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EESSONA

Jarjest rohkem satub ravimijddke looduskeskkonda. Ravimijadgid voéivad sattuda
looduskeskkonda, kas reoveega, heitveega, reoveesette ja/vdi selle kompostiga vietades.
Looduskeskkonnas voivad ravimijaagid mdjuda toksiliselt erinevatele organismidele ning jouda
[6puks mooda toitumisahelat inimese toidulauale. Ravimijaagid vdivad akumuleeruda ka
vihmaussidesse. Vihmaussidel on vdime saastunud alasid valtida. Valtimistesti abil saab tuvastada
piirmaarasid, millal vihmaussid hakkavad saastunud alasid valtima ning kuidas toksiline Ghend
neile mdjub. LOput6d teema sbnastati juhendaja lektor Egge Haiba algatusel ning valtimiskatse
viidi 1abi Tallinna Tehnikalilikooli Tartu kolledzi mullabioloogia laboris. Loputdd eesmargiks oli
kontrollida vihmausside Dendrobaena veneta tundlikkust kolme ravimi (metformiin, diklofenak ja
karbamasepiin) ning (he antibakteriaalse aine (triklosaan) abil reoveesette kompostis, mille
tulemusnaitajaks on vihmausside valtimiskaitumine. Loputdd valmimisele aitas kaasa juhendaja

lektor Egge Haiba.
TOO autor avaldab suured tdnusdnad oma juhendajale Egge Haibale, kes andis soovitusi, vastas
kiisimustele ja oli alati olemas. Lisaks tdnan oma perekonda ja ldhedasi, kes olid 16put6o

valmimisel abiks ja toeks.

Votmesonad: valtimistest, Dendrobaena veneta, ravimijaagid, magistritoo



SISSEJUHATUS

Ravimiteks nimetatakse aineid vGi siis nende kombinatsioone, mis on loodud mdjutama inim- ja
loomorganismis toimuvaid biokeemilisi ja fisioloogilisi funktsioone (Lillenberg jt., 2012;
Ravimiamet, 2016). Ravimid on nii inimese kui ka loomade tervise ja heaolu jaoks hddavajalikud
(Zandaryaa, 2017), need aitavad ara hoida, leevendada ja ravida erinevaid haigusi (Lillenberg jt.,

2012).

Rahvastiku kasvu ning vananemise tottu on ravimite tarbimine aastatega kasvanud. Mida rohkem
ravimeid tarvitatakse seda rohkem nende jadke looduskeskkonda jouab (Zandaryaa, 2017). Labi
heitvee, tootlemata reovee, reoveesette ja selle komposti j6uavad ravimijaagid, sealhulgas nende
metaboliidid looduskeskkonda. Samuti vdivad keskkonda jéuda veterinaarravimid, kas otse labi

loomorganismi vGi siis saastunud sénnikuga vaetades (Carter jt., 2016a; Zandaryaa jt., 2017).

Keskkonda joudes vdivad ravimid mdjuda toksiliselt nii keskkonnale endale kui organismidele.
Lisaks voivad ravimid moodda toitumisahelat jouda ka inimese toidulauale. Ravimijaikide
olemasolu keskkonnas on globaalne probleem ning nende pikaajaline moju inimese tervisele ja

elustikule on suuresti teadmata (Zandaryaa jt., 2017; Maculak jt., 2019).

Antud t66 eesmargiks oli uurida vihmausside Dendrobaena veneta tundlikkust kolme ravimi
(metformiin, diklofenak ja karbamasepiin) ning Ghe antibakteriaalse aine (triklosaan) abil, mille
tulemusnaitajaks on vihmausside valtimiskditumine. T06 eesmargi taitmiseks pustitas t60 autor
jargmised uurimisiilesanded:

1. Anda kirjanduse pdhjal lilevaade reoveesette kompostimisest ning ravimite 6kotoksilisusest

keskkonnale.

2. Viia labi laboritingimustes valtimiskatse.

3. Vorrelda Uksikute ravimite ja nende kombinatsiooni mdju vihmausside kaitumisele.

4. Teha labiviidud katse pohjal jareldused, kas ja kuidas mdjutavad katsesse valitud kolm

ravimit ning (iks antibakteriaalne aine vihmausside kaitumist.



1.KIRJIANDUSE ULEVAADE

1.1Ravimitoostus

Ravimitdostus on ks suuremaid ja kiiremini kasvavaid to6stusharusid maailmas. Ravimite
kasutamine on viimastel aastakiimnetel kasvanud hiippeliselt. Ravimitega saab erinevaid haigusi
nii ravida, leevendada, kui ka dra hoida (Lillenberg jt., 2012; Lockwood jt., 2016). On ravimeid,
mida inimesed kasutavad igapdevaselt, lisaks on selliseid, mida tarvitatakse teatud perioodi valtel
(nditeks antibiootikumid). Olenevalt haigusest voib arsti madratud antibiootikumide kuur kesta,
kas naiteks kolm viis, seitse voi kiimme péaeva, kuid selle perioodi jooksul peab ravimit vGtma, kas
Uks kord p&evas voi hoopiski kolm korda 66p&evas (Entsik-Griinberg, 2014). Igal aastal tuleb turule
uusi ravimeid ning tarbijateni jdudvate uute ravimite arv on alates viimasest aastakiimnest
kahekordistunud (Lockwood jt., 2016). Hetkel on maailmas kasutusel umbes 4000 erinevat ravimit

ja 1500 toimainet (Bartrons ja Pefiuelas, 2017; Oldenkamp, 2019).

Maailma mastaabis on Euroopa Liit (EL) teisel kohal ravimite miiligi edetabelis. Umbes 25%
inimravimite ja 31% veterinaarravimite kogu maailma ravimite miigist muidakse ELs. ELi
ravimitoostuse vaartuseks on hinnatud 225 miljardit eurot ning selle vaartus aina kasvab. Eesti
ravimituru vadrtus on samuti aasta aastalt kasvanud. Naiteks 2017.aastal oli Eestis ravimituru
vaartuseks 301 miljonit eurot, mis oli 3,8% rohkem kui aastal 2016 (Lockwood jt., 2016; Sammul

jt., 2018)

28 liikmesriigiga ELs on umbes 4200 farmaatsiatdostuse ettevotet ning enamik neist asub sellistes
riikides nagu Saksamaa, Suurbritannia, Itaalia, Prantsusmaa ja Hispaania (Lockwood jt., 2016).
Ravimiameti tegevuslubade registri alusel on Eestis kokku 35 ettevGtet, kes omavad ravimite
tootmise tegevusluba sealhulgas verekeskused ja ettevotted, kes tegelevad pakendamisega voi
pakendite imbermargistamisega. Neist Gheksa ettevétet toodavad ravimivorme voéi toimeaineid.
Lisaks on Eestis 62 hulgimiiljat, millest kolm ettevotet katsid veerandi Eesti ravimituru mahust.
Enamus Eestis tegutsevatest hulgimijatest kuuluvad vélismaiste ettevGtete gruppi. (Ravimiamet,

2018)



1.2Ravimite sattumine looduskeskkonda

Reoveepuhastusjaamad on peamine allikas, mille kaudu erinevad Uhendid satuvad keskkonda
(Ferrari jt., 2003; Sandaryaa, 2017). Kanalisatsiooni vdivad ravimijaagid sattuda, kas tootmisel,
tarbimisel voi siis inimeste hooletuse téttu (Lockwood jt., 2016). KGige rohkem satub ravimijadke
sealhulgas ka nende metaboliite reovette labi inim- ja loomorganismide (Lockwood jt., 2016)
(joonis 1.1). Umbes 15000 tonni antibiootikume jGuab igal aastal Euroopas keskkonda
(Bartrons ja Pefiuelas, 2017). Kdige rohkem on tuvastatud ravimite ja isikuhooldusvahendite jadke
veekeskkonnas (pinnavees, joogivees, reovees) vahemikus nanogrammi liitri kohta-mikrogrammi
liitri kohta (ng/L (ppt)-pg/L (ppb) (Yang jt., 2017). Lisaks tarbimisele viskavad inimesed kasutamata
ja/vdi aegunud ravimeid sanitaarseadmetest alla v&i siis majapidamises tekkinud olmejaitmete

hulka (Kimmerer, 2009; Sandaryaa, 2017).
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Joonis 1.1 Inim- ja veterinaarravimite sattumine looduskeskkonda (Lillenberg jt., 2012; Piiskoppel, 2016)

Ravimid, mida inimene on tarbinud vdivad organismis, kas laguneda taielikult voi siis valjuda
muutmata kujul ning sattuda reovette (Lillenberg jt., 2012). Umbes 30-90% suukaudu manustatud
ravimitest valjub organismist muutmata kujul (Lockwood jt., 2016). Sellised ravimite riihmad nagu
valuvaigistid, antibiootikumid, pd&letikuvastased ravimid, antidepressandid ja epilepsiaravimid ei
lagune inimkehas taielikult. Need ravimite riihmad on ka thed enim kasutatavad preparaadid ELis
(Lockwood jt., 2016). Ravimid, mis on kanalisatsiooni sattunud vdivad osaliselt laguneda, kas siis
reovees vOi reoveepuhastis toimuvate protsesside tagajarjel. Need ravimid, mis ei lagune

taielikult voivad puhastatud reoveega voi saastunud reoveesettega vaetades sattuda edasi



looduskeskkonda. (Lillenberg jt., 2012) Ravimite ja isikuhooldusvahendite sorptsioon
reoveesettesse vOi pinnasesse s6ltub mitmetest teguritest nagu naiteks saasteaine omadustest
(molekulaarne struktuur, keemilised omadused) ning reoveesette v6i pinnase omadustest (pH,

reoveesette retentsiooniaeg) (Verlicchi ja Zambello, 2015).

Veterinaarravimid vodivad sattuda keskkonda, kas siis otse loomorganismist valjudes voi siis
sonnikuga vaetamisel (Carter jt., 2016a) (joonis 1.1). Veterinaarravimid vdivad jouda mulda,
pOhjavette ning pinnavette. Pinnavette vdivad veterinaarravimid jouda, kas otse loomorganismist

valjudes, pinnalt dravooluga vdi siis labi péhjavee (Lockwood jt., 2016).

1.2.1 Okotoksilisus ja mdju keskkonnale

Keskkonda sattunud ravimijadkide mdju keskkonnale séltub nende kontsentratsioonist ja
kogusest. Uhe ravimi kontsentratsioon vdib looduskeskkonnas olla madal ning m&ju keskkonnale
vOib olla vaike, aga kui keskkonda satub mitu ravimit, mille toimemehhanism on sarnane, siis mdju
looduskeskkonnale v&ib olla markimisvaarne (Daughton ja Ternes, 1999; Haiba ja Nei, 2017). Koik
ravimid ja isikuhooldusvahendid ei ole looduskeskkonnas pusivad, kuid nende pidev kasutamine ja
keskkonda sattumine muudab nad nn pseudo-piisivateks. Pseudo-pisiv tahendab, et sellistel
preparaatidel on suurem vdimalus muutuda keskkonnas piisivaks, sest nende koguste sattumine
keskkonda suureneb. (Ebele jt., 2017) Need ravimid, mis on looduskeskkonnas plisivamad vGivad

keskkonda jadda aastateks (Lillenberg jt., 2012).

