MONINGATE ANTIBAKTERIAALSETE VETERINAARRAVIMITE MOJU
ODRA JA REDISE KASVULE

A. Aruksaar, T. Piissa, P. Kuldkepp, M. Ivask

Veterinaarmeditsiinis infektsioonhaiguste profiilaktikaks ja massiteraapiaks, aga ka sdddalisandites loomade
kasvustimulaatoritena kasutatavad antibakteriaalsed ravimid (eriti puhtsiinteetilised antibiootikumid, sulfoonamiidid
jt.) on enamuses organismis raskestiimenduvad ja ainult osaliselt metaboliseeruvad, mistdttu nad satuvad suures osas
keemiliselt muutumatutena sdnnikusse ja viimase kasutamisel vietamiseks ka mulda (Migliore ef al., 1995; Martens
et al., 1996). Sageli on ka ravimainete metaboliidid antibakteriaalse toimega. Mullas on aga vdhe organisme, kes on
voimelised neid degradeerima. Nii on nditeks enro- ja tsiprofloksatsiine vdimelised lagundama vaid teatud seened
(Martens et al., 1996). Mullast voivad ksenobiootikume akumuleerida taimed, mis avab neile miirkidele toiduahelat
pidi tee looma ja inimese organismi (Brambilla ez al., 1996; Migliore et al., 1995). Teisalt v3ivad antibakteriaalsed
ained muuta mulla mikroobikooslust, mis viib nende suhtes resistentsete tiivede arenemisele ning mulla viljakuse ja
ka vastupanuvoime alanemisele taimekaitsevahenditele ja teistele ksenobiootikumidele (Migliore ef al., 1995). Vees
vahemlahustuvad ravimid vdivad sonnikule vdi teistele mulla tahketele komponentidele kinnitunuina ja degradeeri-
vaile mikroorganismidele raskesti kéttesaadavaina mojustada mulda pikema aja jooksul (Scow et al., 1995; Martens
et al., 1996). Enamlahustuvad toimeained, liikudes kiiresti pohjavette, pohjustavad selle akuutse reostumise (Dojmi
di Delupis et al., 1992).

Probleemi tdsidusest on alles hiljuti hakatud aru saama, mistdttu asjakohaseid uurimusi on avaldatud veel
iilivihe (van Gool, 1993; Migliore et al., 1995). Nii on sulfadimetoksiini akumuleerumise odras, hirsis, maisis ning
aedhernes tdestanud rithm Itaalia teadlasi (Migliore et al., 1995; Brambilla et al., 1996), kes on kindlaks teinud ka
selle sulfoonamiidide klassi kuuluva ravimi taimekasvu pérssiva toime. Seni on aga tdiesti uurimata nende ravimite
mdju mulla mikroorganismidele ning viimaste kaudu taimedele. Itaallaste teedrajavate katsete tulemused aga hoiata-
vad ning viitavad selliste uuringute hddavajalikkusele ka Eesti tingimustes, seda eriti loomade kdrge kontsentrat-
siooni ja intensiivse sonnikukasutusega aladel. Euroopa Liidus on alates 1992. aasta mértsist uuele veterinaarravimile
miiiigilitsentsi taotlev firma kohustatud tegema selle ravimi keskkonnariski hindamise (Environmental Risk
Assessment=ERA) vastavalt dokumendile Commission Directive 92/18/EEC.

Kiesolevas artiklis anname iilevaate kahe puhtsiinteetilise antibakteriaalse veterinaarravimi — sulfadimetoksiini
(sulfoonamiidid) ja tsiprofloksatsiini (fluorokinoloonid) — ning loodusliku péritoluga oksiitetratsiikliini (tetratsiiklii-
nid) moju uurimisest odra (Hordeum vulgare L.) ning redise (Raphanus sativus) kasvule in vivo laboratoorsetes
tingimustes toitainetevaeses mullas. Ravimite valikul ldhtuti lisaks kuuluvusele erinevatesse aineklassidesse ka nende
suhteliselt suurest kasutatavusest Eesti loomakasvatuses (ravimifirmade andmeil).

Materjalid ja metoodika

Taimeseemned: hiline oder 'Leelo’, redis 'Novired'.

Muld: Eerika IOSDV katsepdllult voetud néivleetunud mulla huumushorisont, mille olulisemad agrokeemili-
sed néitajad olid jargmised: N — 0,100%; P — 8,36 mg/100 g; K — 13,0 mg/100 g; Na— 1,6 mg/100 g; orgaaniline aine
(350rC) — 2,0%; pHkci — 5,97.

