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Roviditések

Rovidités Magyarazat

CVMP Allatgyogyaszati Készitmények Bizottsag (Committee for Veterinary
Medicinal Products)

EMA (EMEA) | Eurépai Gyégyszerigyndkség (European Medicines Agency)

ADI Elfogadhat6 napi bevitel (Acceptable Daily Intake)

ERA Kdrnyezeti kockazatbecslés (Environmental Risk Assessment)

ISO Nemzetkdzi Szabvanyugyi Testilet (International Organization for
Standardization)

Kgq Megoszlasi egyiitthat6 (distribution coefficient)

DT Felezési id6: az az id6tartam, amely alatt a vizsgaland6 anyag
koncentracioja a felére cstkken

ECso Egy anyag azon koncentracioja, melyhez 50%-0s hataserésség tartozik

CRD Idiilt Iégz8&szervi betegség (Chronic respiratory disease)

LC Folyadékkromatografia (Liquid chromatography)

HPLC Nagyhatékonysagu folyadékkromatografia (High Pressure Liquid
Chromatoraphy)

CTC Klortetraciklin (chlortetracycline)

OoTC Oxitetraciklin (oxytetracycline)

SPE Szilard fazisu extrakcié (Solid phase extraction)

CRS Chemical Reference Standards

ACN Acetonitril

MeOH Metanol

ACS American Chemical Society

LOD =DL Kimutatasi hatar (detection limit, limit of detection)

LOQ =QL Meghatarozasi hatar (a mennyiségi mérés alsé hatara, quantitation limit,
limit of quantitation)

FVM Foldmdvelésugyi és Vidékfejlesztési Minisztérium

MIC Minimalis gatlé koncentracié (minimum inhibitory concentration)

SD Szoras (standard deviation)

cv Variacios koefficiens (coefficient variation)

USDA United States Department of Agriculture (Egyesiilt Allamok féldmiiveléstigyi

minisztériuma)




1. Osszefoglalas

Az allatgyogyaszati szerek alkalmazasanak alapfeltétele a megfelel6 hatékonysag és
artalmatlansag. Ez utébbi hagyomanyosan a kezelt allat (célallat), valamint a kezelést végz6,
tovabba a kezelt allat husat és egyéb ehetd termékeit fogyasztdé ember biztonsagat
jelentette. A kdzelmultban az artalmatlansag kévetelménye egy ujabb tertlettel bévalt, amely
a hatéanyagoknak a kérnyezetre, annak élévilagara gyakorolt hatasat foglalja magaba. Ez
kilénésen fontos a tdmegkezelésre hasznalt gyogyszerkészitmények, igy példaul a

tetraciklinek esetében.

Vizsgalatainkban egy allatgyogyaszati felhasznalasat tekintve viszonylag ujabb tetraciklin-
szarmazék, a doxiciklin sorsat kdvettik végig a kezelt allatokbdl térténd kilrtlését kdvetden
a tragyaban, majd pedig a tragyaval kezelt talajban, és tanulmanyoztuk a talaj él6vilagara
kifejtett hatasait. Vizsgalataink els6 fazisaban a sertések szervezetébdl kilrilt antibiotikum
lebomlasanak mértékét vizsgaltuk a tragyaban in vitro és telepi kdrilmények kézoétt. A tébb
hetes tragyaérlelési id6szak alatt gydjtétt mintak kromatografias analizise alapjan
megallapitottuk, hogy a kérnyezet hatasaitol figgéen a doxiciklin felezési ideje laboratoriumi
korilmények kozoétt 52,5 nap, mig a gyakorlati koérilmények végzett tragyaérlelés
korilményei k6zo6tt 25,7 nap. A laboratériumi vizsgalatban, még 16 hét érlelés utan is 20,36
mg/kg koncentraciéban volt kimutathatoé a doxiciklin. A telepen végzett kisérletben a vizsgalt

antibiotikumot 12 hét utan 9,37 mg/kg koncentraciéban tudtuk kimutatni a tragyabal.

A tovabbiakban a telepi korilmények kozott érlelt doxiciklin tartalmu tragyat egy adott
mez6gazdasagi foldterllet tragyazasara hasznaltuk fel, hogy tovabb kdvetve az antibiotikum
sorsat meghatarozzuk a vegyilet lebomlasanak mértékét a talajpan. A 20 hetes iddészak
soran harom talajmélységbdl gyjtéttiink talajmintakat, a talaj felszinérél, 20-25 cm-es és 45-
50 cm-es mélységbdl. A viszonylag hosszu mintavételi id6szak legvégén is kimutathatd volt
a doxiciklin minden talajrétegben 0,06, illetve 0,03 mg/kg koncentracidéban. A felezési id6 a
talaj felszinén 66,5 nap, a 20-25 cm-es mélységben 76,3 nap, mig a 45-50-cm-es

talajmélységben 59,4 nap értéknek bizonyult.

Az antibiotikum kil6énbdzd koérnyezeti feltételek kozétti lebomlasanak vizsgalata mellett
tanulmanyoztuk annak a talajban lak6 mikroorganizmusok egyes életfolyamataira gyakorolt
hatasat is. Ennek soran vizsgaltuk, hogy az antibiotikum befolyasolja-e a talajlaké mikrobak
nitrogén transzformacios tevékenységét. A mért nitrat koncentraciok alapjan megallapithaté,

gatlas mértéke ugyanakkor nem érte el a vonatkozd szakmai iranyelv altal szignifikansnak



tekintett nagysagrendet. Egy tovabbi kisérletsorozatban a doxiciklin és tovabbi két
antimikrobialis szer hatasat vizsgaltuk a talaj egyes mikroorganizmusainak anyagcsere-
aktivitasat tukréz6 redoxpotencial alakulasara. Megallapitottuk, hogy a doxiciklin, az
enrofloxacin és a linkomicin a talajban potencialisan el6fordulé koncentraciéban néveli a
detektacios idét, ami az energiatermelé anyagcsere-folyamatok gatlasara utal. Ugyanakkor

azt tapasztaltuk, hogy a kivaltott hatas eréssége fligg a talaj tipusatol is.

Vizsgalataink eredményei arra utalnak, hogy a doxiciklin terapias dézisban és ideig tértend
alkalmazasat koévetéen jelentds koncentraciéban jelenik meg a sertéstragyaban.
Koncentracidéja a tragyaérlelés soran szadmottevéen csdkken, felezési ideje kuldnbdzé
kéralmeények kdzott tortend érlelés soran 25,7 és 52,5 nap kozott valtozik és a tragyaérlelést
kovetéen 20,4 mgl/kg, illetve 9,37 mg/kg koncentracidban juthat az érlelt tragyaval a
mez&gazdasagi teruletre. A talaj felszinén és annak kulénb6z6 mélységeiben a talajba
kertl6 antibiotikum koncentracidja az idé el6rehaladtaval csdkken. Ennek mértéke a talaj
kilénb6z6 mélységeiben 59,4 nap és 76,3 nap kodzotti felezési idével jellemezhetd, de az
antibiotikumot a tragya kijuttatasa utan 20 héttel is még 0,03-0,06 mg/kg koncentracidban
tudtuk kimutatni a talaj kilénbdz6 rétegeibdl. Az antibiotikum a talajba jutdé koncentracioban
atmenetileg gatolja a talajban él6 mikroorganizmusok egyes életfolyamatait, igy a nitrogén

transzformacios tevékenységiiket és energiatermeld anyagcsere-folyamataikat.



2. Summary

Investigations on some ecotoxicological features of doxycycline used for mass

treatment of production animals

The elementary condition of the usage of veterinary pharmaceuticals is the appropriate
efficacy and the innocuity. The harmlessness traditionally has meant the safety of the treated
(target) animal, as well as of the person treating the animals and the consumer of meat and
meat products. Recently, the requirement of harmlessness has been widened with one area,
which comprises the effect of the active substance on the environment and its fauna. It is
very important especially in case of pharmaceuticals used for mass treatment, like

tetracyclines.

In our experiments the fate of a tetracycline derivate, doxycycline was examined after its
elimination from the animal. The aim was to assess the potential environmental persistence,

the risk and the ecotoxicological significance of doxycycline.

In the first phase of the study the fate of the excreted antibiotic in tthe manure of pigs was
examined in an in vitro and in a field study. By analising of taken samples during the several
weeks composting period the half-life of doxycycline in the laboratory study was 52,5 days
and in the study done at the farm was 25,7 days, respectively. In the study under laboratory
conditions after 16 weeks ageing period 20,36 mg/kg, and in the field study after 12 weeks

composting 9,37 mg/kg doxycycline could be detected in manure samples.

Henceforward, the manure composted on the farm was spread onto agricultural land to
follow up the fate of doxycycline and to determine the degradation rate of the antibiotic in
soil. During the 20-week sampling period the samples were collected from three different soil
layers surface, 20-25 cm and 45-50 cm depths. At the end of the quite long sampling period,
doxiciklin can be detected in every soil depths in concentrations of 006 and 0,03 mg/kg. The
half life of the antibiotic was proved to be 66,5 days on the surface, 76,3 days in the 20-25
cm depth and 59,4 days in the 45-50 cm depth of the sail.

Beside the examination of the degradation of the antibiotic in different environmental
circumstances the effect on the microorganisms of the soil was also studied. In the course of
this experiment the influence on the nitrogen transformation process of the soll
microorganism was examined. Based on the measured nitrate concentrations, it can be
stated that doxycycline can temporarly inhibit the nitrogen transformation activity. The rate of

inhibition was not significant if we consider relevant scientific guidelines. In a further study



the effect of doxycycline and two other antimicrobial agents was examined on the
metabolism of soil microorganisms by measuring the change of redoxpotential. It was found
that doxycycline, enrofloxacin and lincomycine in an environmentally relevant concentration
enhanced the time to detection, which indicate the inhibition of metabolism. The intensity of

the effect was influenced by the type of the soils.

The results of the study indicate that the concentration of doxycycline, administered in
therapeutic dosage, is significant in the manure of the pigs. The concentration of the
antibiotic considerably decreased during composting with a half-life of 52,5 days and 25,7
days, respectively, but still in concentrations of 20,4 mg/kg and 9,37 mg/kg were spread onto
the arable land. On the surface of the soil and in different soil depths the concentration of the
doxycycline decreased with half-lives of 66,5 days, 76,3 days and 59,4 days, but even 20
weeks after fertilization it could be detected in concentrations of 0,03-0,06 mg/kg in different
soil depths. The antibiotic temporarly inhibits certain life-processes of soil microorganisms,

e.g. nitrogen transformation and energy metabolism.
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3. Bevezetés

A Kkoérnyezetvédelem napjainkra a korabbiaknal sokkal &sszetettebb kérdéssé valt. A
hulladékkezelés mellett példaul elétérbe kerilt a hulladék ujrahasznositasa és a kibocsatas
mérséklése mellett, annak teljes megszintetése (,zéro6 kibocsatas”), illetve a mar terhelt
kdrnyezet rehabilitacidja is. Mindennapi életiink soran kdzel 100 000 vegyi anyagot
hasznalunk, amelyek veszélyeztethetik a kdrnyezetet azaltal, hogy toxikusak lehetnek a
névényekre, az allatokra, az emberekre és az egész 6koszisztémara. Ezért az iparilag
legfejlettebb orszagokban atfogé koérnyezetvédelmi rendelkezéseket vezettek be, hogy
szabalyozzak a kulénb6z6 szennyez6 forrasok széles koérét. Vilagméretekben nézve dollar
trillidkat kdltenek a szennyezés cstkkentésére, de ennek ellenére Ujabb és Ujabb problémak

merllnek fel.

A 20. szdzadban hasznalatba vett kemikalidkat gyakorlatilag anélkul kezdték alkalmazni,
hogy a kdrnyezetre, illetve kdzvetve, vagy kdzvetlenll az emberre kifejtett hatasaikat
ismerték volna. Az 1970-es évek végétdl az Eurdpai Kbzdsség elkezdte rendszerezni ezeket
az anyagokat és az 1980-as évektdl kotelezbvé tette az Ujonnan bevezetésre kertilé kémiai
anyagok kornyezeti kockazatbecslésének (Environmental Risk Assessment — ERA)
elvégzését. A mar koradbban bevezetett vegyi anyagok vizsgalata is elkezd6doétt, de ez
viszonylag lassan zajlik. Az Eurdpai Unié téma iranti elkdtelezettségét mutatja az Eurdpai
Parlament és az Eurdpai Tanacs altal 2006-ben elfogadott un. REACH rendelet (a vegyi
anyagok regisztralasarol, értékeléseérél, engedélyezésérdl és korlatozasardl, the Registration,
Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals — REACH), amely eléirja az EU-ban
hasznalt vegyi anyagokkal kapcsolatos informaciok &sszegy(jtését és rendszerezését. A
rendelet rendelkezései 2008. junius 1-t6l vannak hatalyban. A rendeletben foglaltak
teljesitése esetén 2018-ra atfogobb és mélyebb ismeretekkel fogunk rendelkezni az
Eurdpaban forgalmazott vegyszerekre vonatkozbéan, amely nagy segitséget jelent az emberi

egészség megovasaban és a kdrnyezet védelmében.

A kotelezb kdrnyezeti kockazatbecslés kezdetben nem vonatkozott a gydgyszerekre, jollehet
a gyogyszerek éppen olyan tulajdonsagokkal rendelkeznek (biolégiailag aktivak,
vizoldékonysaguk miatt mobilisak, nem kénnyen bomlanak le biolégiailag), amelyek alapjan
joggal feltételezhetd a kornyezetre kifejtett hatasuk. Ma mar az ilyen jellegl vizsgalatok
kotelez6ek az ujonnan engedélyezésre kerlld allatgydgyaszati készitmények esetében is, és
remélhetd, hogy a kézeljvében a lehetséges kornyezeti kockazat meghatarozasa a human

orvoslasban hasznalt gyogyszerekre is kdtelez6 lesz.
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Jelenleg kozel 4000 gyogyaszatban hasznalt vegyiletet ismeriink a human és allatorvosi
terapiaban (Roig, 2010). Az allatgyogyaszati szerek alkalmazésanak alapfeltétele a
megfeleld hatékonysag és artalmatlansag. Ez utébbi hagyomanyosan a kezelt allat (célallat),
valamint a kezelést végzs, tovabba a kezelt allat husat és egyéb ehetd termékeit fogyasztd
ember biztonsagat jelentette. A kbézelmultban az artalmatlansag kévetelménye egy ujabb
tertlettel bévult, amely a hatéanyagoknak a kdrnyezetre, annak élévilagara gyakorolt hatasat
foglalia magéaba. Az allatgyogyaszati készitmények térzskdnyvezése sordn azok
kérnyezettoxikologiai értékelését elészoér 1980-ban, az Egyesiilt Allamokban vezették be. Az
Eurdpai Unié pedig a 92/18/EK iranyelvvel, 1992-t6l iktatta be jogrendjébe. Azo6ta a
forgalomba hozatali engedélyezés egyik feltétele a készitményre, illetve hatéanyagara
vonatkozd megfelel6 6kotoxikologiai adatok és értékelés benyujtdsa. A vonatkozé jogi
szabalyozas szerint a kérnyezettoxikoldgiai értékelést két fazisban kell végezni; az elsé fazis
célja az adott hatbanyagra vonatkozé koérnyezeti terhelés mértékének meghatarozasa, a
masodik fazisban pedig a gyogyszer sorsat és hatasait kell megitélni. A jogszabaly
végrehajtasara az EU illetékes bizottsaga (Allatgyogyaszati Készitmények Bizottsaga:;
Committee for Veterinary Medicinal Products - CVMP) 1997-ben bocsatotta ki az elsé
utmutatokat, amelyek az ipar, illetve a hatésagok szamara iranymutatasként szolgaltak a

kérnyezettoxikologiai értékelések elvégzésekor.

Az el6bbiekben emlitett utmutatokat 2000-t6l az Eurdpai Unio, az USA és Japan altal is
elfogadott, egységesitett irdnyelvek valtottak fel, elébb az értékelés elsé fazisara
vonatkozdéan (CVMP/VICH/592/98) (CVMP, 2000), majd 2004-t6l a hatbanyagok sorsanak
és hatasainak részletesebb elemzése tekintetében (CVMP/VICH/790/03) (CVMP, 2003). A
kézelmultban pedig egy Ujabb, az elébbi utmutatdk végrehajtasat elésegitdé iranyelv is
megjelent, amely a jogszabalyi valtozasoknak — 2004/28/EK iranyelvvel modositott
2001/82/EK direktivanak, illetve a 726/2004/EK rendeletnek — megfeleléen pontositja a
kérnyezettoxikologiai értékelés szempontjait (EMEA/CVMP/ERA/418282/2005; VICH, 2006).
Ez utébbit 2008-ban felllvizsgaltak, igy 2009. marcius 1-t6l mar ez az ujabb utmutatéd
(guideline) van érvényben: EMEA/CVMP/ERA/418282/2005-Rev. 1 (CVMP, 2008).