Keskkonda sattunud ravimijaagid voivad bioakumulatsiooni tottu koguneda organismi.
Ravimijadkide kogus organismis voib ajapikku tdusta toksilise kontsentratsioonini voi siis
biomagnifikatsiooni teel liikkuda modda toitumisahelat edasi. Modda toiduahelat vdivad
ravimijadgid jduda inimorganismi. (Straub, 2015; Haiba ja Nei, 2017) Keskkonda sattunud ravimi
vOi ravimijaagi struktuur voib, kas osaliselt voi tdielikult muutuda, laguneda v6i mineraliseeruda.
Monikord ravimijaagid ei lagune keskkonnas taielikult ning ka mineralisatsiooni protsess jaab
poolikuks. Sellised vahelihendid ehk biotransformatsiooni téttu tekkinud stabiilsed (ihendid
voivad olla veel vastupidavamad ning nendel jaakidel on veelgi suurem tdendosus kuhjuda
organismi kui algsetel keskkonda sattunud ravimijaakidel. (Kimmerer, 2009) Ka mdned
lagunemisest tekkinud ained vdivad olla bioaktiivsemad kui algselt keskkonda sattunud ravimid

(Daughton ja Ternes, 1999).

Ravimijaagid, mis on mulda sattunud naiteks reoveesettega, ravimijddke sisaldava sGnnikuga

vaetades vOi saastunud veega niisutamisel vdivad koguneda taimedesse. See sdltub taimest



endast, ravimite fllsikalis-keemilistest omadustest ning mulla omadustest. Labi taimede vdivad
ravimijadgid sattuda loomade, lindude organismi ning inimese toidulauale (Al-Farsi jt., 2017; Yang
jt., 2017). Kultuurtaimedes olevad ravimijaagid voivad olla ohuks inimese tervisele, aga see séltub
ravimijadkide kogusest, taimest ning kui tihti slliakse saastunud kultuurtaimi. On leitud, et
ravimijadgid, mis satuvad labi kultuurtaimede inimese toidulauale, ei kujuta suurt ohtu inimese

tervisele, samas pikaajalist toimet ei ole teada. (Prosser ja Sibely, 2015)

Ravimijadke sisaldava reoveesette vdi sdnniku kasutamine vdetisena on ravimite resistentsuse
Uheks peamiseks pdhjustajaks. Geenid, mis madravad ravimite resistentsuse vdivad ohututelt
mullamikroobidelt edasi kanduda patogeensetele mikroobidele. Mullas olevad antibiootikumid
voivad  koguneda  taimedesse, hadvitada mulla mikroorganisme ning  muutuda
ravimiresistentseks.(Haiba ja Nei, 2017) Antibiootikumi resistentsete geenidega bakterid
paljunevad ning tekivad antibiootikumiresistentsed bakterid. Kui antibiootikumiresistentsed
bakterid satuvad inimorganismi (ldbi joogivee, mulla, toidu), siis nad véivad muuta inimese
mikrobioomi ning inimesel tekib antibiootikumiresistentsus. Inimese soolestiku mikrobioomi
muutumise tagajdrjel on inimene vastuvGetavam erinevatele haigustele ning vdivad tekkida
haired soolestikus. Tekkinud antibiootikumiresistentsuse téttu, ei pruugi haigestunud inimene

enam ravile alluda, mille tulemusena vGib inimene surra. (Ben jt., 2019)

1.3 Enim kasutatavad ravimid ja isikuhooldusvahendid

Ravimiturul on mildgil lai valik erinevaid ravimeid ja isikuhooldusvahendeid, mida inimesed
igapaevaselt kasutavad. Zandaryaa (2017) toob HELCOMIi (Baltic Marine Environment Protection
Commission) ja UNESCO (United Nations Educational, Scientific and Cultural Organization) Uhises
aruandes vilja, et kolm kdige enam miiidavamat ravimit andmeid jaganud riikides (Eesti, Rootsi,
Saksmaa, Soome, Venemaa Sankt Peterburgi ala) on:

1. paratsetamool- 529 935 kg/aastas;

2. metformiin- 346 888 kg/aastas;

3. makrogool- 273 687 kg/aastas.

OECD (Organisatsion for Economic Co-operation and Develompment) ja ELi (2018) (ihise aruande
jargi kulutasid ELis aastal 2016 k&ige rohkem ravimite peale sakslased (572 eurot inimese kohta).
Sakslaste kulutused ravimite peale olid 40% EL keskmisest kdrgemad. Kdige vahem kulutasid, aga

taanlased (203 eurot). Eesti inimesed seevastu kulutasid aastal 2017 ravimite peale keskmiselt 259
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eurot. Ravimiameti koostatud statistika naitab, et defineeritud pdevatoosi jargi tuhande elaniku
kohta (DPD/1000/66paev) olid kolm enim kasutatavat ravimirGhma (Sammul jt., 2018):

1. kardiovaskulaarsiisteemi ravimid- 418 DPD/1000/66péaeyv;

2. seedekulgla ja ainevahetuse ravimid-170 DPD/1000/66paeva;

3. narvististeemi ravimid- 123 DPD/1000/66péaeva.

Keskkonnast leitud enim kasutatavate ravimite rihmad on peamiselt: antibiootikumid
(amoksitsiin,  tsiprofloksatsiin, sulfametasiin); epilepsivastased ravimid (karbamasepiin);
antidepressandid (fluoksetiin); kdrgvererdhuravimid; kolesterooli langetavad; diabeedivastased
(metformiin) ning mittesteroidsed pdletikuvastased ravimid (diklofenak, ibuprofeen);
beetablokaatorid (atenolool, metroprolool); valuvaigistid ja lipiidide regulaatorid (klo-fibriinhape,
bezafibraat) (Jjemba, 2006; Fent jt.,, 2006; Lockwood jt., 2016; Yang jt., 2017)
Isikuhooldusvahenditest on keskkonnas tuvastatud koige rohkem antibakteriaalseid aineid
(triklosaan, triklokarbaan), parabeene (metlilparabeen, propiilparabeen), IGhnained

(galaksoliid, atsetiililheksametiiiil-tetraliin) (Yang jt., 2017).

Kéesolevasse toose valiti kolm ravimit-diklofenak (DCF), metformiin (MET), karbamasepiin (CBZ) ja
Uks antibakteriaalne aine-triklosaan (TCS). K&ik need ained kuuluvad enim kasutatavate ravimite
ja isikuhooldusvahendite hulka. Nende jalgi on leitud nii pinnaveest, p&hjaveest, reoveest,
heitveest, reoveesettest, pinnasest, taimedest ning loomadest (sealhulgas veeloomadest)
(Oosterhuis jt., 2013;Wu jt., 2013; Chen, W jt., 2013; Sui jt., 2015; Verlicchi ja Zambello, 2015;
Ebele jt., 2017; Mezzelani jt., 2018; Yang jt., 2017; Bartrons ja Pefiuelas, 2017; Klampfl, 2019).

1.3.1 Diklofenak

Diklofenak (DCF) on populaarne mittesteroidne valu ja pdéletikuvastane ravim (NSAID), mida
kasutatakse nditeks liigesepdletiku korral. DCF saab manustada peamiselt, kas suukaudu voi
mairida geelina nahale (Lonappan jt., 2016). Ule maailma on ravimi jalgi leitud veekeskkonnast
vahemalt 50 riigist (Weber jt., 2014). Euroopas tuvastatakse seda kdige sagedamini looduslikest
veekogudest (j6ed, jarved) (Patrolecco jt., 2013b). Magevees voib DCF keskmine kontsentratsioon

jaada vahemikku <12- >160 ng/L (Aucuna jt., 2015; Maculak jt., 2019).

Euroopas on DCF jaake reoveejaama viljavoolust tuvastatud vahemikus 0,03-1,8 ug/L (Oosterhuis
jt., 2013; Loos jt., 2013). Antud ravimil on madal eemaldamise protsent ja ta on veekeskkonnas
vaga pusiv. Naiteks Gihest Hollandi reoveejaama sissevoolust tuvastati 0,34 pg/L DCF ja ainult 41%

sellest suudeti eemaldada (Oosterhuis jt., 2013). Samas Bourdat-Deschamps jt., (2017) tulemused
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naitasid, et 75% ravimist suudeti reoveepuhastusjaamas eemaldada. DCF on mittesteroidsetest
poletikuvastastest ravimitest kdige mirgisem vetikatele ja selgrootutele (Fent jt.,, 2006).
Ravimijaagid vGivad kahjustada kalade DNAd, pShjustades sellega immunosupressiooni (Ribas jt.,
2014). Ravimi keemiline struktuur sisaldab kloori aatomit ning selletéttu ta keskkonnas

bioloogiliselt ei lagune (Haiba jt., 2017).

DCF jalgi on leitud ka reoveesettes. Kontsentratsioon v&ib jadda vahemikku £10-627ng/g™ (Loos
jt., 2013; Thelusmond jt., 2017; Fijalkowski jt., 2017). Eestis on ravimit tuvastatud Ré&pina
reoveepuhasti tootlematta settes (930 pg/kg) (Lemmiksoo, 2015a). Saastunud reoveesette
laotamisel pinnasele vdib ravim akumuleeruda mulda, kus see on toksiline mullas olevatele
selgrootutele nagu naiteks Folsomia candida liigile. DCF pdhjustab nende surma, mis omakorda
mojutab nende paljunemist (Chen, G jt., 2015). DCF on vdime akumuleeruda vihmaussidesse, kuid
ta ei mojuta negatiivselt vihmausside kaalu (Carter jt., 2014a, 2016a). Samas Pino jt., (2015)

leidsid, et DCF m&jub vihmaussidele toksiliselt, surmavaks kontsentratsiooniks oli 90,49 mg/kg.

Lisaks vGib antud ravim akumuleeruda taimedesse, samas on DCF vdhem toksiline kaunviljadele
kui naiteks moni teine ravim (sulfametasiin). DCF akumuleerub ka néiteks salatilehe ja lehtkapsa
juurtesse (Dodgen jt., 2013). Kuigi ravim voib akumuleeruda kultuurtaimedesse ei pérsi ta taimede

kasvu (Carter jt., 2014b; Lonappen jt., 2017).

Pinnases, kus on palju orgaanilist materjali imendub DCF mulda ning vdib seal olla resistente nii
aeroobsele kui ka anaeroobsele lagunemisele. Kui DCF on mulda sattunud véib ta koguneda veel
siigavamale ehk pohjavette ning jéuda inimeseni (Lonappen jt., 2017). Kontrollitud aeroobsetes
tingimustes vOib DCF laguneda pinnases seitsme paeva jooksul, kuid mitte anaeroobsetes
tingimustes (Al-Rajab jt., 2010; Thelusmond jt.,, 2018). DCF poolestusaeg vdib olla < 5 pdeva
(Al-Rajab jt., 2010; Carter jt., 2014b). Lisaks kaladele, taimedele ja mullaelustikule véib DCF
akumuleeruda ka lindudesse. Hussain jt., (2008) leidsid, et kogus, mis mdjub toksiliselt tuvidele on

0,25 mg/kg™ ja kanadele on 2,5 mg/kg™.

