1.1. LB s66tme hindamine, kiilvide lahjendused ja sobiv bakterikultuur

Esimene proovikatse oli bakterite suhtelise arvukuse hindamine veekulvist. Katse tehti selleks,
et vaadelda, kas ja kui paljud vees elavad bakterid lahevad LB s66tmel kasvama. Siinses t60s
kasutati LB s66det, kuna see on mikrobioloogias laialt kasutatav universaals6dde ning see on
kergesti kattesaadav. Katses hinnati, millise lahjendusega tuleb teha kulvid pdhikatsetes, et
kolooniaid oleks vdimalik loendada. Valjakulvid tehti LB s66tmetele (200 ul) akvaariumiveest
eeldusel, et seal on baktereid, mida on ka tavalises reovees. Parast valjakulvide tegemist
inkubeeriti kilve 14 paeva toatemperatuuril ning hinnati erinevate kolooniate tekkimise kiirust.
Selline metoodika, kus bakterite suhtelist arvukust hinnatakse CFU?! abil, annab vdimaluse

bakterite suhtelise arvukuse vordlemiseks, kuid ei voimalda hinnata bakterite tldarvukust vees.

L CFU (Colony forming unit) ehk kolooniaid moodustav iihik. Uks koloonia on iiks iihik.
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Tulemuste pdhjal otsustati, et LB s66de sobib vees elavate bakterite kasvuks ning esialgu
otsustati, et kilvid peavad olema lahjendusega 1 : 1000, sest sellises lahjenduses ol
kolooniate arv kdige paremini loendatav (vt joonis 3). Pdhikatses mindi tle 5 pl suurustele
kogustele ning kuilvid tehti tapsuse huvides koigi lahjenduste kohta (lahjendust pole ja 10'-

108). Joonisel 3 on naha, et s66tmel B ei moodustanud bakterid kolooniaid. Péhjus vdis olla

selles, et valmistatud lahjenduses ei leidunud piisavalt baktereid.

Joonis 3. Bakterite suhtelise arvukuse hindamine. Lahjendust pole (A), lahjendus 1 : 10 (B),
lahjendus 1 : 100 (C) ja lahjendus 1 : 1000 (D) (autori foto).

Katses kasutatavaks bakterikultuuriks otsustati votta akvaariumi veepuhastusststeemides
kasutatav bakterikultuur, milleks oli JBL FilterStart. See on preparaat, mida kasutatakse
akvaristikas  biofiltrite  starteri ehk kaivitajana. Preparaat tagab uue akvaariumi

puhastusslsteemi kiirema kaivitumise.

Jargmisena tehti valitud bakterikultuurist valjakilv LB s66tmele, et hinnata s66tme sobivust.
Valjakilve inkubeeriti toatemperatuuril neli 66paeva, mille jooksul kontrolliti tasse iga 24 tunni
jarel. Jalgides kolooniate kasvu otsustati, et toatemperatuuril inkubeerimiseks piisab neljast
O0paevast, kuna pikema inkubatsiooniaja jooksul hakkasid kolooniad omavahel kokku
kasvama ning nende loendamine oli raskendatud. Katses tehti kolm paralleelset valjakulvi, mis
koik laksid ka kasvama (vt joonis 4). Katse tulemustest jareldati, et valjavalitud baktereid saab
uurimisto6s kasutada. Hiljem, kui kasutada sai termokappe, kus kulve hoiti 36 °C juures, piisas

24 tunni pikkusest inkubatsiooniajast.
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Joonis 4. Bakterite valjakulvid — kolm paralleeli, millega hinnati, kas kasutatav bakter kasvab
LB s66tmel (autori foto). Igale s66tmele kilvati 200 pl bakterikultuuri.

4.1.2. Sobiva antibiootikumi valimine

Valitud bakteri antibiootikumiresistentsuse hindamiseks tehti valitud bakterikultuurist
puhaskulvid LB s66tmele. Kilvidele lisati antibiootikumid. Katses kontrolliti viie antibiootikumi
efektiivsust — amoksitsilliini, tsiprofloksatsiini, gentamutsiini, streptomutsiini ja karbenitsilliini.
Neist neljal viimasel kasutati antibiootikumiga immutatud paberdiske. Amoksitsillin ol
tabletikujul, see purustati ja segati destilleeritud veega. Antibiootikumide valimisel sai
otsustavaks nende kattesaadavus ja laialdane kasutamine. Valjakulve inkubeeriti kolm paeva

toatemperatuuril.