Magyarorszagon a 2001/82/EK iranyelvet a 36/2002 (IV. 29.) FVM rendelettel léptették
hatalyba. Ez a jogszabaly azéta hatalyat vesztette (88/2004 (V. 15.), 50/2006 (VI. 28.)) és
jelenleg a 128/2009 (X. 6.) FVM rendelet van érvényben. A kdrnyezeti toxicitas
értékelésének fébb szempontjait a rendelet 2. melléklete tartalmazza. Ennek értelmében a
kérnyezettoxikologiai megitélést (a vonatkozé EU jogszaballyal ésszhangban) két fazisra

bontva kell elvégezni, az els6 a kdrnyezeti expozicid felmérését szolgalja, a masodik pedig —
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amennyiben azt az adott szer kdrnyezetbe kertlésének mértéke indokolja — a kdrnyezetben

,,,,,,

Az allatgyogyaszati készitmények értékelésével kapcsolatban is jogos elvaras tehat, hogy a
hasznalatukbdl eredd kérnyezeti kockazatot a leheté legalacsonyabb szintre csékkentsik,
vagy amennyiben lehetséges teljes egészében megsziintessik azt. Ezt a fajta kockazatot,
valamint annak mértékét vagy hianyat igazolni kell. Ennek igazolasara szikséges egy-egy
készitmény hatéanyaga esetében meghatarozni a lebomlasanak mértékét, kinetikajat, sorsat
kilénb6zd kézegekben (tragya, iszap, Gledék, talaj, viz, stb.). Tovabba meg kell vizsgalni a
lehetséges Okotoxikolégiai hatasait a névényekre, allatokra, a talajpan és a vizekben él6

alacsonyabb rendi él6lényekre, amelyek az 6koszisztéma egy-egy részét jelentik.

Az allatgyogyaszati készitmények kozil a tetraciklinek, felhasznalasuk mértéke alapjan is, az
Okotoxikologiai vizsgalatok szempontjabdl az egyik legfontosabb vegyiletcsoportot jelentik. A
tetraciklinek csoportja tdbb, egymastél fizikai-kémiai, illetve biolégiai hatasaikban is részben
kilénb6zd vegylletbdl all. Az ugynevezett hagyomanyos tetraciklinek kézé soroljuk az
oxitetraciklint, a klértetraciklint és a tetraciklint, mig az el6bbiekhez képest ,ujabb” tetraciklin-
szarmazékoknak mindsulnek a doxiciklin és a minociklin. Az allatgyégyaszatban hosszu idén
keresztlil szinte kizarolag a hagyomanyos tetraciklineket hasznaltak. igy nem meglepé, hogy
a tetraciklinek koézil ezekre a vegylletekre vonatkozéan éallnak rendelkezésre elsésorban
kérnyezettoxikologiai adatok. Az ,Ujabb” szarmazékok kézil a doxiciklin az elmult évtizedben
kerllt az allatgyogyaszati felhasznalas el6terébe, és ma a tdmegkezelésre hasznalt

tetraciklinek egyre nagyobb részét adja.

A doxiciklin a hagyomanyos tetraciklineknél lipofilebb tulajdonsagu, az allati szervezetben az
elébbieknél Iényegesen jobban szivodik fel és mikrobaellenes hatasa is tébbnyire
kifejezettebb (Semjén és Laczay, 1998). A doxiciklin kérnyezetben vald viselkedésérdl, a
tragyaban és a talajban valé lebomlasanak meértékérél, valamint a talaj mikroflérajara

gyakorolt hatasairél ugyanakkor alig rendelkeziink informacioval (Kimmerer, 2004).

Az értekezésben bemutatasra kerll6 vizsgalataink soran ezért a doxiciklin lebomlasanak
meértékét vizsgaltuk kilénb6zd kérilmények kézott sertéstragyaban, valaszt keresve arra a
kérdésre, hogy szamolhatunk-e a doxiciklin jelenlétével a mez&gazdasagi foldteriletek
tragyazasa soran, ha az adott allomanyt az antibiotikumot tartalmazé készitménnyel
kezelték. Ezutan tovabb kdvettik a doxiciklin tartalmu tragya sorsat, é€s vizsgaltuk a talajban
valé lebomlasat. Tovabbi kisérleteinkben pedig azt kivantuk meghatarozni, hogy a
doxiciklinnek van-e hatasa a talajban laké egyes mikroorganizmusok életmik&désére, azok

anyagcsere-aktivitasara.
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4. Irodalmi attekintés

4.1. Az egyes allatgyogyaszati készitmények felhasznalasanak mértéke

Gazdasagi haszonallatok kezelésére mikrobaellenes készitményeket hasznalnak fel a
legnagyobb mennyiségben. Ezeket kévetik a coccidiumellenes szerek, a juhriihdsség elleni
furdsztészerek, féreghajtok, gombaellenes készitmények, gyulladascsokkentdk. A felsorolt
allatgyoégyaszati készitmények mellett, felhasznalt mennyiségikbdél adéddan, dkotoxikologiai
jelentéségik mas anyagoknak is lehet, pl. fertdtlenitdknek, szteroidoknak és egyéb
hormonoknak, diuretikumoknak, sziv- és érrendszerre hatdé készitményeknek (Benbrook,
2002, Boxall et al., 2003a, Boxall et al., 2003b, Kimmerer, 2004, Mellon et al., 2001).

Az egyes hatéanyagok felhasznalt mennyiségérél viszonylag kevés adat all rendelkezésre.
Az antibiotikum-felhasznalas mértékét ugyanakkor évente rendszeresen kdzzéteszik, példaul
Daniaban (1. abra). Mint az abrabdl lathato, a 90-es évek kdzepén a hozamfokozok betiltdsat
kévetden tapasztalhatd visszaesés utan, az allatok kezelésére felhasznalt antibiotikumok
mennyisége tébb, mint a kétszeresére nétt jelentésen fokozva ez altal a potencialis

kérnyezetterhelés mértékét is (Jensen — Hammerum, 2009, Korsgaard — Hammerum, 2010).
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1. abra Antibiotikum felhasznalas élelmiszertermel6 allatok kezelésére, Daniaban

(Jensen — Hammerum, 2009, Korsgaard — Hammerum, 2010)

14



4.2. A hatéanyag kiliriilésének mértéke a kezelést kévetden

A gyoégyszerhatéanyagok testidegen vegyiiletek, ezeket a szervezet nem épiti be sajat
alkotéelemeibe, nem hasznositia energiatermelésre, azoktdl igyekszik miel6bb
.megszabadulni’, azokat kivalasztani. Ennek mértékét és idejét alapvetben a
gyogyszermolekulak fizikai-kémiai  tulajdonsagai és, ezzel 06sszeflggésben, a

biotranszformacioé lehetéségei és jellemzéi hatarozzak meg.

Az allatgyogyaszati készitmények alkalmazasat kdvetéen a kdrnyezetbe jutdé hatdbanyagok
min&sége és mennyisége elsésorban a hatéanyag tipusatél, az alkalmazott dozistél, a kezelt
allat fajatél, a kezelési modtédl, a tartasi moédiol és a metabolizacid mértékétél fugg. A
szervezetbe juttatott allatgyogyaszati készitmények révidebb-hosszabb idé utan kitrllnek.
Az injekcié formajaban alkalmazott készitmények egy része a beadas helyén maradhat, a
szgjon at beadott készitmények esetében a felszivodas mértéke valtozo lehet. A felszivodott
anyagok az ugynevezett |. fazisu, illetve Il. fazisu reakciok révén metabolizalédhatnak,
amelynek eredményeként a képzddott polaros metabolitok kitrilnek a szervezetbdl, de
elé6fordulhat, hogy az eredeti anyamolekula szamottevé biotranszformacié nélkul drtl ki a
szervezetbdl (Boxall, 2003a, Kimmerer, 2004). A metabolit, az allati szervezetben térténd
atalakulas soran, az anyamolekulatol eltérd hatasra is szert tehet, vagy akar mérgezd
bomlastermékké is alakulhat. A metabolitok aktivak is maradhatnak, néha még nagyobb
mértékben, mint az eredeti molekula (Sarmah et al., 2006). Az allatok bélsara és vizelete az

anyamolekula és a metabolitok keverékét tartalmazhatja (Boxall, 2003a, Kimmerer, 2004,).

Szamos, az élelmiszertermelé allatok kezelésére hasznalt antibiotikum felszivodasa a
gyomor-bél csatornabdl kisfoku, és az anyamolekula jelentés hanyada kézvetlendl kitrll a
szervezetbdl (1. tablazat). Juhok oxitetraciklinnel torténd kezelését kdvetben az
anyamolekula kézel 21%-a, mig fiatal bikak klértetraciklin tartalmu készitménnyel tértént

kezelése utan, 17—-75%-a Urllt ki a szervezetbdl valtozatlan formaban (Sarmah et al., 2006).
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1. tablazat Nehany allatgyogyaszatban hasznalatos hatdanyag lebomlasanak mértéke az
allatokban (Kiimmerer, 2004)

Gyoégyszercsoport Lebomlas mértéke
Tetraciklinek minimalis
Szulfonamidok nagyfoku
Makrolidok minimalis
Aminoglikozidok valtozd (minimalis-magas)
Azolok mérsékelt
Makrociklikus laktonok valtozé (minimalis-mérsékelt)
Linkozamidok mérsékelt
Fluorokinolonok valtozé (mérsékelt-magas)

minimalis: < 20%; mérsékelt: 20-80%; nagyfoku: >80%.

4.3. A kérnyezetbe valé kijutas médja

A hatbéanyagok kérnyezetbe torténé kijutasanak egyik lehetséges utja a halgazdasagokban
végzett kezelés. A kuldnbdz6 hatéanyagok a haszonallatok vizeletével, bélsaraval, tovabba a

kilsd, helyi kezelések lemosddasa révén szintén bejuthatnak a talajba (Boxall et al., 2003a).

A halgazdasagokban a halak kezelésére vonatkoz6 szabalyozas Eurdépaban orszagonkeént
eltéré. Norvégiaban vannak elérheté halgyogyaszati készitmények és ezek hasznalhatok is,
mas orszagokban ennek hidanyaban meglehetésen nehéz barmilyen vizkezelés (azaz a viz
fiziko-kémiai  tulajdonsagainak megvaltoztatasa), vagy a halak gyogykezelése.
Magyarorszagon nincs regisztralt készitmény, amely alkalmazhatd lenne, de elviekben
allatorvos 4altal elrendelt kezelésre lehet6ség van mas gazdasagi allatok szamara
engedélyezett hatéanyagu gyogyszerekkel, amelynek feltételeit a halgazdasagok

tevékenységére vonatkozé jogszabalyi keretek hatarozzak meg (Baska, 2008).

A gydgyszergyartasban, a szigoru ellenérzésnek kd&szénhetéen, alacsony koérnyezeti
terheléssel szamolhatunk (Boxall et al., 2003a). Kivételt az esetlegesen eléfordulé balesetek
jelenthetnek (Wessberg et al., 2008).

Egyes tanulmanyok megemlitik az allatgyégyaszati készitmények kornyezetbe vald

kijutasanak lehetséges mddjaként az aeroszol, illetve por formajaban térténd szennyezést,
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de ennek gyakorlati jelentGsége egyel6re nem ismert. Hasonloképpen kismértéki lehet a
tarsallatok kezelése soran jelentkezd, illetve a veszélyes hulladék nem megfeleld

kezelésébdl eredd kdrnyezeti szennyezddés is (Boxall et al., 2003a, Sarmah et al., 2006).

Mivel Magyarorszagon a halgazdasagokban az allatgydgyaszati készitmények felhasznalasa
elhanyagolhaté, az egyéb gazdasagi allatok kezelésére felhasznalt gydgyszerek jelenthetik a
legnagyobb mértéki terhelést a kérnyezetre. Legelén tartott allatok esetében a kiltakarérol,
valamint az Urulékbdl és vizeletbél az allatgydgyaszati anyagok kézvetlendl jutnak a talajra,
illetve a talajba. A zart tartasban él6 allatok esetében a talajba val6 kijutast megelézi egy

hosszabb-révidebb tragyaérlelési id6szak is.

4.4. Tragyaérlelés

Az istallozott haszonallatok esetében nagy mennyiségu tragya, illetve higtragya keletkezik,
amelyet jellemzden, valtozé idejd tarolast kévetden, a talaj tragyazasara hasznalnak fel. A
tragyaérlelés idétartama a legel6ére val6é kihelyezést megel6zden legalabb hatvan nap. A
tébbszér modositott 4/2004. (1. 13.) FVM rendelet, valamint a 81/2007. (IV. 25.)
Kormanyrendelettel moddositott 49/2001 (IV. 3.) Kormanyrendelet szerint tragya nem
juttathatd ki felszini viztdl, forrastél, emberi fogyasztasra, illetve allatok itatasara szolgald
kuttdl tizméteres savban, valamint hullamtereken, parti savokban és vizjarta terileteken.
Tragyalé, higtragya betakaritds utan csak akkor juttathaté ki a szantéterlletre még az adott
évben, ha a tragyazas és a megfeleld talajfedettséget biztositd ndvény vetése kozotti idd
nem tébb mint tizennégy nap. Tilos a tragya kijuttatasa december 1. és februar 15. kdzétt.
Nem juttathatd ki tragya fagyott, vizzel telitett, 6sszefiiggd hoétakardval boritott talajra. A
gazdalkodé istallétragyat csak szigetelt alapu, a csurgalékviz 6sszegyljtésére szolgald
gyUjtécsatornaval és aknaval ellatott, legalabb hathavi tragyamennyiség tarolasara alkalmas
tragyatelepen, higtragyat legalabb hathavi tragyamennyiség tarolasara alkalmas szigetelt

tartalyban, medencében tarolhat.

A mezégazdasagi gyakorlatban a tragyaérlelés idétartama nagyon valtozo. Altaldban a
tragyaérlelés addig tart, amig a tragya tarolasara szolgalé medence meg nem telik, illetve
amikor a szantoféldek tragyazasa idészeriivé valik. igy a mezégazdasagi foldek kezelésére
hénapokon keresztll érlelt tragyat és friss tragyat is hasznalhatnak. Ha a friss tragya az allat
gyogykezelésére hasznalt készitménybél szarmazo anyagot tartalmaz, akkor az a kitrulési

koncentracidban kerllhet a talajra anélkil, hogy a tragyaban barmilyen mértékl bomlasa
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bekdvetkezhetne, majd onnan a tragyaszoré gépek segitségével, illetve a tragya

beszantasaval a mélyebb talajrétegekbe juthat.

Hasonl6é kockazatot jelenthet a mélyalmos tragya is. Ez ugyanis, amennyiben nem tkézik
mas eldirassal, elézetes tarolas nélkil is kijuttathaté a szantéféldekre a jogszabalyi eldirasok
szerint. Viszont, ha a tragya kozvetlen kijuttatasat egyéb eléirasok nem teszik lehetéve,
akkor az istallétragyaval azonos modon kell tarolni és kezelni. Az Egyesilt Kiralysagban
vizsgaltak a tragyak tarolasi idejét. Higtragya esetében az érlelési idé 0 és 50 hénap kdzott
valtozott (atlag 9 hénap), mig mélyalmos tragya esetében ez az érték 0 és 48 hdénap volt 6

hénapos atlaggal (Boxall et al., 2003b, Kiimmerer, 2004, Sarmah et al., 2006).

Irodalmi adatok alapjan, higtragyaban legnagyobb koncentracidéban tetraciklinek és néhany
szulfonamid fordul eld. Egy kilogramm nedves tragyara vonatkoztatva a tetraciklinek 66
mg/kg, a szulfonamidok pedig 40 mg/kg maximalis koncentracioban voltak kimutathatdk
(Kimmerer, 2004, Winckler és Grafe, 2001). A tragya érlelése soran az allatgyégyaszati
készitmények tovabbi bomlasi folyamaton mehetnek at, és napokig (pl. tilozin
sertéstragyaban; penicillin, nikarbazin baromfialomban), illetve akar honapokig (pl.
ivermektin, klértetraciklin, amprolium) is jelen lehetnek. A lebomlas mértéke fligg a tragya
tipusatdl is. A tragyaban a metabolit esetenként vissza is alakulhat az anyamolekulava (Loke
et al., 2000, Boxall et al., 2003a).

2. tablazat Antibiotikumok perzisztalasa a tragyaban (Kimmerer, 2004)

Antibiotikum Matrix DTs, (nap)*
Tilozin sertés higtragya <2
Ivermektin legeltetett borju tragyaja >45
Szulfaklorpiridazin brojleralom <8
Szulfaklorpiridazin tojotyukalom <3 hénap
Szulfaklorpiridazin sertés higtragya >8
Klértetraciklin csirketragya + talaj >30
Tetraciklin sertéstragya 4.5-9; 48
Oxitetraciklin sertéstragya + alom 30
Doxiciklin sertéstragya 15
Amprolium tojotyukalom >8
Amprolium brojleralom >3 hoénap
Nikarbazin brojleralom >8

* DTso: az az id6tartam, amely alatt a vizsgaland6 anyag koncentracidja a felére csdkken
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A tragyaban a lebomlas mértékét és Gtemét szamos tényez6 befolyasolja. A felezési idd fligg
a gyogyszer tipusatol, az allatfajtél (2. tablazat), a tragya fizikai-kémiai paramétereitdl és a
kdrnyezeti korilményektél (Fernandez et al., 2004, Thielle-Bruhn, 2003). Hatvannapos
tragyaérlelési id6szakot alapul véve azt kell feltételezniink, hogy ha az allatokat
allatgydgyaszati készitménnyel kezelték, akkor a tragya a felhasznalaskor antibiotikumot
vagy egyéb hatéanyagot tartalmazhat, ugyanakkor kelléen hosszu érlelési id6vel jelentésen

csOkkenthetd a kérnyezet terhelése.

4.5. Viselkedés a kérnyezetben

A talajokba, illetve vizekbe jutott allatgydgyaszati készitmények hatéanyagainak jelenléte
hosszabb-révidebb ideig kimutathatd azokban. Vannak hatéanyagok, amelyek napokig, mig
masok hdénapokig, esetleg évekig perzisztalhatnak a koérnyezetben. A hatéanyagok kézott
talalunk gyorsan leboml6 (diazinon, olaquindox, tilozin), lassan lebomlo6 (ivermektin, ceftiofur,
metronidazol) és nagyon lassan leboml6 (szarafloxacin, tetraciklinek) tulajdonsaguakat is
(Boxall et al., 2003b, Kiimmerer, 2004).