1.3.2 Metformiin

Metformiin (MET) on laialdaselt kasutusel olev suhkrutdve teise tllbi ravim (Oosterhuis jt., 2013).
Diabeet on maailmas lks levinumaid haigusi. 2017. aastal oli lile maailma hinnanguliselt 425
miljonit diabeeti pddevat inimest (Briones jt., 2018). Nii Eestis, Rootsis, Soomes ja Saksmaal muddi
aastal 2014 kokku 346 888 kg METi (Zandaryaa jt., 2017). Antud ravim ei lagune tdielikult inimese

organismis. 30-50% suukaudu manustatud ravimist valjub esimese 24 tunni jooksul muutmata

12



kujul uriiniga. Ulejadanud 20-30% véljub muutmata kujul viljaheidete kaudu (Briones jt., 2018).
Tuvastatud METi kogus reovees jaab uldiselt vahemikku 111,8-129 pg/L (Oosterhuis jt., 2013;
Trautwein jt., 2014; Tisler ja Zwiener, 2018). Heitvees v&ib ravimi kontsentratsiooni jaada
vahemikku 1-130 pg/L™ ning pinnaveest on ravimit leitud vahemikus 12 ng/L™-234 pg/L" (Niemuth
ja Klapper, 2015, 2018; Markiewiecz jt., 2017; Shraim jt., 2017; Tisler ja Zwiener, 2018).
Reoveepuhastusjaamades lagundavad bakterid METi aineks nimega guaniilluurea (GUA).
Keskkonda joudes voivad MET ja GUA akumuleerida kultuurtaimedesse nagu tomat, oad, porgand,
kartul (Briones jt., 2016). MET ja GUA on keskkonnas vaga liikuvad, seet&ttu voivad nad mullast

jouda edasi pbhjavette (Briones jt., 2016).

Briones jt., (2018) uurisid METi ja GUA lagunemist aktiivmudas. Leiti, et kui aktiivmudale on lisatud
glikoosi, siis GUA laguneb taielikult. MET lagunes kiiresti, kuid selle tulemusena tekkis metaboliit
GUA. Kui aktiivmudasse oli lisatud nii MET, GUA kui ka glikoos, siis MET ei lagunenud.
Reoveesettes vdib ravimi kogus olla kuni 237 ng/g*-1160 pg/kg (Thomaid jt., 2016; Straub jt.,
2019). METi poolestusaeg voib aeroobsetes tingimustes olla 1-5 paeva (Mrozik ja Stefafiska, 2014;
Haiba, 2017)

Isastele kaladele voib MET pd&hjustada vahesoolisust, vahendada viljakust ning parssida kalade
kasvu (Niemuth ja Klapper, 2015). METi mdju looduskeskkonnale ja organismidele on vahem
uuritud, kui teisi t66s kirjeldatud ravimeid ning seetdttu leidub METi toksilisuse kohta kirjanduses

vahem materjali.

1.3.3 Karbamasepiin

Karbamasepiin (CBZ) on krampidevastane ravim, mida kasutatakse epilepsia, kolmiknarvi
neuralgia ja bipolaarse depressiooni ravimiseks (Ferrari jt., 2003; Valdés jt., 2016). CBZ on
veekeskkonnas vaga plsiv (Ferrari jt., 2003; Yang jt., 2017). Antud ravimi eemaldamise protsent
reoveepuhastusjaamades on madalam kui 20% (Oosterhuis jt., 2013). CBZi ei saa taielikult
reoveest eemaldada ka bioloogiliste puhastus meetoditega (Bourdat-Deschamps jt., 2017).
Reoveest on leitud antud ravimit koguses 1100 ng/L-6,88 pg/L™ (Patrolecco jt., 2015; Ekpeghere
jt., 2018; Palli jt., 2019). Euroopas vdib CBZ kogus heitvees olla kuni 0,46 pg/L (Loos jt., 2013).
Umbes 72% suukaudu manustatud ravimist imendub organismi ning llejaanud 28% valjub
muutmata kujul organismist. Juba keskkonda sattunud CBZ po&hjustab toksilisust ning vdib

koguneda taimedesse (Haiba jt., 2018).
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Reoveesettes jaib CBZ kontsentratsioon vahemikku 5-258 ng/g* (Thomaidi jt., 2016; Thelusmond
jt., 2018). Kui ravim satub saastunud reoveesettega mulda, siis tema biolagunemine on mullas
vaga aeglane. Tema poolestusaeg voib jaada vahemikku 130-900 pdeva (Huang jt.,, 2015;
Bourdat-Deschamps jt., 2017; Thelusmond jt., 2018). Mullas on leitud CBZ jadke vahemikus
1,8-7,5 ng/g* (Verlicchi ja Zambello, 2015; Thelusmond jt., 2018). Libi pinnase vdib CBZ
akumuleeruda ka taimedesse. Ravimijaagid vdivad taime juurtest liikuda edasi taime lehtedesse

vOi vartesse. Ravimi jalgi on leitud naiteks porgandist ja sellerist. (Li jt., 2018)

CBZ on potentsiaalselt ohtlik veeorganismidele (vetikad, selgrootud), dgeda mirgistuse tase
organismides on jadnud alla 100 mg/L (Fent jt., 2006). Valdés jt., (2016) uurisid laboratoorsetes
katsetes CBZi ja tema kahe metaboliidi (CBZ-EP ja 2-OH-CBZ) vGéimet akumuleeruda kaladesse.
Uuringu tulemused nditasid, et ravimijadke ja tema kahte metaboliiti leiti kalade I6pustest,

soolestikust, maksast, ajust ning lihastest.

1.3.4 Triklosaan

Triklosaan (TCS) on antibakteriaalne aine, mida vG&ib leida erinevatest isikuhooldusvahenditest
(hambapastad, seebid, kreemid, deodorandid, kosmeetika), majapidamispuhastusvahenditest,
meditsiinilistes desinfitseerimisvahenditest ning erinevatest toodetest nagu tekstiilidest,
plastikust manguasjadest, plastikust I16ikelaudadest, arvuti seadmetest, hambaharjadest, viniiiilist
ning péranda vahaemulsioonidest (Lozano jt., 2010, 2012; Pintado-Herrera jt., 2014; Guo ja Iwata,
2017; Ma jt., 2017). Antud antibakteriaalne aine on olnud kasutusel juba 40.aastat ning Euroopas
tarbitakse seda igal aastal umbes 350 tonni. TCS reoveest eemaldamise protsent véib jddda
vahemikku 90-95% (Pintado-Herrera jt., 2014; Huang jt., 2015). Umbes 90% TCSist on vdimalik
reoveest kattesaada, kui reoveepuhastamiseks kasutadada membraani bioreaktorit
(Pintado-Herrera jt., 2014). Reoveejaamades tekib bioloogilise metiilimise kadigus TCSi metaboliit
metudl-triklosaan (Gaume jt., 2012). Metaboliit ei lagune biolagunemise ja fotollusi kdigus ning
on rasvlahustuv aine, mistottu on see keskkonnale veel kahjulikum kui algne aine (Marques jt.,
2016). Toéddeldud reoveesettes jaib TCSi kogus lldiselt vahemikku 4601 pg/kg-55 mg/kg™ (Butler
jt., 2012; Bourdat-Deschamps jt., 2017). Reoveepuhastusjaamadest on antibakteriaalset ainet
leitud vahemikus <213 ng/L-4,26 pg/L ja metidl-triklosaani vahemikus 0,3-10 ng/L (Huang jt.,
2015; Ebele jt., 2017).

Ying jt., (2007) leidsid laboritingimustes labiviidud katses, et TCSi biolagunemine toimub pinnases,
kus on head aeroobsed tingimused. Aine poolestusajaks oli 18 pdeva. Huang jt., (2015) leidsid, et

mida suurem on sette adsorptsioonikoefitsent, seda kauem aine laguneb. TCS poolestusajad jaid
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vahemikku 25-239 paeva. Ozaki jt., (2017) andmetel on TSC lagunemine reoveesette kompostis
on vaga aeglane ning aine laguneb reoveesette kompostis ainult 35% vorra. Samas Haiba (2017)
leidis, et reoveesette ja haava saepuru kompostis, kus vahekord 1:2 lagunes 55% ja 1:3 korral
lagunes 81% ainest. Kuna TCS laguneb aeglaselt, siis saastunud reoveesette lisamisel pinnasele
vOib TCS bioakumuleeruda mullas elavatesse organismidesse ning voib labi toiduahela mdjuda
kdrgema taseme organismidele toksiliselt. Naiteks vdib antud aine akumuleeruda vihmaussidesse
(Higgins jt.,, 2010; Huang jt., 2015; Ma jt.,, 2017). Ma jt.,, (2017) leidsid, et vihmaussi
akumuleerunud TCS mdjutab negatiivselt vihmaussi soolestikus olevate bakterite arvu. Samuti
vBib TCS negatiivselt m&jutada ka pinnases olevaid mikroobe. On leitud, et TCS v&ib negatiivset
mdju avaldada vihmaussidele kontsentratsioonil "1 pg/g®. Vihmaussidesse akumuleerudes,
vahendab TCS nende kaalu ning md&jutab negatiivselt vihmausside soolestikus olevate mikroobide
arvu ning pohjustab neile oksilidatiivset stressi ja kahjustab DNAd (Reiss jt., 2009; Lin jt., 2010;
Macherius jt., 2014). TCS jalgi on vihmaussidest leitud isegi parast nelja aasta tagust reoveesette
laotamist pinnale (Macherius jt., 2014). Reiss jt., (2009) leidsid, et vihmaussile Eisenia fetida on

surmav kontsentratsioon TCSi parast 14 pieva kokkupuudet >1626 mg/kg™ (KA).

TSC voib akumuleeruda ka kultuurtaimedesse. Wu jt., (2013) kasvatasid nelja Gldtuntud koogivilja
(paprikat, kurki, aedsalatit ja aedspinatit) lahuses, kuhu oli lisatud 20 ravimit kontsentratsioonil
0,5uL™. Leiti, et TSC kogus nelja taime juurtes ja lehtedes oli iiks kdrgemaid (0,2-69 ng/g™).
Chen, W jt., (2013) leidsid, et kui pinnast niisutada saastunud heitveega korduvalt ldbi 10 aastase
perioodi, siis TCS akumuleerub kuni 20 cm sligavusele ning aine kogus voib jadda vahemikku
82-138 ng/g’. Samas katses leiti antud antibakteriaalse aine jélgi ka 90 cm siigavusel olevast

pohjaveest.
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2. REOVEESETE JA KOMPOST

Reoveesete on reoveest flisikaliste, keemiliste voOi bioloogiliste meetoditega eraldatud
suspensioon (Reoveesette pdllumajanduses, haljastuses ja rekultiveerimisel kasutamise nduded,
2003). Sete koosneb veest, orgaanilisest materjalist, surnud ja elavatest mikroorganismidest ning
anorgaanilistest miirgistest saasteainetest (Kacprzak jt., 2017). Eestis tekib umbes 150 000 m?
margkaalus reoveesetet. Tekkinud reoveesete kuhjub reoveepuhastusjaama juurde, sest et
vee-ettevotted ei ole leidnud lahendusi, kuidas reoveesetet edukalt ringlusesse kaasata ning
inimesed suhtuvad reoveesette komposti kasutamisesse vdetisena eelarvamustega

(Keskkonnaministeerium, 2017).