Antibiootikumi efektiivsust naitab s66tmel olevale kuilvile asetatud diski v6i lahuse Umber tekkiv
ala, kus bakterid ei saa paljuneda. Mida suurema diameetriga ring Umber antibiootikumi tekib,
seda rohkem parsib see bakterite paljunemist. Té6s ei hinnatud otseselt antibiootikumi

efektiivsust, oluline oli leida antibiootikum, mille suhtes ei oleks kasutatav bakter resistentne.

Tulemused (vt joonis 5) naitasid, et ei saa kasutada amoksitsilliini ning karbenitsilliini, sest
nimetatud antibiootikumid ei olnud piisavalt efektiivsed. Tsiprofloksatsiinil, streptomutsiinil ja
gentamutsiinil oli mdju bakteri kasvule olemas. Marta Putrindi soovitusel vdeti viimastest
kasutusele tsiprofloksatsiin, sest kénealune antibiootikum on laia toimespektriga ning selle

suhtes on vahem resistentseid bakteritlivesid ka reovees (Asi, 2020).
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Joonis 5. Antibiootikumide efektiivsuse hindamine. Tsiprofloksatsiin (A), karbenitsillin (B)
streptomitsiin (C), gentamitsiin (D) ja amoksitsilliin (E,F) (autori foto).

4.1.3. Mudelsiisteemi kokkupanek

Selleks, et katset oleks voéimalik lihtsate vahenditega koolitingimustes teostada, puuti valida
vahendid, mis on kattesaadavad ja ei ole kuigi kulukad. Katseseade koosnes liivavannist,

kompressoritest, kummist korkidest, voolikutest, sulguritest ning kolbidest (vt foto 1).

Katses oli vaga oluline hoida terve katse valtel temperatuuri Ghtlaselt 30 “C juures. Selleks
kasutati kahte liivaga taidetud firma J.P Selecta liivavanni, mille véimsus on 2300 W.

Liivavannide sisse mahtus kokku kaksteist kolbi, igasse kolbi pandi 275 ml vett.

Kolbidesse ei tohtinud sattuda baktereid 6hust. Selleks pandi igale kolvile peale kahe auguga
kork, et juhtida kolbidesse hapnik ja neist vélja ainevahetuse kaigus tekkivad gaasid. Ohk juhiti
kolbidesse kummist voolikutega kompressorite abil, mis olid firmadelt Marina (Marina
Durchlufterpumpe 100) ja Resun (Air pump AC-2000 ja AC-500). Voolikute vahele pandi
sulgurid, et tagada Ghtlane dhu juurdevool koigis kolbides. Liigsed gaasid eraldusid vesiluku
kaudu. Kummist korgi ja kolvi thenduskohad tihendati plastiliiniga, et korgi ja kolvi vahelt ei
satuks kolbidesse Umbritsevast keskkonnast mikroobe. Kord péevas lisati kolbidesse
destilleeritud vett, et hoida vedeliku tase Uhtlasena. Sisteemi puuduseks on kompressorite
vaga kesine filtersusteem, mis ikkagi viis katsekeskkonda ka dhus olevaid mikroobe, kuid
koolitingimustes paremat lahendust ei leitud. Pdhikatses eeldati varasematele kogemustele
toetudes, et 6hus olevad bakterid kasvavad LB sd6tmel valja pigem aeglasemalt kui

kasutatava bakterikultuuri bakterid, mis vahendab pisut vea suurust kolooniate loendamisel.
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Foto 1. Katseseade (autori foto)

4.1.4. Suinteetilise reovee valmistamine

Siinses t60s kasutatakse slnteetilist reovett, et katsetingimused oleks igas katses vorreldavad.
Véimalus oli kasutada ka tavalist reovett voi akvaariumivett, kuid siis oleks olnud kdigi katsete
algtingimused erinevad. Sunteetilises reovees on palju aineid, mida leidub ka tavalises
reovees. Proovikatses tehti kaks erinevat reovett, esimene destilleeritud vee ja teine
akvaariumivee baasil. Akvaariumivett kasutati vordlusena, et ndha, kas looduslikus vees oleks
tulemused erinevad. Akvaariumivesi saadi Jaan Poska GuUmnaasiumis olevatest

akvaariumidest.

