ANTIBAKTERIAALSETE VETERINAARRAVIMITE MOJU TAIMEDE
KASVULE NING RAVIMIJAAKIDE AKUMULEERUMINE TAIMEDES

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

Veterinaarmeditsiinis  kasutatavad antibakteriaalsed ravimid voivad mulda joudmisel pdhjustada
mitmesuguseid 6koloogilisi probleeme (Aruksaar et al., 1998; Blaha, 1996) Paljud neist, sealhulgas sulfoonamiidid
ja fluorokinoloonid, on raskesti lagundatavad. Nii on niiteks enro- ja tsiprofloksatsiine voimelised degradeerima
vaid teatud seened (Martens et al., 1996). Antibakteriaalsete ainete jadgid vdivad muuta mulla mikroobikooslust,
mille tulemusena voivad alaneda mulla mikroobiaktiivsus, viljakus ning ka vastupanuvoime taimekaitsevahenditele
ja teistele ksenobiootikumidele (Migliore ef al., 1995). Mulda sattunud ravimijédagid voivad pidurdada taimekasvu
(Aruksaar et al., 1998; Batchelder, 1982; Brambilla et al., 1996; Migliore et al., 1995). Vees vihelahustuvad
ravimijadgid voivad sdnnikule voi teistele mulla tahketele komponentidele kinnitunuina ja raskesti kittesaadavaina
degradeerivaile mikroorganismidele mdjustada mulda pikema aja jooksul (Martens ef al., 1996). Mullast voivad
neid akumuleerida aga taimed, mis avab neile toiduahelat pidi tee looma ja inimese organismi (Migliore et al.,
1995; Brambilla et al., 1996). Sulfadimetoksiini akumuleerumise odras, hirsis, maisis ning aedhernes on tdestanud
riihm Itaalia teadlasi, kes on kindlaks teinud ka selle sulfoonamiidide klassi kuuluva ravimi taimekasvu pérssiva
toime (Migliore et al., 1995; Brambilla et al., 1996).

Oleme varem ndidanud (Aruksaar et al., 1998), et nii siinteetilised ravimained sulfadimetoksiin
(sulfoonamiidid) ja tsiprofloksatsiin (fluorokinoloonid) kui ka looduslik oksiitetratsiikliin (tetratsiikliinid)
pidurdavad toitainevaeses mullas odra (Hordeum vulgare L.) ning redise (Raphanus sativus) kasvu in vivo
laboratoorsetes tingimustes. Eriti tugevat fiitotoksilist toimet omas sealjuures sulfadimetoksiin, mis redisel parssis
koguni seemnete idanemist. Tsiprofloksatsiini juuresolekul mullas aga tekkis taimedel tugev alapigmentatsioon
albinismini vélja. Mulla summaarne esteraasne aktiivsus kahanes sulfadimetoksiini toimel kuni kaks korda.

Kiesolevas artiklis avaldame tdiendava taimkatse tulemused samade antibakteriaalsete ainete juuresolekul
toitainetega rikastatud kasvuturbas ning toitainevaeses ja vietatud mineraalmuldades.