Globaalne ndudlus taastuvate energiate ja orgaanilise materjali jargi kasvab. Setet saab moodsate
tehnoloogiate abil suunata taaskasutusse - kasutades energia tootmiseks ning vaetisena.
Reoveesette taaskasutamine on majanduslikult otstarbeks ning keskkonnasdbralik (Kacprzak jt.,
2017). Eestis saab toodeldud reoveesetet kasutada péllumajanduses, haljastuses ja
rekultiveerimisel.  Ehitusmaterjalide tootmiseks tekib Eestis reoveesetet liiga vahe
(Keskkonnaministeerium, 2017). Kogu Euroopas kasutatakse pdllumajanduseks umbes 40% terves

Euroopas toodetud settest (Kacprzak jt., 2017).

Enne kui reoveesetet saab kasutada tuleks seda toodelda nii, et see oleks ohutu
looduskeskkonnale (p&hja-ja pinnaveele, mullale), taimedele, inimestele ja loomadele (KGrgmaa,
2010). Eestis peab reoveesetet tootlema vahemalt Ghe toimingu abil olgu selleks, siis kas
aeroobne vGi anaeroobne stabiliseerimine, sealhulgas kompostimine v&i keemiline v&i termiline
tootlemine (Reoveesette pdllumajanduses, haljastuse..., 2003). Kompostimine on (ks lihtsamaid
viise kuidas setet stabiliseerida, suurendada kuivaine sisaldust ning muuta ohutuks. Sete sisaldab
97-98% vett, siis kompostimine vahendab settes ka vee osakaalu. Reoveesette kompostimine on
sette aeroobne lagundamine mikro- ja makroorganismide poolt, kuhu lisatakse tugimaterjalina
naiteks saepuru, puukoori, turvast, pohku. (K6rgmaa, 2010; Kacprzak jt., 2017) Kompostimise
kestvus sOltub segu temperatuurist. Naiteks 10 pdevasel kompostimise perioodil peab aunades
temperatuur olema vidhemalt 255°C (Reoveesette pdllumajanduses, haljastuses..., 2003).
Kompostimise meetodeid on kolm (Kdrgmaa, 2010):

1l.aunkompostimine — toimub valitingimustes. Komposti segatakse kindla aja tagant, et Ghk
padseks juurde ja et segu oleks Uhtlane. Protsessi pikkus on tavaliselt 8-12 kuud. Vaja on suurt
maa-ala ning Eesti kliimas ei pruugi kdik patogeensed organismid havida;

2. kuhjaskompostimine — sarnane aunkompostimisele;
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3.anumkompostimine — protsess toimub kiirendatult suletud reaktoris, kus on kindel dhu-ja
niiskusesisaldus ning temperatuur. Kompostimine on kiire ning koos jarelkiipsemisega kestab neli

kuud.

Parast tootlemist sisaldab reoveesete keskmiselt 50-70% orgaanilist materjali ja 30-50%
mineraalseid aineid ning suurel maaral ka teisi toitaineid, sealhulgas mikrotoitaineid

(Kacprzak jt., 2017).

2.1 Kasutamisega seotud eelised ja puudused

Reoveesetet saab pdéllumajanduses edukalt kasutada vaetisena, sest et ta sisaldab vaartuslikke
toitaineid nagu fosfor, lammastik, orgaaniline aine, kaalium, kaltsium ning mikroelemente. Settes
olev orgaaniline aine parandab mulla fiitsikalisi omadusi— mulla poorsust, vee mahutavust ning
parandab mulla mitmekesisust. (Roig jt., 2012; Lemmiksoo jt., 2015b) Maa-alal, kus kasvatatakse
koogivilja-ja marjakultuure ning ravim-ja maitsetaimi, on sette kasutamine keelatud (Reoveesette
pollumajanduses, haljastuses..., 2003). Pikaajaline reoveesette kasutamine vdetisena vdahendab
mulla pH-d, mis omakorda vdib tosta metallide biosaadavust mullas (Urra jt., 2019). Samuti voib
pika-aegse laotamise tulemusena suureneda antibiootikumi resistentsete geenide hulk mullas
(Chen, Q jt., 2016). Samuti vGib reoveesette kasutamine tekitada taimedes geneetilisi
mutatasioone. Pollukultuurid, mis on kasvanud pdllul, kuhu on suuremas koguses reoveesetet
laotatud, vodivad bioakumuleeruda toksilised (ihendeid, mis véivad omakorda j6uda modda
toiduahelat inimese organismi. (Corred Martins jt., 2016) Samas vOib pikaajaline reoveesette
laotamine podllule mdjuda ka positiivselt. Naiteks lubjarikastel muldadel pikaajaline reoveesette
kasutamine vdetisena muutis mulla orgaanilise materjali poolt rikkamaks ning tdusis ka mulla
orgaanilise materjali aromaatsus. Samuti muutus kiiremaks mikroobide aktiivsus ja lammastiku

mineralisatsioon ning lahustuvate fenoolsete Ghendite arv mullas kasvas. (Roig jt., 2012)

Reoveesetet saab kasutada ka haljastusel ja rekultiveerimisel. Naiteks vanade kaevanduste
taastamisel, kus alad on toitainetevaesed, mdjub sete aeglase vaetisena ning seob rohkem vett
(Lemmiksoo jt.,, 2015b). Haljastuses on oluline reoveesette struktuur. Struktuur peaks olema
teraline ning sisaldama sobivas koguses anorgaanilist materjali. Selleks, et saavutada teralist
struktuuri peaks komposti lisama ka liiva. Negatiivseks aspektiks on see, et aeroobselt
stabiliseeritud olme reoveesete voib sisaldada taimede néiteks tomatiseemneid (Lemmiksoo jt.,

2015a)

17


https://www.riigiteataja.ee/akt/761407
https://www.envir.ee/sites/default/files/reoveesette_too_ii_aruanne.pdf

Reoveesette kasutamise liheks puuduseks on kindlasti kehv kvaliteet, nagu naiteks tiikilisus, liiga
marg ja ebameeldiv I16hn (Keskkonnaministeerium, 2017). Reoveesete voib sisaldada ka vooriseid
nagu plastijddke, mis on keskkonnale ohtlikud, sest ei lagune ning muudavad sette valimust.
Vooriste sisaldust settest saab vahendada, kui mehaaniline puhastus toimub nduetekohaselt
(Lemmiksoo jt., 2015a). Lisaks vOib reoveesete sisaldada kahjulikke aineid, organisme ja Gihendeid
nagu ravimijadke, raskmetalle ja patogeenseid organisme. Ohtlikke aineid ja (ihendeid sisaldava
reoveesette kasutamisega vOib saastuda veekeskkond ning pinnas Uleliigsete toitainete ja
raskmetallidega (KGrgmaa, 2010). Saasteainete kogus sGltub reoveesette paritolust, kas on ainult

t66stuslik, ainult kodumajapidamistes voi mélemast (Carbonell jt., 2009).

Reoveesete sisaldab selliseid patogeenseid mikroorganisme nagu bakterid (Salmonella spp,
streptokokid, E. coli), viirused (rotaviirus, hepatiit A, C, E, ehhoviirus, noraviirus), seened (naiteks
Aspergillus fumigatus, Penicillium spp) ja parasiitsed ussid, mis on potentsiaalseks ohuks inimese
ja loomade tervisele ning taimedele (Dumontet jt., 2001; Sidhu ja Toze, 2009; Kacprzak, 2017).
Inimesed vdivad patogeensete organismidega kokkupuutuda kahel viisil (Shidu ja Toze, 2009):

1. otsene kokkupuude — nakatumine labi maardunud kéte ja riiete;

2. kaudne kokkupuude — stitiakse kultuurtaimi, mis on kasvatatud pollul, kuhu on lisatud saastatud

reoveesetet vaetisena.

Reoveesette tdielik stabiliseerimine on vGimatu ning ka védheoluline, sest et ellujaganud
patogeenidel on vdhenenud potentsiaal pohjustada terviserikkeid (Shidu ja Toze, 2009).
Patogeenide arvu saab vahendada Oige reoveesette tootlemise meetodiga. Naiteks sette
kompostimine ja lubja lisamine vdivad vahendada ohtlikke patogeensete organismide arvukust
reoveesettes ning seeldbi vahendada ohuriski inimesele (Lemmiksoo jt., 2015b; Kacprzak jt.,
2017). Patogeenide inaktiveerimine téodeldud reoveesettes soOltub temperatuurist, niiskuse
sisaldusest, mikrofloorast, pH, paevavalgusest, hapnikust, mullatiilbist ja selle tekstuurist (Shidu
ja Toze, 2009). Chen, Q jt., (2016) leidsid, et reoveesette pikaajaline laotamine pinnasele vdib
suurendada antibiootikumiresistentsete geenidega bakterite arvukust ja mitmekesisust mullas.
Patogeenid inimestele vGivad pdOhjustada toidumirgistust, seedehdireid, erinevaid haigusi ja
poletikke (naiteks hepatiit, kuseteede ja jamesoole pdletikud) ja allergiaid. Lisaks vdivad inimesed
nakatuda  parasiitussidega  (Dumontet jt., 2001; Kd&rgmaa, 2010). Eestis on
Keskkonnaministeeriumi maarusega maaratud piirnormid fekaalsetele colilaadesetele bakteritele
(100 ml kohta 1000 pesa uhikut) ning helmintide munadele (1 | Gks muna) (Reoveesette

pollumajanduses haljastuses..., 2003).
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Reoveesetet ei tohi pollumajanduses kasutada, kui see sisaldab suurtes kogustes raskmetalle.
Koige levinumad raskmetallid, mida reoveesettes voib leida on tsink (Zn), vask (Cu), nikkel (Ni),
kaadmium (Cd), plii (Pb), elavhdbe (Hg) ja kroom (Cr) (Fytili ja Zabaniotou, 2008). Peamised
raskmetallide allikad on t60stusettevotete reovesi ja pinna dravool (Fijalkowski jt., 2017). Enamik
raskmetallide kogusest reoveesettes eemaldatakse mehaanilises ja bioloogilises etapis.
Mehaanilise puhastamise etapis eemaldatakse umbes 50% Zn, Pb ja Cu kogusest reoveest
(European Commission, 2001a). On leitud, et ka pikk kompostimise periood (180 paeva) vdib
viahendada raskmetallide kontsentratsiooni piirmaarani, nii et komposti véiks kasutada
pollumajanduses (Amir jt.,, 2005). Kuid pikaajalisel reoveesette komposti laotamise tulemusel
voivad kompostis olevad raskmetallid ajajooksul koguneda pinnasesse, imbuda pdhjavette ja
imenduda taimedesse ning 10puks jduda modda toitumisahelat inimese toidulauale. Raskmetallid
parsivad taimede kasvu ning on toksilised mulla mikroobidele (Mantovi jt., 2005; Smith, 2009).
Raskmetallid vdivad inimestele pShjustada dgedat mirgisust, kroonilisi haigusi (nditeks kahjustusi
kopsudele ja maole) ning vodivad olla kartsiogeensed (Environmental Commission, 2001b).
Keskkonnaministeeriumi  madrusega on etteantud pdllumajanduses, haljastuses ja
rekultiveerimisel kasutatava settes leiduvate raskmetallide piirvdartused (Reoveesette
pollumajanduses, haljastuses..., 2003). Lisaks on satestatud ka raskmetallide piirvaartused
pinnases ja pdhjavees (Ohtlike ainete pdhjavee kvaliteedi piirvaartused, 2010; Ohtlike ainete

sisalduse piirvaartused pinnases, 2010).