Antibakteriaalsed ravimid: sulfadimetoksiin  (sulfadimethoxinum — Tallinna Farmaatsiatehas),
tsiprofloksatsiin (ciprofloxacinum) (KRKA, Sloveenia); oksiitetratsiikliin (oxyfetracyclinum — Interchemie Werken
"De Adelaar", Holland). Kasutatud kontsentratsioonid: sulfadimetoksiin ja oksiitetratsiikliin — 50 ja 100 mg kg mulla
kohta, tsiprofloksatsiin 50 mg/kg.

Analiiiisireagendid: firmadelt Sigma, Aldrich, Fluka — puhtusaste p.a. ja Reahim.

Metoodika. Muld koguti katselappidelt, mida ei olnud 8 aastat véetatud, sdeluti ja jaotati 5 kg kaupa plast-
massist ndudesse. Igasse ndusse lisati 5 kg mulda, millesse oli ihtlaselt segatud vajalik kogus ravimit. Igasse ndusse
kiilvati 40 odra voi 30 rediseseemet. Katsenoud paigaldati kunstliku valgustuse alla ning mulda kasteti vastavalt
vajadusele. Redisetaimi jéeti kasvama 10 tiikki ndu kohta.

Katse 1opetamisel eemaldati taimed mullast, juured loputati kraaniveega, odrataimedel mdodeti vorsete pikkus;
taimed kaaluti, eraldati teineteisest juured ja vorsed, kumbki osa kaaluti eraldi ning nii pealsetes kui ka juurtes
maédrati N-, P-, K-, Mg- ja Ca-sisaldus. Analiiiisidest iilejaénud osa silitatakse siigavkiilmas antibakteriaalsete ainete
sisalduse vedelikkromatograafiliseks médramiseks. Ka mullast voeti iga etapi jdrel proovid keemilisteks,
kromatograafilisteks ja mikrobioloogilisteks analiiiisideks. Mullas mééarati standardmeetoditega kuivaine, pHkci,
orgaaniline aine (kuumutuskadu temperatuuril 350 °C), omastatavad N, P, K ja Na ning mikroorganismide summaar-
set aktiivsust iseloomustav hiidroliiiitiline (esteraasne) aktiivsus fluorestseiindiatsetaadi suhtes (Schniirer et al.,
1982).



Uhe ja sama mullaga tehti jirgmine katseseeria: I — oder, 25 pieva; Il — oder, 25 pieva, IIl — redis, 65
pdeva, kusjuures vahepeal antibakteriaalset ravimit ega toitaineid ei lisatud. Katsed sooritati kolmes (kontroll-
mulla korral kuues) korduses.

Katsetulemused ja arutelu

Ravimite kontsentratsioonideks mullas oli valitud Itaalia teadlaste poolt sulfadimetoksiini korral kasutatud
100 mg/kg (Brambilla et al., 1996) ning sellest kaks korda madalam 50 mg kg mulla kohta. Sellised kontsentrat-
sioonid on kiill suhteliselt korged, kuid itaallaste arvestuste kohaselt vihemalt sulfadimetoksiini jaoks tinu
madalale absorbeeruvusele suu kaudu manustamisel ning kdrgele stabiilsusele téiesti saavutatavad. Tegelikult
toimiv, mikroorganismidele ja taimedele kéttesaadav ravimi kontsentratsioon on muidugi teadmata, olles eri
ravimitel erineva sorbtsiooni tdttu mulla osakestele erinev ning nominaalkontsentratsioonist kindlasti madalam.

Taimede kasvu iseloomustavad parameetrid kdigilt katsetelt on toodud tabelites 1...3. Neist ilmneb, et kdik
kasutatud antibakteriaalsed ained omavad kasutatud kontsentratsioonidel taimekasvu pidurdavat toimet,
kusjuures kaugelt kdige tugevam on sulfadimetoksiini mdju. Nii alanes viimase mdlemal kontsentratsioonil
mullas 1 odrataime mullapealse osa e. vorsete keskmine pikkus katses I umbes 2 korda, jarelmdju katses II
koguni 3 korda kontrollmullaga vorreldes (tabel 1). Odrataime keskmine toorkaal alanes esimeses katses 2,9
korda, jarelmojukatses koguni 3,3 korda (tabel 2), ka oli katse 16puks sdilinud taimede arv ravimi manulusel
oluliselt vdiksem. Paljud séilinud taimedest olid katsete 16puks kas kolletunud vdi kuivanud. Tabelist 2 ilmneb
veel, et kui katses I alanes ligikaudu vordselt nii taime juurte kui ka vorsete kaal, siis oli jarelmdju katses 11
taime kaalu tdiendav alanemine pdhjustatud ainult vorsete kaalu tdiendavast alanemisest. Juure kaal jii samale
tasemele nagu katses I. Seemnete idanevus oli koigil tingimustel >80%. Kokkuvottes leidis Itaalia teadlaste
uurimistulemus odra korral kinnitust, aga veel selgemal kujul. Moju mehhanismiks on itaallased vélja pakkunud
DNA siinteesiks vajaliku foolhappe siinteesi parssimise rakus (Brambilla ef al., 1996; vt. ka niit. Zubay, 1993).

