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Bevezetés

Az intenziv mezdégazdasagi technologiak kovetkeztében az endokrinrendszert
karosito  vegyiiletek (Endocrine-Disrupting Chemicals; EDC) jelenléte a
kornyezetiinkben egyre nagyobb aggodalomra ad okot. Ezek a mikroszennyezék
nagyon alacsony koncentracioban is karos hatdssal lehetnek az €16 szervezetekre, a
talajvizbe és a talajba keriilve pedig bejuthatnak a taplaléklancba, igy az emberi
egészségre 1is hatast gyakorolhatnak. A mezdgazdasdgi melléktermékek
(istallotragya, higtragya) nagy mennyiségli természetes és szintetikus hormont és
kiilonféle vegyi anyagokat (gyodgyszereket, tisztitd- és fert6tlenitdszereket)
tartalmazhatnak, melyek gyakran ellendrizetleniil keriilnek a mezdgazdasagi
terliletekre (LI et al., 2020). A szervestragya mezdgazdasagi teriiletekre torténd
kijuttatasa altalanosan elfogadott gyakorlat a vilagban. Ennek eredményeként a
szteroid 0sztrogének (SE) konnyen bejuthatnak azokba a talajokba, melyek tapanyag
utanpodtlasa szerves tragyazassal vagy szennyvizzel vald locsolassal torténik.
Ezeknek a talajoknak az SE szintje igy elérheti a tobb szaz, de még a tobb ezer
ng kg!-ot is (ZHANG et al., 2015; GUDDA et al., 2022). A gyogyszerek mobilitasat,
viselkedését a talajban a novények szdmara valo elérhetdséget a talaj fizikai, kémiai
¢és biologiai tulajdonsagai, ill. a hatébanyagok fiziko-kémiai paraméterei hatdrozzak
meg (GWOREK et al., 2021). Ez potencialis kockazatot jelent a mezdgazdasagi
termelésre, ugyanis a talajba keriilt gyogyszermolekuldk egy részét a novények
felvehetik és kiilonboz6 részeikben (gyokér, levél, szar, generativ termés)
raktarozhatjak (GWOREK et al., 2021; ERDAL és DUMLUPINAR, 2011).

Akkor tekinthetlink egy vegyliletet Osztrogénhatdsunak, ha akar alacsony
affinitassal is, de kotddni képes az Osztrogénreceptorokhoz (estrogen receptor; ER)
és az Osztrogénérzékeny sejtekben, szOvetekben biologiai hatast képes kivaltani.
(BITTNER et al, 2014). A koryezetinkben el6forduld Osztrogének és
Osztrogénszarmazékok koriilbeliil 90%-a az allattenyésztésbdl szarmazik (HE et al.,

*Levelezd szerz6: GUBO EDUARD, Széchenyi Istvan Egyetem, Mezdgazdasag- és
Elelmiszertudomanyi Kar, 9200 Mosonmagyarovar, Var tér 2., Magyarorszag
E-mail: gubo.eduard@gmail.com

Unauthenticated | Downloaded 01/03/23 10:13 AM UTC



290 GUBO et al.

2019). Az Eurdpai Unié6 és az Egyesiilt Allamok allatallomanyanak éves
Osztrogénkibocsatasa 83000 kg év!, ami az emberi kibocsatas tobb mint kétszerese
(SHRESTHA et al., 1996; LAURENSON et al., 2014). JOHNSON et al., (2006) becslése
szerint egy tejeld tehén atlagosan 384 mg 17B-Osztradiolt (E2) juttat naponta a
kornyezetébe csupan a vizelettel és a széklettel, mig egy vemhes koca 700—-17000 mg
Osztront (E1) frithet a vizelettel napi szinten. HE et al. (2019) szerint az
antibiotikumok és az 0Osztrogének egyidejii eldfordulasa a tragyadban nagyobb
okologiai kockazatot jelent, mint egyediilalldo szennyezOként, ugyanis az
antibiotikumok fokozhatjak az 6sztrogének perzisztencidjat. Az €16 szervezetek altal
természetesen termelt Osztrogéneken kiviil (endodsztrogének) sokféle szerves és
szervetlen molekula 1étezik, amelyek képesek felismerni az Gsztrogénreceptorok
ligandumkotd  doménjeit  (FAROOQ, 2015), ezek a fitoosztrogének, a
xenodsztrogének, a szelektiv dsztrogénreceptor-modulatorok (Selective Estrogen
Receptor Modulator SERM) és a metallodsztrogének (FUENTES és SILVEYRA, 2019).
Az endodsztrogének olyan szteroid vegyliletek, melyeket a férfi és néi ivarmirigyek,
ill. mas szervek koleszterinbdl allitanak el6 pl.: esztron, 17B-estradiol, esztriol,
Osztretol (FAROOQ, 2015). Ezzel szemben a fitodsztrogéneket névények termelik,
fébb csoportjai az izoflavonok, kumesztanok, lignanok (BASU és MAIER, 2018). A
xenodsztrogének szintetikus kémiai vegyiiletek, melyek Osztrogénhatdssal
rendelkeznek, ilyenek a gydgyhatdsu készitmények, gyogyszerek, élelmiszer-
adalékanyagok, kozmetikumok, kornyezetbe kikeriild peszticidek és ipari
vegyszerek. Az olyan gyogyszereket, mint a dietil-stilbesztrol (DES) és az
etinilosztradiol (EE2) kifejezetten endodsztrogének utanzasara szintetizaltdk és
széles korben alkalmaztak nék szamos betegségének a kezelésére (GENNARI et al.,
2007). Késobb deriilt ki, hogy ezek a vegyliletek befolyasolhatjak a sejtes és
molekularis folyamatokat €s sulyos egészségkarosodast okozhatnak (IORGA et al.,
2017). A SERM-ek funkciondlis kettdséget mutatnak ¢és képesek az
Osztrogénreceptorok agonistdiként ¢és antagonistaiként is hatni kiilonbdz6
szovetekben (MARTINKOVICH et al., 2014). Metallodsztrogéneknek nevezziik azokat
a fémes jellegli ionokat és oxidokat, melyek Osztrogénaktivitdst mutatnak, mint
példaul aluminium (AI**), kadmium (Cd*"), higany (Hg?"), arzenit (AsOs*"), szelenit
(SeOs%), vanadat (VO4*). Ezek a fémek képesek koordinalodni a nuklearis
Osztrogénreceptorok ligandumkotd  doménjében 1éve  specifikus  aminosav-
maradékokhoz, igy nem-kompetitiv mdédon blokkoljak az Osztradiol kotddését
(STOICA et al., 2000).