Lisaks raskmetallidele ja patogeensetele organismidele takistab reoveesette laialdast kasutamist
ka settes olevad orgaanilised saasteaineid. Orgaaniliste saasteainete alla kuuluvad ravimijaagid,
isikuhooldusvahendid, pestitsiidid, poliaromaatsed susivesinikud (PAH), poliklooritud bifenidilid
(PCB), perfluoritud thendid (PFC), adsorbeeruvad orgaanilised halogeniidid (AOX) (European
Commission, 2001b; Fijalkowski jt., 2017). ELi jalgimisnimekirja kuulub kaheksa ainet vGi ainete
rihma, mis vodivad liidu tasandil pdhjustada veekeskkonnale voi selle kaudu keskkonnale
markimisvaarset kahju. Antud ainete kohta kogutakse seireandmeid terves ELis. Varem kuulus
nimekirja ka toos kasitletud DCF, kuid kuna antud toimaine kohta on kogutud piisavalt
kvaliteetseid andmeid, otsustati DCF nimekirjast valja jatta. 05.06.2018 seisuga kuuluvad antud
nimekirja jargmised ained. (Euroopa Liidu Teataja L141/9, 2018): 17- & -etinlildstradiool (EE2);
17- B 6éstradiool (E2), dstroon (E1); makroliidantibiootikumid (eriitromiitsiin, klaritromiitsiin,
asitromdtsiin); metiokarb; neonikotinoidid (imidaklopriid, tiaklopriid, tiametoksaam, klotianidiin,

atseetamipriid); metaflumisoon; amoksitsilliin; tsiprofloksatsiin.

PAHd tekivad orgaaniliste ainete nagu naiteks puidu ja stsiniku mittetdielikul pélemisel, sdidukite

mootoris voi puroltusist (European Commission, 2001b; Ozaki jt., 2017). PCBd voivad tekkida
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fossiilsete kiituste pdlemisel (European Commission, 2001b). Orgaaniliste saasteainete sisaldust
reoveesettes saab vahendada kui setet osoneerida, toodelda seda ultraviolettkiirguse (UV)
okslidatsiooniga vOi bioagumentatsiooniga (Semblante jt.,, 2015). Reoveepuhastamiseprotsessis
ning reoveesette t6otlemisel vdivad orgaanilised ained moodustada vahesaaduseid, mis vdivad

loomadele ja taimedele olla veel toksilisemad kui algained (Fijalkowski jt., 2017).

Orgaanilised saasteained vdivad tuule ja vihma tdttu sattuda atmosfaari ning pinnavette. Uhendid
vbivad akumuleeruda taimedesse ning jéuda inimese toidulauale (Laturnus jt., 2007). Mdned
adsorbeeruvad orgaanilised halogeniidid véivad moodustada veel toksilisemaid ja
kantserogeensemaid Uhendeid nagu vinudllkloriid ja trihalometaanid. Trihalometaane tekitab
naiteks reoveesette to66tleminel osooniga. PAHd, PCBd on samuti kantserogeensed iihendid ning

vOivad p&hjustada elusorganismides mutatasioone ning vahki (European Commission, 2001b).

Nagu peatikkides 1.2 ja 1.3 on kirjutatud, siis ravimid ja isikuhooldusvahendid reovees ja
reoveessettes tdielikult ei lagune ning looduskeskkonda joudes véivad nad pohjustada
okotoksilisust ning akumuleeruda taimedesse ning moédda toitumisahelat juda inimeseni. Martin
jt., (2015) uurisid ravimite sisaldust parast erinevaid t66tlemise meetodeid kasutades. Leiti, et
ravimijadkide sisaldus kompostis oli jadnud, kas samale taseme vai ldinud oluliselt krgemaks, kui
aneroobselt lagundatud settes. Seda vGib seletada sellega, et kompostimisel sette kaal orgaanilise
aine lagunemise tulemusel vdhenes. Haiba (2017) uuris ihe kuu jooksul ravimite lagunemist
laboritingimustes kahes kompostimis segus. Uhes kompostimisanumas oli reoveesette ja saepuru
vahekord 1:2 ning teises 1:3 mahu jargi. DFC lagunes 6% vorra rohkem kompostimis segus, kus
vahekord oli 1:3. 1:2 vahekorraga segus oli protsent 92% ja 1:3 oli 98%. CBZi puhul oli 1:2
vahekorra puhul lagunemisprotsent -11% ja 1:3 puhul 13%. Sarnaselt DFCle oli ka METi
lagunemisprotsent reoveesette ja saepuru 1:3 vahekorra puhul suurem (93 %), 1:2 puhul oli see

91%. TCS lagunemis protsendid olid vastavalt 55% (1:2) ja 81% (1:3).

Eestis ega ka ELis pole etteantud reoveesettes voi selles kompostis sisalduvate inimravimite
piirvaartusi. Kuid ELis on veterinaarravimitele maaratud piirvaartused. Veterinaarravimite kogus ei
tohiks uletada 100 ug/kg sdnnikus ja 10 pg/kg pinnases, millele on laotatud sdnnikut. Samas on
teadlased arvamusel, et selleks, et sete oleks ohutu k&ikidele mullaorganismidele peaks ravimite
piirvaartus mullas olema vaiksem (1 pg/kg). Kuid antibiootikumiresistentsed geenide tekke
véltimiseks peaksid ravimite piirvadrtused olema veel vdiksemad (0,01-0,1 p/kg). (Lillenberg,

2011)
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3. VIHMAUSSID JA NENDE ROLL KESKKONNAS

Vihmaussid on Ghed tdhtsamad organismid mulladkoslisteemis, sest et nad parandavad
mullaviljakust. Vihmaussid toovad mulla sligavamates kihtidest toitaineid mulla Glemistesse
kihtidesse sdnnikuna, mis takistab toitainete leetumist. Mullakihtide segamisel on orgaaniline
materjal mullas paremini hajutatud ning toitained on taimedele paremini kattesaadavad
(Chauhan, 2014). Vihmaussid kiirendavad toitainete mineralisatsiooni, tekitades pinnases
vaikeseid laike, mis on rikkad mineraalsete toitainete poolest. Naiteks just kultuurtaimed
vajavadki suurtes kogustes mineraalseid aineid ning kasv on tulemuslikum tdnu vihmausside
tegevusele (Bertrand jt., 2015). Nad Shustavad mulda ning lagundavad orgaanilist materjali, mille
tulemusena paranevad nii mulla keemilised, flusikalised kui ka bioloogilised omadused (Chauhan,

2014).

Mullas liikudes ja toitudes tugevdavad vihmaussid mulla struktuuri, mis omakorda mdjutab
niiskustaset, gaasi difusiooni ja toitainete liikumist mullas. Nende tegevuste tottu muudavad
vihmaussid ka mullas mikrobioomi struktuuri ja talitlemist (Gong jt., 2018). Mikroobide struktuuri
ning orgaanilise materjali muutmine kiirendab mikroobide aktiivsust ning seeldbi kiireneb ka
orgaanilise aine lagunemine. Orgaanilist materjali muudetakse fliUsiliste tegevustega nagu naiteks
Ohustamine, segamine ja peenestamine (Bertrand jt., 2015; Ali jt., 2015). Lisaks mikroobide
tegevuse mdjutamisele ja orgaanilise aine muutmisele muudavad vihmaussid ka orgaanilise
materjali fuusikalist ja keemilist seisu vdhendades jark-jargult sisiniku/lammastiku suhet ning
seeldbi  suurendades mikroorganismidele kattesaadava materjali pinda. Koostdos
mikroorganismidega muudavad vihmaussid keerulise ehitusega orgaanilised materjalid korge
vaartusega huumuseks (Lazcano jt., 2008). Stimuleerides mikroobide aktiivsust tekib taimedes
rohkem ka taimekasvuregulaatoreid. Vihmaussid transpordivad mikroorganisme mullas oma kehal

vOi kehas vertikaalselt ja horisontaalselt. (Bertrand jt., 2015)

Lisaks orgaanilise aine lagundamisele ja mulla omaduste parandamisele méjutavad vihmaussid
mullas kaevates ka mulla mehaanilisi ja hidraalseid omadusi, mis loovad mulla makropoore.
Makropoorid mojutavad vee infiltratsiooni ning aitavad vahendada pinnalt veeédrajooksu ja
erosiooni. Vihmausside liikkumine mullas suurendab ka vee kadttesaadavust taimedele (Bertrand jt.,
2015). Nende tegevuse tagajarjel on pdllukultuurid vastupidavamad haigustele ja kahjuritele

(Bertrand jt., 2015).

Vihmaussid aitavad lagundada ka pinnases leiduvaid orgaanilisi saasteaineid nagu PAHid, PCBid,

raskmetalle ja pestitsiide (Rodriguez-Campos jt., 2014). Mulla 6hustamisega ning selle struktuuri
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parandamisega kiirendavad nad mikroobide aktiivsust ning suurendavad mikroobidele
kattesaadava aine pindala, mis omakorda aitab kaasa orgaaniliste saasteainete lagunemisele

(Dendooven jt., 2011; Rodriguez-Campos jt., 2014).

Eespool kirjeldati vihmausside rolli keskkonnas, kuid lisaks mainitule on nad ka vaga head
indikaatorid hindamaks keskkonna saastunud olekut. Naiteks vdidakse neid kasutada
valtimistestis. Valtimistest on 6koloogiline riskianallilis, mida kasutatakse, selleks et juba varakult
avastada ja maédrata saastumise taset/kogust pinnases (Natal-da-Luz jt., 2008a, 2008b). Vihmausse
kasutatakse valtimistestis just selleparast, et nad on tundlikud erinevate saasteainete suhtes
mullas. Nende keha on kaetud kemoretseptoritega (chemoreceptors) tanu millele nad suudavad
tuvastada erinevaid saasteaineid. Neil on 0&huke epidermaalne kude ja naare, mis on
keskkonnamuutuste suhtes tundlikud. Nad kaitsevad ennast keskkonnas esinevate ebasoodsate
tingimuste kas pégenemise voi valtimise teel. (Garzia-Santos ja Keller-Forrer, 2011; Gao jt., 2016)
Pinnases olevate saasteainetega puutuvad nad kokku valise epidermiskihiga. Just véimalusele
valtida ebasoodsaid tingimusi loetakse valtimisteste vihmaussidega tdpsemateks kui toksilisuse

vOi reprodutseerimise teste (Natal-da-Luz jt., 2009).

