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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время проблеме загрязнения окружающей среды ветеринарными антибиотиками и приобретения к ним устойчивости патогенных микроорганизмов уделяется особое внимание. Окситетрациклин и тилозин широко используются во всем мире, как в терапевтических целях, так и в качестве стимуляторов роста. По данным исследовательской компании Research Techart, в животноводстве России ежегодно используется около 3,5 тыс. т антибиотиков. Из них 23% – для лечения и профилактики, 19% – в качестве стимуляторов роста, 36% – как противопаразитарные препараты, 22% – как профилактические средства [1]. Т.к. многие антибиотики водорастворимы, вплоть до 90% одной дозы может выделяться с мочой и 75% с экскрементами животных [2,3]. 

В основном антибиотики попадают в почву благодаря применению навоза [4] и сточных вод [5] на сельскохозяйственных землях в качестве удобрения. В настоящее время антибиотики все чаще обнаруживаются в грунтовой и питьевой воде, сточных водах и сельскохозяйственных почвах [6,7], в концентрациях до 300 нг/г–1 для тетрациклинов и 11 нг/г–1 для сульфаниламидов [8,9]. Высокие концентрации тетрациклинов были обнаружены в почвах Турции и Испании, до 0,5 мг/кг–1 и 0,2 мг/кг–1, соответственно [10,11]. Концентрации тетрациклина (20 мг/л–1) и хлортетрациклина (1 мг/л–1) были обнаружены в свиных отстойниках [12]. Кроме того, различные антибиотики образуются естественным путем в почвах, однако концентрации и типы антибиотиков, попадающих в почвы и воды, сильно отличаются от естественного фона [13].

Сейчас работников сельскохозяйственной сферы обвиняют в том, что антибиотики из сельхозугодий попадают в окружающие водоемы. Муниципальные системы очистки воды не в состоянии отфильтровывать антибиотики, и потому сейчас очень важно изучить, как такое загрязнение влияет на состояние экосистем.

Данные по влиянию антибиотиков на микробоценоз почв в российской литературе нами не встречены. Лишь в некоторых исследованиях антибиотики использовались для определения соотношения грибов и бактерий в биомассе разных типов почв, а так же влияние фармацевтических препаратов на биоту водоемов [14-16]. Многие результаты, полученные зарубежными авторами, связаны с лабораторным моделированием загрязнения почв антибиотиками. Это связано с тем, что лабораторные модельные опыты имеют ряд преимуществ по сравнению с полевыми. Во–первых, это возможность поддерживать постоянную влажность и температуру почвы, в то время как в полевых условиях результаты опыта сильно зависят от погодных условий. Во–вторых, возможность обеспечить перемешивание почвы до полной однородности во всех сосудах, что позволяет избежать расхождений в свойствах почвы. И, наконец, возможность исследования различных загрязняющих веществ раздельно и в заранее заданных концентрациях. Тем самым, выяснение многих вопросов о влиянии загрязняющих веществ на протекающие в почве процессы возможно только посредством лабораторных модельных опытов. 

Целью настоящего исследования являлась оценка устойчивости микроорганизмов чернозема обыкновенного к загрязнению антибиотиками (окситетрациклином, тилозином) в полевых условиях. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Тилозин (Tylosin) – антибиотик макролидного ряда, продуцируемый Streptomyces fradiae, широко применяемый в животноводстве и птицеводстве в качестве лечебно–профилактического средства и стимулятора роста. В России зарегистрирован ряд пероральных препаратов тилозина: Тилан («Эланко», США); Тиланик ® водорастворимый порошок («ВИК–здоровье животных», Россия); Фармазин («Балканфарма», Болгария). По имеющимся на сегодняшний день данным, препараты на основе тилозина занимают лидирующее место для профилактики микоплазменной инфекции и хронических респираторных болезней птиц. Активен в отношении большинства Гр+ и некоторых Гр– бактерий.