Szamos tanulmany foglalkozott mar vilagszerte a szteroidhormonok
eléfordulasaval a kornyezetiinkben. Ezek a tanulméanyok elsésorban a vizi
kornyezetben vagy a szennyviztisztito telepeken taldlhatd Osztrogénekre
Osszpontositanak (DU et al., 2020). A szteroidhormonok kiilonféle kibocsatasi
utvonalakon juthatnak a vizi kdrnyezetbe: az emberi (varosi és vidéki) és az
allattenyésztésbol (nagyilizemi, intenziv tartds és kisebb, extenziv tartds) szdrmazo
tisztitott és kezeletlen szennyviz, istallotragya és higtragya kijuttatdsaval (LIN et al.,
2020; ZHONG et al., 2021).

Az intenziv tejel6 szarvasmarhatartdsban felhasznalt ivarzasindukalod
hormonkészitmények kimutathatdsaga és bomlasa a higtragyaban eddig nem vizsgalt
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terlilet, ezért kutatdsunkban erre helyeztiik a hangsulyt. Egy Pest megyei
szarvasmarhatelepen hasznalt 5 kiilonbozé ivarzasindukaldé gyogyszer sorsat
kovettiik nyomon a felhasznalastol egészen a higtragyaban valé megjelenéséig. A
tanulmany soran attekintettiik a telepen felhasznalt ivarzasindukald gyogyszereket
2017-t61 2020-ig. Szintén 2017-t6]1 minden évben negyedéves ciklusokban,
évszakonként vizsgaltuk meg a telepen keletkezett higtragya hormonhatasat. Kiilon
teszteltiik a telepen alkalmazott hormonkészitmények Osztrogénaktivitasat is. Az
eredmények statisztikai értékelésével (Pearson-féle korrelacio és fokomponens-
elemzés (Principal Component Analysis; PCA)) az ivarzasindukalok felhasznalésa, a
telep szaporodasbioldgidja és a higtragya Osztrogénhatasa kozotti dsszefliggéseket
tartuk fel.
Anyag és modszer

A vizsgalt szarvasmarha telep leirasa

A vizsgalt telep Pest megyében talalhato, az allatallomany mérete atlagosan
2500 db, melybdl 1600 fejostehén, a tobbi pedig szarazon alld tehén, {isz6 és borjh.
Napi szinten 5-10 ellés torténik, a szaporulat minimum 40 napig tartézkodik a
telepen. Az allatok etetése napi 2 alkalommal, Faresin Telehander 2600 tipust
etetokocsival zajlik, ahol a csoportos komplett takarmanyozast (Total Mixed Ration;
TMR) a takarmanyozasi mérndk recepturai alapjan allitjak ossze. A telep zomében
higtragyas kialakitasu. A lagina gyijté része egy el6iilepitd medencébe folyik,
ahonnan egy nagy teljesitményll szivattyl a nagy tarozd medencébe juttatja a
higtragyat. Evente 70 000 kobméter higtragya keletkezik a telepen, melynek
kilocsolasa id6szakosan torténik, amikor rendelkezésre all szabad foldteriilet erre a
célra.

A telepen alkalmazott szaporitasi protokoll

A szarvasmarha-reprodukcidt kozvetett és kdzvetlen mdédon sokféle hormon
szabalyozza. Kozvetlenlil hat a szaporodasra a hipotalamuszbdl kivalasztédo
gonadotropinfelszabadité hormon (Gonadotropin-releasing hormone; GnRH), az
agyalapi mirigybol kivalasztodo follikulusstimulalé hormon (Follicle-stimulating
hormone; FSH) ¢és a luteinizalé6 hormon (Luteinizing hormone; LH), a tliszkbdl
kivalasztott 6sztrogének, a sargatestbdl kivalasztodd progeszteron, valamint a méh
belsejében 1évé endometriumbdl felszabaduld prosztaglandin (Prostaglandin F2
alpha; PGF2a). Az 0sszes felsorolt hormonnak kiilon szerepe van és hatassal vannak
a tobbi hormonra a tehén teljes reprodukcids ciklusa soran (SAMMAD et al., 2019).

A tejhasznu szarvasmarha-allomanyokban egyre gyakoribb a fel nem ismert
ivarzas, ezért céliranyos tenyésztési programokat alkalmaznak. Az egyik ilyen
mobdszer a PGF2a alkalmazasan alapul. Lényege, hogy olyan eljarast alakitsanak ki,
melynek segitségével meghatarozott idépontban, az ivarzas észlelése nélkiil, ,,vakon”
lehessen termékenyiteni. Ezeknél az id6hdz kotott termékenyitéseknél az ivari
ciklusba kell hatékonyan beavatkozni, erre a tliszofejlodés idején vagy a
sargatestfazisban van lehet6ség. A ciklus szinkronizalasara prosztaglandin-,
progeszteron-, Osztrogén-  ¢és gonadotropin- (GnRH-) felszabadito
hormonkészitmények alkalmasak. Europaban az 0Osztrogénkezelés tiltott, a
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gesztagénkészitmények (szintetikus progeszteron, implantatumok) alkalmazasa kissé
bonyolult és draga, ezért a tiiszOnovekedés és fejlodés befolyasolasara elsGsorban
GnRH-készitményeket hasznalnak (GABOR et al., 2004; RICCI et al., 2020).

2017 és 2018 elsé félévében OvSynch protokollt alkalmazott a telep. Ez a
program nevezhetd a szaporodasbiologia alapprogramjanak. 2018 masodik felétdl a
dupla OvSynch protokollt vezették be, mely két OvSynch protokollon halad keresztiil
hét nap kiilonbséggel és a masodik protokoll utan toérténik a termékenyités. Ez utobbi
esetben minden meghatarozott idében torténik, nincs sziikség szubjektiv dontésre az
inszeminalas sordn, viszont precizitast igényel (DIRANDEH et al., 2015; NOWICKI
etal., 2017).

A vizsgalt gyogyszerkészitmények leirdsa

A tehenek tejtermelése ellés utan indul meg, a sikeres tejtermeléshez tehat
sziikséges a sikeres vembhesiilés is. Nagylizemileg ezt intramuszkuldrisan adott
hormoninjekciok felhasznalasaval segitik elé és programozzak. Kutatasunkban 5
kiilonb6z6 gydgyszert vizsgaltunk, melyeket szaporodasbiologiai céllal hasznélnak.
Jellemz6 felhasznalasi teriiletek az ivarzas és petelevalas (ovulacid) kivaltasa és
szinkronizalasa, ellés meginditasa, belsé gyulladas (pyometra) kezelése stb.

Ovarelin: tartalmaz 0,050 mg ml! D-Phe6-gonadorelint (diacetat-tetrahidrat
formajaban) és 15 mg ml™! benzil-alkoholt (E1519). Gyartd: Ceva Sante Animale,
Franciaorszag. Célallatfajok: szarvasmarha (tehén, {isz6). Adagolasa 2 ml
készitmény/allat. Elelmezés-egészségiigyi varakozasi ideje (EVI) hus és tej esetében
0 nap.