Peamised vihmausside liigid, mida valtimistestides kasutatakse on Eisenia fetida ja Eisenia andrei
(Natal-da-Luz jt., 2009). Ka Rahvusvaheline Standardimisorganisatsioon (International
Organization for Standardization-1SO) soovitab valtimistestis kasutada Eisenia andrei ja Eisenia
fetida liigi vihmausse (ISO 17512-1, 2008). Modlemad liigid elavad mulla Ulemistes kihtides
(Dominguez, 2004). Mulla Ulemistes kihtides elavad vihmaussid on toksilisuse testimisel
eelistatavamad, sest et neid on kerge laboritingimustes kasvatada, saavutavad sugukiipsuse
kiiresti ning neil on taluvus erinevate keskkonnategurite suhtes (ISO 17512-1, 2008; Delgadillo jt.,
2017). Lisaks kasutatakse valtimistestis Dendrobaena veneta liigi usse. Ka Dendrobaena veneta
elab mulla Ulemistes kihtides. Dendrobaena veneta liigi taiskasvanud isendid on kaalulult suured
(keskmiselt 0,92 grammi), nad ei ole vaga viljakad ning kasvavad vaga kiiresti. Talub paremini
niiskuse kdikumisi mullas kui moni teine vihmaussiliik ning eelistab temperatuuri 15°C-25°C. Tema
vO00 on punakas- sinist varvi ning pikkus on 5-7 mm x 50-80 mm. Sugukiipsuse saavutavad 65

paevaga ning elutsikkel on 100-150 paeva. (Dominguez ja Edwards, 2010)

Vihmausside valtimistesti saab kasutada ka pdllul olevate raskmetallide toksilisuse hindamiseks,
kui muuta kunstliku kontrollsubstraadis futsikalisi- ja keemilisi omadusi nii et need oleksid pdllult
vOetud proovidele sarnased (Delgadillo jt.,, 2017). Gao jt., (2016) uurisid usside kaitumist
metallidega saastunud keskkonnas. Leiti, et mida kdrgem on Zn ja Pb tase keskkonnas, seda

rohkem vihmaussid antud keskkonda valdivad. Kui Pb kogus mullas oli 1200 mg/kg ja Zn kogus 400
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mg/kg, siis kdik kiimme vihmaussi olid liikunud saastunud keskkonnast kontroll keskkonda. Antud
katse néitas, et Zn on Eisenia fetidale toksilisem kui Pb (Gao jt., 2016). Viltimisteste on tehtud ka
ravimitega. Zizek ja Zidar (2013) tegid véltimiskatse Eisenia andrei liigi vihmaussidega kasutades
veterinaarravimit lasolotsiid. Vihmaussid valtisid ravimit, kui ravimi kontsentratsioon oli karbis
12,3 mg/kg™. Kuigi on teada, et vihmaussidel on keskkonnas oluline roll ja neid saab kasutada kui
keskkonna saastatuse madramise indikaatoritena, ei ole kirjanduse andmetel vaga palju
informatsiooni vihmausside ravimite véltimise (eriti Dendrobaena veneta liik) kohta pinnases.
Samas ravimite ja nende jadkide sattumine keskkonda on muutunud uueks globaalseks
probleemiks, millel vGib olla palju negatiivseid tagajargi (kirjeldatud peatikid 1.2 ja 1.3). Antud
[6putdd puhul on piltookatsega, kus vorreldavaid andmeid Dendrobaena veneta ja valitud

ravimitega teostatud valtimistesti kohta kirjandusest ei leitud.
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4. MATERJAL JA METOODIKA

4.1 Materjal

4.1.1Ravimid

Viltimiskatsesse valiti diklofenak (DCF), karbamasepiin (CBZ), metformin (MET) ning triklosaan
(TCS). Katsesse valiti just need neli ainet, sest need on ihed enim kasutatavad ravimid, mille jalgi
on leitud nii reoveest, heitveest, reoveesettest, pinnaveest, pdhjaveest, pinnases, taimedest ja
loomadest (Oosterhuis jt., 2013;Wu jt., 2013; Chen, W jt., 2013; Sui jt., 2015; Verlicchi ja Zambello,
2015; Ebele jt.,, 2017; Yang jt., 2017; Bartrons ja Pefiuelas, 2017; Mezzelani jt., 2018; Klampfl,
2019). Ravimid telliti Labochema Eesti OU.

Katsed viidi labi kahes osas. Esimeses osas tehti valtimiskatse iga ravimi kohta eraldi. Teises osas
kasutati ravimite kombinatsiooni. Ravimite kogused arvutati segu kuivaine sisalduse jargi, (ihe
kilogrammi kuivaine kohta lisati 5, 7, 10, 20, 30 mg ainet. Ravimid lahustati 10 ml etanoolis,
seejarel lisati ravimite lahused (heks minutiks 35 kraadisesse ultrahelivanni (Bandelin electronic).
Lisaks tehti kontrollkatse (0 mg/kg (KA). Iga ravimi ja kontsentratsiooni kohta tehti kolm kordust
(vt tabel 4.1).

Antud magistrito6 puhul on tegemist pilootkatsega ning kirjanduse andmetel ei leitud
informatsiooni varasemalt teostatud valtimiskatsete kohta reoveesette kompostiga. Ravimite
kontsentratsioonide valiku tegemisel lahtuti teiste erinevate toksiliste katsete pohjal tehtud
uuringute tulemustest (Kinney jt., 2008; Carter jt., 2014b; Pino jt., 2015; Havranek jt., 2017; Ma jt.,
2017).

Tabel 4.1 Viltimiskatsesse valitud ravimite kontsentratsioonid

Ravimi nimetus Ravimite kontsentratsioonid lahuses, mg/kg (KA)

0 5 7 10 20 30
Ravimeid ei lisatud 3x - - - - -
TCS - 3x 3x 3x 3x 3x
DCF - 3x 3x 3x 3x 3x
CBzZ - 3x 3x 3x 3x 3x
MET - 3x 3x 3x 3x 3x
TCS+DFC+CBZ+MET - 3x 3x 3x 3x 3x

24



4.1.2 Vihmaussid

Viltimiskatse viidi |abi Dendrobaena veneta liigi vihmaussidega. Vihmaussid saadi kahest
kalastustarvete poest - Vobla ja Betta Zoo. Dendrobaena veneta liik valiti sellepérast, et Glemistes
mulla kihtides elavad ussid on tundlikud keskkonnas olevate saasteainete suhtes ning neil on
vOime keskkonnas olevaid ebasoodsaid tingimusi véltida pdgenemise teel (Garzia-Santos ja
Keller-Forrer, 2011; Gao jt., 2016). Samuti on neid laboritingimustes kerge kasvatada ning
sugukiipsuse saavutavad umbes kahe kuuga (Dominguez ja Edwards, 2010; Delgadillo jt., 2017).

Antud liigi vihmaussid taluvad paremini niiskuse k&ikumisi mullas (Dominguez ja Edwards, 2010).

4.1.3 Reoveesette kompostisegu

Viltimiskatse labiviimiseks valmistati eelnevalt ette reoveesette kompostisegu, mis segati kokku
mahu jargi reoveesette ja haava saepuruga (1:2). Vahekord valiti kirjanduse ja varasemalt tehtud
té6de pohjal (Ojala, 2015; Haiba, 2017). Toos kasutati metaankaaritatud ja tahendatud
reoveesetet, mis toodi Tallinna Paljassaare reoveepuhastusjaamast (joonis 4.1) ning haava
saepuru parines Ralgetor OU-st (Jdgevamaa, Saare vald, Nautrasi kiila). Kokku valmistati viis
kompostisegu, mida piisava hapnikutaseme tagamiseks segati perioodiliselt. Kompostiaunade
niiskusesisaldus hoiti 60-70% kogu katse jooksul, seda mdddeti 3-4 korda nddalas ning vajadusel

lisati vett.

Komposteerimise protsess kestis perioodil 09.03.2019-26.04.2019 ning viidi labi Tallinna
Tehnikatlikooli Tartu Kolledzi mullabioloogialaboris. Selle perioodi jooksul md&ddeti erinevaid
parameetreid nagu komposti temperatuur, kuivainesisaldus ja pH. Kompostide temperatuuri

moddeti igapdev ning selleks kasutati elavhdbeda kraadiklaase.

Joonis 4.1 Vaade t60s kasutatud reoveesettele (autori foto)
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Segu kuivainesisalduse méaaramiseks kasutati massikao meetodit (valemid 4.1 ja 4.2). Selleks
kaaluti kdigepealt tiihjad tiiglid, siis vOeti igast kompostianumast nii pealt, kiilgedelt kui ka pohjast
proovid (kaaluga 60-70 grammi). Parast proovide votmist kaaluti tdidetud tiiglid dra ning asetati
24 tunniks temperatuuril 105° C juurde kuivatuskappi. 24 tunni méodudes kaaluti proovidega
tdidetud tiiglid dra. Kuivaine arvutamiseks kasutati kahte valemit (Ojala, 2016). Valemite jargi
saadi teada mitu protsenti kuivainet on igas kompostis. Kuivaine protsent pidi jadma vahemikku

35-40%. Vajaliku niiskusesisalduse tagamiseks lisati vajadusel kompostiaunadele vett.

N= =22 x 100, (4.1)
KA=100-N, (4.2)

kus, N- proovi niiskussisaldus %
m,- anallilisitava proovikoguse mass grammides enne kuivatamist
m,- analulsitava proovikoguse mass grammides pdrast kuivatamist

KA-kuivainesisaldus proovis %.

Kompostide pH maaramiseks kaaluti igast kompostianumast 10 grammi proovi kolvidesse ning
lisati 100 ml destilleeritud vett. Kolb suleti korgiga ning jdeti 24 tunniks toatemperatuurile seisma.
Parast 24 tunni mé6dumist méddeti selginenud vedelikust pH, kasutades selleks pH-meetrit WTW

Multi 340i, elektroodiga SenTix 41.

4.2 Metoodika

Viltimiskatse viidi Iabi Tallinna Tehnikallikooli Tartu Kolledezi mullabioloogia laboris vahemikus
26.04.2019-02.05.2019. Valtimiskatse viidi 1abi ISO 17512-1 (2008) standardi jargi. Valtimiskatses
kasutatud karbid mddtmetega 15x13x9,5cm jagati plastikust vaheseinaga kaheks vordseks osaks,
nii et Uhele poole saaks puhas segu ning teisele poole ravimitega saastunud segu (joonis 4.2).
Ohuvahetuse tagamiseks tehti eelnevalt karpidele nii kiilgedele kui ka pdhja peale dhuaugud.
Uhele poolele karbi segust (150 g) lisati pipetiga vastav kogus ravimi ja etanooli lahust ning segati
hoolikalt. Kontroll poolele (150g) ravimite lahust ei lisatud, kuid keskkonna tingimuste
Uhtlustamiseks lisati null poolele sama kogus puhast etanooli. Enne vihmausside lisamist, karbid
seisid 24 h, et tagada etanooli lahustumine segus. Lisaks hoiti katses kasutatud vihmausse enne
véltimisikatse alustamist 24 h reoveesette kompostisegus (kuhu ei olnud eelnevalt lisatud ei
ravimeid ega etanooli), et nad aklimatiseeruksid katse keskkonnaga. Jargmiseks eemaldati

vahesein ning kahe segu vahele lisati eelnevalt destilleeritud veega puhastatud 10 taiskasvanud
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Dendrobaena veneta vihmaussi. 16/8- tunnise valguse/pimeduse reziimi tagamiseks kaeti karbid

fooliumpaberiga. Katse kestis 48 h, ruumitemperatuur oli 20 + 2 °C.