Окситетрациклин (Oxytetracycline) – является производным группы тетрациклина, продуцируется грибком Streptomyces rimosus. Выпускают препарат в виде стерильного кристаллического порошка желтого цвета – окситетрациклина гидрохлорид – без запаха, хорошо растворим в воде. Обладает широким спектром антибактериального действия. Активен в отношении большинства Гр+ и Гр– бактерий.
Полевые модельные опыты были проведены в Ботаническом саду Южного федерального университета (г. Ростов–на–Дону). В качестве объекта исследования был использован чернозем обыкновенный карбонатный южно–европейской фации. Мощность гумусового горизонта чернозема составляет около 80 см, гранулометрический состав тяжелосуглинистый, реакция среды 7,7, содержание гумуса 4,1 %, общий азот (по Кьельдалю) — 0,25 %; общий фосфор (по Гинзбург с соавт.) — 0,18 %; подвижный фосфор (по Мачигину) — 28,8 %; общий калий (по Берцелиусу) — 2,06 %. Данный тип почв был выбран в связи с тем, что черноземы составляют большую часть почвенного покрова юга России и являются главным земельным ресурсом сельскохозяйственного производства [17]. 
В полевых опытах делянки закладывали согласно общепринятой методике проведения полевого опыта [18,19]. Использовали делянки площадью 1м2. Повторность трехкратная. Загрязнение почвы было проведено15 мая 2014 года, образцы почвы для определения биологических показателей отбирались на 5, 30 и 60 сут. опыта. Среднесуточная температура воздуха составила 18–20(С в начале эксперимента, 22–25(С к 30 суткам и 27–30(С к 60 суткам. Влажность почвы поддерживали путем полива водой на уровне около 60% от полевой влагоемкости. 
Антибиотики вносили в почву в виде растворов в концентрации 500 мг/кг почвы. Данные концентрации были выбраны исходя из литературных данных по остаточным количествам антибиотиков в окружающей среде [20], а так же благодаря результатам ранее проведенных рекогносцировочных лабораторных исследований [21]. Контролем служили участки, не подвергавшиеся обработке антибиотиками. 

Лабораторно–аналитические исследования выполнены с использованием общепринятых в экологии и биологии почв методов [22,23]. Комплексное исследование микробоценоза чернозема включало определение численности микроорганизмов методом глубинного посева соответствующих разведений на плотные питательные среды: аммонифицирующих бактерий – на МПА, амилолитических бактерий – на КАА, микромицетов– на подкисленной среде Чапека, бактерий р. Azotobacter – на среде Эшби (метод комочков обрастания). 
РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Результаты полевых модельных экспериментов представлены на рисунках 1,2. Реакция среды (pH) является важным химическим показателем почв, с одной стороны из–за его влияния на содержание гумусовых компонентов, а с другой стороны из–за его влияния на активность почвенной микробиоты [24]. При исследовании рН чернозема наблюдается тенденция снижения рН в кислую сторону (рис.1), особенно на 30 сут. экспозиции. Скорее всего, данный тренд, наблюдается, т.к., остаются устойчивые группы микроорганизмов, продуктами жизнедеятельности которых, являются соединения содержащие Н+. На дальнейших сроках прослеживается смещении реакции среды к первоначальным значениям. Ранее нами, при исследовании влияния антибиотиков на биологические свойства почв в условиях лабораторного моделирования (бензилпенициллина, тетрациклина) показано изменение рН с течением срока экспозиции в щелочную сторону [25,26], т.е. изменение рН зависит от химической природы антибиотика. Таким образом, антибиотики нарушают естественную среду почвенных микроорганизмов, что является причиной изменения их численности и структуры микробоценоза в целом.
Внесение антибиотиков в почву приводило к изменению численности основных групп почвенных микроорганизмов, наблюдалась тенденция снижения их численности на всех сроках экспозиции. Исследованные группы микроорганизмов отличались по их устойчивости к вносимым антибиотикам (рис.2). 
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Рис.1. Изменение реакции среды (рН) чернозема при загрязнении антибиотиками

TYL – tylosin (тилозин), OTC – oxytetracycline (окситетрациклин)
Наибольшее подавляющее воздействие на численность аммонифицирующих бактерий (на 20–60% от контроля, р<0,05, n=6) оказал окситетрациклин на всех исследуемых сроках экспозиции. Статистически достоверных различий в численности аммонифицирующих бактерий на 5 и 30 сут. опыта не выявлено. Восстановление численности данной группы бактерий не наблюдается и на 60 сут. опыта. 