Materjalid ja metoodika

Seemned: aeduba (Phaseolus vulgaris L.) Dwarf Bean yellow', suvinisu (7riticum aestivum) 'Heta', redis
(Raphanus sativus) 'Novired'.
Mineraalmullad. Toitainevaene muld: Eerika IOSDV katsepollult voetud 9 aastat vdetamata ndivleetunud mulla
huumushorisont, mille olulisemad agrokeemilised nditajad on jargmised: Nuq — 0,1%; litkkuvad P — 9,8 mg, K —
12,0 mg ja Na — 1,6 mg/100g; orgaaniline aine (550 °C) — 2,4%; pHcaciz — 5,4. Véetatud muld saadi 200 grammile
lahtemullale 32 mg nitroammofoska (17:7,5:14) lisamisel.
Kasvuturvas: liikkuvad P — 87,6 mg ja K — 239 mg/100 g, pHcaciz — 5,2, orgaaniline aine — 80,3%.
Antibakteriaalsed ravimid: sulfadimetoksiin (sulfadimethoxinum — Tallinna Farmaatsiatehas), tsiprofloksatsiin
(ciprofloxacinum) (KRKA, Sloveenia); oksiitetratsiikliin (oxytetracyclinum — Interchemie Werken "De Adelaar”,
Holland). Kasutatud kontsentratsioonid: sulfadimetoksiin — 10 ja 50 mg/kg, tsiprofloksatsiin ja oksiitetratsiikliin —
50 ja 100 mg 1 kg mineraalmulla voi kasvuturba kohta.
Analiiiisireagendid: firmadelt Sigma, Aldrich, Fluka — puhtusaste p.a. ja Reahim.
Metoodika. Mineraalmuld soeluti ja jaotati 200 g kaupa plastmassndudesse, niisutati ning véetatud variantide
saamiseks lisati véetis. Kasvuturvas jaotati plastmassndudesse 120 g kaupa ning niisutati. Seejarel kiilvati seemned
(igasse ndusse kas 5 aedoa-, 20 nisu- voi 10 rediseseemet). Igat varianti tehti kolmes korduses. Peale kiilvi niisutati
muld vastava antibakteriaalse ravimi vesilahusega. Katsendud paigaldati kunstliku valgustuse alla (kvantvoo
pindtihedus 126-171 umol m%s™!; valge ja pimeda aja suhe 15:9) ning mulda kasteti vastavalt vajadusele. Pérast
tarkamist viidi redisetaimede arv igas ndus kaheksale. Kasvuaeg — aeduba 24 péeva, redis 35 péeva, nisu 40 pieva.
Katse 10petamisel eemaldati taimed mullast, juured pesti rohke veega, moddeti aedoa- ja nisutaimede
maapealse osa pikkused; taimed kaaluti, eraldati juured. Materjal kuivatati toatemperatuuril ning nii pealsetes kui ka
juurtes madrati Tartu Veterinaar- ja Toidulaboris antibakteriaalsete ainete sisaldus mikrobioloogilise
kaheplaadimeetodiga (Bacillus subtilis, pH 6,0 (oksiitetratsiikliin) ja 8,0 (tsiprofloksatsiin)). Muldades méérati
pérast katse 10ppu standardmeetoditega kuivaine, pH(0,01M CaCl,), orgaaniline aine (kaalukadu temperatuuril
550 °C), omastatavad fosfor ja kaalium, ravimijéékide sisaldus mikrobioloogilise meetodiga, mikroobimass lipiidse
fosfaadi meetodiga (Frostegard et al., 1991) mikroorganismide summaarset aktiivsust nditav esteraasne aktiivsus
fluorestseiindiatsetaadi suhtes (Schniirer, Rosswall, 1982).

Katsetulemused ja arutelu



Ravimite mdju taimede kasvule. Enamikul juhtudel omasid ravimid taimekasvu pidurdavat toimet, kusjuures
tugevaim oli jéllegi sulfadimetoksiini moju, olles sealjuures kdige ndrgem kasvuturbas ning tugevaim véetamata
mineraalmullas.

Taimeliikide kaupa. Aedoa korral oli turvasmullas taimede siilivus (katse 16pul olnud taimede protsent
kiilvatud seemnete arvust) peaaegu 100%, selge kasvupidurdus esines vaid tsiprofloksatsiini korgemal
kontsentratsioonil (tabel 1). Videtamata mineraalmullas oli taimede séilivus (ka nullvariandil) madalam; kusjuures
sdilivus, taime keskmine mass ning pikkus olid eriti tugevasti alanenud sulfadimetoksiini ja oksiitetratsiikliini
suuremal kontsentratsioonil. Tsiprofloksatsiini manulusel vdis tdheldada aga nullvariandiga vorreldes paremat
sdilivust ning ka veidi suuremat iihe taime massi. Véetatud mineraalmulla korral mdjus taimekasvu pidurdavalt vaid
sulfadimetoksiin suuremal kontsentratsioonil. Suurim taimede mass ja ka korgeim siilivus olid niitid
oksiitetratsiikliini vdiksemal ja jillegi tsiprofloksatsiini suuremal kontsentratsioonil. Nisu korral dratas tdhelepanu
taimede sdilivuse suur ebareeglipdrane koikumine eri variantide vahel. Nii siilis kontrollvariantides 60-st
voimalikust kasvuturbas 51, mineraalmullas 27 ja vdetatud mineraalmullas 37 taime, tsiprofloksatsiini suuremal
sisaldusel vastavalt 39, 12 ja 38 ning sulfadimetoksiini suuremal sisaldusel vastavalt 50, 42 ja 24 taime. Nisutaimed
kasvasid kodige paremini kasvuturbas, kus vois tidheldada vaid sulfadimetoksiini pidurdavat mdju tema suuremal
sisaldusel. Vdetamata mullas oli tugev kasvupidurdus jéllegi sulfadimetoksiini suuremal sisaldusel. Redise jaoks on
olemas andmed vaid kasvuturba korral, sest mineraalmuldadel kasvanud taimed hévitati lehetdide poolt.
Kasvuturbal kasvanud taimede sdilivus oli ligikaudu 58%, soltudes vdhe variandist, pealsete kaal oli aga
maérgatavalt alanenud sulfadimetoksiini manulusel. Kdigil juhtudel, kui taimede siilivus oli madal, kasvasid sdilinud
taimed aga suhteliselt suuremaks, mistdttu virreldavate iihe taime keskmiste masside leidmiseks jagati taimede
kogumass oa ja nisu korral mulda pandud seemnete arvuga ning redise korral peale harvendamist kasvama jéetud
taimede arvuga.