Gonavet: tartalmaz 0,050 mg ml"' D-Phe6-gonadorelint és 1 mg ml™!
klérkrezolt. Gyartd: Veyx-Pharma GmbH, Németorszag. Célallatfaj: szarvasmarha,
sertés, 16. Adagolasa 2 ml készitmény/szarvasmarha, EVI: 0 nap.

PGF: tartalmaz 0,0875 mg ml™ kloprosztenolt, (megfelel 0,0092 mg ml™
kloprosztenol-natriumnak) és 1 mg ml™! klorkrezolt. Gyarto: Veyx-Pharma GmbH,
Németorszag. Célallatfaj: szarvasmarha, sertés. Adagolasa {isz6, tehén esetében
5,7 ml készitmény allatonként. EVI: ehetd szovetek esetén 2 nap, tej esetén 0 6ra.

Alfaglandin: tartalmaz 0,250 mg ml™ kloprosztenolt (kloprosztenol-natrium
formaban), és 1 mg ml! klorkrezolt. Gyarto: Alfasan Nederland BV, Hollandia.
Célallatfaj: szarvasmarha. Adagolasa 2 ml készitmény allatonként. EVI: his és egyéb
ehetd szovetek esetén 1 nap, tej esetén 0 nap.

Dinolytic: tartalmaz 5 mg ml~' dinoproszt (dinoproszt-trometamin formaban) és
16,5 mg ml~! benzil-alkoholt. Gyartd: Zoetis Belgium SA, Belgium. Célallatfajta: 19,
sertés és szarvasmarha. Adagolasa 5 ml készitmény allatonként. EVI: hus és ehet6
szovetek esetén 1 nap, tej esetén 0 nap.

Higtragya-mintavételi idépontok és a mintavétel

2017-t6l 2020-ig minden negyedévben, évszakonként vettiink mintat a telepen
1év6 nagy higtragya-tarozd medencébdl, mely a telepen keletkezett higtragyat
tartalmazta. A mintainkat mindig egyszer hasznalatos, steril polipropilén 50 ml-es
centrifugacsdvekbe vettilk, melyek DNaz-, RNaz, endotoxin- és fémmentesek,
—80 °C-ig fagyaszthatok, vegyszereknek ellenallok. A mintavétel sordn nem
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hasznaltunk egyéb miianyag kellékeket. Minden mintavételnél 4 db 50 ml-es
centrifugacsdvet toltottiink meg a 14000 m3-es higtragyatarozo 4 sarkabol, melyeket
Osszekevertiink, ezutan a mintdkat 4 ©°C-ra hiitészekrénybe helyeztik, és a
mintavételtdl szamitott 1-3 napon beliil feldolgoztuk.

Higtragyamintdik eldkészitése az osztrogénhatas vizsgalathoz

A mintdkat tartalmazé 50 ml-es centrifugacsdveket 20 percig, 4200
fordulatszamon, 4 °C-on centrifugaltuk Heraus Megafuge 40R tipusu centrifugaval,
melynek sordn a higtragya folyékony és centrifugdlhatd szilard frakcidja keriilt
szétvalasztasra.

Centrifugalas utan a feliilliszo6 30 ml hig folyadékbol vontuk ki az
Osztogénhatasi anyagokat szilard fazisu extrakcioval (SPE). A szildrd fazist
extrakciohoz OASIS HLB 6 cc 200 mg 30 um szorbens/patront hasznaltunk. Els6
1épésként az extrahalo toltetet kondicionaltuk 8 ml metanolt €s 8 ml viz-metanol 95:5
elegyével. Masodik 1épésként 30 ml higtragyat atfolyattunk a sziiréoszlopon.
Harmadik 1épésként pedig a vizsgalatainkat zavaro szennyezdanyagok eltavolitasara
egy oldoszeres Oblitést iktattunk be, mely 10 ml viz-metanol 1:1 és 10 ml viz-aceton
2:1 aranyu elegyével tortént. Egy percig szaradni hagytuk a szliroszlopokat, majd 5
ml metanollal oldottuk le az 6sztrogénhatasu anyagokat. A kapott oldat készen allt az
élesztbteszt elvégzésére, melybdl a 96 lyuki lemez mélyedéseibe 10-10 pl-t mértiink.

A centrifugalas utan a csovek aljan maradt iszapbol 2-2 g-ot f6zOpoharba
mértiink és 10-10 ml metanolt adtunk hozza. Ezutan 30 °C-on ultrahangos mosasnak
vetettiik ala (JEKEN PS 40A 10L) 30 percig, majd 10 percig 2000-es fordulatszamon
4 °C-on centrifugéltuk. A feliilusz6 metanolos oldatbol szintén 10-10 pl-t mértiink a
96 lyuku lemez mélyedéseibe.

Gyogyszerek elokészitése az osztrogénhatas vizsgalathoz

A gyogyszerekbdl 3 ml-t szallitottunk fecskenddkben a laboratériumba. Minden
gyogyszert bontatlan livegbdl vettiik. 20 pl; 10 pl; 5 pl, 1 pl; 0,5 pl; 0,1 pl
gyogyszermennyiséget higitas nélkiil mértiik a vizsgalati lemezre.

Az élesztoteszt végrehajtdsa

Vizsgalatainkat az ISO 19040 (2018) szabvany szerint végeztiik, mely a viz,
szennyviz és Tlledékek 0Osztrogénpotencialjanak meghatarozasara szolgal a
Saccharomyces cerevisiae BJ 3505 genetikailag modositott élesztétorzzsel. A
mobdszert adaptaltuk a gydgyszermintdink €s a higtragyamintak tesztelésére. A YES
(Yeast Estrogen Screen) egy riportergén-analizis, mely a human dsztrogénreceptor-
alfa (hERa) aktivalédasanak mérésére szolgal 0sztrogénhatasokat kivaltd vegyiiletek
jelenlétében. Ha az élesztdgomba Osztrogénnel vagy azzal homoldg molekulaval
talalkozik, B-galaktozidaz enzimet kezd termelni, melynek mennyiségét sarga szinii
szubsztrat (chlorophenolred-p-D-galactopyranoside, CPRG) hozzaadasaval, majd a
keletkez6 piros szinli termék 580 nm-en torténd mérésével szamszerlsitettiink
fotométer segitségével (Labsystems Multiskan MS; HONG, 2012). Az elsé napon
tenyésztésnek inditottuk 5 ml ndvekedési tapoldatban az élesztégombat, melyet
22 £ 1 6ran keresztiil 30 = 1 °C hdmérsékleten allando keverés mellett inkubaltuk. A
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masodik napon a gyogyszerek kiilonb6z6 higitasaibol és a higtragyakivonatokbol a
fent megjelolt mennyiségeket kimértiink a 96 lyukt vizsgalati lemezre. Minden
mintat négy-négy ismétlésben vizsgaltunk. Az elsé nap tenyésztésnek inditott
gombabol 40 pl-t mértiink a lemez Gsszes sorara, kivéve a vak sorra, ugyanis az is
egyfajta kontrollként szolgal a gomba novekedésének az ellenérzésére (ugyanolyan
kezelésben részesiil, mint a tobbi vizsgalati feliilet, csak nem tartalmazza a teszt
organizmust, azaz az ¢lesztot), majd az elkésziilt higitasi sort 30 °C-on 24 6ran
keresztiil inkubaltuk PLO-EKO Aparatura tipust inkubatorban. A harmadik napon
pipettaval felkevertiik a mintdkat, és 620 nm-en megmértik fotométerrel a
sejtstiriséget, hogy lassuk, mennyire egyenletesen fejlédott a gombatdrzs. Ezutan
30 pl-t atmértiink a mintainkbdl egy 1j lemezre, majd 50 pL Lac-Z reagenst adtunk
hozza, mely CPRG-t tartalmazott, és egy 6ran keresztiil inkubaltuk. Egy ora elteltével
1jbol fotométer segitségével lemértiik a szinvaltozast 580 nm-en (PURVIS et al., 1991;
ROUTLEDGE and SUMPTER, 1996).