Joonis 4.2 Viltimistestis kasutatud vaheseinaga karp, kus Uhel pool puhas segu ja teises ravimitega segu

(autori foto)

Katse |10ppedes lisati vahesein kahe segu vahele tagasi ning loeti kokku, mitu ussi on thel ja teisel
pool karpi. Vihmaussid, kes olid jagaja tagasipaneku tottu pooleks ldinud, loendati 0,5 vorra,
olenemata ulejdanud keha pikkusest (ISO 17512-1, 2008; Xie jt., 2013). Kaduma ldinud ussid loeti
surnud usside hulka. Iga ravimi kontsentratsiooni teostati kolm kordust. Selleks, et teada saada,
mitu protsenti ussidest valtis saastunud keskkonda kasutati jargmist valemit (valem 4.3) (I1SO

17512-1, 2008). Negatiivne tulemus tdhendas, et valtimist ei toimunud.
X= (%W) * 100 (4.3)

kus, X- valtimine %
nc- usside arv puhtal poolel
nt- usside arv ravimitega poolel

N- karbis olevate usside arv
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5. TULEMUSED JA ARUTELU

Viltimistest on Okoloogiline riskianallilis mida kasutatakse, selleks et juba varakult avastada ja
madrata saastumise taset/kogust pinnases. Teste on tehtud nii pestitsiididega, metallidega kui ka
orgaaniliste kemikaalidega (Natal-da-Luz jt., 2008a). Test on soodne ning seda on kerge labiviia
(Garzia-Santos ja Keller-Forrer, 2011). Testi eeliseks vorreldes standardiseeritud toksilisuse
katsetega on testi lihem kestvusaeg mullas olevate selgrootutega (KobetiCova jt., 2010).

Viltimiskatse kestis 48 tundi (ISO 17512-1, 2008).

Antud magistritoo valtimistesti labiviimiseks segati mahu jargi kokku reoveesete ja saepuru.
Valmistatud segud komposteerusid 40 pdeva, et kindlustada reovesettes voimalike sisalduda
vOivate saasteainete lagunemine. Haiba (2017) doktorit66 tulemustest selgus, et katsesse valitud

ravimijadgid vOivad parast Gihe kuu komposteerumise méddumist laguneda kuni 98% ulatuses.

Dikolofenak

Tabelis 5.1 on esitatud ravimi DCF valtimistesti tulemused k&ikide kontsentratsioonidel korral.
Parast 48 h moodumist ja usside loendamist selgus, et kéikides karpides oli vihmausside suremus
Ule 10%. ISO 17512-1 (2008) standardi kohaselt loetakse valtimiskatse ebadnnestunuks, kui usside
kadumise vdi suremuse protsent on suurem kui 10. Samas on tulemustest niha, et 7 ja 10 mg /kg
(KA) juures osaliselt ussid siiski valtisid DCF saastunud keskkonda. 5, 20 ja 30 mg/kg (KA) juures oli
suremuse 47-93%, millest voib jareldada, et keskkond olid muutunud vihmaussidele toksiliseks.
Kdige madalama kontsentratsiooni juures oli suremuse osakaal vorreldes 7 mg/kg(KA) 3,7 korda
suurem. See vdis olla tingitud asjaolust, et DCF 5 mg/kg (KA) korral (0,4£0,03 g) oli vihmausside
keskmine kaal vaiksem kui DCF 7 mg/kg (KA)(0,9+0,08 g) puhul.

Tabel 5.1 Ravimi DCF valtimistesti tulemused (A- vihmausside arv null poolel; B- vihmausside arv ravimi

poolel; S-keskmine suremuse protsent kolme korduse peale; NR-keskmine valtimise protsent kolme korduse

peale)
DIKLOFENAK

Kordus Kontsentratsioon mg/ kg (KA)

5 7 10 20 30

A B A B A B A B A B

1. DCF 2 0 3 5 2 2 2 2 0 0
2. DCF 3 2 2 6 7 3 2 0 0 0
3. DCF 4 5 8 2 6,5 1,5 6 2 1 1
S keskmine % 46,7 13,3 26,7 50 93,3
NR keskmine % 6,6 0 30 20 0
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Naiteks Pino jt., (2015) on leidnud, et DCF m&jub vihmaussidele (Eisenia fetida) toksiliselt, surmav
kontsentratsioon oli 90,49 mg/kg. Antud katse tulemused niitasid, et 30 mg/kg (KA) kohta

reoveesette kompostisegus oli Dendrobaena veneta suremus ile 90%.

Metformiin

Katse tulemustest selgus, et vihmaussid ei valtinud MET kontsentratsioonil 5 mg/kg (KA)
(NR -23,3%). Keskmine vihmausside kaal oli 1+0,06 g. Samas suremuse osakaal oli 7, 10, 20 ja 30
mg/kg(KA) korral 37-70%. V&rreldes surnud ja elusate usside osakaalu (alates 7 mg/kg) v&ib viita,
et valtimiskatse ebadnnestus (tabel 5.2). Saadud tulemustest vdib eeldada, et vihmaussid vdivad
véltima hakata MET-ga saastunud keskkonda kontsentratsioonide vahemikus 5-7 mg/g (KA).
Kontsentratsioonil 30 mg/kg (KA) oli surnud vihmausside keskmine protsent madalam (36,7%) kui
naiteks 10 mg/kg (KA) puhul. See vdis olla tingitud usside keskmisest kaalu erinevusest. Naiteks 10
mg/kg (KA) korral oli keskmine isendite kaal 0,4+0,03 g, samas 30 mg/kg (KA) korral oli 0,5+0,04 g.
(tabel 5.2).

Tabel 5.2 Ravimi MET valtimistesti tulemused (A- vihmausside arv null poolel; B- vihmausside arv ravimi

poolel; S-keskmine suremuse protsent kolme korduse peale; NR-keskmine valtimise protsent kolme korduse

peale)
METFORMIIN
Kordus Kontsentratsioon mg/ kg (KA)
5 7 10 20 30
A B A B A B A B A B

1. MET 4 6 2 5 0 2 0 0 2 3
2. MET 3 7 5 1 0 2 2 3 3 2
3. MET 1,5 2,5 0 0 1 3 2 4 5 4
S keskmine % 20 56,7 70 63,3 36,7
NR keskmine % -23,3 3,3 -16,7 -10 3,3

Karbamasepiin

Kui vaadata ravimi CBZ valtimistesti tulemusi (tabel 5.3, jargmisel lehekdljel), siis on ndha, et juba
kontsentratsioonil 5 mg/kg (KA) hakkavad vihmaussid ravimit valtima (keskmine NR 16,7%),
keskmine kaal 0,6+0,02 g. Samas vdrreldes 7 mg/kg (KA) (0,7+0,04 g) oli keskmine usside kaal
suurem ja valtimist ei toimunud. Kuna suremuse osakaal oli 7 mg/kg (KA) juures ligi 7% tdusnud,
vOib eeldada, et vdiksema kaalu juures oleksid ussid CBZ-d viltima hakanud. Samas ellujadnutest

olid enamus ravimi poolel, ehk valtimist ei toimunud.
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Tabel 5.3 Ravimi CBZ valtmistesti tulemused (A- vihmausside arv null poolel; B- vihmausside arv ravimi

poolel; S-keskmine suremuse protsent kolme korduse peale; NR-keskmine viltimise protsent kolme korduse

peale)
KARBAMASEPIIN
Kontsentratsioon mg/ kg (KA)
Kordus 5 7 10 20 30
A B A B A B A B A B

1.CBZ 7 3 1 8 2 3 1,5 1,5 2 0
2.CBZ 1 4 2 5 1 0 0 0 0 0
3.CBz 7 3 4 6 2 0 1,5 0,5 1 0
S keskmine % 16,7 23,3 73,3 83,3 90
NR keskmine % 16,7 -40 6,7 1,7 10

Tablist 5.3 on ndha, et CBZ kontsentratsiooni toustes suureneb ka vihmausside suremus. Seega
vOib jareldada, et mida kangem kontsentratsioon seda toksilisemalt m&jub CBZ vihmaussidele.
Naiteks Carter jt., (2014a) on leidnud, et CBZil on pinnases pooride vees kdrge aktiivsus ning
seetottu akumuleerub CBZ kohe esimeste tundide jooksul vihmaussidesse (Eisenia fetida) lisnagi

kiiresti. Juba kontsentratsioonil 2,25 pug akumuleerus ravim vihmaussidesse.

Vorreldes DCF (tabel 5.1), MET (tabel 5.2) on naha CBZ (tabel 5.3) mdjub toksilisemalt
Dendrobaena veneta vihmaussidele kui DCF ja MET. CBZ korral on keskmine suremus suurem
(57%) kui DCF (46%) ja MET korral (49%). Kui vorrelda antud t66 tulemusi kirjandusega, siis on
ndaha erinevusi ravimite mdojul erinevate vihmaussi liikide vahel. Naiteks Eisenia fetida liigi
vihmaussides akumuleerus DCF kiiremini kui CBZ (Carter jt., 2014a), kuid Lumbricus terrestris

akumuleerus jallegi CBZ kiiremini, kui DCF (Carter jt., 2016b).

Triklosaan

Tabelist 5.4 (jargmisel lehekiljel) on naha, et juba kontsentratsioonil 5 mg/kg (KA) mdjub TCS
Dendrobaena veneta vihmaussidele surmavalt. Mida kdrgemaks kontsentratsioon ldks, seda
suurem suremus (63-97%). Kui vorrelda TCS tulemusi teiste ravimite tulemustega, siis on naha, et

TCS on neljast Gihendist kdige toksilisem.
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Tabel 5.4 Ravimi TCS valtimistesti tulemused (A- vihmausside arv null poolel; B- vihmausside arv ravimi

poolel; S-keskmine suremuse protsent kolme korduse peale; NR-keskmine véltimise protsent kolme korduse

peale
TRIKLOSAAN
Kontsentratsioon mg/ kg (KA)
Kordus 5 7 10 20 30
A B A B A B A B A B

1. TCS 3 5 1 0 1 1 0,5 0,5 0 0
2. TCS 0 2 1 2 0 0 0 0 0 1
3. TCS 0 1 3 3 0 1 0 0 1 0
S keskmine % 63,3 66,7 90 96,7 93,3
NR keskmine % -16,7 0 -3,3 0 0

Havranek jt., (2017) on leidnud, et 0,8 pug/g TCSi reoveesettes akumuleerub (ihe nidala jooksul
Dendrobaena veneta vihmaussidesse, kuid ei md&ju neile surmavalt. Samas kirjanduse andmed
naitavad, et TCSil on vBime akumuleeruda Eisenia fetida vihmaussidesse ning aine kahjustab
nende DNAd ning mdjub neile toksiliselt (Reiss jt., 2009; Lin jt., 2010; Macherius jt., 2014; Ma jt.,
2017). Saadus katse tulemuste pdhjal vGib vaita, et Dendrobaena veneta jaoks on TCS toksiline,
ning standardi kohaselt katse ebadnnestus, kuna valtimist ei suudetud tuvastada (ISO 17512-1,
2008). Arvestades pilootkatse ja Havranek jt., (2017) andmeid, siis vihmausside TCS valtimise
leidmiseks reoveesettest valmistatud kompostis peaks teostama taiendavad katsed vahemikus

0,8 kuni < 5 mg/kg (KA) kohta.