A tragyazast kovetéen a f6 lebomlasi moéd az Allatgyogyaszati  készitmények
maradékanyagai esetében az aerob biodegradacidé. A kdrnyezetben egy hatéanyag
viselkedése, lebomlasanak mértéke és id6tartama fliigg az adott vegyilet tulajdonsagaitdl
(vizben valé oldhatésag, pH, illékonysag, szorpciés-, kationkétd, illetve komplexképzé
képesség, hidrogénkotés kialakitasara vald hajlam). Az allatgyogyaszati készitmények
hatbanyagainak talajra, illetve Uledékre vonatkoztatott megoszlasi koefficiense (Kq) igen
kilonb6z6. Példaul a szulfonamidoké 0,6—4,9, a tetraciklineké 290-1620, a fluorokinolonoké
310-6310 I/kg kbzott valtozhat (Thiele-Bruhn, 2003).

A lebomlas sebességét befolyasoljak a kérnyezeti tényezék, mint pl. a hémérséklet, a talaj
tipusa, a pH, a redox-potencial és a mikroorganizmus populacié milyensége is (Boxall et al.,
2003b, Sarmah et al., 2006).

Az eddigi vizsgalatokbdl lathatd, hogy a talajtipus is nagy jelentéségli a felezési id6
szempontjabol. Bar egyes hatdanyagok (virginiamicin) minden talajtipusban azonos Gtemben
bomlanak le, a vegylletek jelentds részének eltéré a lebomlasi ideje példaul a homok és az
agyag talajokban (3. tablazat). A metronidazol lebomlasa gyorsabb homok talajban, mig a
ceftiofur, az ivermektin és a diazinon agyag talajokban bomlik le nagyobb sebességgel. A

diazinon gyorsan lebomlik vizzel boritott talajpan (DTs,: 1,7 nap), mig homok talajban 88—
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112

hémérsékletfliggését vizsgalo tanulmanyban Halley et al. (1993) a felezési id6t télen 91-127,

mig nyaron 7—14 napnak talaltak.

3. tablazat

talajtipusokban (Kimmerer, 2004)

nap a degradaciés id6 (Kummerer,

ivermektin

Allatgyégyaszati készitmények hatéanyagainak perzisztalasa kiilénbéz6

Anyag Talajtipus DTs, (nap)*
Metronidazol agyagtalaj 13,1-27
homoktalaj 9,7-14,7
Flavomicin nem ismert <30
Ceftiofur agyagtalaj 22,2
homoktalaj 49,0
iszapos agyagtalaj 41,4
Danofloxacin tébb talajtipus 87-143
Olaquindox agyagtalaj 5,8-7,5
homoktalaj 5,9-8,8
Sarafloxacin tobb talajtipus <80
agyagtalaj <65
Tilozin agyagtalaj 3,3-8,1
Emamektin nem ismert 174-427
Ivermektin agyagtalaj 14-28
homoktalaj 56
Diazinon nem ismert 1,7
agyagtalaj 21-35
homoktalaj 112
Benzil-penicillin nem ismert <0,13
Deltametrin nem ismert <23
Virginiamicin tobb talajtipus >64

lebomlasanak

* DTso: az az id6tartam, amely alatt a vizsgaland6 anyag koncentracidja a felére csdkken

A hatéanyag kémiai szerkezetétdl fliiggéen a talajokban a biodegradacion kivil mas

lebomlasi mechanizmusok, igy a fotolizis vagy a hidrolizis is jelentés szerepet jatszhatnak. A
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fotodegradacié csak a talaj felszinén kovetkezhet be, igy a fényre érzékeny molekulak
perzisztalasat jelentésen befolyasoljak az olyan mezdégazdasagi munkafolyamatok, mint a
szantas ideje és mélysége (Kimmerer, 2004). A talajok asvanyanyag-tartalma, 6sszetétele,
valamint klléndésen a talaj szervesanyag-tartalma nagymértékben befolyasolja az
allatgydgyaszati készitmények hatdéanyagainak kinetikajat és lebomlasat (Ingerslev és

Halling-Sgrensen, 2001, Kiimmerer, 2004).

csak a lebomlasuk kévetkezménye lehet. Szamos esetben a talajbdl valé kimosddas miatt
mérhetlink idével alacsonyabb koncentraciét. Egyes gyogyszer-alapanyagok, mint pl. a
szulfonamidok kisfoku abszorpciéra képesek, ezért gyorsan a talaj-, illetve felszini vizekbe
jutnak. Mig a nagyobb abszorpciés képességilek (tetraciklinek) sokkal lassabban érik el a
viztereket (Boxall et al., 2003a, Boxall et al., 2003b).

Az utobbi idében szamos allatgydgyaszatban hasznalatos hatéanyag talajban valé6 mozgasat
vizsgaltak. Tébb antibiotikum erés komplexképz8 tulajdonsagot mutatott agyagtalajban. A
bacitracin és a klértetraciklin alkalikus talajpan meglehetésen instabilnak, mig az
oxitetraciklin stabilnak bizonyult (Kimmerer, 2004). Tetraciklinek esetében a kdvetkez6
mechanizmusokat talaltak felelésnek a talajpan torténd felszivodasaért: kationcseréld
képesség, agyagasvanyokhoz valdé kationos koétédés, komplexképzés és hidrogénkotés
kialakitasara vald hajlam. A tetraciklinek huminsavhoz és t6zeghez val6 kdtédését vizsgalva
azt tapasztaltak, hogy abszorpciojuk szervesanyagban gazdag talajokban pH-fiiggd: er6sebb
kétédési képességet mutat 4,0-7,0 pH értéken, mint magasabb pH tartomanyban (Sarmah
et al., 2006).

Korlatozott szamban allnak rendelkezésre olyan tanulmanyok, amelyekben a talajban térténé
biotranszformaciot vizsgaltak. Az anyamolekula nem csak a kezelt allatban, hanem a
talajban is metabolitokka alakulhat at. Ingerslev és Halling-Sarensen (2001) vizsgalataiban
az oxitetraciklin harom atalukalasi termékét sikertilt kisérletesen kimutatni. A talajokban és a
vizekben az allatgydgyaszati készitmények a lebomlas soran altalaban veszitenek
hatékonysagukbdl, de eléfordul az is, hogy az anyamolekulahoz hasonlé aktivitasu metabolit
keletkezik (Boxall et al., 2003a, Sarmah et al., 2006).

Mivel egy adott terilileten egyszerre szamos kémiai anyag lehet jelen, ezért a kérnyezetre
kifejtett hatasuk is egyszerre, egylttesen jelentkezik. Additiv, antagonista és szinergista
hatas egyarant kialakulhat, és igy névelhetik, vagy éppen csdkkenthetik egymas kérnyezetre
gyakorolt hatasat. A talaj mikrobaira jelentés hatassal lehetnek az antibiotikumok, igy

feltételezhetjik, hogy csokkentik az egyéb gydégyszermaradvanyok, kémiai anyagok
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baktériumok altal t6rténd lebomlasanak mértékét. Ez a probléma el6fordulhat a
szennyviztisztitd Uzemek mikoédésében is. Erre vonatkozéan a mai napig nem allnak

rendelkezésre vizsgalati eredmények (Kong et al., 2006, Martinez-Carballo et al., 2007).

4.6. Milyen készitmények kérnyezeti jelenlétével lehet szamolni?

Az eddigi vizsgalatok szerint a tragyazott mez8gazdasagi talajokban els6ésorban a
tetraciklinek és a szulfonamidok fordulnak, illetve fordultak el6 a legnagyobb
koncentracidban. Tetraciklinek esetében a széles kérl hasznalat és a tragyaban mérhetd
magas koncentraci6 magyarazza ezt. Emellett nyomokban szdmos mas hatéanyag
(makrolidok, tiamulin, trimetoprim) is kimutathato (4. tablazat) (Boxall et al., 2003b, Boxall et
al., 2005, Sarmah et al., 2006).

4. tablazat  Antibiotikumok maximalis koncentracidja tragyazott talajban

Antibiotikum Mintak | Maximalis koncentracié Hivatkozas
szama (mg/kg)

Tetraciklinek

Oxitetraciklin 1 <0,01 De Liguoro et al. (2003),
0,305 Boxall et al. (2005)

Tetraciklin 60 0,31 (0,2) Hamscher et al. (2002)
0,45-0,9 Winckler és Grafe (2001)

Klortetraciklin 14 0,03 Hamscher et al. (2000),
0,039 Hamscher et al. (2005)

Szulfonamidok

Szulfadimidin 0,011 Hamscher et al. (2005)

Szulfametazin 14 0,002-0,011 Hoper et al. (2002),

Boxall et al. (2005)

Szulfadiazin 14 <0,001 Hoper et al. (2002)

Szulfatiazol 14 <0,001 Haller et al. 2002)

Szulfamerazin 14 <0,001 Héper et al. (2002)
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Antibiotikum Mintak | Maximalis koncentracié Hivatkozas
szama (mg/kg)

Szulfametoxi- 14 <0,001 Hoéper et al. (2002)

piridazin

Szulfametoxazol 14 <0,001 Hoper et al. (2002)

Szulfadimetoxin 14 <0,001 Hoper et al. (2002)

Makrolidok

Tilozin 14 <0,001 Hamscher et al. (2002)

Linkomicin 0,0085 Boxall et al. (2005)

Egyéb

Szalinomicin 2 <0,0016 Schlisener et al. (2003)

Tiamulin 2 0,0007 Schlisener et al. (2003)

Trimetoprim 0,0005 Boxall et al. (2005)

Huszonét évvel ezelbtt Angliaban mutattak ki el6szér antibiotikumokat (szulfonamidot,
makrolid antibiotikumot és tetraciklint) felszini vizekben, majd késébb szamos egyéb
antibiotikumot is detektaltak. 1999-ben Németorszag egyik folyojaban kléramfenikolt talaltak.
Ezt a hatéanyagot a human gydégyaszatban ma mar ritkan hasznaljak, allatorvosi
alkalmazasat pedig az Europai Kozdsség betiltotta 1995-ben. A felszini vizben tértént
kimutatas utalhat esetleges engedély nélkili hasznalatra, illetve a kdrnyezetben valo tartos
jelenlétre is (Boxall et al., 2003b, Boxall et al., 2005, Hirsch et al., 1999, Sarmah et al., 2006).

Talajvizekbdl elsésorban szulfonamidot, klértetraciklint, oxitetraciklint, tetraciklint és tilozint
mutattak ki altalaban kevesebb, mint 1 pg/l nagysagrendben (5. tablazat). A felszin alatti
vizekben szamos olyan hatbdanyagot talaltak, amelyeket kizarolag allatgydgyaszati célra
hasznalnak. Az Egyesiilt Allamokban 500-4000 ug/kg nagysagrendben oxitetraciklint
mutattak ki tengeri Uledékben. A szennyezés eredete halgazdasagokra volt visszavezethetd
(Hirsch et al., 1999, Sarmah et al., 2006).
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5. tablazat  Antibiotikumok koncentracioja vizekben

Antibiotikum Forras Koncentracié | Hivatkozas
(mg/kg)

Tetraciklinek

Oxitetraciklin idészakos vizboritas 0,032 Kay et al. (2005)

Tetraciklin talajviz 0,0004 Kolpin et al. (2002)

Klortetraciklin felszini viz 0,00007 Kemper (2008)

Szulfonamidok

Szulfametazin talajviz 0,00024 Hamscher et al.

(2005)

Szulfadiazin felszini viz 0,004 Boxall et al. (2005)

Szulfametoxazol | talajviz 0,0004 Sacher et al. (2001)
felszini viz 0,0005 Hirsch et al. (1999)
ivoviz 0,00007 Kemper (2008)

Makrolidok

Tilozin felszini viz 0,00005 Ashton et al. (2004)

Egyéb

Trimetoprim felszini viz 0,00002-0,0002 Boxall et al. (2005),

Hirsch et al. (1999)

Az Egyesiilt Kiralysagban felmérést végeztek annak megallapitasara, hogy mely
hatbanyagok koérnyezeti jelenlétével kell elsésorban szamolni. Ehhez figyelembe vették a
forgalmazasi, felhasznalasi adatokat, azt hogy milyen allatok kezelésére hasznaljak az adott
készitményeket, a kezelés mddjat, a hatébanyag metabolizaciojat a célallatban, a toxikologiai
jellemzéket (ahol rendelkezésre alltak toxikolégiai vizsgalatok adatai, illetve ADI -
Acceptable Daily Intake — értékek alapjan). Ezen adatok 6sszevetése és elemzése alapjan
az Egyesiilt Kiralysagban allatgyégyaszati céllal felhasznalt készitmények hatdéanyagai kozl
azokat, amelyek 6kotoxikolégiai szempontbdl a leginkabb kérnyezetszennyezéknek tartottak
(és ezek tovabbi vizsgalatat, detektalasat tekintették a legfontosabbnak), a 6. tablazat
szemlélteti (Boxall et al., 2003b, Boxall et al., 2005, Capleton et al., 2006).
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6. tablazat  Allatgyogyaszati készitmények hatéanyagai, melyek nagy valésziniiséggel

juthatnak a kérnyezetbe

Hatéanyagok
Albendazol Klérhexidin Prokain benzilpenicillin
Amoxicillin Klértetraciklin Prokain penicillin
Baquiloprim Florfenikol Prokain-hidroklorid
Deltametrin Flumetrin Szalinomicin Na
Doramektin Levamizol Sarafloxacin
Diazinon Mebendazol Szulfadiazin
Dihidrosztreptomicin Medroxyprogeszteron | Tetraciklin
Emamektin benzoat Monenzin Toltrazuril
Altrenogest Nitroxinil Trimetoprim
Bronopol Oxfendazol Tilozin
Klavulansav Oxitetraciklin

(Boxall et al., 2003b, Boxall et al., 2005, Capleton et al., 2006)

4.7. Milyen hatasok jelentkezhetnek?

Az OECD altal kiadott iranyelvek, guideline-ok alapjan toxicitasi vizsgalatokat szikséges
végezni meghatarozott hal, vizibolha, alga, mikroorganizmus, foldigiliszta, névény fajokon és
esetenként egyes egyéb gerinctelen allatokon is, igazolva a hatdanyagok, illetve
készitmények artalmatlansagat (Lokke — van Gestel, 1998, OECD, 1984). Allatgyogyaszati
készitmények esetében akut toxicitasi vizsgalatokat gyakran végeznek vizibolhakon, de az
algakra és kulénésen a halakra vonatkozé informaciok szama korlatozott. Hasonl6 a helyzet
a talajban laké organizmusok esetében is (Boxall et al., 2003a). A vizsgalatok adatai alapjan
a foldigilisztak érzékenyek példaul a parazitaellenes hatdanyagokra, a névények pedig a
mikrobaellenes vegyuletekre, illetve a makrociklikus laktonokra. Ez a hatas a névekedés és a
szaporodas gatlasaban nyilvanul meg elsésorban. Az antibiotikumok értelemszerien a talaj
mikrobaira a legtoxikusabbak (Boxall et al., 2003a, Kimmerer, 2004, Sarmah et al., 2006).

Szikség lenne a tragyaban él6 gerinctelenekre vonatkoz6 6kotoxicitasi vizsgalatokra, illetve
az antiparazitikumok (makrociklikus laktonok, benzimidazolok, stb.) mellett egyéb
allatgyogyaszati készitményekre is kiterjeszteni ezeket a vizsgalatokat. Az eddigi adatok

szerint a makrociklikus laktonok inkabb a juvenilis formakra, mig a piretroidok a kifejlett
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szervezetekre toxikusak. A benzimidazolok esetében, szemben az el6bbi két
hatéanyagcsoporttal, mortalitas nem volt jellemzé (Boxall et al., 2003a, Kimmerer, 2004,
Sarmah et al., 2006).

Néhany kivételtél eltekintve kevés vizsgalati adattal rendelkeziink az allatgyogyaszati
készitmények lebomlasa soran keletkezé metabolitokrol. Altalaban az anyamolekulahoz
képest kisebb antibakterialis hatasu lebomlasi termékek is lehetnek igen aktivak. Példaul a
tetraciklin és az anhidrotetraciklin esetében tapasztaltak kbézel azonos hataserésséget. Az
anhidrotetraciklin ECsy értéke (a maximalis hatas feléhez tartozé koncentracid) iszapban é16
baktériumokra 0,03 mg/l, mig a tetracikliné 0,08 mg/l. A nagyobb hataserésség mellett az
anhidrotetraciklin mobilisabb, kénnyebben és gyorsabban jut a talajbol a vizterekbe (Boxall
et al.,, 2003a, Kimmerer, 2004, Sarmah et al., 2006). Amennyiben példaul egy metabolit
vizoldhatésaga jo, akkor valoszinlileg a talajvizbe, illetve a felszini vizekbe is kdnnyen

bekerl.

Ugyancsak kevés adat ismert az allatgyogyaszati készitmények hatdanyagainak hosszabb
idétartamu, alacsony koncentracidban kifejtett hatasairdl a talajban, a tragyaban és a vizi
Uledékben é16 mikrobakra, egyéb élélényekre. A szulfatredukcié gatlasa révén csékkenhet a
szerves anyagok lebomlasa, valamint zavar jelentkezhet a mikrobak taplalkozasaban,
névekedéseben, fejlédésében, és a szaporodasaban (Kimmerer, 2004, Sarmah et al.,
2006).