Kornyezetiinket szamos forrasbol szennyezik olyan anyagok, amelyek kotddni
tudnak az emberi Gsztrogén receptorokhoz (ARYA et al., 2020). Ezen vegyiiletek
kémiai sokfélesége nagyon megneheziti a vizsgalatukat, mivel kiilonb6zo analitikai
mobdszerek sziikségesek kimutatasukhoz, igy egy-egy minta igen részletes vizsgalata
esetén sem lehet egyértelmiien kizarni, hogy valamelyik vegyiilet észrevétlen marad.
Ezt a problémat hidaljak at a hormonhatasu anyagok jelenlétét hatasoldalrél vizsgald
moédszerek, mint példaul az altalunk alkalmazott élesztdteszt (JOBLING et al., 2009).
Az in vitro élesztéteszt szdmos elonnyel rendelkezik mas kimutatasi rendszerekkel
szemben, mint példaul az endogén szteroid hormon receptorok hidnya, és ebbdl
kovetkezéen az Osztrogén receptor (ER) és mas receptorok kozotti komplex
kolcsonhatasok hidnya, mely ez esetben nem valik zavard tényezévé a teszt soran
(ROUTLEDGE és SUMPTER, 1996; PURVIS et al., 1991). Egy vegyi anyag &sztrogén
potencialjat a 17B-6sztradiol (E2) referenciavegylilethez viszonyitott relativ
hatékonysagaként fejezik ki. Ha a 17B-6sztradiol (E2) hatékonysaga 100%, példaul
az etinil-6sztradiol (EE2) relativ hatékonysaga 88,8%, a biszfenol A (BPA) pedig
0,005% (COLDHAM et al., 1997; ISO 19040, 2018).

Az élesztoteszt eredményének kiértékelése

A 620 nm-en mért sejtsiiriiség- és az 580 nm-en mért szinvaltozasértékek
alapjan kiszamoltuk Microsoft Excel és MyAssays Desktop szoftverek segitségével
az ¢élesztOgomba relativ ndvekedését, az atlagos korrigalt abszorbanciat, az indukcios
hanyadost, a mennyiségi meghatarozas hatarat (Limit of Quantitation LOQ), a
kimutatasi hatart (Limit of Detection LOD), a legalacsonyabb hatastalan higitast
(Lowest Ineffective dilutions LID). A vak sor ugyanolyan kezelésben részesiil, mint
a tobbi ismétlési sor, de nem tartalmaz teszt organizmust, azaz élesztét. A pozitiv
kontrolhoz E2-t hasznaltunk, mely altal indukalt valasz megfeleléen reprodukalhatd
¢és lehetdvé teszi a mérési modszer kalibralasat. A negativ kontrol minden esetben
desztillalt viz volt. A standard gdrbe kalibralasat 4PL regresszidmodellel végeztiik
(FINDLAY és DILLARD, 2007). Az E2-6sztradiol-ekvivalensek (Estradiol Equivalent

crer

megfeleld Osztradiol standard gorbe linearis tartomanyaban (HONG, 2012). A kapott
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EEQ-koncentraci6 azt mutatja, hogy a minta Osztrogénaktivitasa ekvivalens egy

srer

A korrigalt abszorbanciat a kovetkezoképpen szamoltuk:

 (Asgo()) — Bsgo (D)
An() = i
O = 20— Bezo D)

ahol,
A. (1) = Korrigalt abszorbancia az (i) vizsgalathoz (mintahigitasok, referenciahigitasok,
negativ kontroll, pozitiv kontroll).
Asg (1) = az abszorbancia 580 nm-en az (i) vizsgalathoz.
Bsso (i) = az 4tlagos abszorbancia 580 nm-en az (i) vizsgalat vak mintai esetén
Ago (1) = az abszorbancia 620 nm-en az (i) vizsgélathoz.
Beao (i) = az 4tlagos abszorbancia 620 nm-en az (i) vizsgalat vak mintai esetén

Az élesztéteszt mennyiségi meghatarozasanak legalacsonyabb értéke 1 ng !
E2, mig a kimutatasi hatar 27 pg 1! volt. A teszt pontossaganak és precizitasanak
meghatarozasahoz 6 vizsgalati lemezen teszteltiink E2 standardot 2 ng 17! és
500 ng I"! kozotti koncentracioban. A precizitis 84% feletti volt, ami azt jelenti, hogy
megfelel az Ipari Utmutato- Bioanalitikus Modszer Validalas (CDER és CVM, 2018)
kovetelményeinek. Azonban a pontossag a két legkisebb higitas esetében nem érte el
a 80% feletti értéket (2 ng I'! 48,8%; 6,2 ng 1! 76%; 18,6 ng I'' 91,3%; 55,6 ng 1!
91%; 166,5 ng I 97,9%; 500 ng 1! 98,3%) (95% konfidenciaszinten), igy csak a
18,6 és az 500 ng 1! kozotti koncentraciok felelnek meg a kovetelményeknek.

Eredmények statisztikai elemzésének modszertana
Kapcsolatot kerestiink a két valaszvaltozo (folyékony higtragya és iszap
Osztrogénhatasa negyedévekre atlagolva, ug 1I™') és a negyedévekre Osszegzett
hattérvaltozok kovetkezo harom csoportja kdzott:
1) bejuttatott hatdéanyagok mennyisége (mg) hatéanyagonként (D-Phe6-
gonadorelin, kloprosztenol, dinoproszt-trometamin) és 6sszesitve;
2) kezelések szama gyogyszerenként (Ovarelin, PGF, Gonavet, Dinolytic,
Alfaglandin) és Osszesitve;
3) kiegészito hattérvaltozok (termékenyitések szama, ellések szama, holtellések
szama, vetélések szama).