Ravimite (DCF, MET, CBZ, TCS) kombinatsioon

Dendrobaena veneta liigi vihmaussid valtisid ravimitega saastunud reoveesette kompostisegu juba
5 mg/kg (KA) korral (tabel 5.5, jargmisel lehekuljel). Paraku on ebaselge miks kontsentratsioonil 7
mg/kg (KA) oli vihmausside keskmine suremuse protsent suurem, kui naiteks 5 mg/kg (KA) korral,
kuigi kaalud olid vérdsed. 5 mg/kg (KA) korral oli keskmine kaal 0,7+0,02 g ja 7 mg/ kg (KA) korral
0,740,03 g, sealjuures kontsentratsioonidel 10-30 mg/kg (KA) keskmine suremuse protsent
vihenes veelgi. Kontsentratsioonidel 7-30 mg/ kg (KA) oli keskmine usside kaal sama (0,7£0,03 g).
Vastavalt standardile saab kombinatsioonide 10-30 mg/kg (KA) kohta lugeda valtimiskatse
onnestunuks, kuna oli tdidetud tingimus — kadunud v&i hukkunud vihmausside arv vdib olla
maksimaalselt kuni 10%. Samuti on ndha, et kdrgematel kontsentratsioonidel oli margata

vihmausside véltimist (tabel 5.5, jargmisel lehekdiljel).
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Tabel 5.5 Viltimistesti tulemused ravimite kombinatsiooni korral (A- vihmausside arv null poolel; B-
vihmausside arv ravimi poolel; S-keskmine suremuse protsent kolme korduse peale; NR-keskmine valtimise

protsent kolme korduse peale)

RAVIMITE KOMBINATSIOON (DCF+MET+CBZ+TCS)
Kontsentratsioon mg/ kg (KA)
Kordus 5 7 10 20 30
A B A B A B A B A B
1. 6 3 0 1 5 2 8 0 5 4
2. 5 0 2 6 5 5 6 4 7 3
3. 5 3 0 6 4 6 7 3 7 3
S keskmine % 26,7 50 10 6,7 3,3
NR keskmine % 33,3 -36,7 3,3 46,7 30

Vorreldes Uksikute ravimite tulemustega, siis kombinatsiooni korral oli vihmausside keskmine
suremuse protsent on viiksem (19%). Uksikute ravimite keskmine suremus oli DCF 46%, MET 49%,
CBZ 57% ja TCS 82%. Kombinatsiooni korral voib pdhjenduseks olla see,et kui kdik ained on lihes
lahuses koos, siis iga aine kogus kontsentratsioonil 5 mg/kg (KA) on viiksem, kui naiteks puhta
ravimi lahuse korral. Kuigi magistrito6 eesmargiks oli uurida, milliste kontsentratsioonide juures
vihmaussid hakkavad ravimeid valtima, siis saadud tulemused néaitavad, et keskmist suremuse

osakaalu arvestades on ravimite toksilise méju vihmaussidele jargmine DCF->MET->CBZ->TCS.

Kontroll- ilma lisatud ravimiteta

Ravimite valtimistesti korvale tehti ka kontroll test, kuhu tdiendavalt ravimeid ei lisatud (tabel 5.6,
jargmisel lehekiljel). Mdlemal poolel on enam-vdhem vordselt vihmausse. Kuigi karpides oli
ravimi kontsentratsioon 0 mg/kg (KA), lletas ka siin korral suremus standardis lubatud 10%
maara. Seega vOib eeldada, et osaliselt olid vihmausside suremused madalamatel
kontsentratsioonidel tingitud ka teistest faktoritest, nagu naiteks ebapiisav dhuaukude olemasolu;

reoveesette komposti isedrasustest. Lisaks vdisid vihmaussid ka lihtsalt pogeneda.
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Tabel 5.6 Kontrollkarpide (0 mg/kg (KA)) valtimistesti tulemused A- vihmausside arv null poolel; C-
vihmausside arv teisel puhtal poolel; S-keskmine suremuse protsent kolme korduse peale; NR-keskmine

véltimise protsent kolme korduse peale)

Kordus Kontrollkarp
0 mg/kg (KA)
A C
1. Kontrollkarp 2 6
2. Kontrollkarp 6 3
3. Kontrollkarp 2 5
S keskmine % 20
NR keskmine % -13,3

Vihmausside suremuse pdhjuseks vdis lisaks ravimi kdrgele kontsentratsioonile olla ka reoveesete.
Naiteks Rorat jt., (2013) leidsid, et mida kdrgem oli reoveesette kogus pinnal, seda negatiivsemalt
reoveesete Dendrobaena veneta vihmaussidele m&jub. Naiteks 50% reoveesetet pinnase kohta
parssis nende viljakust, mdjutas immuunsiiteemi. Pikaaegne kokkupuude vdib viia vihmausside
hukkumiseni. Samuti on leitud, et 9 g reoveesetet 1 kg pinnase kohta mdjub vihmaussidele
(Eisenia fetida) toksiliselt (Clasen ja de Moura Lisbh6a, 2018). Seega voib eeldada, et vihmausside
suremust vois mojutada ka Dendrobaena veneta korral reoveesette koostis ja osakaal segus.
Arvestades saadud tulemusi, siis kindlasti oleks vaja teha tdiendavaid uuringuid, leidmaks millisest
kontsentratsioonist hakkavad vihmaussid ravimeid valtima. Lisaks v&iks valtimistesti viia labi 1ISO
standardis satestatud Eisenia fetida vihmaussi liigiga, samuti naitavad ka kirjanduse andmed, et
nimetatud liik on keskkonna saastajate suhtes tundlikum kui Dendrobaena veneta (1SO 17512-1,

2008; Ma jt., 2017; Havranek jt., 2017).
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KOKKUVOTE

Magistrito6 eesmargiks oli uurida vihmausside Dendrobaena veneta tundlikkust kolme ravimi
(metformiin, diklofenak ja karbamasepiin) ning (ihe antibakteriaalne aine (triklosaan) abil, mille
tulemusnaitajaks oli vihmausside valtimiskaitumine. Eesmargi tditmiseks pustitati neli
uurimisiilesannet:

1. Anda kirjanduse pdhjal llevaade reoveesette kompostimisest ning ravimite okotoksilisusest
keskkonnale.

2. Viia labi laboritingimustes valtimiskatse.

3. Vorrelda Uksikute ravimite ja nende kombinatsiooni mdju vihmausside kditumisele.

4. Teha labiviidud katse pdhjal jareldused, kas ja kuidas mdjutavad katsesse valitud kolm

ravimit ning Uks antibakteriaalne aine vihmausside kaitumist.

Antud teema on oluline, sest et looduskeskkonda j6uab erinevaid teid pidi jarjest suurem hulk
ravimijadkide koguseid. Keskkonnas vdivad ravimijaagid mojuda toksiliselt nii keskkonnale endale

kui ka organismidele. M66da toitumisahelat vdivad ravimijaagid jduda inimeseni.

Dendrobaena veneta tundlikkuse uurimiseks viidi ldbi valtimiskatse, mille aluseks voeti
ISO 17512-1 (2008) standard. Katse kestvuseks oli 48 tundi ja see viidi labi kahes osas. Esimeses
osas uuriti valitud ravimite moju eraldi ning teises osas nende kombinatsiooni mdju kolmes
korduses kontsentratsioonidel 5, 7, 10, 15, 20 ja 30 mg/kg kuivaine kohta. Katse |Gppedes
loendati vihmausside arv karbi mdlemal poolel ning arvutati valja nende keskmine

valtimiskaitumise protsent. Valtimiskatses kasutati reoveesette ja haava saepuru segu.

Vastavalt standardile ISO 17512-1 (2008) selgus, et teostatud pilootkatse kaigus valtimiskatse
ebadnnestus, kuna suremuse osakaal oli suurem kui lubatud 10%. Tulemustest selgus, et valitud
ravimid ja nende kontsentratsioonid olid liialt toksilised Dendrobaena veneta liigile ning suurem
hulk ussidest hukkus. Vastavalt tulemustest selgus, et toksilisuse tase kasvas jarjekorras
DCF->MET->CBZ->TCS. DCF korral oli keskmine suremuse protsent oli 46%, MET 49%, CBZ 57% ja
TCS 82%. Samas ravimite kombinatsiooni korral oli suremuse protsent 2,4-4,3 korda vaiksem
(19%). See vdis olla tingitud asjaolust, et ravimite kombinatsiooni lahuses kontsentratsioonil 5
mg/kg (KA) oli Ghe ravimi sisaldus (1,25 mg/kg (KA)) vdiksem, kui naditeks puhta ravimi lahuse
korral. Samuti vGis Dendrobaena veneta suure suremuse poOhjuseks olla ka teised tegurid:

reoveesette osakaal segus; isendite vaike kehakaal; ebapiisav 6huaukude olemasolu.
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Kokkuvotteks voib delda, et antud teemat tuleks edasi uurida. Saadud tulemuste pdhjal tuleks
valida suurema kehakaaluga Dendrobaena veneta vihmaussid. Katses kasutatava usside kehakaal
vOiks olla alates 0,50 grammist. Selleks, et paika panna kindel piir, mil vihmaussid hakkavad
ravimiga saastunud ala valtima, tuleks valtimistesti teha ka teiste kontsentratsioonidega nagu
naiteks 1, 2, 3 mg/kg (KA). Selleks, et selgitada vilja kuidas reoveesette ja haava saepru segu
vihmaussidele mojub, tuleks katsetada ka reoveesette ja haava saepuru erinevaid vahekordi nagu
naiteks 1:1 ja 1:3. Lisaks vOiks valtimistesti labi viia ka ISO standardis satestatud Eisenia fetida

vihmaussi liigiga, et vorrelda kahe vihmaussi liigi tundlikkust antud neljale ainele.
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SUMMARY

The aim of this master thesis was to study the sensibility of Dendrobaena veneta to three
pharmaceuticals (diclofenac, metformin, carbamazepine) and one anti-bacterial agent (triclosan)

with earthworm avoidance test. To achieve the aim the avoidance test was carried out.

The topic is important because an increased number of pharmaceutical residues end up in the
environment by different routes. In the environment pharmaceutical residues may be toxic to the
environment and to the organisms in the environment. Pharmaceutical residues may end up in

the human via food chain.

To test the sensibility of Dendrobaena veneta an avoidance test was carried out according to the
ISO 17512-1 (2008) standard. The avoidance test lasted 48 hours and was carried out in two parts.
In the first part the test was performed with each chemical separately at the concentrations 5, 7,
10, 20 and 30 mg/kg (dw). In the second part the solutions with combination of the same
pharmaceuticals and concentrations were made. At the end of the test number of earthworms on
the both side of the container was counted and the average percentage of avoidance was

calculated. In the avoidance test the sewage sludge and aspen sawdust compost were used.

According to ISO 17512-1 (2008) standard the avoidance test was unsuccessful because more than
10% of the earthworms died. The results of the avoidance test showed that the selected
pharmaceuticals with these concentrations were too toxic to Dendrobaena veneta. The level of
toxicity in the increased order was: DCF->MET->CBZ->TCS. For the DCF the average mortality was
46%, for MET 49%, for CBZ 57% and for TCS 82%. But with the pharmaceutical solution the
average mortality was a lot 2,4-4,3 % smaller (19%). The reason for that maybe the fact that the
amount of one pharmaceutical (1,25 mg/kg (dw)) in the solution at concentration 5 mg/kg (dw)

was smaller than only one pharmaceutical at the concentration 5 mg/kg (dw).

The cause of the high mortality level maybe: too toxic environment for Dendrobaena veneta,

sewage sludge; small body weight; insufficient amount of air holes; earthworms escaped.

In conclusion the subject of this master thesis should be further explored. The solid range of body
weight should be determined. With the same four chemicals more concentrations should be
researched to determine the exact concentrations when the Dendrobaena veneta earthworms
start to avoid the contaminated area. Also different proportions of sewage sludge and aspen
sawdust should be used in the avoidance test to see how the earthworms behave. In comparison

avoidance test with Eisenia fetida should also be carried out.
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