Az allatgyégyaszati célbol felhasznalt készitmények hatéanyagai kodzvetlenll vagy a
természetesen hatd dkologiai tényez6k megvaltoztatasan keresztil hatnak az élélenyekre. A
talajmin6ség jellemzésében, igy az Okotoxikologiai vizsgalatokban is az ugynevezett

mikrobialis indikatorok alkalmazésanak szamos elénye van:

= a mikroorganizmusok a valtozasokra gyorsan reagalnak, és gyorsan alkalmazkodnak
a koérnyezeti feltételekhez;

= nagy felllet/térfogat aranyuk miatt sokkal szorosabb kapcsolatban vannak a
kérnyezetiikkel, mint a magasabb rend( élélények;

= a mikrobialis populaciékban és aktivitasukban bekdvetkez6 valtozasok, gyakran
megelézve a talaj fizikai és kémiai tulajdonsagaiban kimutathatd eltéréseket, a
talajallapot korai figyelmeztetd jele lehet;

= a talaj-mikroorganizmusok nagyon sok talaj-folyamatban vesznek részt (Szili-Kovacs
— Takécs, 2008).
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Az antibiotikumok és egyéb allatgyogyaszati szerek talajlaké mikroorganizmusokra kifejtett
hatasai szamos moddon kimutathatok. Ezek kézétt a leggyakrabban vizsgalt jellemzék a
mikroorganizmusok szama, aranya, diverzitasa, illetve aktivitasa. A mikrobidlis aktivitas
meghatarozasara a szakirodalom a kdvetkezd tulajdonsagokat emliti: talajlégzés (alaplégzés
és szubsztrat indukalt égzés), nitrogén transzformacio, dehidrogenaz aktivitas, vas (Fe(lll))
redukcio, foszfataz aktivitas, szulfat redukcid, invertaz aktivitas, stb. (Westergaard et al.,
2001, Schmitt et al., 2005, Thiele-Bruhn és Beck, 2005, Kong et al., 2006, Hammesfahr et
al., 2008, Kotzerke et al., 2008, Liu et al., 2009). Az EMEA altal kiadott iranyelv (CVMP,
2008) szerint egy allatgydgyaszati készitmény esetében a talaj mikroorganizmusaira kifejtett
hatast a nitrogén transzformaciés vizsgalattal kell jellemezni. Ugyanakkor a talajlako
mikrobak anyagcseréjik révén befolyasoljak a kdrnyezetiik redoxpotencialjat. Amennyiben a
mikroorganizmusok élettevékenységeit a talajba keriilé kémiai anyag gatolja, ez valdszinileg
mérheté a redoxpotencial valtozasan keresztll. llyen jellegl vizsgalatok a szakirodalomban

viszont egyaltalan nem talalhatdak.

A rezisztencia problémaja nem Uj keletli, és napjainkban is sulyos gondokat okozhat. Az
antibiotikumok allatgyégyaszati felhasznalasa egyes esetekben jelentés mértékben ndvelheti
a human terapiaban alkalmazott antimikrobialis szerekkel szembeni rezisztencia mértekét
(pl. fluorokinolonok) (Boxall et al., 2003a, Shoemaker et al., 2001). Hasonloképpen a
mikroorganizmusok bizonyos hatbanyagokkal szembeni rezisztencidjanak kialakulasa és
elterjedése hatterében, legalabbis részben, a kérnyezetbe kijutd, kis koncentraciéban jelen
Iévé antibiotikumok is allhatnak. Ezt tamasztja ala, hogy szamos halgazdasag vizelvezet6
csatorngjanal gydjtétt, illetve sertéstragyaval kezelt talajpdl szarmazd mintakban talaltak
rezisztens mikrobakat. Egy svédorszagi vizsgalat soran nyolc hénapon at gydjtéttek mintakat
egy mezdgazdasagi talajbol, amelyet sertéstragyaval kezeltek. A tragyazast kovetden a

rezisztens baktériumok aranya szamottevéen nétt (Kimmerer, 2004, Sarmah et al., 2006).

Osszességében megallapithato, hogy az allatok kezelésére, és elsésorban a haszonallatok
esetében tdmegkezelésre hasznalt allatgyogyaszati szerek kérnyezetre, annak éldvilagara
gyakorolt hatasainak feltarasa, értékelése egyre nagyobb jelentéségl. Tanszékiinkdn az
elmult években, U] kutatasi iranyként, az allatgyégyaszati szereknek a fogyaszté és az allat
egészségére gyakorolt hatasainak vizsgalata mellett, bevezettik a k&rnyezetre kifejtett
egyes hatasaik tanulmanyozasat is, végigkdvetve egyes hatdbanyagok utjat az allatbdl tértend
kilrulést kévetden, a tragyaérlelésen keresztlil, a talajban t6rténé lebomlason at a talajlaké

faunara kifejtett hatasukig.

Ennek megfeleléen jelen kutatasaink elsé részében a doxiciklin tragyaban valé lebomlasat

vizsgaltuk in vitro, valamint telepi kérilmények kézott. A kutatas masodik részében a korabbi
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kisérleti fazisban érlelt, doxiciklin tartalmu tragyat juttattuk ki szant6foldre és a beszantast
kdvetden, a helyszinen vett mintak analizisével hataroztuk meg a doxiciklin lebomlasat
mez6gazdasagi talajban, természetes koérilmények kdzoétt. A harmadik vizsgalati fazisban, a
doxiciklinnek a talaj mikroorganizmusaira kifejtett hatasat tanulmanyoztuk két kulén
kisérletsorozatban. Az els6 vizsgalatban doxiciklint adagoltunk kilénbdz6 koncentraciéban
talajmintdkhoz és egy adott inkubacios periédus alatt vett mintak elemzésével hataroztuk
meg az antibiotikumnak a mikrobak nitrogén-transzformaciés képességére kifejtett hatasat a
kontroll mintahoz viszonyitott nitrattermelés alapjan. Majd ezt k&vetéen egy tovabbi
kisérletsorozatban egy Uj, nemrég kifejlesztett, gyors mikrobiol6giai detektaciés moddszert
hasznaltunk. A mérbrendszer a redoxpotencial valtozasanak meérésén keresztil nyujt
informaciét a mintaban jelen 1évé mikrobakrdl, illetve azok aktivitasarédl. Ebben a kisérletben
a doxiciklinnek és négy masik antibiotikumnak a talajlaké mikroorganizmusokra kifejtett

hatasat tanulmanyoztuk.

4.8. Doxiciklin jellemzése
4.8.1. Altalanos leiras

A tetraciklinek régota és széles kérben hasznalt antibiotikumok. A doxiciklint az 1960’as
években fejlesztették ki; a vegylletet a Streptomyces rimosus fermentlevébdl izolalt
oxitetraciklin  félszintetikus szarmazéka. Kémiailag 4 kondenzalt gylrdt tartalmazo
hidronaftacén-karboxiamid-szarmazék. A doxiciklint altalaban két formaban alkalmazzak a

gyogyaszatban: monohidrat és hiklat alakjaban (7-8. tablazat) (Semjén és Laczay, 1998).

7. tablazat A doxiciklin monohidrat jellemzéi

Név Kémiai szerkezet Kémiai Molekulaforma | Molekulatémeg
név
Doxiciklin- CH, OH  N(CH), Doxiciklin- | C25H24N20g.H,O 462,46
g TH:
monohidrat b T A monohidrat
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8. tablazat A doxiciklin hiklat jellemzéi

Név Kémiai szerkezet Kémiai Molekulaforma | Molekulatémeg
név
Doxiciklin- CH  OH  N(CHy), Doxiciklin | CyH24N20g.HCI 512,94
hiklat S g | Nidroklorid /2
40 hemihidrat C,HsOH.1/2
CONH, * 4G hemi- H,O
etanolat

A doxiciklint szajon at kapszula, tabletta, porkeverék, granulatum, paszta vagy szuszpenzio
formajaban adagoljak. Gyorsan és majdnem teljesen felszivddik a gyomor-bél csatornabdl. A
tetraciklinek kristalyos, sarga, vizben alig oldédé amfoter anyagok. Savakkal és lugokkal
egyarant sot képeznek, soik vizben oldodnak. Alkalikus k6zegben gyorsan, savas kdzegben

a klértetraciklin kivételével lassan bomlanak, poralakban stabilak (Semjén és Laczay, 1998).

4.8.2. Hatasmechanizmus

A tetraciklinek aktiv transzporttal jutnak at a hatasukra érzékeny baktériumok belsd
membranjan. Szelektiv toxicitdsukat Iényegében ez biztositja, ugyanis a gazdaszervezet
sejtieiben ez az aktiv transzportmechanizmus hianyzik. A baktériumok altal felvett
tetraciklinek a riboszoma 30S alegységéhez és az mRNS-hez kétédve megakadalyozzak az
aminosavak kapcsol6dasat a ndvekvd peptidlanchoz, tehat a fehérjeszintézist gatoljak. Az
allati sejtekben csak igen nagy koncentraciéban zavarjak meg a fehérjék felépitését. A
hatéanyag antibakterialis hatasa bakterosztatikus, amely az intra- és extracellularisan
elhelyezked6 baktériumokra egyarant érvényesul. Aktivitasukat a szérum, a vér, a genny alig
mérsékeli (Semjén és Laczay, 1998).

A doxiciklin a tobbi tetraciklinhez hasonléan szintén bakteriosztatikus hatasu. Szamos Gram-

pozitiv és Gram-negativ baktérium, valamint bizonyos egyéb mikroorganizmus ellen hat.

e Altalaban érzékeny mikroorganizmusok: Brucellék, Pasteurellak, Mycoplasma

pneumoniae, Chlamydiak, Rickettsiak, spirochaetak.
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e Nem minden esetben érzékeny mikroorganizmusok (10-40%-ban rezisztens térzsek):
Staphylococcusok, Streptococcusok (A, C és G csoport), Escherichia coli, anaerobok
(Clostridiumok, Fusobacterium).

e Rezisztens térzsek (MIC 16 pg/ml): B és D csoportba tartozé Streptococcusok,

Pseudomonas-ok és Mycobacterium tuberculosis.

Rezisztencia viszonylag lassan, tébb Iépcsében alakul ki a doxiciklinnel szemben, és
rendszerint az aktiv transzport zavaran, azaz a sejtmembran ateresztdképességének
csOkkenésén alapul. Mivel a rezisztencia genetikailag R-plazmidhoz kététt, hajlamos a gyors
terjedésre, amit a tetraciklinek széleskér(i alkalmazasa is el6segit. Adott tertleten a kialakult

rezisztencia hosszu ideig megmarad (Semjén és Laczay, 1998).

4.8.3. Farmakokinetika

A szajon at adott tetraciklinek a gyomorbél passziv diffuzidval, a vékonybél eliilsé szakaszan
aktiv transzport révén szivdédnak fel. A felszivddas mértéke azonban készitményenként és
allatfajonként valtozik. Etetés elétt a felszivodas jobb, mint a takarmannyal, taplalékkal valo
egylttadaskor. Tej, tejpotld szerek, Ca-, Mg-, Zn-sok, valamint a vaskészitmények a
kelatképz6dés miatt jelentdsen csdkkentik a felszivdédasat. A lipofilabb doxiciklin a bélbdl
jobban szivédik fel, értékesiilését a taplalek 6sszetétele alig befolyasolja (Gallo-Torres, H.E.,
1990).

Intramuszkularis alkalmazaskor az egyes készitmények szdvetizgatdé hatasatdl fliggden
valtozé mértékben, de a szajon at térténd beadashoz viszonyitva jobban felszivdédnak; a
maximalis vérszint 3-6 6ran belldl alakul ki. A depokészitmények tartds, de viszonylag

alacsony vérszintet biztositanak (Semjén és Laczay, 1998).

Az oxitetraciklin kevéssé, a doxiciklin kifejezettebben kétédik a plazmafehérjékhez. A
tetraciklinek sz6éveti megoszlasa gyors és kiterjedt. A legnagyobb koncentracioét a majban és
a vesében érik el, az epében a vérszint tdbbszérése mérhetd, de a vérszintet meghalado
koncentracioban vannak jelen a tiddben, a Iépben és csaknem valamennyi testfolyadékban.
Atjutnak a tejbe, az ondéfolyadékba és a magzatba. A liquorban azonban, a doxiciklin és
monociklin kivételével, a tetraciklinek csak korlatozott mennyiségben jelennek meg.
Megoszlasi térfogatuk nagyobb, mint a szervezet viztérfogata. Ez arra utal, hogy egyes
testszbvetekben feldusulnak. A csontszévetben, a fogakban tartésan deponalédnak, a

szbvethez azonban csak reverzibilisen kétédnek (Semjén és Laczay, 1998).
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A doxiciklin a majban metabolizalédik és féként inaktiv formaban a bélsarral Grll, ezért
vesekarosodas esetén is alkalmazhat6. Valamennyi tetraciklin, bar eltéré mértékben, de
részt vesz az enterohepaticus keringésben. A doxiciklin és a monociklin eliminacidja
elhuz6débb, mint a hagyomanyos tetraciklineké, ezért hatasuk tartésabb lehet. Ennek
ellenére nem halmozddnak fel a szervezetben, bélflérakarosité hatasuk is kisebb (Semjén és
Laczay, 1998).

4.8.4. Toxicitas, mellékhatasok

A tetraciklinek lovak és fiatal allatok kivételével viszonylag biztonsagosan alkalmazhat6, nem
toxikus antibiotikumok. Tébb mellékhatasuk ismert ugyanakkor; legjelentésebb ezek kozil a
bélflérat karositd hatasuk. Még parenteralis applikacié esetén is okozhatnak dysbiosist, és
szuperinfekcioval (gombak, rezisztens baktériumok elszaporodasaval) is szamolni kell.
Léban sulyos enterocolitist okozhatnak. Ragadozdkban a gyomor nyalkahartydjanak
izgatasaval émelygést, hanyast idézhetnek eld. Intramuszkularis bevitelkor fennall a
szbvetizgalom veszélye, illetve szarvasmarhan a gyors intravénas befecskendezéskor
viszonylag gyakori lehet a kollapszus, a kalciumkelat képz6dése miatt. A tetraciklinek a
vemhesség kés6i szakaszaban kezelt allatok magzataiban a fogak elszinez6dését, a
fogzomanc karosodasat, esetenként pedig a csontok hosszanti névekedésének a zavarat
idézhetik el6. A tetraciklinek potencidlisan hepato- és nephrotoxikusak. Maj— és
vesem(ikddés zavarakor az alkalmazasuk megfontoland6. Fotoszenzibilalnak, igen ritkan

allergizalnak, enyhe immunszupressziv hatasuk is van (Semjén és Laczay, 1998).

Alkalmazasuk meglehetésen széleskdrli, a vegylleteket f6ként actinobacillosis,
anaplasmosis, borreliosis, leptospirosis, listeriosis, mycoplasmosis, pasteurellosis,
shigellosis, streptococcosok okozta exsudativ dermatitis, mastitis, sertések torzitd
orrgyulladasa, mycoplasmak okozta pneumoniaja, baromfi-CRD kezelésére hasznaljak. P.
multocida, S. aureus, E. coli és Salmonella szerotipusok okozta betegségekben viszont csak
rezisztenciavizsgalat eredménye alapjan célszer(i hasznalni (MacDonald, A., 1995, Semjén

és Laczay, 1998).

4.8.5. Tetraciklinek és a kornyezet

A szakirodalmi adatok szerint bizonyos talajtipusokban jelentés mennyiség( antibiotikum

képes kotédni a talajrészecskékhez, a talajkolloidokhoz (Rabglle és Spliid, 2000). A talajban

31



levé antibiotikum bemosddhat a talajvizekbe nagy mértékben szennyezve azokat, ahonnan
aztan ez a gyogyszertartalmu viz bejuthat a felszini vizekbe, vagy a furt kutak révén az
ivovizhaldzatba, az élelmiszer-feldolgozas soran felhasznalt vizekbe, valamint ennek

kévetkeztében az elballitott élelmiszerekbe (Boxall et al., 2003a).

Kérnyezetvédelmi szempontbdl fontos azt is megvizsgalni, hogy az antibiotikumok altal
okozott kdérnyezetterhelés milyen hatassal van a talaj élévilagara (Baguer et al., 2000). Ezek
az élélények a szerves anyagok kérforgasaban, lebontasaban kiemelten fontos feladatot
latnak el, ezért lényeges kérdés, hogy milyen mértékben befolyasoljak szaporodasukat,

életmikddésiiket, lebonto tevékenységiket a talajba jutd antibiotikumok.

A tetraciklineket nagy mennyiségben hasznaljak az Aallatgydgyaszatban terapias és
megel6z6 céllal hazankban csakugy, mint vilagszerte (Sarmah et al.,2006). Ugyanakkor a
hagyomanyos tetraciklinek kézé tartozo oxitetraciklin, klortetraciklin és tetraciklin kinetikajara
jellemz6, hogy felszivodasuk korantsem teljes, ezért nagy adagot kell adni a megfelel
hatékonysag eléréséhez, és igy jelentés mennyiség Uril a bélsarral is. A doxiciklin kinetikaja
eltér a hagyomanyos tetraciklinekétél. Felszivodasa és szoveti megoszldsa Iényegesen
nagyobb meértékl, dbzisa kisebb a kordbbi szarmazékokhoz viszonyitva, kivalasztddasa

pedig féként az epével térténik (Kimmerer, 2004).