Redise korral oli jarelmdju katse (katse III) tulemus veelgi huvitavam (vt. tabel 3). Kui kontrollmullas ja ka
kummagi antibiootikumi lisamisel oli idanevus >90%, siis sulfadimetoksiini kdrgemal kontsentratsioonil vaid 10%,
30-st seemnest idanes eri ndudes 2...3 ning sedagi 2-nédalase hilinemisega nii kontrollmulla kui ka kummagi anti-
biootikumiga mullaga vorreldes. Kolme ndu peale kokku joudis 8 tirganud taimest juurika kasvatamiseni aga vaid 1.
Samas on aga huvitav, et see sulfadimetoksiini suhtes mingil pdhjusel mittetundlik taim kasvatas oma iiksindust
kasutades ka kdige suurema juurika iildse. Sulfadimetoksiin pShjustas mdlemal kontsentratsioonil iihe juure kesk-
mise kaalu alanemise, eriti kui jétta arvestamata kdrgemal kontsentratsioonil kasvanud tiks iilisuur juurikas.

Ka tsiprofloksatsiin pérssis (katses I) odrataimede, eriti juurte kasvu, kuigi kaugeltki mitte nii tugevasti kui
sulfadimetoksiin. Tema manulusel tekkis aga 10 (katse I) voi 20 (katse II) protsendi ulatuses alandatud klorofiilli-
sisaldusega albiino taimi, kusjuures depigmentatsioon arenes vilja just taime vanemas osas. Tegemist voib olla anti-
biootikumi mdjuga klorofiilli siinteesiks vajaliku magneesiumi omastamisega seotud mikroobidele. Ka redise korral
taheldati depigmentatsiooni, magneesiumi kontsentratsioon nende taimede pealsetes ei erinenud aga kontsentratsioo-
nist kontrollmullas kasvanud taimedes. Hiipotees vajab p&hjalikumat kontrollimist. Rediseseemnete idanevus oli
sama korge kui kontrollmullas, keskmine juure kaal aga veidi védiksem (tabel 3).

Oksiitetratsiikliini mdju oli kdige ndrgem, redise korral voib siiski tdheldada juure keskmise kaalu monin-
gat alanemist antibiootikumi kdrgemal kontsentratsioonil.

Olulisi erinevusi taimede keemilises koostises uuritud piires ei tdheldatud.

Kokkuvéte. Katsetest jareldub, et kdik kasutatud ravimid pérsivad odra- ja redisetaimede kasvu, kuid erineval
maédral. Kaugelt kdige tugevam on sulfadimetoksiini mdju, mille korral on ilmselt tegemist tugeva taimemiirgiga.

Et mulla esteraasne aktiivsus oli sulfadimetoksiini manulusel katsetes II ja III mérgatavalt inhibeeritud
(arvud siinkohal toomata), vdib otsemojule lisanduda ka kaudne mdju mulla mikroorganismidele.

Tsiprofloksatsiin pohjustab osaliselt valgete taimede teket. Meie poolt vilja pakutav mehhanism vajab
kontrollimist.

Kavas on teha katsetes kasutatud mulla ja taimede kromatograafiline analiiiis, mille tulemuste alusel saaks teha
jareldusi katsetatud ravimite sdilivuse kohta mullas ning omastatavuse kohta taimede poolt; uurida moju sdltuvust
sulfadimetoksiini kontsentratsioonist laiemas vahemikus; suurendada katsetatavate ravimite ringi ning teha katseid
erineva koostisega muldades.



Tabel 1. Odrataime vorsete keskmine pikkus

Table 1. Average length of barley shoots

Ravim Konts. Katse / Experiment 1 Katse / Experiment 11

Drug Conc |taimede arv*| pikkus Y%kontrollist [taimede arv*|  pikkus Y%kontrollist
mg/kg No. of length | % of control|  No. of length | % of control

plants* (cm) plants* (cm)

Kontroll

Control 0 36,4+2,5 32,4+4,6 100 32,242,6 32,1443 100

Oksiitetratsiikliin 50 33,7443 30,8+5,2 95,0 29,7+5,3 30,5+4,8 95

Oxytetracyclin 100 36,0+0,7 32,0+5,2 99,0 34,0+3,1 33,3+4,1 105

Tsiprofloksatsiin

Ciprofloxacin 50 37,0+1,2 28,2+4.0 87,0 36,0+0,7 31,0+£3,8 98

Sulfadimetoksiin 50 36,7+2,6 19,643,6 61,0 31,34£2,2 11,142,5 35

Sulfadimethoxin 100 32,0+1,4 15,5+3,0 48,0 31,0£2,5 10,6+2,8 33

* Taimede keskmine arv ithes ndus. / Number of plants per vessel.