Siinses t60s kasutatud stinteetilise reovee retsepti alus oli Euroopa Uhenduse direktiiv 1982.
aastast. Reovees tehti mdningaid muudatusi, sest algses reovees leidus aineid, mida oli raske
hankida voi analuusida.

1 liitrile veele lisati:
1) 0,18 g tarklist;
2) 1,0 g puljongit, millest oli 19% rasv, 16,9% susivesikud, 5% rasvad ja 55,9% NacCl;
3) 1,0 g karbamiidi (NH.CONH);
4) 0,50 g magneesiumkloriidi (MgCl,);
5) 0,50 g ammooniumkloriidi (NH4Cl);

6) 0,50 g kaltsiumkloriidi (CaCls).
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Reovee valmistamise jarel jagati kumbagi reovett kolme kolbi. Kolbidesse lisati 400 pl

kasutatavat bakterikultuuri. Reovesi koos bakteritega pandi katseseadmesse.

Et selgitada, milline on kdige optimaalsem katse kestvus, tehti nelja ja seitsme paeva parast
igast kolvist valjakllv LB s66tmele. Esimeses valjakilvis ei tehtud reoveest lahjendusi. Kuna
proovikatses, kus kulvati kasutatavat bakterit LB st6tmele, selgus, et kasutatav bakter
moodustab kolooniaid kiiresti, siis otsustati inkubeerida kiilve 12 tundi 30 °C juures, mis on
bakteritele soodne temperatuur. Tassid pandi seejarel kilmkappi, et valtida kolooniate
Ulekasvu. Parast seitset paeva tehti neli (kaks akvaariumiveest ja kaks destilleeritud veest)

kilvi lahjendusega 1 : 1000le ja kontrolliks ka kaks kilvi lahjenduseta (mdlemas uks).

Kulvidega sooviti hinnata bakterite kasvukiirust. Selleks hoiti lahjenduseta kllve 66paev
toatemperatuuril ja lahjendusega tasse 72 tundi 30 °C juures. Selgus, et kasutatav bakter
moodustas kolooniaid kiiresti ning ilma lahjenduseta destilleeritud vee tassidel oli 16 tunni
parast 2000 kolooniat (vt joonis 6). Akvaariumiveest tehtud kllvidele tekkis bakteritest tihe kiht,
mida ei saanud loendada. Ka lahjendusega 1 : 1000le oli kasvukiirus kiire, kuid 16 tunni parast

moodustunud kolooniate arv oli selgelt vaiksem.

&

Joonis 6. lima lahjenduseta LB sd6tmed. A (destilleeritud vesi), B (akvaariumivesi) (autori foto)

Katse eel ja jarel tehti reoveest veetestid. Hinnati reovee NO2, NOs, PO.*, pH, soolsuse ja
elektrijuhtivuse muutust (vt tabel 1). Need Uhendid valiti, sest ldmmastiku- ja fosforiilhendid
naitavad bakteriaalse ainevahetuse kiirust ning fosforit kasutatavate bakterite elutegevuse
intensiivsust. Veeteste tehti JBL veetestidega. Need on tiitrimisel pdhinevad varvusrektsiooni
testid, mis naitavad uuritavate ainete ligikaudset hulka vees.

Tabelis on naha, et NO2 hulk on destilleeritud vees vahenenud, aga akvaariumivees

suurenenud. P&hjus vdib olla selles, et akvaariumivees on juba varem bakterid, kelle
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ainevahetuse tulemusena suureneb NO; hulk reovees. NO3 ja PO4* sisaldus ja elektrijuhtivus
on molemas katses vahenenud. Mdlemas katses reovee pH suurenes. Soolsus eriti ei
muutunud. Saadud tulemustes hinnati, milliseid veeteste on maistlike teha pdhikatsetes.