Irodalmi adatok szerint a talajpa jutd tetraciklinek nagymeértékben koétédnek a
talajrészecskékhez és a talaj éldvilagat is befolyasolhatjak, kilénésen magas
koncentracidban (Kemper, 2008, Kumar et al., 2005, Kiimmerer, 2004, Sarmah et al.,2006)
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5. Anyagok és modszerek leirasa

5.1. Doxiciklin lebomlasa sertéstragyaban
5.1.1. In vitro tragyaérlelés

A vizsgalatot 8 vegyes ivaru, atlagosan 23+1,7 kg testtémeg(, ndvendék sertésen végeztik.
Az édllatokat a Szent Istvan Egyetem Allatorvos-tudomanyi Kar (a tovabbiakban SZIE AOTK)
Allathigiéniai, Allomany-egészségtani és Allatorvosi Etoloégiai Tanszékének klimatizalt
allathazaban, két csoportban, battérian helyeztik el. A sertések korabban nem vettek részt
mas vizsgalatban, igy mas allatgyogyaszati szerrel valé kezelésben sem részesiltek.
Takarmanyozasuk, ivovizellatasuk 14 napon keresztil folyamatosan, ad libitum,
névendéksertés-tappal tortént. A hédmérsékletet 20+2°C-on tartottuk. A vilagos és a sotét
6rak aranya 16:8 volt. Hét nap akklimatizaciés periddust kovetben, az allatokat egy
térzskdnyvezett doxiciklin tartalmu készitménnyel (Ladoxyn 50% granulatum, gyartasi szam:
454095, Lavet Kft., Magyarorszag) kezeltiik 5 napon at. A doxiciklin adagja 20 mg/ttkg volt,
amelyet az ivovizhez adagolva biztositottunk az allatoknak. Az emlitett adag a jovahagyott, a

gyakorlatban is alkalmazott dézisnak felel meg.

A kezelés megkezdése elétt kontroll tragyamintakat vettiink, majd az allatok bélsarat az 5
napos kezelési id6szak alatt egy kéz6s mianyag tartalyba gy(jtéttik. Alapos keveréssel
térténé homogenizalas utan a tragyat 300 ml-es, biokémiai oxigénigény (BOD) vizsgalatara
szolgal6 Uvegedényekbe helyeztik, majd lezartuk azokat és 20+3,5 °C-on taroltuk,
fenntartva az el6bbi hémérsékletet , valamint megfelel6 nedvességtartalmat és anaerob
viszonyokat a vonatkozé irdnyelveknek (CVMP, 2008, CVMP, 2011) megfeleléen a 16 hetes
érlelés teljes id6tartama alatt. Tehat a tragya érlelése a 300 ml-es livegedényekben tértént.
Mivel 8 mintavételi id6pontot hataroztunk meg, igy 6sszesen 8*3, azaz 24 db BOD (veget
hasznaltunk. Ezeket féliaval fedtik le, és egy vékony tin keresztll engedtiik tavozni a tragya
bomlasaval keletkezé gazokat. (A 0. idépontban vett mintakat nem fedtik le, mivel azokbal
régtén kivettik a vizsgalathoz szilkséges almintakat.) Egy-egy mintavételkor 3 edénybél 100-
100 g mintat vettink ki, miutan a tragyat egy Uvegbottal atkevertik. Ezekbél a 100g-os
befejezésekor kerllt sor, majd tovabbi mintakat vettlink 1., 2., 4., 6., 8., 12. és 16. héttel a

kezelés utan. A mintakat a feldolgozasig -30 °C-on taroltuk.
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5.1.2. Tragyaérlelés telepi koriilmények kozott

A vizsgalatot 20 vegyes ivaru, 50-70 kg atlagtémegd, atlagosan 5 hénapos (+1 hét) koru
mangalica sertésen végeztik a Szent Istvan Egyetem Allatorvos-tudomanyi Kar Ull8i
Tangazdasagaban. Az allatokat 4 csoportban, istallbban tartottuk hagyomanyos modon. A
takarmany és ivéviz ad libitum allt rendelkezésre. Takarmanyozasuk ndvendéksertés-tappal
tortént. Az istallok egy fedett helyiségb8l és egy nagyobb kifutobol alltak. A kisérlet
allatfazisa novemberben tértént, igy a hémérséklet, paratartalom a honapnak megfeleléen
alakult. Hét napos akklimatizacié utan az allatokat 8 napon keresztil a takarmanyba
keverten kezeltik 12,5 mg doxiciklin/ttkg adagban a vizsgalt készitménnyel (Ladoxyn 10%
granulatum, gyartasi szam: 457095, Lavet Gyodgyszergyartd Kft., Magyarorszag). A kezelés
idétartama alatt alkalmazott dézis (8 x 12,5 mg =100 mg/ttkg)megegyezett az el6zd
kisérletben alkalmazott dézissal (5 x 20 mg = 100 mg/ttkg). A kezelés megkezdése elbtt
kontroll tragyamintakat vettiink. Mivel az allatokat alom nélkil tartottak, igy a tragya nem
tartalmazott sem szalmat, sem egyéb alomanyagokat. A keletkezett tragya dsszegyljtése a
kezelés id6tartama alatt naponta tortént, és a tragya érlelését a telepi gyakorlatnak
megfeleléen kazlas tarolassal végeztik a szabad ég alatt. A tarolas korilményeit ennek
megfeleléen befolyasoltak az aktualis kdrnyezeti viszonyok is. Mivel a vizsgalatra késé
Osszel kerult sor, illetve azt kdvette a mintavétel november végétél, februar elejéig a
hémeérseklet altalaban 0-12°C értékek kozott alakult (maximum-minimum értékek: 15°C és -
3°C), viszonylag magas (becsilt) paratartalom mellett. Az emlitett érlelési idészakban a
hémeérseéklet a hazankban szokasoshoz képest magasabban alakult. Csak néhany fagyos
nap (0°C alatti hémérséklet) volt a mintavételi periédus alatt. A napsitéses 6rak szama a
sokéves atlaghoz képest alig magasabban alakult. A kezelés befejezését kdvetben a
tragyahalombdl mintat vettiink, majd tovabbi mintavételekre kerllt sor az érlelés alatt az 1.,
2., 3., 6., 8, 10. és 12. héten is. Valamennyi mintavételi idépontban 3-3 parhuzamos mintat
vettink. Minden mintavételi idépontban a tragyahalom harom kilénb6z8 pontjabdl vettiink 3-
3 almintat és ezeket kevertik dssze egy-egy edényben, igy egy edénybe kb. 300 g minta

kerllt. Ezeket Ujra szétosztottuk 3*100 g-os almintara. Ezekb8l a 100 g-os mintakbol
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5.1.3. Doxiciklin kimutatasa tragyamintakbol

A vizsgalatokat a SZIE AOTK Elelmiszer-higiéniai Tanszékének Elelmiszer-toxikolégiai
Laboratériumaban végeztik. Ennek soran a doxiciklin kilénb6z8 biologiai matrixokbol
(vérplazma, maj, vese, bor-zsir, izom, stb.) t6rténd folyadékkromatografias analizisére a
tanszéken kifejlesztett vizsgalati moédszert adaptaltuk és validaltuk a vegylletnek a
tragyamintakbél valé kimutatasara. A hatdbanyag mennyiségi meghatarozasa a
tragyamintakbdl szilard fazisu extrakciéval (Solid Phase Extraction — SPE), illetve azt kévetd
forditott fazisu, nagy hatékonysagu folyadékkromatografias (reverse-phase high performance

liquid chromatographic method — RP-HPLC) modszerrel tértént.

5.1.3.1. Felhasznalt vegyszerek és eszk6z6k

A minta el6készitéséhez, valamint az analitikai vizsgalathoz a kévetkez6 eszkdzoket,

vegylleteket és analitikai standardokat hasznaltuk:

= Doxiciklin-hiklat standard (Chemical Reference Standards - CRS), European
Pharmacopoeia (Ph. Eur.) of the Council of Europe, Lot. No: 3i, tisztasag: 856,0 ug
bazis/mg.

= Metanol (MeOH), analitikai tisztasagu, Lichrosolv, Merck (Budapest, Magyarorszag)

= Acetonitril (ACN), HPLC gradiens tisztasagu, Lichrosolv, Merck (Budapest, Hungary)

= Oxalsav-dihidrat, analitikai tisztasagu, American Chemical Society (ACS),
International Organisation for Standardisation (ISO), Merck (Budapest, Hungary)

= Viz: bidesztillalt viz (teljesiti a Ph. Eur. (Aqua Purificata) kbvetelményeit.

= Razégép (Janke & Kunkel, IKA-WERK, KS 501D, Senselectro, Budapest,
Magyarorszag).

= Centrifuga ((Heraeus, Biofuge primoR, Kendro Laboratory Products GmbH, Hanau,
Németorszag).

= Szlrépapir (Albet 400, 38-43 um).

= SPE oszlop: Sep-Pak C18 (Waters, Milford, USA, 360 mg, 0,7 mL).

= Rotéacios beparld (Blchi R-124, vakuumszabalyz6 B-721, vizfurdd B-481).

= Vortex-keveré (Velp Scientifica, Spektrum 3D Kft., Budapest, Magyarorszag).

= Ultrahangos tisztité (RS-57F, Realtrade Kft., Budapest, Magyarorszag)

= HPLC berendezés (Merck LaChrom rendszer. L-7100 HPLC pumpa, L-7612
gaztalanito, L-7200 automata mintaadagol6, L-7455 DAD detektor, L-7000 interface,
Tokyo, Japan)
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= Kromatografias oszlop (BST Rutin 10 RP (reverse phase) C4g (030905), 250mm x 4

mm, Bio Separation Technologies - BST, Budapest, Magyarorszag).

5.1.3.2. Mintael6készités és HPLC-mérés

A mintael6készités soran 2,5 g tragyahoz hozzaadtunk 10 ml 0,02 M oxalsavat (pH 1,53),
majd ezt kévetéen a mintat 5 percig ultrahangos vizflirdében kezeltik és 30 perc razatas
(200/min, 25°C) utan, 8500 fordulattal 10 percig centrifugaltuk. Ezt kdvetéen az oldatot
megszlrtik, majd az egész eljarast megismételtik. A két szlrlet egyesitése utan a mintat a
tovabbiakban Sep-Pak C18 oszlopon (2 ml MeOH-lal és 4 ml 0,02 M oxalsavval
kondicionalva) nyomtuk at 20 ml-es fecskendével. Az oszlopot 1 ml bidesztillalt vizzel és 1 ml
0,02 M oxalsav oldattal (pH 1,53) mostuk at. Levegbvel térténd szaritast kdvetéen 10 ml,

0,01 M, oxalsavat tartalmazé metanollal oldottuk le a mintat.

A beparlas 45-50°C-on rotacios vakuum beparlassal tértént (50 mbar, 120 1/perc). Az igy
kapott szaraz maradékot 500 ul eluensben (HPLC mobil fazis) oldottuk fel. Az oldatot vortex-
keverés és 2 perces ultrahangos tisztitas utan eppendorf csébe szedtik at és centrifugaltuk

8500 1/perc-en 10 percig.

meg, Merck-Hitachi LaChrome kromatograffal, BST Rutin 10 RP (reverse phase) C18,
250mm x 4 mm-es oszlopon, 345 nm hullamhosszon, UV-DAD detektorral. A mozgéfazis 25
vIV% acetonitrilt, 10 v/v% metanolt és 65 v/v% 0,02M oxalsav oldatot tartalmazott (pH 1,73).
Az oszlop és a minta hémérséklete 25 °C volt, az injektalasi térfogat 25 ul, az aramlasi
sebesség pedig 1,0 ml/perc volt. A kromatografias mérés soran izokratikus (folyamatos)

elvalasztast alkalmaztunk, 17 perc mérési idével.

5.1.4. Doxiciklin koncentraciojanak meghatarozasa

Az el6bbieknek megfeleléen a doxiciklin meghatarozasa két lépésben toértént: doxiciklin
extrakcidja tragyabdl szilard fazisu extrakcioval Sep-Pak C18 cartridge segitségével, majd az
ezt kévetd forditott fazisu HPLC-s elvalasztas és meghatarozas DAD/UV érzékel6 (detektor)

hasznalataval.
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A min6ségi meghatarozas alapja a retencios idd. A tragyamintak esetén a doxiciklin standard
retencios idejétdl valo eltérés nem haladhatja meg a + 3%-ot. A kontroll mintdban a doxiciklin

retenciés idejénél nem jelenhet meg csucs.

A mennyiségi meghatarozas a doxiciklinnel kevert, kezeletlen modellmintak mérési
eredményeib8l szamitott kalibraciés egyenes alapjan tértént. A kalibraciés egyenest az
alabbi &sszefuggés irja le: Y = aX + b, ahol Y a csucsmagassag, X pedig a doxiciklin

koncentracioja.

crer

A1

ahol,

Cyx: doxiciklin koncentracioja tragyamintakban (ug/kg)

Hx:  doxiciklin csicsmagassaga tragyamintakban (integracios egyseg)

Aq:  érzékenység, a tragyamintak kalibraciés egyenesének meredeksége (integracios

egység x ug/kg)

Ap: a doxiciklinnel kevert, kezeletlen mintak altal adott kalibraciés egyenes metszéspontja

(amikor X=0, integracios egység)

A HPLC rendszer altal felkinalt lehet8ségek kozil a kalibracios egyenes metszéspontjat

nullanak valasztottuk, Ag = 0.

5.1.5. A modszer validalasa

Az analitikai mobdszer validalasat az EMEA vonatkozd szakmai iranyelvei
(CVMP/VICH/590/98 and CVMP/VICH/591/98) alapjan végeztik (CVMP, 1999a, CVMP,
1999b). A validalashoz kezeletlen (doxiciklint nem tartalmazd) tragyamintakat hasznaltunk.
11,7 mg doxiciklin standardhoz 100 ml 0,2 M oxalsav oldatot adva készitettliink egy

torzsoldatot. Ezt a térzsoldatot higitottuk tovabb az eluenssel a kivant koncentraciéra,
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amelyet a szikséges mennyiségben adtunk hozzd az antibiotikumot nem tartalmazo
tragyamintahoz, majd 30 percig razattuk razogépen. Az elkészitett standard oldatok
koncentracioi a kévetkezdk voltak: 20, 10, 5, 2, 1, 0,5 és 0,2 pug/ml. A doxiciklintél mentes
tragyamintakhoz higitott doxiciklin oldatot adtunk és 30 perc razatassal homogenizaltuk. Az
igy kapott kiilénb6z6 mennyiségu doxiciklinnel kevert (,spikolt”) tragyamintakat hasznaltuk a

validalas soran.

5.1.5.1. Specifikussag

A mobdszer specifikussagat hatéanyagot nem tartalmazé, un. ,blank” mintak hasznalataval
igazoltuk. Minden egyes mérési sornal ,blank” mintdkat is mértink, hogy bizonyitsuk a
doxiciklin retencidés idejénél nem jelentkezik mérhetd érték. A kezeletlen tragyamintak
kromatogramjai alapjan megallapitottuk, hogy nem volt interferencia a matrixszal és a

kontroll mintaknal kapott jel kisebbnek bizonyult, mint a kimutathatésagi hatarérték (LOD).

A mérés specifikussagat emellett a standard és a doxiciklinnel kevert mintakban mért
csucshoz tartoz6 spektrumok segitségével, a csucstisztasaggal, valamint LC/MS (liquid
chromatograpy/ mass spectrometry — folyadékkromatografias/tomegspektrometrias)

mérésekkel is megerfdsitettiik. A csucstisztasag (peak purity) 0,9667 volt.

5.1.5.2. Linearitas

térzsoldatot adtunk 6t kulénb6z6 koncentracidoban: 200, 500, 1000, 2000, 5000 ug/kg. Az
adatokat a legkisebb négyzetek mddszerével értékeltik. A linearis regresszidés egyenlet a
y=2,2173%x, a korrelaciés egyitthatd 0,9985 volt. Kisebb koncentraciok esetén a
megndvekedett hiba miatt az egyenes illesztése bizonytalanabb, viszont ha az egyenest az
origbba kényszeritjik, igy kisebb koncentraciok esetén kisebb torzitatlansaggal
egyenes tengelymetszete 99,5%-0s val6szinliséggel nem kilénbézik zérotdl. A kapott

eredmények alapjan a médszer a vizsgalt tartomanyban linearisnak tekinthetd.
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5.1.5.3. Visszanyerés

s sy

A visszanyerés meghatarozasahoz 500, 1000, valamint 2000 pg/kg koncentracioju
doxiciklinnel kevert mintakat hasznaltunk. A visszanyerés ezen tragyamintak és az azonos
koncentracioju standard (kalibraciés) oldatok csucsmagassaganak hanyadosa. Az
eredményeket a Melléklet M/1. tablazataban mutatjuk be. A visszanyerés atlaga minden
koncentracional > 50%, ami az irodalmi adatokat figyelembe véve megfelelének tekinthetd

(Boxall et al, 2005, Loke et al, 2003).

5.1.5.4. Laboratériumon beliili ismételhetéség és pontossag

A precizitas meghatarozasanak egyik hasznos eszkdze a relativ szoras vagy variacios
koefficiens (CV=SD/atlagérték, vagy CV%=100xSD/atlag). Az atlagérték pontossagat a mért
koncentraciok atlaganak és az elméleti koncentracidknak szazalékos kulénbségével
hataroztuk meg. A laboratoriumon bellli ismételhet6ség és pontossag vizsgalatara adott
mennyiségu doxiciklinnel kevert tragyamintakat hasznaltunk. Az alkalmazott koncentraciok a
kdvetkez6k voltak: 500, 100 és 2000 ng/kg. A mért koncentraciok (amelyeket a doxiciklinnel
kevert tragyamintak kalibracioja segitségével hataroztunk meg) és a doxiciklin koncentraciok
atlaga alapjan az altalunk kapott variacios koefficiens (CV%) értéke 1,6-8,4 és a pontossag
értéke (-)4,0 — (-)25,1 volt, igazolva a mdédszer megfeleld ismételhetéségét és pontossagat
(Sunderland et al, 2003, Winckler és Grafe, 2001).