Ravimite mdju taimede pigmentatsioonile. Tsiprofloksatsiini suuremal sisaldusel mullas tekkis osa taimede
esimese kasvujargu lehtedes albinism. Turvasmullas esines albinismi umbes 30%-1 acdoa taimedest ja iiksikutel
nisutaimedel, vdetamata mineraalmullas vaid iihel aedoa taimel, vdetatud mineraalmullas aga 15%-1 nisutaimedest.
Oksiitetratsiikliiniga variantides esines aedoal esimese kasvujargu lehtedes kdigil taimedel kdigis kolmes mullas
ravimi molemal kontsentratsioonil kloroos. Nisul ega redisel kloroosi ei tiaheldatud. Sulfadimetoksiiniga variantides
muutusi taimede pigmentatsioonis ei olnud. Alanenud pigmentatsioon voib olla pdhjustatud hédiretest mone
elemendi omastamisel mullast.

Ravimite akumuleerumine taimedes. Ravimainete akumuleerumist taimede juurtes ja maapealsetes osades
hinnati mikroobikasvu inhibeerimise meetodil agari geelis. Juurte analiilisi tulemused on toodud tabelis 2. Et
meetodit pole varem ei mulla ega taimse materjali analiilisiks kasutatud ning ta on standardiseerimata, ei saa toodud
arvude pohjal leida ravimite tépseid kontsentratsioone uuritavates materjalides. Siiski on ilmne, et nii
tsiprofloksatsiin kui ka oksiitetra-tsiikliin akumuleeruvad taimede juurtes enamikus (tsiprofloksatsiin koigis)
analiilisitud variantides. Et iheks mikrobioloogiliseks médidramiseks voetud mulla mass on ligikaudu 8 korda suurem
kui analiilisiks vOetud taimse materjali mass, on ravimijadkide sisaldused juurtes oluliselt kdrgemad kui vastavates
muldades. Muldadele (proovi mass umbes 0,1 g) leiti jargmised inhibeerimistsooni laiused optimaalsel pH-I:
tsiprofloksatsiin 100 mg/kg — 10 mm; oksiitetratsiikliin 50 mg/kg — 5 mm, 100 mg/kg — 7 mm.

Taimede maapealsetest osadest andsid inhibeerimistsooni, ja sealjuures kiillaltki laia, tsiprofloksatsiiniga
segatud  kasvuturbas kasvanud redise pealsed (tsoonide 14bimdddud 13 ja 12mm ravimi
nominaalkontsentratsioonidel turbas vastavalt 50 ja 100 mg/kg). Saadud arvud on suuremad kui vastavad arvud
juurte korral, mis niitab tsiprofloksatsiini kontsentreerumist redise pealsetesse. Pikema kasvuaja korral voib
ravimite sisaldus taimedes veelgi suureneda. Kasutatud meetod ei nédidanud sulfadimetoksiini akumuleerumist
taimedes. Et negatiivse tulemuse andis ka sulfadimetoksiiniga segatud muldade analiiiis, siis vdib oletada, et
médramistingimused ei ole sulfoonamiidide toime jaoks optimaalsed ning analiilisi tulemuste alusel ei saa teha
otsust sulfadimetoksiini akumuleerumise kohta. Kirjanduses on ndidatud sulfadimetoksiini akumuleerumist rea
taimede, sealhulgas odra maapealsetes osades (Brambilla et al., 1996; Migliore ef al., 1995).