Tabel 1. Veeanallisid proovikatses. A — akvaariumivee pdhjal tehtud reovesi enne
puhastamist, B — destilleeritud vee pdhjal tehtud reovesi enne puhastamist, C — akvaariumivee

pdhjal tehtud reovesi parast puhastamist ja D — destilleeritud vee pdhjal tehtud reovesi parast
puhastamist

A B C D
NO; (mg/l) 0,05 0,05 0,4 0,03
NOs (mg/l) 15 1,0 8,3 04
PO4* (mgfl) 1,8 0,02 <0,02 <0,02
pH 7,66 6,66 78 7,6
Soolsus (mg/l) 2666 2370 2759 2314
Elektrijuhtivus 4083 4078 3527 3536
(us/cm)

Kuna proovikatses oli soolsuse ja elektrijuhtivuse muutus minimaalne, siis otsustati neid
pdhikatsetes mitte analllsida. Et katse tulemused oleksid selgemad, otsustati stinteetiline
reovesi teha destilleeritud vee baasil. Lisaks otsustati, et peale klilvamist piisab kilvide

inkubeerimiseks 24 tunnist, sest bakterite kasvukiirus oli suhteliselt Kiire.

4.2. Pohikatse labiviimine

Pdhikatse osa, mis hdlmas reoveepuhastust, viidi I&bi Tartu Jaan Poska gimnaasiumis ja
kiilvid ning veeanaluisid tehti Tartu Ulikooli tehnoloogiainstituudis. Kokku kestis tiks katse tihe
nadala. Uhes katses vdib eristada kahte faasi — esimene reovee puhastamine ja teine reoveest

kllvide ja veeanalluside tegemine.

Kokku tehti neli eksperimenti, kus igas eksperimendis oli kasutusel 12 ,reoveekolbi“ (lihes
livavannis olnud kuus samasuguse sisuga kolbi, millest hiljem tehti igauhest kaks valjakulvi
LB sodtmele). Igas katses kasutati erinevat antibiootikumi kogust. Antibiootikumi
kontsentratsioon, mis inhibeerib bakterite kasvu, saadi Marta PutrinSini soovitatud
andmebaasist (Antimicrobial...). Viimasest leiti, milline kogus tsiprofloksatsiini mdjub kodige

enamatele bakteriliikidele ja tivedele.
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Katsetes kasutatavad tsiprofloksatsiini kogused olid jargmised: esimeses katses antibiootikumi

ei olnud, teises katses 0,1 mg/l, kolmandas katses 0,3 mg/l ja neljandas katses 0,6 mg/l kohta.

Kdigepealt valmistati slinteetiline reovesi. Pdhikatses asendati proovikatses kasutuses olnud
puljongikuubik peptooniga. Selline muudatus otsustati teha, sest algses reovee retseptis oli
peptoon, kuid proovikatsete ajal ei olnud see kattesaadav. Lisaks sisaldab peptoon koiki
efektiivseks bakterikasvuks vajalikke toitaineid. Puljongis oli ka liiga palju soolasid ning see

vOis hoopis bakterite elutegevust parssida.
Kasutatud sinteetilise reovee retseptis lisati 1 liitrile destilleeritud veele:
1) 0,18 g tarklist;
2) 1,0 g peptooni;
3) 1,0 g karbamiidi (NH.CONHy);
4) 0,50 g magneesiumkloriidi (MgCly);
5) 0,50 g ammooniumkloriidi (NH4Cl);
6) 0,50 g kaltsiumkloriidi (CaClz). (Ndukogu..., 1982).

Valmistatud sunteetiline reovesi valati koonilistesse kolbidesse (275 ml) ja lisati 400 pl
kasutatavat bakterilahust. Seejarel lasti reoveel 24 tundi laagerduda, et bakterid saaks
kohaneda ning siis lisati vastav kogus antibiootikumi. Seejarel lasti reoveel seista

katseseadmes kuus 60paeva.

Katse teises faasis viidi reovesi Tartu Ulikooli tehnikainstituuti, kus tehti LB s66tmele valjakulvid.
Selleks valmistati lahjendused, mida oli kokku seitse. Kulvamisel pipeteeriti automaatpipetiga

LB s66tmele ringi kujuliselt erinevate kontsentratsioonidega lahjendused.