5.1.5.5. Kimutatasi (LOD) és mennyiségi (LOQ) meghatarozasi hatar

Vizsgalataink soran a tragya doxiciklin tartalmanak kimutatasi és mennyiségi meghatarozasi

hatarértékét az an. jel/zaj arany alapjan hataroztuk meg.

A kimutatasi, illetve a mennyiségi hatart az alabbi dsszefliggéssel hataroztuk meg:

3-N 10-N
LOD= —— LOQ= —
Aq Aq
ahol,
N: a zaj értéke
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A4q:  adoxiciklinnel kevert, kezeletlen tragyamintak kalibraciés egyenesének meredeksége

A meghatérozas soran kapott LOD és LOQ értékek 13,5 ug/kg, illetve 45,1 ug/kg voltak.

5.1.5.6. Stabilitas

A stabilitasi vizsgalatokhoz 5000 pg/kg koncentracioban doxiciklint tartalmazé tragyamintéat
készitettlink, amelyet -30°C-on 46 napig taroltunk. A mérések alapjan ezen a hémérsékleten
-1,1% hatbdanyag-cstkkenést tapasztaltunk a vizsgalat id6tartama alatt. A mérések

eredményeit a Melléklet M/3. tablazataiban mutatjuk be.

Az eredmények alapjan megallapithat6, hogy a minta tarolasa soran bekdvetkezett valtozas
mértéke (-1,1%) megfelel a kbvetelményeknek (x 5%) (Kihne et al, 2000).

5.1.6. A felezési id6 meghatarozasa

A legtbbb esetben a szerves eredetli szennyez6 anyagok elsérendl kinetikat kovetnek
lebomlasuk soran (Bao et al. 2009), igy a doxiciklin lebomlasat az alabbi egyenlettel irhatjuk
le:

y = a(1-e™)

ahol, e az Euler féle szam (a természetes logaritmus alapja, e~ 2,71828182845904523536),
k az eliminacios konstans, y a kulénbség a kiindulasi koncentracié (Co) és a t id6 elteltével
mutatott koncentracid (C,) kozott, illetve az a = Cy. Ezért az egyenlet az alabbi modon is
felirhato:
Co-Ci= Co(1-€™) = C¢-C; = Co- Coe™
azaz,
C=Coe™

Mivel a felezési id6 azt az id6tartamot adja meg, amely alatt a kezdeti érték felére csdkken,

ez a fenti képlet alapjan a kovetkezéképp szamolhaté:

Ct1/2=COe-kt‘|/2
ahol ty, a felezési id6t jeldli, ezt a kdvetkez6 |épéseken, illetve atalakitasokon keresztil

tudjuk kifejezni az egyenletbdl:
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Cuz | Co=e™"?

Mivel a kiindulasi koncentracié a felére csokkent:

0 5=¢*12
azaz,

-|n0,5=kt1/2
Mivel —In0,5 = In2

In2/k = t1/2

Tehat, a doxiciklin felezési ideje komposztalt tragyaban az alabbi képlet alapjan hatarozhaté
meg:
t1/2=-ln2/k

A k értékét Excel tablazatkezel6 program segitségével hataroztuk meg. Els6 Iépésként
kiszamitottuk minden egyes atlagos koncentracié természetes alapu logaritmusat és ezeket
az értékeket abrazoltuk a mintavételi idépontok fuggvényében. A kapott diagrammon
trendvonalat vettlink fel, amelynek meredeksége adta meg a k értéket. Ezutan a ty,=-In2/k
képletbe behelyettesitve az eliminaciés konstans kapott értékét megkaptuk a keresett

felezési id6t.
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5.2. Doxiciklin lebomlasa talajban
5.2.1. Kisérleti elrendezés

A jelen vizsgéalat a korabban ismertetett tragyaérleléses kisérlet folytatasa, amely a SZIE
AOTK Ullsi tangazdasagaban (Déra Majorban) tértént a telepi tragyaérleléses vizsgalat utan,
annak folytatasaként. A tragyat a szantéféldre marcius elején juttattuk ki, igy a mintavételi
id6szak marcius elejétdl julius végeig tartott. Marciusban és aprilisban enyhe tavaszi id6 volt,
alig ingadozd hémérsékletekkel (10-22°C kdzott). A majus valtozékony volt, hideg és meleg
periddusok valtottak egymast (minimum-maximum: 10°C-30°C). A junius forrd volt, csak a
végére enyhilt meg. Julius masodik felétél a forrosag rekordokat déntétt, néha még éjjel sem
ment 25 fok ala a hdmérséklet. Marciusban kevés es6 esett és aprilis gyakorlatilag teljesen

szaraz volt. A majus, junius és julius viszont meglehet6sen csapadékos.

A doxiciklinnel kezelt 20 sertéstdl szarmazd tragyat a 12 hetes érlelési, komposztalasi
idészakot kdvetéen egy kukoricatermesztésre hasznalt mez6gazdasagi féldteriletre juttattuk
ki, majd ezt kévetben a kiszort tragya beszantasra kerilt (kb. 0-45 cm-es mélységbe). A 9.
tablazat a talaj fizikai-kémiai paramétereit tartalmazza. A feltlintetett adatok a Szent Istvan
Egyetem, Mezbgazdasag- és Kornyezettudomanyi Kar, Koérnyezettudomanyi Intézet

(Go6dollg) laboratériumanak méréseibdl szarmaznak.

A doxiciklin-tartalma tragya kijuttatasa el6tt kontroll mintat vettink a talajbdl, majd
kozvetlenll a beszantas utan és azt kdbvetéen a 2., a 4., a 8., a 14. és a 20. héten tovabbi
mintakat gy(jtéttik a mar tragyazott talajbdl. A talajmintak a talaj harom kiilénbdzé szintjérdl
szarmaztak: a talaj felszinérél (0-5 cm), valamint 20-25 és 45-50 cm-es mélységbdl. A
kukoricafold 3 kilénb6zd pontjarédl tértént a mintavétel, majd ezeket az egyedi mintakat

egyesitettik. Minden egyes mintavételi idépontban 3-3 parhuzamos minta vételére kerlt sor.

Valamennyi mintavételi idépontban 3-3 parhuzamos mintat vettink. Minden mintavételi
idépontban a talaj felszinérdl és a 20-25 és 45-50 cm-es mélységbdl vettliink mintakat.
Minden egyes mélységben a foldterilet harom kulénb6z6 véletlenszerlien kivalasztott
pontjabdl vettlink 3-3 almintat és ezeket kevertik 6ssze egy-egy edényben, igy egy edénybe

kb. 300 g minta kerilt. Ezeket Ujra szétosztottuk 3*100 g-os almintara. Ezekbdl a 100 g-os
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9. tablazat

jellemzése, fontosabb adatai

A doxiciklin talajpan valé lebomlasanak vizsgalatdban hasznalt talaj

Talaj jellemzése
Talaj tipusa Humuszos homoktalaj
Talaj textaraja Homok
Fizikai féleség Homok/durva homok
Vizsgalt tényezé Erték
Alapvizsqalati adatok
PHu20 7,35
pPHke 6,95
CaCoO; (%) nyomokban
Humusz (%) 1,26
Kotottseg (Ka) 27
Higroszképossag (hy,) 0,332
Homok (%) 89,2
Iszap (%) 8,0
Agyag (%) 2,8
Szemcsedsszetétel (%)
0,25-2,00 mm 78,05
0,05-0,25 mm 11,15
0,02-0,05 mm 3,72
0,01-0,02 mm 0,47
0,005-0,01 mm 3,30
0,002-0,005 mm 0,53
<0,002 mm 2,80
Kationcsere kapacitas (mgeé/100 g szaraz tdmeg) 9,5
Kicserélheté Ca (mgeé/100 g szaraz témeg) 1,8
Kicserélheté Mg (mgeé/100 g szaraz témeg) 0,9
Kicserélheté K (mgeé/100 g szaraz témeg) 0,5
Kicserélheté6 Na (mgeé/100 g szaraz tdmeg) 0,1
Kiegészité adatok
Vizkapacitas (%) 25,8
Corg (%) 0,63
Osszes nitrogén (%) 0,07
Aktualis viztartalom (%) 10,6
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5.2.2. Laboratoriumi analizis

extrakcidval, majd ezt kdvetéen nagyhatékonysagu folyadékkromatografias eljarassal tértént.
A kimutatashoz hasznalt moédszer a Hamscher et al. (2002) altal kifejlesztett eljarason
alapult, amely nem azonos a doxiciklin tragyabdl térténé kimutatdsakor alkalmazott HPLC-
mobdszerrel. A talaj doxiciklin tartalmanak meghatarozdsara haszndlt modszer
mintael6készitésének és a validalasanak legfontosabb elemeit, illetve a Hamscher et al.

(2002) altal kifejlesztett modszertél valo eltéréseket az alabbiakban ismertetjik.

5.2.3. Felhasznalt vegyszerek és eszk6zok

A minta el6készitéséhez, valamint az analitikai vizsgalathoz a kévetkez6 eszkdzoket,

vegylleteket és analitikai standardokat hasznaltuk:

= Doxiciklin-hiklat standard (Chemical Reference Standards - CRS), European
Pharmacopoeia (Ph. Eur.) of the Council of Europe, Lot. No: 3i, tisztasag: 856,0 ug
bazis/mg.

= Citrat puffer: Na,HPO4, K38870080 Guaranteed Reagent (GR), Merck (Budapest,
Magyarorszag); Citromsav PP/2008/01380/0 Guaranteed Reagent (GR), Reanal Kft.
(Budapest, Magyarorszag); EDTA natrium s6 90482 analitikai tisztasagu, American
Chemical Society (ACS), Scharlau (Debrecen, Magyarorszag).

= Etil acetat, KBM58146 analitikai tisztasagu, Reanal Kft. (Budapest, Magyarorszag).

= Hangyasav, tisztasag: 98-100% 12192, Guaranteed Reagent (GR) Reanal Kft.,
(Budapest, Magyarorszag).

= Ammoénium acetat, 89072278, analitikai tisztasagu Reanal Kft. (Budapest,
Magyarorszag)

= Acetonitrii  (ACN), HPLC gradiens tisztasagu, Lichrosolv, Merck (Budapest,
Magyarorszag)

= Viz: bidesztillalt viz (teljesiti a Ph. Eur. (Aqua Purificata) kdvetelményeit.

= Razégép (Janke & Kunkel, IKA-WERK, KS 501D, Senselectro, Budapest,
Magyarorszag).

= Centrifuga ((Heraeus, Biofuge primoR, Kendro Laboratory Products GmbH, Hanau,
Németorszag).

= SPE oszlop: Sep-Pak C18 (Waters, Milford, USA, 360 mg, 0,7 mL).

= Rotéacios beparld (Blchi R-124, vakuumszabalyz6 B-721, vizfurdd B-481).
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= Vortex-keverd (Velp Scientifica, Spektrum 3D Kft., Budapest, Magyarorszag).

= HPLC berendezés (Merck LaChrom rendszer: L-7100 HPLC pumpa, L-7612
gaztalanito, L-7200 automata mintaadagolo, L-7455 DAD detektor, L-7000 interface,
Tokyo, Japan)

= Kromatografids oszlop (Phenomex Luna 5u PFP- Pentaflourophenyl (2) 100A 250mm
x 4,6 mm, Gen-Lab Kft., Budapest, Magyarorszag).

5.2.4. Mintael6készités

A meghatarozashoz hasznalt 2,5 g talajmintat (melyet a felhasznalasig lezart edényben
lefagyasztva, -30°C-on taroltunk, majd szobahdémérsékleten kiolvasztottunk) 3 ml citrat
pufferrel (pH 4,7) és 15 ml etil-acetattal vortex-keverdben 6sszekevertik és 15 percig
razattuk (200/min, 25°C), majd 10 percig 8500 fordulaton centrifugaltuk. A teljes eljarast Ujra
megismételtiik és az igy kapott két extraktumot egyesitettiik. A beparlas 40°C-on, vakuum
alatt tértént, majd a beparolt anyagot feloldottuk 500 ul ,A” eluensben, mely 0,5% bidesztillalt
vizben oldott hangyasavat és 1 mM ammoénium-acetat oldatot (pH 2,5) tartalmazott. A ,B”

mobil fazis acetonitril volt.

A kromatografias meghatarozast egy Merck-Hitachi LaChrom HPLC-n végeztuk. Az aramlasi
sebesség: 1ml/perc, a detektalasi hulldmhossz 345 nm, az injektalasi térfogat 50 ul volt. A
mérés soran gradiens eluciot hasznaltunk. A detektalas soran a mozgé fazis 6sszetétele a
kévetkezbk szerint valtozott: 75-50% ,A” eluens és 25-50% ,B” eluens az elsd 9 percben, és
ezt kévetden tovabbi 1 percig 1% ,A” eluens és 99% ,B” eluens, és végul visszatértink a

75:25%-0s aranyra.

5.2.5. Validalas

5.2.5.1. Specifikussag

A mobdszer specifikussagat hatéanyagot nem tartalmazoé, un. ,blank” mintak hasznalataval
igazoltuk. Minden egyes mérési sornal ,blank” mintakat is mértiink azért, hogy bizonyitsuk: a
doxiciklin retencios idejénél nem jelentkezik mérhet6 érték. A kezeletlen talajmintak
kromatogramjai alapjan kijelenthetjik, hogy nem volt interferencia a matrixszal és a kontroll

mintaknal kapott jel kisebbnek bizonyult, mint a kimutathatésagi hatarérték (LOD).
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5.2.5.2. Linearitas

A doxiciklin standard oldat linearitasanak ellenbérzésére 7 pontos kalibraciot készitettiink a

0,2-20,0 pyg/ml koncentracioé tartomanyban.

A toérzsoldat (100,5 pg/ml) elkészitéséhez 11.7 mg doxiciklin-hiklatot oldottunk fel ,A”
higitashoz az ,A” mobil fazist hasznaltuk. Az elkészitett standard oldatok koncentraciéi a
kévetkezék voltak: 20, 10, 5, 2, 1, 0,5 és 0,2 ug/ml.

A doxiciklin linearitasat kilénb6z8 doxiciklinnel kevert (,spikolt”) talajmintak segitségével
hataroztuk meg. A modell-kalibraci6 soran 2,5 g talajmintdhoz 60 pl kilénbdzd
és 30 upg/kg. Az adatokat a legkisebb négyzetek modszerével értékeltik. A linearis
regresszids egyenletek a kovetkez8k voltak: y=37560x (standard oldatok) és y=2757x

(doxiciklinnel kevert talajmintak).

A kalibraciés gorbe linearisnak bizonyult mind a standard oldat esetében vizsgalt 0,2-20
pg/ml (r=0,999), mind a 30-593 pg/kg (r=0,999) doxiciklinnel kevert talaj koncentracios
tartomanyban. Az eredmények alapjan az Osszefiiggés a paraméterek koézott a vizsgalt

tartomanyban linearisnak tekinthetd.

5.2.5.3. Visszanyerés

cres

s sy

oldatok csucsmagassaganak hanyadosa, de a visszanyerés értékének meghatarozasahoz
szikséges a standard oldatokkal val6 kalibracié egyenese is. A visszanyerésre a kévetkezd
atlagértékeket (+szoras) kaptuk: 88,6 (+29,0), 75,8 (x12,4) és 66,9 (+8,0). A visszanyerés
atlaga minden koncentracional megfelelének tekintheté (Blackwell et al, 2004, Blackwell et
al, 2007, Boxall et al, 2005).
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5.2.5.4. Kimutatasi (LOD) és mennyiségi (LOQ) meghatarozasi hatar

A kimutatasi hatart (LOD) és a mennyiségi meghatarozasi hatart (LOQ) a jel-zaj arany

alapjan hataroztuk meg az alabbi egyenletek szerint:

3-N 10-N
LOD= —— LOQ= —
A1 A1
ahol,
N: a zaj értéke

A4q: adoxiciklinnel kevert, kezeletlen talajmintak kalibracios egyenesének meredeksege

A kimutatasi hatar (LOD), illetve a mennyiségi meghatarozasi hatar (LOQ) a talajmintakban

7.5 és 25.0 ng/kg értéknek bizonyult.

A talaj felszinérél vett kontroll talajminta, a doxiciklinnel kevert talajminta és a tragyazott
talajpdl a beszantast kovetbéen a 0., 14. és 20. héten vett talajmintédk reprezentativ

kromatogramjai a Mellékletek abrain lathatok.