Ravimite méju mulla mikroobimassile ja aktiivsusele. Mikroobide kogumassi hindamiseks mullas
kasutatud meetod néitas mikroobide arvukuse suhteliselt vdikest (kuni 20%-list) alanemist antibakteriaalsete ainete
manulusel mullas.

Ravimite mdju mulla mikroobiaktiivsusele, mille mddduks oli voetud esteraasne aktiivsus, oli samuti véike.
Kiill aga on tdhelepanuvédarsed jargmised tulemused. 1. Turvasmullas mdddetud aktiivsused, arvutatuna grammile
kuivale mullale, sdltusid analiilisiks voetud mulla massist, kusjuures proovi hulga alanemisel niiline aktiivsus
kasvas. Ilmselt seondus osa ensiimaatilise hidroliiiisi protsessis tekkivast vérvainest turba orgaanilise
komponendiga, jaddes nii kdrvale spektro-fotomeetrilisest kontsentratsiooni mdotmisest. Sellele viitab ka aktiivsuse
védrtuste korreleeruvus kuivaine sisaldusega kasvuturbas. Seega pole antud meetod ilma tdiendavate uuringuteta
suure orgaanilise aine sisaldusega muldade korral kasutatav. 2. Vdetatud mineraalmullas oli aktiivsus taimede
kasvatamise jérel umbes 10% madalam kui vastavas vdetamata mullas. 3. Esteraasne aktiivsus soltus monevorra




mullas kasvanud taimest — korgeim oli see nditaja aedoa jdrel, jargnesid nisu ja redis. Nii moodustas vdetamata
mullas redise jérel esteraasne aktiivsus umbes 70% aktiivsusest aedoa jérel, vietamata mullas ja kasvuturbas aga
umbes 80%. 4. Absoluutselt kdrgeimad mikroobiaktiivsuse véértused saadi mineraalmuldadest variantides, kuhu
peale aedoa kiilvamist oli lisatud tsiprofloksatsiini.

Ravimite méju mulla parameetritele. Omastatavate fosfori ja kaaliumi ning orgaanilise aine sisaldused
kasvasid katse jooksul peaaegu koigis variantides. Kdige rohkem suurenesid need néitajad acdoa korral. Aedoaga
mineraalmuldades ilmnes positiivne korrelatsioon mikroobiaktiivsuse ja kaaliumisisalduse kasvu vahel katse ajal.
Kaaliumi kontsentratsioon ja orgaanilise aine sisaldus kasvasid kdige rohkem tsiprofloksatsiiniga variandis
vietamata mineraalmullas. Kui siinkohal veel kord viidata aedoa kasvu mdningasele suurenemisele
tsiprofloksatsiini manulusel, jdab mulje, et nimetatud ravim toimis, seda kiill vaid liblikdielise aedoa juuresolekul,
mulla agrokeemilisi néditajaid parandava ainena. Kas antud juhul on tegemist ravimaine poolt mulla
mikroobikoosluse struktuurile avaldatava mojuga, mikroobide ja seente tasakaalu nihutamisega v8i mingi muu
efektiga, vajab uurimist. Nisu puhul tsiprofloksatsiini positiivseid mdjusid ei ilmnenud.

Tabel 1. Aedoa taime keskmine méirgmass (g)
Table 1. Average wet mass of bean plants (g)

Mulla tiitip/Soil type Kontroll | Tsipro50 | Tsiprol00 | Sulfal0 Sulfas0 Oksii50 | Oksiil00

Control | Cipro50 | Ciprol00 | Sulfal0 Sulfa50 Oxy50 Oxy100
Vietamata min.-muld/Mineral soil 2,22 2,02 2,59 2,37 1,37 2,65 1,82
Vietatud min.-muld/Fertil. min.soil 2,65 2,62 2,69 2,47 1,77 2,17 2,32
Kasvuturvas/Horticultural peat 2,36 2,50 1,88 2,51 2,59 2,58 2,33

Tabel 2. Antibakteriaalsete ainete taimejuurtes akumuleerumise tdestamise mikrobioloogilise katse tulemused
Table 2. Results of testing of the accumulation of the antibacterial substances in the plant roots by the
microbiological two-plate method.