Lahjenduste tegemine:
1) 0 lahjendus (LO) — ringmeetodil kilvati 5 pl reovett automaatpipetiga s66tmele;

2) 10" lahjendus (L1) — pandi 10 pl reovett ning 90 yl steriilset flsioloogilist lahust (NaCl
0,8-protsendiline lahus) mikroliiterplaadile, segati ning kulvati ringmeetodil 5 pl

automaatpipetiga s66tmele;

3) 102-10° lahjendused (L2-L6) — voeti eelmisest lahjendusest 10 pl lahust, lisati 90

I steriilset flsioloogilist lahust, segati ning kilvati 5 ul ring automaatpipetiga s66tmele.
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LB-s66tmeid hoiti 24 tundi termokapis 35 “C juures. Temperatuuri tdsteti, sest proovikatsetes
oli véimalik kasutada koolis olevaid tingimusi, laboris oli aga vdimalik kasutada termokappi.
Antud temperatuur on optimaalne enamikele bakteritele. Parast 24-tunnist inkubeerimist loeti
kokku kasvama lainud bakterite kolooniad lahjendustest 3—6 ning mdddeti nende diameetrid
lahjendustest 0—4. Bakterite kolooniate lugemisest jaeti vélja vaiksemad lahjendused, sest neis
olid bakterite kolooniad kasvanud vaga lahestikku ning loendamisel oleks tulnud ette ronkem
vigu. Diameetrite mddtmiseks valiti lahjendused, kus bakterite kolooniad olid kdige suurema

diameetriga. Saadud mddtmistulemused kanti tabelisse.

Kohe peale kilvamist tehti veeanalllsid. Et eemaldada reoveest kbik jaagid ja bakterid,
tsentrifuugiti reovesi tsentrifuugis, mille tsentrifugaaljdud oli 2844 N. Seejarel mdddeti pH ja
ning tehti NO2", NO3™ ning PO4* veetestid.
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5. TSIPROFLOKSATSIINI MOJU BAKTERITE ARVUKUSELE

Katsete eesmark oli hinnata, kuidas tsiprofloksatsiini sattumine reoveepuhastisse vahendab
kasutatava bakteritlive (ldarvukust reoveepuhastis ning kui suur on mdju juhul, kui
antibiootikumi kontsentratsiooni tosta. Too ettevalmistamisel eeldati, et antibiootikum
vahendab kasutatava bakteritlive arvukust ja seeldbi vaheneb ka reovee puhastamise

efektiivsus.

To6 mahtu arvestades keskenduti tulemuste osas esmalt katseseadme kokkupanekule ning

kasutatava bakteritlive Uldarvu muutustele erinevate antibiootikumi kontsentratsioonide juures.

Kokku tehti neli pdhikatset, mis joonistel ja tekstis on tahistatud jargnevalt: ABO — antibiootikumi
reovees ei olnud, AB1 — 0,1 mg/l, AB3 — 0,3 mg/l kogus, AB6 — 0,6 mg/l.

Juba esimeste pdhikatsetega oli naha, et katsesusteemis ei suudeta tagada piisavat steriilsust
ja arvestama peab suurema hulga n-6 vooraste bakteritega. Lisaks katses kasutatud
bakterikultuurile (edaspidi bakter A) Iaks kasvama 14 vddrast bakterit (vt joonis 7). Seetdttu

pldati andmete anallsil tulemustele l1aheneda kahel viisil.

Esmalt otsustati bakterid nummerdada (vt joonis 7) visuaalse vaatluse teel. See viis on vaga
subjektiivne, kuid siinse 166 jaoks paremat lahendust ei olnud. Kuna tapset bakterite maaramist
ei tehtud, ei saa kindlalt vaita, et kdik eraldi vaadeldavad bakterid on erinevad. Sellisel viisil

pldti siiski saada Ulevaadet sellest, kui mitmekesine on bakterikooslus antud valjakuilvides.

Kuigi esmalt oli plaanis analliisida vaid katses kasutatava bakteri arvukuse muutusi, siis peab
tddema, et vdorad bakterid voisid seda arvukust tugevalt méjutada, ning hinnangus voib olla

ebatapsusi, mis tulenevad sellest, et loendati ka vddraste bakterite kolooniaid.
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Joonis 7. LB s66tmel valjakasvanud erinevad bakterid (autori skaneering)

Bakterite loendamiseks kasutati jargmist metoodikat: erinevate bakterite esinemissageduse
maaramiseks loendati esialgu kbik bakterite kolooniad lahjendustest 3—6, kuid hiljem otsustati
arvukuse hinnang korvale jatta ning vorrelda erinevaid katseid vaid bakterite
esinemise/mitteesinemise jargi. Sellise |ahenemise pdhjustas see, et erinevate
bakterikolooniate suurused olid vaga erinevad ning loendamisel ei saanud olla kindel, et paljud
kolooniad ei olnud omavahel ikkagi osaliselt kattunud. Maksimaalne véimalik Uhe bakteri

esinemissagedus oli 12 korda (6 kolbi, kust igast Uhest tehti 2 paralleeli).