Az n = 16 méretli adatsor elemzése soran el6szor az Osszes valtozd kozotti
korrelacios kapcsolatot Pearson-féle korrelacios egyiitthatoval szamszer(sitettiik.
Ezutan fokomponens-clemzést (Principal Component Analysis; PCA) végeztiink. A
PCA soran a két, dsztrogénhatast leiré valaszvaltozot hasznaltuk az ordinacids tér
kifeszitésére, és erre a térre illesztettik a hatdanyagokat leird hattérvaltozokat
permutacios modszerrel, melyben 1000 ismétlést alkalmaztunk. Az elemzéseket R
statisztikai szoftverrel (R CORE TEAM, 2020) és annak "vegan" csomagjaval
(OKSANEN et al., 2020) végeztiik.
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Eredmények

Higtragya dsztrogénhatas-vizsgalatanak eredményei

A 2017-2020 kozott végzett, negyedéves gyakorisagi méréseink szerint, melyet
a higtragya folyékony és iszaprészére egyarant elvégeztiink, jol lathatjuk, hogy
2017-t61 folyamatosan emelkedtek a higtragya EEQ értékei (/. tablazat).

Gyogyszerhatoanyagok osztrogénhatas-vizsgalatanak eredményei

Kutatdsunk soran 5 db ivarzésindukalasra hasznalt hormonkészitményt
vizsgaltunk meg (Ovarelin, Gonavet, PGF, Alfaglandin, Dinolytic), 6 kiilonb5z6
térfogat bemérésével (20 ul; 10 pl; 5 pl; 1 pl; 0,5 pl; 0,1 pl). Az 6sztrogénhatast a
hat bemérésbol kapott értékek atlaga adta. A 0,1 pl mennyiség volt az a legkisebb
mennyiség, mely nem mutatott valaszt az élesztbteszt soran. Az 6t gyodgyszerben
harom hatéanyag (D-Phe6-gonadorelin, kloprosztenol és dinoproszt-trometamin)
talalhatd meg, ezeket a hatéanyagokat két kiséré vegyiilettel (benzil-alkohol és
klérkrezol) forgalmazzak. A 2. tdabldzatban lathatd, hogy bar egyik hormon sem
tartozik az endodsztrogének csoportjaba, mégis az élesztdteszt soran mutattak
Osztrogénhatast, mely arra utal, hogy kémiai szerkezetiik miatt a human 6sztrogén
receptorhoz (hERa) kétddni képesek.
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5000
4000
3000
2000
1000
T
QO E QDO H QP E QW
LT T TR AR R W \ . p D B
FFFPF FFPPF FFPPF FFEs
4}@ 4}@ 4’0 A@ *‘Za ﬁﬁ 4}@ 4}@ A@ %‘Za *‘Za ﬁﬁ 4}@ 4’0 A@ A‘Za
HHHH  HDH P D DD DS DD DS
\. f\/. .’b. u. \. q,. f\). u. \. (». fb. b(. \. f\/. (b. u.

B Hormonkezelések (5) Termékenyitések szama (6) Ellések (7)

1. abra
Szaporodasbiologiai mutatok értékelése

Kloprosztenol hatoanyag dsztrogénhatdisa

A kloprosztenol hatdanyagot vizsgalva, az Alfaglandin gydgyszer
0,250 mg ml™' mennyiséget, mig a PGF gyogyszer 0,0092 mg ml~! mennyiséget
tartalmazott. A vizsgalatok soran megallapitottuk, hogy a PGF (83,23 pg 1)
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Osztrogénhatdsa magasabb volt, mint az Alfaglandiné (73,6 pg 1!). Bar a 0,5 pl-es
higitasban csak az Alfaglandin mutatott pozitiv eredményt, azaz nagyobb
higitasoknal is megmaradt az dsztrogénhatasa.

D-Phe6-gonadorelin hatoanyag dsztrogénhatdsa

A D-Phe6-gonadorelin hatbanyagot vizsgalva, mely az Ovarelin és a Gonavet
készitményekben talalhatd 0,050 mg ml!' mennyiségben, arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy a Gonavet Otszor magasabb 6sztrogénhatasu (53,87 pg I™!), mint az
Ovarelin (9,72 pg I'"). A két gydgyszer kozott csak a kisérfanyag tipusaban van
kiilonbség.

Dinoproszt-trometamin hatéanyag osztrogénhatasa

A dinoproszt-trometamin hatéanyag teszteléséhez egy készitmény, a Dinolytic
(12,61 pg I'") gyogyszer allt rendelkezésiinkre, mely 5 mg ml!' mennyiségben
tartalmazta azt. A kiséréanyag benzil-alkohol volt, és az eredmények értékei az
Ovarelin értékeihez hasonloak.

3. tablazat
Szaporodasbiologiai mutatok értékelése. A tabldazat sorai a vizsgalt paraméterek valtozasait
tartalmazzak a vizsgalati évek (2017-2020) szerinti bontasban

Szaporodasbiolégiai mutatok 2017 2018 2019 2020
atlagos laktdciés napok szama’ 194 193 162 183
atlagos szerviz periddus napok szama’® 145 127 116 120

atlagos termékenyitési index’ 2,37 2,21 2,07 2,47
elsd termékenyités atlag nap? 93 82 88 69

elsé termékenyitésre vemhes % dtlag® 41,22 47,29 37,97 32,08

la tehén tejtermelésben eltoltott napjainak a szama. *az elsé termékenyités és az eredményes
vembhesiilés kozott eltelt idS. Shanyadik termékenyitésre sikeriilt vemhesiteni az adott dllatot.
‘az ellés utan torténd elsé termékenyitésig eltelt napok széma dtlagosan. az elsd sikeres
termékenyités szazalékos atlaga.

A szaporodasbiologiai elemzés eredményei

A hormonkezelések, termékenyitések és az ellések szamabodl (/. dbra) jol
lathatjuk, hogy 2017-t61 folyamatosan emelkedett a hormonkezelések szama a
telepen. 2018-ban pedig valtds tortént a termékenyitési protokollban, melynek
kovetkeztében megduplazodott a hormonhatasu készitmények felhasznalasa. A
legfontosabb szaporodasbiologiai mutatokat értékeltik a vizsgalati id6 alatt
(3. tablazat), melyek gazdasagi szempontbol mutatjak be a telep eredményességét.
Annak ellenére, hogy 2018 masodik felében protokollvaltas (OvSynch = Dupla
OvSynch) tortént a telepen, nem minden mutatd mozdult el pozitiv iranyban. Az elsé
termékenyités atlag nap 93-naprél 69-re csokkent, viszont az elsé termékenyitésre
vemhes allatok szama atlagosan 41,22 és 47,29 szazalékrol 32,08-ra csokkent. Az
atlagos termékenyitési index a protokoll valtas utan javulo tendenciat mutatott, de az
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utolsé vizsgalt évben voltak a legrosszabb eredmények. Az atlagos szerviz periddus
napok szama (3. tabldzat) és az atlagos laktacids napok szama csokkent, mely pozitiv
javulast jelent a telep szamara. A szaporodasbioldgiai mutatok eredményét szamos
tényez6 befolyasolhatja, példaul a termékenyitésre hasznalt sperma mindsége,
éghajlati viszonyok, takarmanyozas, az inszeminatorok munkajanak a mindsége.