A felezési id6 meghatarozasa a tragya vizsgalatanal leirt moédon tértént, igy annak

részletezésétol itt eltekintlink.
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5.3. Nitrogén transzformacios vizsgalat
5.3.1. Kisérleti elrendezés

A nitrogén transzformacios vizsgalatot az OECD 216 sz. iranyelve szerint végeztik. A
végrehajtas soran ugyanakkor figyelembe vettik Roberts et al. (2002) altal publikalt

modszert is. Az irdnyelv egy olyan médszert ir le, melynek célja, hogy hosszu tavon vizsgalja

crer

A nitrogén transzformaciés teszt az allatgydgyaszati készitmények koérnyezettoxikologiai
értékeléseéhez kotelezden elbirt vizsgalat. Eredményének értékelése azon alapul, hogy a
kisérlet 28. napjan a vizsgalt anyag milyen mértékben csdkkenti a nitrogén transzformacio
mértéket. Amennyiben a csotkkenés >25% az antibiotikumot nem tartalmazé kontroll
mintakhoz viszonyitva, az biologiailag jelentésnek tekintendd. A teszt ugyanakkor nem
vizsgalja a hatas kialakulasanak hatterében all6 valtozasokat. A nitratképz6dés a szén-
nitrogén kotések bontasa utan torténik. igy a teszt a vizsgalt anyag talaj mikroorganizmusok
altal valé szén transzformaciora gyakorolt hatasara is utal. Példaul ha a nitrattermelés a
kezelt és kontroll talajmintakban azonos Utemd, nagyon valészind, hogy a f6 szénbonto
biokémiai utak is érintetlentl mdkddnek. A nitrogén transzformacidja, a talajban zajlé fontos

folyamat, amely soran mikroorganizmusok hatasara ammonia és nitrat képzddik (nitrifikacio).

s s

A Kkisérletben hasznalt talaj ugyanarrdl a mezégazdasagi terlletrél szarmazott, amelyen a
korabban emlitett talajlebomlasi vizsgalatokat végeztik. Természetesen a talaj sem korabbi
tragyazasban, sem egyéb jellegld kezelésben nem részesilt, azért hogy a vizsgalat
eredményét egy esetlegesen jelen levd ndvényvedd szer, vagy egyéb anyag ne befolyasolja.
A terilet véletlenszerlien kivalasztott t6bb pontjarél (0-30 cm-es mélységbdl) gy(ijtott talajt
alaposan Osszekevertlk é€s a tovabbiakban ezt a kb. 8,5 kg talajelegyet hasznaltuk. Hat
polietilén vodoérbe (2 I) egy-egy kg talajt mértlink be kézvetlenll a begyl(jtés utan és minden
egyes talajtételnez hozzaadtunk és alaposan elkevertiink lucerna lisztet 5 g/kg talaj
mennyiségben, amely szerves tapanyagként szolgalt a mikroorganizmusok szamara. A
doxiciklint desztillalt vizben oldva, 5 kiulénb6z6 mennyiségben adtuk hozza a vddréokbe
bemért egyes talajmintakhoz a kdvetkezdk szerint: 25, 50, 100, 200, 400 ug/kg, majd
alaposan atkevertik. A 6. vodér az kezeletlen kontrollként szolgalt. A fenti koncentraciokat
az elébbiekben leirt sajat kisérletlink eredményei alapjan valasztottuk ki, ahol a tragyazast
kévetden a doxiciklin koncentracioja 0,17-0,25 mg/kg volt és ez a mennyiség 20 hét alatt

0,03-0,06 mg/kg-ra csdkkent. A valasztott koncentracidkkal ebben a tartomanyban kivantuk
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egyes tartalyt perforalt féliaval fedtink le, hogy elkeriljuk az anaerob viszonyok kialakulasat.
talaj nedvességtartalmat, amennyiben a kétnaponta végzett mérések soran eltérést

tapasztaltunk a kezdeti témeg értékéhez képest, a kisérlet alatt desztillalt vizzel poétoltuk.

A talajok doxiciklinnel térténd kezelése elétt (0. nap), majd azt kdvetéen a 7. a 14. és a 28.
napon vettiink 10-10 g, 3-3 parhuzamos talajmintat. Minden egyes mintahoz 50 ml 0,1M KCI
oldatot adtunk és 1 6raig razattuk (15/min, 25°C). Szlrés utan az extraktumokat -20 °C-on

taroltuk a nitrattartalom meghatérozasaig.

A nitrattartalom tényleges meghatarozasa a talajmintakbol az ISO/TS 14256-1 modszer
(2003) szerint tortént. Ennek els6 és egyik legfontosabb 1épése a nitrat redukalasa nitritté.
Ezt egy ugynevezett redukalé oszlopon hajtottuk végre, amely rezezett kadmiumot
tartalmazott (2. abra). A kdvetkezd Iépésben a nitritbél egy diazo vegylletet képeztiink savas
kdrnyezetben szulfanilamid és o-naftilamin (Griess-llosvay reagens) hozzdadasaval. Végul,
a nitrit- és kozvetve a nitratkoncentracidt spektrofotometriasan, 543 nm hulldamhosszon

hataroztuk meg. Az abszorbancia méréshez 1x1cm-es Gveg kivettat hasznaltunk.

5.3.2. Felhasznalt anyagok és eszkdz6k

- Desztillalt viz (teljesiti a Ph. Eur. (Aqua Purificata)) kévetelményeit, 20 °C-on max. 4,3
uS/cm; 25 °C-on max. 5,1 uS/cm

- Natrium-nitrat (NaNO3) (109.000.143, tisztasag: 99% felett, Biolab Zrt., Budapest)

- Nitrat térzsoldat: p(NO;-N) = 600mg/I (3,641 g NaNO; + 1 liter desztillalt viz)

- Nitrat standard oldat: p(NO3-N) = 6mg/l (10 ml-t a térzsoldatbél 1 literes edénybe
pipettaztunk és feltdltéttik desztillalt vizzel

- Natrium-nitrit (NaNO,) (N363444641, tisztasag: 99% felett, Biolab Zrt., Budapest)

- Nitrit térzsoldat: p(NO,-N) = 600mg/I (2,958 g NaNO, + 1 liter desztillalt viz)

- Nitrit standard oldat: p(NO,-N) = 6mg/l (10 ml-t a térzsoldatbél 1 literes edénybe
pipettaztunk és feltdltéttik desztillalt vizzel

- Ammonium-klorid (NH4CI) (091040012, tisztasag: GPR Rectapur, VWR Prolabo,
Franciaorszag)

- Ammonia oldat: w(NH,OH) = 6% (250 ml témény ammonia oldatot, w(NH,OH) = 32%
kb. 500 ml desztillalt vizzel feloldottunk, majd kiegészitettik 1 literre

- Ammonium-klorid puffer oldat (pH 8,7-8,8)
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- Ammoénium-klorid térzsoldat, p(NH,CI) = 100 g/l (100 g NH,Cl-ot 0,8 liter vizben
feloldottunk, beallitottuk a pH-jat ammonia oldattal és 1 literre kiegészitettik desztillalt
vizzel)

- Ammoénium-klorid higitott puffer oldat, p(NH4Cl) = 10 g/l (100 ml-t a térzsoldatbdl 1
literre kiegészitettiink desztillalt vizzel)

- Durva kadmium por (0,3-0,8 mm-es szemcsemeéret)

- Sosav, p(HCI) = 1,12 kg/l (Z876019, GR for analysis, Merck)

- Rézszulfat (CuS0O,4*5H,0) (09/12/02/03, puriss., Spektrum-3D, Debrecen)

- Griess-llosvay reagens | (szulfanilamid, CgHgN,O,S)

- Griess-llosvay reagens Il (N-(1-naftil)-etiléndiamin-dihidroklorid, C1,H1sN2Cl,)
(GIR260210022, Biolab Zrt., Budapest)

- Razogép (Janke & Kunkel, IKA-WERK, KS 501D, Senselectro, Budapest,
Magyarorszag)

- Spektrofotométer (Cary 50 Scan UV-VIS spektrofotométer, Varian, Ausztralia)

5.3.3. Aredukcios lépés el6készitése
5.3.3.1. Rezezett kadmium el6készitése

10 g kadmium porra s6savat 6ntéttiink, majd 10 percig kevertiik. Ezutan legalabb 5-sz6r
vizzel atmostuk. Az 6blités utan vizet 6ntéttink ra, majd hozzaadtunk 0,5 g rézszulfatot és 1
percig kevertik. Ezt kévetden legalabb 10-szer vizzel atmostuk, hogy az dsszes képz&6dott
rézpelyhet eltavolitsuk. Ezt kdévetden Ujra sésavval fedtik be a kadmiumport és 1 percig
kevertlk, majd legalabb 5-szdr vizzel Ujra atmostuk. Az igy eldkészitett kadmium port 1 6ran

belll fel kell hasznalni (addig viz alatt tartottuk).
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2. abra Redukalé oszlop sematikus rajza

1. tetd (petri csésze)

2. és 4. vatta dugd

3. durva kadmium por

L1: desztillalt viz felsé szintje
L2: desztillalt viz also szintje

L3: kadmium maximalis szintje

5.3.3.2. Aredukalé oszlop el6készitése

A tdlcsér felsd része kb. 60 mm atmérgjd, hossza kb. 53 mm, szara 110 mm, 5 mm-es belsd
atmérbvel és a végén csappal. Az oszlop aljaba egy vattadugét helyeztiink. Az L1 szintig

feltoltottik desztillalt vizzel majd elzartuk a csapot. Beletdltéttik lassan a ,rezezett’
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kadmiumot, amig annak mennyisége el nem érte az L3 szintet. Ovatos kopogtatassal
segitettlk a kadmium betéltését a feltdltés alatt. Végul egy kis vattadugoval zartuk az

oszlopot.

5.3.3.3. Szinkialakitas

0,2 ml szin-reagenst adtunk minden egyes edényhez, amely a redukalt folyadékot
tartalmazta, majd az oldatokat alaposan &sszekevertiik. A szinreakcid kialakulasahoz az

oldatokat szobahémérsékleten 60-90 percig alini hagytuk.

5.3.3.4. A redukal6 oszlop hatékonysaganak ellenérzése

A nitrat standard oldat abszorbancidjat a nitrit standard oldat abszorbancigjaval
6sszehasonlitva megallapitottuk, hogy a kilénbség kevesebb volt, mint 5%. (Amennyiben
ettél nagyobb kilénbséget tapasztalunk, a kadmiumot el kell tavolitani az oszlopbdl és Ujra

el6 kell késziteni a vizsgalatra a korabban leirtak szerint.)
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5.4. Antibiotikumok talajlaké mikroorganizmusokra kifejtett hatasainak

vizsgalata a redoxpotencial-valtozas mérésén keresztiil
5.4.1. Talaj és antibiotikumok

A vizsgaltban 6t kilénb6zd talajtipust hasznaltunk és a doxiciklin  talajlako
mikroorganizmusokra kifejtett hatasat egyuttal &sszehasonlitottuk két mas csoportba

(fluoroquinolon, illetve linkozamid) tartozé hatéanyagéval is.

A vizsgalatban a korabbi kisérletekben hasznalt talaj mellett olyan talajtipusokat hasznaltunk,
amelyek fébb tulajdonsagaikban eltértek egymastol. Ezek a tulajdonsagok tébbek kozott a
homoktartalom, a pH, a szerves széntartalom. Figyelembe vettik az OECD 106-os szamu
iranyelvében ajanlott talajtipusokat is. Az 6t kilénb6z6 talajtipus f6bb fiziko-kémiai
paramétereinek 6sszehasonlitasa a 10. tablazatban lathatd. A T1 jelzési talaj megegyezik a
korabbi vizsgalatainkban hasznalt, az Ull6i tangazdasag szantéfoldjérdl gydijtott talajjal. A
tébbi talajminta. A vizsgalatban felhasznalt tébbi talajt (T2-T5) a LAB Research Kift.
bocsatotta rendelkezésiinkre és a talajok jellemz6i, paraméterei a Mezbgazdasagi
Szakigazgatasi Hivatal Novény-, Talaj- és Agrarkdrnyezetvédelmi Igazgatdésag altal
mikodtetett Talajvédelmi Informaciés és Monitoring (TIM) rendszer adott pontjain gy(jtétt
mintak elemzésébdl szarmaztak. A mintavételeket és a vizsgalatokat az Igazgatésag

végezte.
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10. tablazat A vizsgalatban hasznélt talajok jellemzéi

Talajtipus
Talaj OECD TIM pH | Humusz | Agyag Mivelési | Talaj
jelolése | Guide 106 | azonosité | (KCI) (%) (%) GPS X GPSY ag textura
szerint
™ - - 6,95 1,26 2,8 - - szant6 homok
T2 2 12209 7,02 2,69 32,6 | 21°23'54” | 47°21’52" | szantdé | Iszapos-
agyagos
valyog
(silty
clay
loam)*
T3 3 E5002 3,59 3,08 21,8 | 18°34'59” | 46°02'47” erdd Iszapos
valyog
(silt
loam)*
T4 4 E4512 3,78 5,14 15,6 | 19°55'14” | 47°55'35” erd6 Valyog
(loam)*
T5 Vulkanikus R1105 4,9 0,69 25,4 | 21°20°27" | 48°10'43” sz016 Iszapos-
hamu talaj agyagos
(volcanic valyog
ash soil) (silty
clay
loam)*

* USDA rendszer szerint

A Kkisérletben a kdvetkezd antibakterialis szerek hatasat vizsgaltuk: doxiciklin-hiklat

(Yangzhou Pharmaceutical Co. Ltd.), enrofloxacin (Zhejiang Xinhua Pharmaceutical Co. Ltd.)

és linkomicin-hidroklorid (Nanyang Pukang Pharmaceutical Co. Ltd.). Az antibiotikumok
hat6anyagtartalma 98,6 %, 99,1% illetve 96,7% volt (11. tablazat).
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11. tablazat A vizsgalatban hasznélt antibakterialis szerek fontosabb tulajdonsagai

Antibiotikum Kémiai szerkezet Molekula- Batch | Tisztasag

neve tomeg Nr. (%)

(g/mol)
Doxiciklin- CH, OH  N(CH,), 512,94 | YD0911 98,6
hiklat PN O 01070
+ 1 Hy0
CONH, - %CoHs0
Enrofloxacin s A 359,4 NAOONO 99,1
] on 91123-B

Linkomicin- 461,01 2009111 96,7
hidroklorid 491

5.4.2. A mintak el6készitése és a mikrobaszam meghatarozas

Az egyes talajmintakhoz hozzaadtuk az emlitett antibiotikumokat desztillalt vizben oldva,
kilénb6zd koncentraciokban. Négy koncentraciot alkalmaztunk: 200, 400, 800 és 1600 ug/kg
talaj mennyiségben, valamint kontrollként antibiotikummentes desztillalt vizet hasznaltunk.
Mivel a redoxpotencial mérésen alapuld gyors moddszert eddig nem alkalmaztak
Okotoxikologiai vizsgalatokra, a sajat Kkisérleteinkben a talajpan mért doxiciklin
koncentracidknal (167,5-249,77 ug/kg) magasabb antibiotikum koncentracidkat is
hasznaltunk, hogy az esetleg csak ezekben a koncentraciékban jelentkezd hatast is meg
tudjuk hatarozni. Az antibiotikumokat tartalmazé oldatokat 25 ml-re egészitettik ki desztillalt
vizzel és hozzakevertik 10 g talajhoz (30 perc razatas). Ebbdl a vizes talajmintakbdl vettiink

ki egy-egy ml-t és adtuk hozza 9 ml folyékony taptalajhoz a redoxpotencial-valtozas
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mértékének meghatarozasa céljabdl. Minden egyes koncentracioban, minden antibiotikum

és talajtipus esetén 3-3 parhuzamos mérést végeztink.

A redoxpotencial mérés soran az elektroda a talaj-szuszpenziot tartalmazé taplevesbe
merlt. Valamennyi mérésnél 1 ml talaj-szuszpenziét és 9 ml tapoldatot hasznaltunk. A
tapoldat kétszeresére higitott TSB (MERCK 105459) wvolt. A mérés alatt, a
mikrobaszaporodas kovetkeztében, a redox-potencial csdkken. A detektacidos kritérium

minden mérésnél -0.8 mV/min volt.

A talaj mikrobaszamanak meghatarozasat 10-es alapu higitasi sor készitésével,
lemezontéssel végeztik 30 °C-on. A higitd folyadék sés peptonviz (NaCl 8,5 g/l, pepton 1
g/l), a taptalaj Plate Count agar (Merck 105463) volt.

5.4.3. Redoxpotencial-mérésen alapulé modszer - A mérérendszer leirasa

A vizsgalatban hasznalt médszer a mikroorganizmusok szaporodasat, anyagcseréjét kisérd
tapkdzeg redoxpotencial valtozasat méri, és ez lehetbséget teremt akar a mintak
élésejtszamanak meghatarozasara is. A mikroorganizmusok és a kézeg amelyben élnek,
vagyis a koérnyezetik redoxpotencialja kozvetlenil hatassal vannak egymasra. A
redoxpotencial, tulajdonképpen a mikroorganizmusok oxigénigényét fejezi ki. A Nernst-
egyenlet szerint egy megfordithatd oxidaciés-redukcios reakciéban a redox-potencial /E;, /:
R-T [ox.]

1n-
n-F [red.]

E, =E,+
ahol, Ey a standard redox-potencial, amikor pH 0, és az oxidalt /ox./ és redukalt /red./ alak
koncentracioja megegyezik,

R = az egyetemes gazallando

T = az abszolut hdmérséklet

F = a Faraday-féle t6ltésmennyiség

n = a reakciodban atvitt elektronok szama (n=1).

A mikrobak szaporodasukhoz és mas élettevékenységeikhez az energiat a bioldgiai oxidacid

révén nyerik. Aerob légzés soran sokkal t6bb energiat tudnak felszabaditani, mint anaerob
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erjedési folyamatokkal (Dedk, 2006). A baktériumok, szamos egyéb anyag mellett, az
energiat els6sorban a glikoz lebontasabol nyerik, amelynek f6 Utja a (aerob) glikolizis. Az
energiat, amely nagy energiaju foszfatkétésekben (ADP, ATP) tarolodik, a mikroba részben
mozgasra, bioszintézisre, transzport folyamataira hasznalja fel, a masik része szabad hé

formajaban tavozik.