Bakterikolooniate kasvu intensiivsuse hindamiseks mdddeti kolooniate diameetrid joonlauaga
lahjendustest 0—4. Vaadeldi, millises lahjenduses on antud bakterikoloonia diameeter kdige
suurem ning arvutati keskmine diameeter. Sellist mddtmist tehti, et vaadata, kas
bakterikolooniad kasvavad antibiootikumideta lahjendustes suuremaks kui antibiootikumidega

lahjenduses.

Saadud tulemused on esitatud joonistel 8 ja 9. Jooniselt 9 on jaetud valja bakterid number 8
ja 11 ning kasutatud bakter, kuna nende kolooniate 1&8bimdddud olid alla 0,1 millimeetri ja

hinnangu andmine oli seetbttu veelgi ebatapsem.
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Joonis 8. Bakterite esinemissagedus valjakulvides (maksimaalne sagedus oli 12 ehk bakter
esines koigis valjakulvides). Tahistused on jargnevad: ABO — antibiootikumi reovees ei olnud,
AB1 - 0,1 mg/l, AB3 — 0,3 mg/l kogus, AB6 — 0,6 mg/l.
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Joonis 9. Bakterikolooniate keskmised diameetrid. Tahistused on jargnevad: ABO -
antibiootikumi reovees ei olnud, AB1 — 0,1 mg/l, AB3 — 0,3 mg/l kogus, AB6 — 0,6 mg/I.
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Joonisel 8 on nadha, et katses kasutatava bakteri esinemissagedus oli kdige kdrgem katses
ABO, mis on loogiline, arvestades, et antud bakter sai valitud selliselt, et tsiprofloksatsiinil oleks
kindlasti moju. Ka kokku esines ABO katses kdige rohkem erinevaid baktereid. Lisaks on
joonisel 9 naha, et bakterikolooniate diameetrid on Uldjuhul suuremad katses ABO kui katsetes,
kus kasutati antibiootikumi. Kuid oli ka bakterikolooniaid, mille keskmine diameeter oli kdige
suurem katses AB6. Selle pdhjuseks voib olla, et need bakterid olid antibiootikumi suhtes
resistentsed. Seega ilma antibiootikumita katses oli bakteritel kdige parem kasvada ja voib

eeldada, et biopuhasti toimis kdige paremini.

Joonisel 8 on naha, et katses kasutatavat bakterit esines kdige arvukamalt katses ABO. Katses
ABG6 esines kill kasutatavat bakterit erinevatel lahjendustel, kuid bakterikolooniad oli vahe
(ABO-s oli lahjenduses uldiselt Ule viie bakterikoloonia, aga lahjenduses ABG6 oli uldiselt 1-5

bakterikolooniat), millest vdis tulla ka anallusiviga.

Bakterite mitmekesisus on kdige suurem katsetes AB3 ja AB6. Pdhjuseks voib olla, et
kasutatav bakter oli antud antibiootikumi suhtes tundlik ehk kasutatav bakter ei pakkunud

teistele bakteritele tugevat konkurentsi ja viimased said eelise.

Kuna katsed sooritati kahel erineval ajal (katsed ABO ja AB1 tehti koos ja katsed AB3 ja AB6
tehti koos), siis voib tulemustest eeldada, et katseseadmesse sattusid samal ajal sooritatud
katsetele sarnased bakterid keskkonnast. Katsetel ABO ja AB1 esinesid bakterid numbriga 3—
7 ja katsetel AB3 ja AB6 esinesid bakterid numbritega 9 ja 11-14 (vt joonist 7 ja joonist 8). See
omakorda tekitab katse tulemustes veavoimaluse, kuna erinevad bakterid on antibiootikumide

suhtes erineva tundlikkusega ja mdjutavad seeldbi ka teiste bakterite arvukust.