Statisztikai elemzés eredmenyei

A két valaszvaltozo, azaz a higtragya folyékony részének és az iszapnak a
negyedévekre atlagolt 0sztrogénhatasa erdsen dsszefligg (r=0,86,n=16, p <0,001).
A higtragya folyékony részének Osztrogénhatdsa erdsebb kapcsolatot mutat a
hattérvaltozokkal, azaz a  hatdéanyagokkal, gyogyszerekkel, kiegészitd
hattérvaltozokkal, mint az iszapé.

A Pearson-féle korrelacio alapjan erds pozitiv €s szignifikans (p < 0,001)
Osszefliggést mutat a higtragya Osztrogénhatasaval a dinoproszt (r = 0,86), a
kloprosztenol (r = 0,83) és a gonadorelin (r = 0,75) hatéanyag is. Az iszap
Osztrogénhatasaval valdo Osszefiiggésiik némiképp gyengébb ¢és kevésbé is
szignifikans (p < 0,01), a korrelacios egylitthatojuk rendre 0,81, 0,72 és 0,69.

A gyogyszeres kezelések negyedéves Osszesitett szama erds pozitiv korrelaciot
mutat a higtragya (r = 0,89, p < 0,001) és az iszap (r = 0,81, p < 0,001)
Osztrogénhatasaval. Ennél egy fokkal gyengébb, de tovabbra is erds pozitiv
Osszefliggést latunk higtragya Osztrogénhatasa és a Dinolytic (r = 0,86, p < 0,001),
Alfaglandin (r = 0,79, p <0,001) és Gonavet (r = 0,75, p < 0,001) k6zott, mig a PGF
nem szignifikans ¢és semleges (r = 0,08, p = 0,76), az Ovarelin pedig negativ
(r = -0,61, p < 0,05) korrelaciét mutat. Az iszap 0Osztrogénhatasaval vald
korrelaciojuk alapjan a gydgyszeres kezelések hasonldo modon rendezheték sorba, a
korrelacios egyiitthatok rendre 0,81 (p < 0,001), 0,68 (p <0,01), 0,67 (p <0,01), 0,10
(p =0,70) és —0,55 (p < 0,05).

A kiegészitd hattérvaltozok koziil az inszeminalas gyenge pozitiv (r = 0,64), a
holtellés (r = —0,43) és a vetélés (r = —0,37) gyenge negativ, mig az ellés semleges
(r = 0,04) korrelaciot mutatott a higtragya 6sztrogénhatasaval, melyek koziil egyediil
az inszeminalas korrelacidja szignifikans a 0,05-os szignifikanciaszinten. A
kiegészitd hattérvaltozok korrelacioja az iszap Osztrogénhatasaval hasonld képet
mutat, az egyetlen marginalis (p = 0,07) szignifikanciaji Osszefliggést az
inszeminalassal talaltuk (r = 0,47).

A hatéanyagokra készitett fOkomponens-elemzés eredménye az 2. dbran
lathat6. Az ordinacid a variancia jelentds részét, 93%-at egy fokomponensbe tudta
stiriteni. E fékomponenst6l csak némiképp fordul el az ordinacids teret kifeszitd,
egymassal erdsen korrelald két valaszvaltozd, vagyis a higtragya és az iszap
Osztrogénhatasa. A hatéanyagok mindegyike a higtragya Osztrogénhatasa iranyaba
mutat, koziilik is a kloprosztenol kothetd leginkabb a higtragyadhoz az iszaphoz
viszonyitva. A legkevésbé specifikusnak a dinoproszt, valamint a hatdbanyagok 6sszes
mennyisége bizonyul.
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2. abra
Fokomponens elemzés (PCA): A két valaszvaltozo altal (higtragya folyékony és
iszap része) létrehozott ordinacios tér és a hattérvaltozok (hatoanyagok) lathatoak.
A + az egyes mérési idopontokat jeloli, a nyilak iranya azt mutatja, hogy melyik
fékomponenssel korrelal leginkabb az adott valtozo, a nyil hossza az dsszefiiggés

nagysagat lattatja.
3
o | +
—
+ +
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PC1 (93.02%)

Eredmények és értékelésiik

Kutatasunkban egy Pest megyei szarvasmarha telepen hasznalt 5 kiilénb6z6
ivarzasindukalé gyogyszer sorsat kovettik nyomon a felhasznalastol egészen a
higtragydban vald megjelenéséig. A tanulmany soran Aattekintettik a telepen
alkalmazott ivarzasindukalé gydgyszerek felhaszndlasat 2017-t6l 2020-ig és
meghataroztuk az 5 gyogyszer Osztrogénhatdsat is. A hormonhatasi anyagok
toxikologiai kockazatértékelését bonyolitja egyrészt a tobbféle expozicios 1t,
masrészt a nem monoton dozis-valasz gorbék, ahol a valaszok a dézistartomanyban
nének ¢€s csokkennek is, vagy a keverékeken belilli vegyi anyagok kozotti
kolcsonhatasok is megnehezitik az értékelést (JOBLING et al., 2009).