Tabel 2. Odrataime juurte ja vorsete keskmine toorkaal (g)
Table 2. Average wet weight of barley roots and shoots (g)

Ravim Konts Katse / Experiment 1 Katse / Experiment 11
Drug Conc juured vorsed J/V suhe juured vorsed J/V suhe
mg/kg roots shoots R/S ratio roots shoots R/S ratio

Kontroll

Control 0 0.083 0,106 0,78 0,055 0,073 0,75

Oksiitetratsiikliin 50 0,073 0,084 0,87 0,052 0,069 0,75

Oxytetracyclin 100 0,055 0,090 0,61 0,060 0,074 0,81

Tsiprofloksatsiin

Ciprofloxacin 50 0,046 0,072 0,64 0,052 0,066 0,79

Sulfadimetoksiin 50 0,034 0,038 0,89 0,030 0,019 1,58

Sulfadimethoxin 100 0,035 0,033 1,06 0,033 0,016 2,06

Tabel 3. Redise juurte ja pealsete keskmine toorkaal (g)

Table 3. Average wet weight of radish roots and tops (g)

Ravim Konts Taimi Kogukaal Juured Pealsed J/P suhe

Drug Conc mg/kg Plants * Total weight Roots Tops R/T ratio

Kontroll

Control 0 26 161,1 2,1+1,7 4,2+1,1 0,50

Oksiitetratsiikliin 50 29 193,9 2,1+1,7 4.4+1,2 0,48

Oxtetracyclin 100 27 156,3 1,3+£0,9 4,2+1,6 0,31

Tsiprofloksatsiin

Ciprofloxacin 50 28 160,4 1,4+1,2 4,0£1,1 0,35

Sulfadimetoksiin 50 15 70,8 1,0£1,6 3,6£2,5 0,28

Sulfadimethoxin 53,5%* 0,6+0,5 2,7+0,9 0,22
100 8 38,6 1,5+5,2 3,5+3,3 0,43

9,6%* 0,3+0,2 1,7£0,5 0,15

* Taimede {ildarv pérast harvendamist. / Total number of plants after thinning out.
** Arvestamata iihte eriti suureks kasvanud taime. / Except one very big plant.
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Effect of Some Antibacterial Veterinary Drugs
on Growth of Barley and Radish

A. Aruksaar, T. Piissa, P. Kuldkepp, M. Ivask
Summary

The effect of presence in soil of 3 anti-bacterial veterinary drugs (sulfadimethoxin, ciprofloxacin and oxytetra-
cyclin) on germination and growth of barley and radish plants was studied. The characteristics of the soil used: type —
Stagnic Luvisol (FAO/ISRIC); N — 0.100%; P — 8.36 mg/100g; K — 13.0 mg/100g; Na— 1.6 mg/100g; OM (loss on
ignition at 360°C) — 1.98%; pHkci- 5.97. The plants were grown in laboratory in 3 parallels (6 vessels for the control
soil) consecutively in the same soil without an intermediate addition of the drug or any nutritient. The sequence of
experiments was I — barley, II — barley and III — radish. The barley was harvested after 25 days, the plants were
weighed, measured and severed to divide the root from shoots. Both parts were weighed separately and analyzed for
N, P, K, Ca and Mg content. The radish was harvested after 65 days, the plants were weighed, divided into roots and
shoots, both parts were weighed separately. A sample of soil was removed after every growing experiment and ana-
lyzed for pHkci, OM, N, P, K, Na, microbial esterase hydrolytic activity (the results not included). The main results
are as follows: all antibacterial drugs depressed the growth of plants — sulfadimethoxin being by far the most potent
one. It strongly inhibited the growth of both plants, in the case of radish it was already the germination that was very
strongly depressed (2-5 seeds out of 30).

Ciprofloxacin caused the growth of partly whitened 'albino' plants. The effect of oxytetracyclin was the
weakest. We were able to confirm the results of Italian scientists (Migliore et al., 1995; Brambilla et al., 1996)
showing a high phytotoxicity of sulfadimethoxin. The question of the accumulation of the drugs in the plants remains
open until a plant analysis for these drugs. It is planned to continue this study at lower concentrations of sulfa-
dimethoxin as well as with other sulfonamides and antibiotics of other types both in laboratory and in field.
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