Seega tuleb sellise katse puhul edaspidi kindlasti arvestada keskkonnast susteemi sattuvate
bakteritega ja pigem hinnata kogu bakterikoosluse reageerimist antibiootikumile, mitte vaid

uhe konkreetse bakteritive arvukust.

Kuna t66 eesmark oli vaadelda kinda bakteritlive arvukuse muutust erinevatel tsiprofloksatsiini

kontsentratsioonidel, siis hinnati kasutatava bakteri Gldarvukus kdigis neljas katses (joonis 10).
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Joonis 10. Katses kasutatud bakterite tldarv (CFU / 1 ml kohta). Hinnatud lahjenduses 1 : 10°.
Tulemused saadud arvutuste kaudu.

Kasutatud bakterit tildarv 1 ml
(thik CFU)

Jooniselt 10 on naha, et kasutatava bakteri arvukus reovees oli kdige kdrgem, Kkui
antibiootikumi vees ei olnud ja antibiootikumidega katsetes nende bakterite arvukus vahenes.
Arvukust hinnati lahjenduses 1 : 10° sest seal oli kdige paremini naha kasutatavat bakterit
(teiste kasvama lainud bakterite arvukus oli vaiksem) ja kasutatavat bakterit oli véimalik kdige
paremini loendada (nérgemate lahjenduste puhul oli kasutatava bakteri arvukus kohati vaga
kérge ja loendamisel vdis kergemini sisse tulla vigu). Joonise 10 tulemuste pohjal voib teha
jarelduse, et tsiprofloksatsiini kontsentratsiooni suurenedes vaheneb kasutatava bakteri
arvukus. Kui eeldada, et puhasti efektiivsus soltub konkreetse bakteri elutegevusest, voib vaita,

et puhasti tddtas kdige paremini katses, kus antibiootikumi ei olnud.

Tdd kaigus tehti ka veeanalllsid, aga kuna nende pdhjal ei leitud kindlaid seoseid
tsiprofloksatsiini kontsentratsiooni tdbusmise ja biopuhasti t66 vahel, siis neid t66 pdhiosas ei

kasutatud. Veeanaluuside tulemused paigutati lisadesse (vt lisa 1).
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KOKKUVOTE

To6 eesmark oli luua katsekeskkond, kus saab uurida tsiprofloksatsiini méju bakterite
Uldarvule sinteetilise reovee mudelsiisteemis. Suures osas t66 dnnestus ja antibiootikumi
moju kasutatava bakteri Uldarvukusele oli olemas. Katse puuduseks oli teiste bakterite
hulgaline sattumine reovette, mis muutis katse tulemused raskemini interpreteeritavaks.
Seega tuleks jargnevates samalaadsetes katsetes hinnata pigem bakterite tldarvu, mitte Ghe
kindla bakteri arvukust. Kuna uurimistdds kasutati 6hu juhtimiseks kompressorit, sattus ilmselt
just seetdttu katseslisteemi kdige rohkem baktereid ning paremate katsetulemuste saamiseks

peaks katsesusteemi veel rohkem isoleerima.

Too alguses pustitati hiipotees, et tsiprofloksatsiini sattumine reoveepuhastisse vahendab
lUhiajaliselt kasutatava bakteritive Uldarvukust reoveepuhastis ning kérgema antibiootikumi
kontsentratsiooni korral on moju arvukusele suurem ja seelabi vaheneb puhasti t60 efektiivsus.
Uurimistd6 hlpotees pidas paika, kui vaadata katses kasutatud bakteri Gldarvukust, kuid ei

pidanud paika, kui vaatluse alla oleks vbetud kogu bakterikooslus.

Uurimistd6 hlipotees sai osaliselt kinnitatud. Antibiootikumi kontsentratsiooni suurenemisel,
suurenes teiste bakterite mitmekesisus ning Uldarvukus vorreldes kasutatava bakteri
arvukusega. Seega antibiootikumi lisades vdivad reovees saada konkurentsieelise bakterid,
kes ei pruugi puhastada reovett. Samas, kui antibiootikumi kontsentratsioon suureneb,
suureneb ka bakterikolooniate hulk teiste bakterite arvelt, kuid nende t66 efektiivsus ei ole

teada ning nad ei pruugi reovett puhastada.