JOBLING et al. (2009) kimutattdk, hogy a kémiai analitika és az élesztSteszt
eredményei nem Osszehasonlithatoak, és a mintak &sztrogén aktivitasa (EEQ) nem
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korrelal jol az egyes szteroid Osztrogének mért analitikai koncentracidival. A
korrelacio hidnya a mintdkban talalhatd antiosztrogén vegyiileteknek tudhato be,
amelyek csokkentik az élesztOvizsgalatban lathatd valaszt. Az élesztbteszt altal
kapott eredmények kornyezeti szempontbol relevansabbnak tekintheték, mivel a
vegyi anyagok kozotti kolcsonhatdsok észlelhetok és ezért magasabb prediktiv
értékkel birnak, amikor a lehetséges emberi egészség szempontjabol fontos hatasokat
mérni kell (JOBLING et al., 2009). Mi is ezért valasztottuk vizsgalatainkhoz az
¢élesztbtesztet. Bar egyes hormonkészitmények ugyanazt a hatdanyagot tartalmazzak,
mégis mas Osztrogénaktivitdst mutattak a kiséréanyagtol fliggden. Minél magasabb
EEQ értéket kaptunk egy gyogyszerre, anndl erdésebb hormonhatisa van az adott
szernek. Fontos megemliteni, hogy ezeket az értékeket a tényleges hatéanyag és az
elvileg nem hormonhatasu segédanyag egyiittes jelenléte esetén kaptuk. A két anyag
egyiittes jelenléte lehetévé teszi, hogy kozottik kémiai/biokémiai interakcid
(szinergizmus vagy antagonizmus) valosuljon meg. Ha a gyogyszerek Osszetételébol
és adagolasabol kiszamitjuk azok egyszeri dozisat és az eredményeket 6sszevetjiik a
2. tablazat adataival, akkor a kovetkezOket kapjuk: az Alfaglandin egyszeri dozisa
2 ml, amely tartalmaz 0,500 mg kloprosztenol-natrium hatéanyagot és 2 mg
klorkrezol segédanyagot; az EEQ érték 73,6 volt. Az azonos hatéanyagli PGF dozisa
5,7 ml, mely megfelel 0,05244 mg kloprosztenol-natriumnak ¢és 5,7 mg
klorkrezolnak, mig EEQ értéke 83,23 volt. A tablazat adataival Osszevetve
megallapitottuk, hogy a PGF haromszoros klorkrezoltartalma és a mintegy tizedannyi
kloprosztenol-natrium hatéanyag a hormonhatésat szinerg modon ugy felerdsitette,
hogy nagyobb EEQ értéket kaptunk, mint az Alfaglandinra. Tehat egy alacsony
hormon és magas szinerg segédanyag tartalmu injekcid képes kivaltani azt a
fiziologiai hatast (ovulacid, sikeres inszeminalas, varhatoan magasabb tejhozam),
mint a magas hormon-, de nem szinerg segédanyag (benzil-alkohol) — tartalmu
injekcid. Az allat szervezetébe jutva az oltas a szinergianak megfelelGen kifejti magas
hormonhatasat, magas hormontartalmat imitalva, ugyanakkor az allat szervezetében
a f6- és segédanyag kiilon metabolizaloédik, a szinerg hatds megszlinik, és a
Hipotézisiinket az is igazolja, hogy az eleve magas hormontartalmt Alfaglandin még
nagyobb higitasban (0,5 pl) is megtartotta 6sztrogénhatasat, s6t ennél a bemérésnél
csak az Alfaglandin mutatott pozitiv 6sztrogénhatast. Hipotézisiinknek megfelel az
Ovarelin és a Gonavet parosa is: mindkettd azonos hatéanyagot tartalmaz, azonos
koncentracioban (0,050 mg 1! gonadorelin), azonban segédanyagaik eltéréek. EEQ
értékeik kozott 5,54 szeres kiilonbséget kaptunk, mert a klorkrezol segédanyag itt is
szinerg moédon erdsitette a f& hatéanyag Osztrogénhatdsat. Bar dinoproszt
hatéanyaggal mindossze egy készitmény allt rendelkezésre (Dinolytic), mégis
indirekt modon, de ez is erdsiti hipotézisiinket, hiszen atlagos EEQ értéke minddssze
12,61 wvolt, jelezvén, hogy a benzil-alkohol segédanyag a viszonylag magas
koncentracid ellenére sem lép szinergidba a dinoproszt hatdéanyaggal. A fentiek
alapjan az a stratégiai javaslat fogalmazhaté meg a gyakorlat szdmara, hogy a
rendelkezésre allo készitmények koziil olyat érdemes valasztani, amely a {6
hatéanyagtol fliggetleniil szinerg segédanyagot (klorkrezol) tartalmaz.
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A vizsgalt gydgyszerek a xenodsztrogének hatdsmechanizmusa szerint mutattak
Osztrogénhatast, ugyanis ha megnézziik a vizsgalt vegylileteink szerkezeti képletét,
hasonlosagot figyelhetiink meg az dsztrogéncsoport vegyiileteivel. Az alkalmazott
vegyiiletek egyes ligandumai k&tddni tudnak a receptorok azon platformjaihoz,
amelyek a valodi 0sztrogének adekvat csoportjait kotnék meg. Ha a tradiciondlis
kulcs-zar elmélethez hasonlitjuk az 6sztrogének kotddését a receptorokhoz, akkor
egy ,alkulcs-zar” szituacioval allunk szemben: kémiailag mas, de a kémiai
szerkezetiikben hasonl6 vegyiiletek valtanak ki hasonld bioldgiai hatast. Amikor mi
ezeknek az anyagoknak az EEQ-értékeit mérjiik, valdjaban ennek a folyamatnak a
biokémiai leképezddését latjuk.

A gyogyszerek hatasara kiilonféle hormonalis valtozasok zajlanak le a kezelt
allatoknal, mely a természetes eredetli hormonok kivalasztasat célozza. A gyogyszer
iriilése az allati szervezetbdl tovabbi Osztrogénterhelést jelent a kornyezetre. A
vizsgalt gyogyszereket nagy mennyiségben hasznaljak fel a telepen, melynek
mennyiségeit a /. dbra szemlélteti. A hormonkezelések szamabol és a termelésben
résztvevo tehenek egyedszamabol lathatjuk, hogy 2017-ben 0,68 kezelés jutott egy
tehénre, 2018-ban 1,02, 2019-ben 1,73 és 2020-ban mar 2,2. Megallapitottuk, hogy
2017-t6l folyamatosan emelkedett a hormonkezelések szama, és ezzel aranyosan a
higtragya Osztrogéntartalma is emelkedni kezdett. Az elsé (2017) és utolso (2020)
vizsgalt év kozott majdnem négyszeres EEQ-érték-emelkedés figyelhetd meg a
higtragyaban.

Megallapitottuk, hogy a higtragya 6sztrogénhatasa és az iszap 0sztrogénhatasa
erdsen Osszefligg. A higtragya mégis szinte minden vizsgalt paraméterrel erdsebb
korrelaciot mutatott, vagyis az gyorsabban/kozvetlenebb modon kothetd a kijuttatott
gyogyszerekhez. Mindharom vizsgdlt hatdéanyag erés Osszefliggést mutatott a
higtragya/iszap 0Osztrogénhatasaval. Szignifikdns Osszefliggést a kloprosztenol
hatéanyag adott, mely az Alfaglandin és a PGF készitményekben volt. A gyodgyszerek
tesztelése soran ez a két készitmény mutatta a legmagasabb Osztrogénhatést is.
Szignifikanciat tekintve ezt kovette a gonadorelin hatéanyag, mely szintén két
készitményben volt, a Gonavet és Ovarelinben, majd a dinoproszt-trometamin
hatdéanyag, mely a harmadik legerdsebb 0sztrogénhatasu anyag, mely a Dinolyticben
volt jelen. Annak ellenére, hogy a hatéanyagok erdsen korrelaltak a higtragya
Osztrogénhatasaval, a gyogyszerek mar nem. A higtragya 0sztrogénhatasaval erds
pozitiv korrelaciot mutatott az Alfaglandin, kissé gyengébb, de szintén pozitiv
korrelaciot mutatott a Gonavet és a Dinolytic is. A PGF semleges, mig az Ovarelin,
mely a legkisebb dsztrogénhatdst mutatta az élesztSteszt soran, negativ korrelaciot
mutatott.