Аналогичные данные по динамике численности аммонификаторов были получены в модельных экспериментах с различными видами излучения [27]. При загрязнении тяжелыми металлами [28], нефтью и нефтепродуктами [29] относительно небольшими дозами (до 1 ПДК) и в первые сроки от момента загрязнения (до 1 месяца) численность микроорганизмов в почве в ряде случаев увеличивается, затем снижается и даже через 360 дней не восстанавливается полностью. Кроме того, в сравнении с эффектом стерилизации высокими температурами [30] и действием пестицидов [31] действие антибиотиков на почвенные микроорганизмы носит более пролонгированный характер, так как, например, при стерилизации почв высокими температурами численность микроорганизмов восстанавливалась до контрольных значений уже на 60–е сут. эксперимента.

Пролонгированный характер воздействия антибиотиков на почвенные микроорганизмы свидетельствует об их накоплении в почве. Stone et al. [32] детектировали активные метаболиты тилозина на 150 сут. после внесения антибиотика в почву. Loke et al. [33] показали, что при рН ниже 7,4, образуются сильные ионные связи между протонированным тилозином и анионными компонентами почвы, что свидетельствует о высокой сорбции тилозина в почве. Установлена положительная корреляция сорбции тилозина и окситетрациклина с содержанием гумуса, рН и емкостью катионного обмена почв [34]. Высокая способность к сорбции тилозина наблюдается в почвах, богатых гумусом, нежели песчаных почвах [35,36]. 
Амилолитические бактерии оказались более устойчивы к исследуемым антибиотикам, нежели бактерии – аммонификаторы. На 5 сут. исследования наблюдали максимальное снижение численности бактерий (60 % от контроля, р<0,001, n=6). Аналогично с аммонификаторами, наибольшее ингибирующее воздействие оказал окситетрациклин. На дальнейших сроках экспозиции не выявлено достоверных изменений численности амилолитических бактерий, наблюдается тенденция восстановления численности до контрольных значений. В других исследованиях показано, что такие антибиотики как сульфонамид, тетрациклин, триметоприм так же оказывают подавляющее воздействие на численность и активность амилолитиков [37].
По результатам полевого моделирования загрязнения чернозема антибиотиками, не выявлено достоверного воздействия антибиотиков на почвенных микромицетов. Используемые антибиотики подавляют рост и развитие бактерий. Это можно объяснить устранением конкуренции со стороны бактерий и активным заселением микромицетами экологической ниши. На 30 и 60 сут. опыта не выявлено изменений в численности микромицетов.
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	Рис.2. Изменение численности микроорганизмов чернозема при загрязнении антибиотиками (а – аммонифицирующих бактерий, б – амилолитических бактерий, в – микромицетов).TYL – tylosin (тилозин), OTC – oxytetracycline (окситетрациклин)


Бактерии р. Azotobacter оказались менее чувствительными к вносимым антибиотикам. Изменение в обилии бактерий наблюдалось только на 3сут. экспозиции (снижение на 30–40% от контроля при воздействии тилозина, и на 50–60%,при воздействии окситетрациклина, соответственно), на остальных сроках не наблюдали никаких изменений. При этом азотфиксирующие бактерии были чувствительнее к загрязнению тяжелыми металлами, нефтью, ионизирующему излучению, чем другие группы бактерий [38,39].
Таким образом, по степени устойчивости к антибиотикам, исследованные микроорганизмы образовали ряд: микромицеты > бактерии р. Azotobacter > бактерии–амилолитики > бактерии–аммонификаторы. Восстановление микробиологических показателей носит не прямолинейный характер, т.е. нельзя сказать, что с увеличением сроков экспозиции происходит все бóльшее их восстановление. По скорости восстановления микроорганизмы чернозема обыкновенного образовали следующий ряд: бактерии р. Azotobacter > микромицеты > бактерии–амилолитики > бактерии–аммонификаторы. 
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										Тилозин		90		100		100

										Окситетрациклин		85		100		100

										Инпут		100		100		100

										Тилозин+горох		100		100		100

										Окситетрациклин+горох		100		100		100

										Инпут+горох		100		100		100






_1479195598.xls
Диаграмма1

		5		5		5

		30		30		30

		60		60		60



Контроль

TYL

OTC

Линия тренда (OTC)

сроки экспозиции (сут.)