Jarelikult parsib reoveepuhastitesse sattunud antibiootikum kindlate bakterite elutegevust ja
kui need bakterid on puhastussisteemis olulised, siis selle tulemusena vdib vaheneda

reoveepuhasti td6 efektiivsus ning puhastamata vesi voib sattuda looduskeskkonda.

Et kinnitada saadud tulemusi, peaks katset veel mitu korda tegema. Kuna siinses t66s kasutati
antibiootikumi, mis on kasutatavale bakterile efektiivne, siis vOiks katses kasutada ka teisi

antibiootikume.

24



ABSTRACT

This research paper has been written on the topic “The Short Term Effect of Ciprofloxacin on
The Count of Bacteria in The Model System of Waste Water” by Hanna Marta Nellis. The aim
of the research paper was to find out how the antibiotic cliprofloxacin influences the count of
bacteria in synthetic waste water and how the count of bacteria changes with the rise of the

concentration of ciprofloxacin.

The parts involving cleaning the waste water were done in Tartu Jaan Poska Gymnasium and
the sowing and water analyses were done in the Institute of Technolgy of the University of Tartu.
A model system was built, consisting of two sand baths, 12 pistons, compressors, water locks,
hoses, fasteners and rubber stoppers. Then the synthetic waste water was prepared and
poured into the pistons. The bacterium was added (400 ul) and after 24 hours the antibiotic

was added. The pistons were in the experiment device for a week.

During the research, in total four experiments were done. In the first experiment the antibiotic
wasn’t used. The amount of antibiotic was 0.1 mg/l in the second, 0.3 mg/l in the third and 0.6

mg/l in the fourth experiment.

All the experiments were done in the Institute of Technology of the University of Tartu. The
sowing was done on the LB agar plates, which were held in the thermal incubator at 35 °C for
24 hours, after which the colonies of the growing bacteria were counted and their diameters
measured. After that, the water analyses were done. To remove all bacteria and residue from
the waste water, it was centrifuged. Lastly, the waste water pH was measured and NO>, NOs

and PO, tests were done.

The results of the experiment showed that with the rise of the concentration of the antibiotic,
the multiplicity of the bacteria decreased significantly. If the count of bacteria in the experiment
without the antibiotic was 1138 CFU/mI, then in the experiment with the concentration of
0.6mg/l the count of bacteria was 400 CFU/ ml. It also became evident that with the rise of
concentration of the antibiotic the used bacterium cannot be sufficiently competitive and other
bacteria come forward. As a result of the research paper it can be claimed that the occurrence
of ciprofloxacin in the waste water cleaner reduces the effectiveness of the cleaner, if
presumed that the effectiveness of the cleaner depends on the vital function of that specific

bacterium.

To confirm the obtained result, this experiment should be repeated more times. Because in this

experiment an antibiotic effective on the used bacterium was used, then an ineffective antibiotic
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on the baterium should be used. To obtain better results, the experiment system should be

further isolated.
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LISAD

Lisa 1. Veeanaluuside tulemused

Igas katses tehti veeanallilisid. Saadud tulemused kanti joonistele (vt joonis 11-14).

9
8.5
: s
B ABO
7.5 X
M AB1
7 1
B AB3
6.5 [T AB6
6 M Enne
5.5

Joonis 11. Reovee pH

Joonisel naitab joon kdikide katsete tulemusi, paksemas osas on 50% saadud tulemustest ja

rist tahistab keskmist tulemust.
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Joonis 12. Reovee NO;"
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= M AB1
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Joonis 13. Reovee NOgs”

Tapp tahistab teistest tulemustest vaga erinevat tulemust, mis mdjutab oluliselt keskmist.

0.6
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0.4
H ABD
2 03 M AB1
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0.2 T W AB6
X
0.1

1

Joonis 14. Reovee PO,*. Enne katseid oli PO.* 1,2 mg/l

Koikides katsetes on veeanaltuside tulemused Usna sarnased (vt joonis 11-14). Erineb ainult
katse ABO reovee pH, mis on teistest oluliselt madalam. Sarnastest veeanalluside tulemustest
vlib jareldada, et bakterite elutegevus on kdigis katsetes sarnane. Katses ABO maarab
tulemuse suuremas mahus vee puhastamiseks modeldud bakter. VeeanalliUsidele jarelduste

tegemiseks peaks katseid kordama.
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