Ravim/Drug Aeduba/Kidney Bean Nisu/Wheat Redis

Radish
| 11 111 | 11 111 |
tsiprofloksatsiin/ciprofloxacin 50 mg/kg 0 8 6 5 0 7 6
tsiprofloksatsiin/ciprofloxacin 100 " 7 10 7 7 11 7 11
oksiitetratsiikliin/oxytetracycline 50 " 5 4 3 6 0 4 7
oksiitetratsiikliin/oxytetracycline 100" 7 ND ND 10 0 6 7

Numbrid tabelis 2 téhistavad mikroobikasvu pidurduspiirkonna 14bimddtu millimeetrites sodtmele asetatud proovi
(umbes 0,015 g) timber suurema inhibeerimise andnud pH-1. / Numbers in the table are marking the diameter in
millimeters of the inhibition zone around the sample (about 0.015 g ) on the agar gel medium of the optimal pH
(pH=6,0 for oxytetracycline and 8,0 for ciprofloxacin).

Mulla tiitibid/Soil types: 1 — turvas/peat; 11 — mineraalmuld/mineral soil; 111 — véetatud mineraalmuld/mineral
soil with fertilizer; ND — mitte mairatud/not determined.

Kokkuvote

Uuritud antibakteriaalsed ained, eriti sulfadimetoksiin, pidurdasid enamikul juhtudel taimede kasvu ning
tekitasid osas variantides taimedel alanenud pigmentatsiooni. Ravimainete mdju mulla mikroobimassile ja
-aktiivsusele oli vdike. Huvitavad efektid (kaaliumi ja orgaanilise aine sisalduse suurenemine ning taimekasvu
kiirendamine mineraalmullas) ilmnesid aga tsiprofloksatsiini manulusel aedoa korral. Koigi taimede juured
akumuleerisid tsiprofloksatsiini ja oksiitetratsiikliini, tsiprofloksatsiin kontsentreerus ka redise pealsetes.
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Effect of Antibacterial Veterinary Drugs on Growth of Kidney Bean,
Barley and Radish and Their Accumulation in Plants

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

The effect of presence in soil of 3 anti-bacterial veterinary drugs (sulfadimethoxin, ciprofloxacin and
oxytetracycline — two different concentrations of each) on growth of three plants in three different soils was studied.
1. Mineral nutritient-poor soil — Stagnic Luvisol (FAO/ISRIC); N — 0.1%; P — 9.8 mg/100g; K — 12.0 mg/100g; Na
— 1.6 mg/100g; OM (loss on ignition at 550°C) — 2.4%; pHcaciz — 5.4. 2. Mineral soil with fertilizer (32 mg of
nitroammofoska (17:7.5:14) per 200 g of soil); 3. Horticultural peat: P — 87,6 mg/100g; K — 239 mg/100g, pHcac —
5.2, OM — 80,3%. The plants were grown in laboratory in 3 parallels (6 vessels with a control soil). Bean was
harvested after 24 , radish after 35 and wheat after 40 days. Plants were weighed, measured and severed to divide
the root from shoots. Both parts were weighed separately and analyzed for content of respective drug residue by
accommodated microbiological two-plate method. Soil samples were taken after growing experiment and analyzed
for pHcaco, OM, P, K, drug residue content, total lipid phosphate and esterase activity. The main results are as
follows: in most cases the antibacterial drug depressed the growth of plants — sulfadimethoxin being the most potent
one. In case of kidney bean ciprofloxacin showed several interesting effects: 1. The total weight as well as the
average wet weight of one plant were somewhat higher than in the control soil (see Table 1); 2. The raise of
microbial esterase activity, soluble P and K concentrations as well as the content of organic matter were highest in
the presence of ciprofloxacin. In case of bean the esterase activities have positive correlation with the potassium
concentration in the soil. Ciprofloxacin caused development of albinosis in the older parts of bean and wheat plants
and oxytetracycline development of chlorosis in the older parts of bean plants. The effect of antibacterial drugs on
the total microbial mass was low. The non-standardized microbiological test revealed accumulation of ciprofloxacin
in the roots of all plants studied and tetracyclin in part of cases (see Table 2). Ciprofloxacin was found also in the
shoots of radish grown on peat, with the inhibition zone width 13 and 12 mm in case of drug nominal concentrations
in soil of 50 and 100 mg/kg, respectively. These numbers are slightly higher than the zone widths in case of radish
roots. The conditions used for microbiological test were obviously non-optimal for sulfadimethoxin, which was not
discovered even in the soil supplemented with the drug.
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