A holtellés és a vetélés negativ korrelaciot mutat a higtragya/iszap
Osztrogéntartalmaval, azaz minél kisebb volt a higtragya Osztrogéntartalma, anndl
tobb volt a holtellés és vetélés.

Az inszemindalas, bar gyenge, de pozitiv korrelaciét mutatott a higtragyaval.
Elemzésiink szerint a PGF és az Ovarelinnel végzett kezelések szama nem vagy
negativan hatott a higtragya/iszap 0sztrogénhatasara, mely az eredmények fényében
feltehetd, hogy ezen gydgyszerekkel végzett kezelések kisebb veszélyt jelentenck a
kornyezetre, ha késobb a higtragya felhasznalasra keriil. Vizsgalataink azt igazoljak,
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hogy a mesterséges hormonkezelések Okoldgiai labnyoma azzal csokkenthetd, ha
nem a tényleges, hanem a latszolagos hormonhatast noveljiik meg.

A hagyomanyos szarvasmarhatartdsi technologidk gazdasagilag kevésbé
kifizetddoek és az emberi igényeket sem elégitik ki teljes mértékben. Ezért az
intenziv technologidk miikodése elképzelhetetlen az iranyitott hormonprogramok
(Ovsynch, DuplaOvsynch) nélkiil. Az intenziv technologiak ara, hogy a kijuttatott
tradgyaban magasabb koncentracioban jelennek meg olyan anyagok (hormonok,
antibiotikumok, kiilonb6z6 vegyi anyagok), melyek negativ hatassal lehetnek a
kornyezetiikre.

A higtragya egy olyan anyagnak tekinthetd, melyet a szdntofoldre torténd
kijuttatas elott szamos egyéb ok mellett a hormontartalma és gydgyszertartalma miatt
is Uj kezelési modszerekkel kell artalmatlanitani, nemcsak kdrnyezetegészségiigyi
szempontbol, hanem a human egészségiigyi kockazatok miatt is.

A témaban nemzetkozi szinten is kevés anyag all rendelkezésre, ezért fontosnak
tartjuk az eziranyu kutatasokat és a nagy tételben kivitelezhetd, gazdasagos kinyerési
eljarasok kidolgozasat.

Osszefoglalé

A nemzetko6zi irodalmat is attekintve azt talaltuk, hogy az intenziv tejeld
szarvasmarhatartdsban ~ felhasznalt  ivarzdsindukdldé  hormonkészitmények
mennyiségét ¢és a higtrdgydban vald megjelenését még nem vizsgaltak.
Kutatasunkban egy Pest megyei szarvasmarhatelepen hasznalt 5 kiilonb6z6
ivarzasindukalo gyogyszer (Alfaglandin, PGF, Dinolytic, Gonavet, Ovarelin) €s ezen
beliil 3 hatdéanyag (D-Phe6-gonadorelin, kloprosztenol és dinoproszt-trometamin)
sorsat kovettilk nyomon a felhasznalastol egészen a higtragyaban valé megjelenéséig,
2017-t61 2020-ig. A tanulmany soran attekintettiik a gyogyszerfogyast, valamint
minden évben negyedéves ciklusokban, évszakonként vizsgaltuk meg a telepen
keletkezett higtrdgya hormonhatasat. Kiilon teszteltik a telepen alkalmazott
hormonkészitmények hormonhatésat is. Az 6sztrogénhatas vizsgalatokhoz a human
Osztrogénreceptort tartalmazd élesztétesztet alkalmaztuk az ISO 19040 szabvany
alapjan. Az eredmények statisztikai értékelésével (Pearson-féle korrelacid és
fokomponens-elemzés) az ivarzasindukalok felhasznalasa, a telep szaporodas-
biologiadja és a higtragya Osztrogénhatasa kozotti Osszefiiggéseket tartuk fel.
Megallapitottuk, hogy a higtragya és az iszap Osztrogénhatdsa erdsen Osszefiigg.
Mindharom vizsgalt gydgyszerhatdanyag erds korrelaciot mutatott a higtragya/iszap
Osztrogénhatasaval. Vizsgalataink alatamasztjak, hogy a higtrdgya egy olyan anyag,
melyet a szant6foldre torténd kijuttatas eldtt szamos egyéb ok mellett a hormon- és
gyogyszertartalma miatt is 0j kezelési modszerekkel kell artalmatlanitani, nemcsak
kornyezetegészségiigyi szempontbol, hanem az egészségligyi kockazatok miatt is,
valamint hogy a megfeleld gyogyszervalasztassal a higtragya hormonhatdsa
redukalhato.
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Kulcsszavak:  higtragya, @ EDC,  0Osztrogénhatds, = hormonkészitmények,
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Summary

A review of the international literature also found that the amount and the
presence in slurry of oestrus inducer hormone preparations used in intensive dairy
cattle production has not been investigated. In our study, we followed the path of 5
different sex-inducing drugs (alfaglandin, PGF, dinolytic, gonavet, ovarelin)
including three active pharmaceutical ingredients (D-Phe6-Gonadorelin,
Kloprostenol and Dinoprost-tromethamine) used in a cattle farm in Pest County from
their use until their appearance in the slurry from 2017 to 2020. The study included
a review of drug consumption and a seasonal analysis of the hormonal effects of
slurry produced on the farm in quarterly cycles each year. We also tested separately
the hormonal effects of the hormone preparations used on the farm. For the estrogenic
effect tests, the yeast test with the human estrogenic receptor was used according to
ISO 19040. Statistical evaluation of the results (Pearson correlation and Principal
Component Analysis) was used to identify relationships between the use of sex
inducers, the reproductive biology of the colony and the estrogenic effect of the
slurry. We found that the estrogenic effects of slurry and sludge are strongly
correlated. All three pharmaceuticals tested showed a strong correlation with the
estrogenic effect of slurry/sludge. Our investigations confirm that slurry among other
reasons due to its hormone and drug content shall be considered as a material that
needs to be disposed of by new treatment methods before application to the field,
because of its environmental and health risks.

Keywords: slurry, EDC, estrogenic effect, hormone preparations, oestrus induction
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Tables and Figures

Figure 1 Evaluation of reproductive biological indicators; (1) 1. quarter of the year,
(2) 2. quarter of the year, (3) 3. quarter of the year, (4) 4. quarter of the year,
(5) number of hormone treatments, (6) number of inseminations), (7) number of
calving.

Figure 2 Principal Component Analysis (PCA); (1) EDC value of the liquid part of
the slurry, (2) cloprostenol, (3) D-Phe6-gonadoreline, (4) dinoprost
tromethamine, (5) all active ingredients, (6) EDC value of the sludge part of the
slurry.

Table 1 EEQ values for slurry on a quarterly basis; (1) liquid), (2) sludge),
(3) yearly average)

Table 2 EEQ values for hormonal preparations (1) average)

Table 3 Evaluation of reproductive biological indicators; 'average number of
lactation days, 2average number of service period days, *average fertility index,
“first fertilization average day, >average % of first pregnancy.
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