% от контроля

100

104.8006591898

112.4331971979

100

94.4444444444

98.1481481481

100

84.9557522124

85.8407079646



РН

						Абсолютные значения

								Сутки инкубации

								5		30		60

						Контроль		7.60		7.57		7.55

						TYL		7.70		7.47		7.49

						OTC		7.82		7.46		7.60





РН

		



Контроль

TYL

OTC

сроки экспозиции (сут.)

рН



МПА

		

														% от контроля

																Сутки инкубации

																5		30		60

														Контроль		100		100		100

														TYL		73		71		65

														OTC		79		61		56





МПА

		



Контроль

TYL

OTC

Линия тренда (OTC)

сроки экспозиции (сут.)

% от контроля



Чапек

		

																										% от контроля

																												Сутки инкубации

																												5		30		60

																										Контроль		100		100		100

																										TYL		105		94		85

																										OTC		112		98		86





Чапек

		



Контроль

TYL

OTC

Линия тренда (OTC)

сроки экспозиции (сут.)

% от контроля



КАА

		

																										% от контроля

																												Сутки инкубации

																												5		30		60

																										Контроль		100		100		100

																										TYL		71		85		88

																										OTC		40		85		81





КАА

		



Контроль

TYL

OTC

Линия тренда (OTC)

сроки экспозиции (сут.)

% от контроля



Azotobacter

		A

										% от контроля

												Сутки инкубации

												5		30		60

										Контроль (пар)		100		100		100

										Контроль (горох)		100		100		100

										Тилозин		90		100		100

										Окситетрациклин		85		100		100

										Инпут		100		100		100

										Тилозин+горох		100		100		100

										Окситетрациклин+горох		100		100		100

										Инпут+горох		100		100		100






_1479195478.xls
Диаграмма1

		5		5		5

		30		30		30

		60		60		60



Контроль

TYL

OTC

сроки экспозиции (сут.)

рН

7.6

7.6966666667

7.82

7.57

7.4733333333

7.46

7.55

7.4933333333

7.5966666667



РН

						Абсолютные значения

								Сутки инкубации

								5		30		60

						Контроль		7.60		7.57		7.55

						TYL		7.70		7.47		7.49

						OTC		7.82		7.46		7.60





РН

		



Контроль

TYL

OTC

сроки экспозиции (сут.)

рН



МПА

		

														% от контроля

																Сутки инкубации

																5		30		60

														Контроль		100		100		100

														TYL		73		71		65

														OTC		79		61		56





МПА

		



Контроль

TYL

OTC

Линия тренда (OTC)

сроки экспозиции (сут.)

% от контроля



Чапек

		

																										% от контроля

																												Сутки инкубации

																												5		30		60

																										Контроль		100		100		100

																										TYL		105		94		85

																										OTC		112		98		86





Чапек

		



Контроль

TYL

OTC

Линия тренда (OTC)

сроки экспозиции (сут.)

% от контроля



КАА

		

																										% от контроля

																												Сутки инкубации

																												5		30		60

																										Контроль		100		100		100

																										TYL		71		85		88

																										OTC		40		85		81





КАА

		



Контроль

TYL

OTC

Линия тренда (OTC)

сроки экспозиции (сут.)

% от контроля



Azotobacter

		A

										% от контроля

												Сутки инкубации

												5		30		60

										Контроль (пар)		100		100		100

										Контроль (горох)		100		100		100

										Тилозин		90		100		100

										Окситетрациклин		85		100		100

										Инпут		100		100		100

										Тилозин+горох		100		100		100

										Окситетрациклин+горох		100		100		100

										Инпут+горох		100		100		100