Az élettani folyamatokhoz szilkséges oxigén mennyiségétdl fliggben a mikroorganizmusok
csak adott redoxpotencial tartomanyban képesek szaporodni, ennek megfeleléen a
redoxpotencial valtozasanak detektalasaval nem csak a mikrobak anyagcsere-aktivitasara,
de akar a jelleglikre (aerob, anaerob, fakultativ anaerob, aerotolerans anaerob) is
kovetkeztetni lehet. A bioloégiai oxidaci6 eredményeként a kdrnyezet redukalodasa
kovetkezik be, a folyamat soran a kbzeg redoxpotencidlja folyamatosan csdkken. A
redoxpotencial valtozas /AEh/ ugyanis attol fiigg, milyen az oxidalt és redukalt anyagok
aranya a kozegben. Tehat a csbkkenés az oxigénfogyasztas és a redukald

anyagcseretermékek felszaporodasanak kévetkezménye.

A Kkisérletinkben alkalmazott MicroTester berendezés a mikroorganizmusok szaporodasat,
illetve aktivitasat a kdrnyezet (tapkdzeg) redoxpotencialjanak mérése alapjan detektalja. A
mért érték valtozasanak kiértékelése lehetéséget ad a vizsgalt mintak élésejtszamanak vagy

a mikrobak anyagcsere aktivitasanak meghatarozasara.

A redoxpotencial valtozasa flggetlen a hasznalt mérécella alakjatol, méretétél és széles
kérben a taptalaj dsszetételétél, ezért a mérés tetszéleges mennyiségl mintaval, barmely

folyékony tapkézegben elvégezhetd.

A tapkozeg (tapleves) redoxpotencial értékét a hdmérséklet ingadozasa csak kismértékben
befolyasolja, igy pl. 1°C hémérséklet-emelkedés tapkdzegtdl fliggéen 0,5-1,5 mV csdkkenést

eredményez, ami messze elmarad a detektacids kritériumként eldirt 10 mV valtozastol.

A mérési eljaras alapja, hogy a baktériumok élettevékenysége (szaporodasa, anyagcseréje)
soran az energiatermel$ bioldgiai oxidacids reakcidk eredményeként a kérnyezetik, igy a
talaj redoxpotencialja j6l mérhetéen csokken. Detektacidés idének (TTD) tekintjik azt az
idépontot, amikor a redoxpotencial (E, mV) valtozas sebességének abszolut értéke egy, a
véletlen hatasoktol szignifikansan kiilénb6z6 értéket meghalad (pl. |dE/dt| 2 TmV/perc). Ez az

érték az ugynevezett detektacios kritérium (Reichart et al. 2007b).

Gyakorlatilag a vizsgalatban a talaj nem azonositott fajtaju mikroba forrasként funkcionalt. A

dolog természetének megfeleléen olyan talajmikrobat, vagy mikrobacsoportot kerestiink,
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amely reagal a talajhoz adott antibiotikumokra. Azokkal a talajlak6 mikroorganizmusokkal,
amelyek normal taptalajon nem kitenyészthet6k, nem foglalkoztunk. A talaj-szuszpenziéhoz

adott tapoldat a mikroorganizmusok szaporodasat segitette el.

A mobdszer ebbdl a szempontbdl (és a hattér mechanizmusok jellemzése szempontjabdl is)
elviekben hasonlé az el6z8ekben targyalt nitrogén transzformacioés teszthez vagy az egyéb
vizsgalatokban hasznalt, a talaj szubsztrat-indukalt |égzésének méréséhez, valamint a
biol6giai oxigénigény meghatarozdsahoz, ahol szintén nem tudjuk pontosan, milyen talajlako
mikroorganizmusok okozzak a valtozast és nem vizsgaljuk annak pontos mechanizmusat
sem. Segitségikkel mégis jol jellemezheté egyes talajok, illetve a talajban lakd egyes
mikroorganizmusok biologiai aktivitasa, valamint ennek az aktivitasnak a kérnyezeti tényezék
vagy jelen esetben az antibiotikum hatasara térténd valtozasa (Hollender et al:, 2003, Hund-
Rinke és Simon, 2002).

A kutatasban azért is esett a valasztas a redoxpotencial-valtozas detektalasara épilé
mobdszerre, mivel ezt eddig elsésorban élelmiszerek, élelmiszeripari alapanyagok
mikrobaszamanak meghatarozasara (Jozwiak et al, 2010, Szakmar et al, 2006), illetve
bizonyos mikrobioldgiai identifikacidos vizsgalatokra hasznéltdk (Reichart et al, 2007a,
Reichart et al, 2007b), és az eredmények alapjan ugy gondoltuk célszer(i lehet a talaj
mikrobiologiai vizsgalatara is alkalmazni a moédszert. Az alkalmazhatésag feltétele a

jellegzetes, koncentraciofiiggé, jol reprodukalhatd hatasok mérhetésége volt.
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6. Eredmények

6.1. Doxiciklin lebomlasa sertéstragyaban
6.1.1. In vitro tragyaérlelés

A laboratériumi vizsgalatban a doxiciklin atlagos kiindulasi koncentracidja a tragyaban 61,6
mg/kg volt. Az érlelés alatt az antibiotikum koncentracioja folyamatosan csdkkent: 4, illetve 8
hét utan a mért hatéanyag-tartalom 37,7 mg/kg-ra, illetve 32,9 mg/kg-ra mérséklédott, amely
az eredeti doxiciklin koncentracidbnak 54% és 42%-a. A 12. héten mért alacsony
koncentracio, amely alacsonyabb, mint az utolsé héten mért érték, valdszinlleg a tragya
inhomogenitasanak a kbévetkezménye. A 16 hetes tarolasi id6szak végére az antibiotikum
eredeti mennyisége 70 %-kal csokkent, de még ekkor is meglehetésen magas
koncentracidban (20,4 mg/kg) volt jelen a doxiciklin. Tehat a kézel négy és fél hdnapos in
vitro tragyaérlelést koévetbéen a doxiciklin >20 mg/kg koncentraciéban volt kimutathaté a

sertéstragyabdl. Az eredmények a 12. tablazatban lathatok.

Az eliminacios konstans (k) értéke a laboratoriumi vizsgalatban 0,0924 volt. A ty,=-In2/k
képletbe behelyettesitve az eliminaciés konstans kapott értékét megkaptuk a keresett

felezési idot.

A doxiciklin felezési ideje a sertéstragyaban 52,5 nap (7,5 hét) értéknek bizonyult a

laboratériumi kérilmények kézétt elvégzett vizsgalatban.
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12. tablazat Doxiciklin koncentracidja tragyamintakban laboratériumi kériimények kdzott

tortént érlelés soran

Hét 1. minta (mg/kg) | 2. minta (mg/kg) | 3. minta (mg/kg) Atlag + szoras
(mg/kg)

0 68,26 45,19 71,25 61,6£14,3

1 n.a. 60,36 59,65 60,0+0,50

2 52,78 57,64 n.a. 55,2+3,43

4 39,46 41,10 32,47 37,7+4,59

6 33,97 32,18 32,44 32,9+0,97

8 31,84 26,50 29,45 29,3+2,68
12 11,18 14,16 14,36 13,2+£1,78
16 20,60 15,28 25,21 20,4+4,97

n.a. nincs értékelhetd adat

6.1.2. Tragyaérlelés telepi koriilmények kdzott

A gazdasagban, gyakorlati kérilmények kézott végzett vizsgalatban a kezdeti doxiciklin
koncentracié (87,4 mg/kg tragya) meglehetésen magas volt. A kezdeti magas koncentracio
mar az elsé héten jelentésen csdkkent és a kezdeti koncentracionak kézel a fele (43,98
mg/kg) volt mar csak kimutathaté a 2. héten. A mintavételi id6szak 4. illetve 8. hetére a
kezdeti koncentracié tovabb csdkkent és ekkor mar csak a kiindulasi érték 38,6%, illetve
16,8%-a mutathatd ki, szemben az in vitro vizsgalatban ahol 4, illetve 8 hét utan az eredeti
hatdanyag-tartalom 54%, illetve 42% volt még kimutathato. A 12 hetes komposztalas végére
a kiindulasi doxiciklin mennyiség 89,3%-a lebomlott (13. tablazat). Ekkor a tragyamintakban

mérhetd doxiciklin koncentracidja 9,37 mg/kg volt.
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tortént érlelés soran

s

Atlag + széras

Hét 1. minta (mg/kg) | 2. minta (mg/kg) | 3. minta (mg/kg)
(mg/kg)
0 88,12 86,07 88,32 87,50 £ 1,25
1 69,31 67,02 67,92 67,47 £ 1,15
2 50,95 53,41 27,59 43,98 + 14,25
3 41,7 42,45 53,28 45,81 £ 6,48
4 33,84 34,27 33,33 33,81 +£ 0,47
6 22,28 22,67 22,62 22,52 + 0,21
8 21,22 9,50 13,37 14,69 + 5,97
10 15,89 11,86 6,09 11,28 £ 4,93
12 11,18 8,26 8,67 9,37 + 1,58

A doxiciklin felezési idejét a korabban részletezettek (5.1.6.9. és 6.1.1. fejezet) szerint, a

t1o=-In2/k képlet alapjan hataroztuk meg. Az eliminacioés konstans (k) értéke a gazdasagban

végrehaijtott kisérlet esetében 0,1885 volt.

Ezek alapjan a doxiciklin felezési ideje a sertéstragyaban az allattarté telepen végrehajtott

tragyaérleléses kisérletben 25,7 nap (3,68 hét) értéknek bizonyult.
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6.2. Doxiciklin lebomlasa mezégazdasagi talajban

A doxiciklin tartalmu tragya mezbgazdasagi terlletre vald Kkijuttatasat kévetdéen, az
antibiotikum kiindulasi koncentracidja 0,25+0,03 mg/kg volt a talaj felszini rétegében,
0,188+0,02 mg/kg a 20-25-cm-es mélységben és 0,168+0,02 mg/kg az 45-50-cm-es
talajrétegben. A telepi kérilmények koézott érlelt tragya hatéanya-tartalma 9,37 mg/kg volt,
azaz a talajba jutd antibiotikum koncentracioja a tragyaban mérhet6 érték 2-2,5%-a. Négy,
illetve nyolc hét utan az emlitett kezdeti koncentracidknak 59,7% és 43,8%-a volt kimutathat6
a legfels6 talajrétegben (0,15 mg/kg, 0,11 mg/kg). Az eredeti doxiciklin mennyiségének
75,5%-at, 0,14 mg/kg-ot talaltuk 20-25-cm mélyen 8 hét utan és csak a mintavételi idészak
14. hete utan csokkent a koncentracié ebben a talajmélységben 33,3%-ra (0,06 mg/kg).
Nyolc hét utdn a kiindulasi antibiotikum koncentracié 57,3%-a kerllt kimutatasra a
legmélyebb vizsgalt talajrétegben (45-50 cm). A mért koncentracié 0,1 mg/kg volt. A 20 hetes
vizsgalati idétartam végére a doxiciklin 76,2%, 67% és 81,2%-a bomlott le a talajfelszinen,
illetve 20-25 és 45-50 cm mélységben a talajban. igy a mintavételi idészak végén mérhetd
hatéanyag-koncentraciok a kilénb6z8 talajrétegekben 0,06 mg/kg, 0,06 mg/kg és 0,03
mg/kg.

14. tablazat Doxiciklin koncentracioja felszini talajmintakban

Hét 1. minta (mg/kg) | 2. minta (mg/kg) | 3. minta (mg/kg) Atlag + szoras
(mg/kg)
0 0,22 0,26 0,27 0,25+ 0,03
2 0,17 0,20 0,19 0,19 + 0,02
4 0,14 0,16 0,15 0,15+ 0,01
8 0,12 0,11 0,10 0,11 + 0,01
14 0,06 0,07 0,06 0,06 + 0,01
20 0,05 0,07 0,06 0,06 + 0,01
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15. tablazat Doxiciklin koncentracioja 20-25 cm-es mélységbdl vett talajmintakban

Hét 1. minta (mg/kg) | 2. minta (mg/kg) | 3. minta (mg/kg) Atlag + szoras
(mg/kg)
0 0,19 0,20 0,17 0,19 + 0,02
2 0,18 0,16 0,19 0,17 £ 0,02
4 0,17 0,15 0,16 0,16 + 0,01
8 0,14 0,14 0,15 0,14 + 0,01
14 0,07 0,05 0,07 0,06 + 0,01
20 0,06 0,07 0,06 0,06 + 0,01

16. tablazat Doxiciklin koncentracidja 45-50 cm-es mélységbdl vett talajmintakban

Hét 1. minta (mg/kg) | 2. minta (mg/kg) | 3. minta (mg/kg) Atlag + szoras
(mg/kg)
0 0,19 0,14 0,17 0,17 + 0,02
2 0,13 0,16 0,18 0,16 + 0,02
4 0,13 0,12 0,13 0,13+ 0,01
8 0,11 0,06 0,12 0,10 + 0,03
14 0,05 0,08 0,07 0,07 + 0,02
20 0,03 0,04 0,03 0,03 + 0,01

A doxiciklin felezési idejét a korabban részletezettek (5.1.6.9. fejezet és 6.1.1. fejezet)
szerint, a ty»=-In2/k képlet alapjan hataroztuk meg. Az eliminaciés konstans (k) a talaj

felszinén térténé lebomlas esetében 0,073, a 20-25 cm-es talajmélységben 0,0636, mig az

45-50 cm-es talajmélységben 0,0817 értéknek bizonyult.

Ezek alapjan a doxiciklin felezési ideje a kilénb6z8 talajrétegekben az aldbbiak szerint
alakult: 66,5 nap (9,5 hét) a felszinen, 76,3 nap (10,9 hét) a 20-25 cm-es és 59,4 nap (8,5

hét) az 45-50 cm-es mélységben.
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6.3. Nitrogén transzformacios vizsgalat

A vizsgalatunk soran kapott eredményeket dsszefoglaléan a 17-20. tablazatok szemléltetik.
A nitrattartalom hasonldé volt a vizsgalat kezdetekor valamennyi doxiciklinnel kezelt
talajmintaban és a kontrollban is (10 és 15 mg/kg talaj). A 7. napon a hozzaadott szerves
tapanyag (lucernaliszt) hatasara jelentés nitratkoncentracié-ndvekedés volt kimutathatd
minden egyes talajmintdban, ennek mértéke azonban a doxiciklint is tartalmazé
talajmintdkban Iényegesen alacsonyabbnak bizonyult, mint a kontroll mintaban. A kontroll
talajpan mért koncentracio szazalékaban kifejezve ezek a mennyiségek a kévetkezd6képpen
alakultak: 60,0%, 42,9%, 32,9%, 42,7% és 50,0%. Két hét inkubacié utan a kontroll
talajmintakban termel6détt nitrat mennyiségéhez képest 79,3-88,8% nitrat képz6doétt a tébbi
talajmintaban. A 28. napon, a kisérlet utols6 napjan 76,9%, 53,0%, 65,6%, 59,7% és 77,1%
volt a detektalhatd nitrattartalom a kezelt mintakban a doxiciklint nem tartalmazo, kezeletlen

talajmintahoz képest.

17. tablazat A vizsgalat kezdetén mért nitratkoncentraciok kilénb6zé mennyiségl

hozzaadott doxiciklint tartalmazé talajmintakban

A talajban mért nitratkoncentraciok i Eltérés a
Atlag £ sz6ras
(mg/kg) kontrollhoz
. . - (mglkg) . .

0. nap 1. minta 2. minta 3. minta képest (%)
Kontroll 13,0 15,5 10,5 13,0+ 2,5 100,0
25 ug/kg 12,0 9,5 9,0 10,2+1,6 78,5
50 ng/kg 12,5 10,5 10,5 11,2+1,2 86,2
100 pg/kg 12,5 10,0 10,0 10,8+ 1,4 83,1
200 pg/kg 12,5 10,0 12,5 11,7+1,4 90,0
400 ng/kg 17,0 13,5 15,0 152+1,8 116,9
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18. tablazat A vizsgalat 7.

hozzaadott doxiciklint tartalmazé talajmintakban

napjan mért nitratkoncentraciok kilonb6zé mennyiségi

A talajban mért nitratkoncentraciok i Eltérés a
Atlag + széras
(mg/kg) kontrollhoz
. . . (mglkg) . o

7. nap 1. minta 2. minta 3. minta képest (%)
Kontroll 48,0 45,0 42,0 45,0+ 3,0 100,0
25 ng/kg 38,5 18,5 24,0 27,0+ 10,3 60,0
50 ug/kg 19,0 26,0 13,0 19,3+£6,5 42,9
100 pg/kg 22,5 11,0 11,0 14,8 £ 6,6 32,9
200 pg/kg 20,5 10,5 26,5 19,2+ 8,1 42,7
400 pg/kg 28,0 21,8 18,0 22,5+5,1 50,0

19. tablazat A vizsgalat 14. napjan mért nitratkoncentraciok kulénb6zé mennyiségl

hozzaadott doxiciklint tartalmazé talajmintakban

A talajban mért nitratkoncentraciok i Eltérés a
Atlag + sz6ras
(mg/kg) kontrollhoz
. . - (mglkg) . o

14. nap 1. minta 2. minta 3. minta képest (%)
Kontroll 27,5 37,5 36,5 33,8+5,5 100,0
25 uglkg 35,5 22,5 22,5 26,8+7,5 79,3
50 ug/kg 27,0 25,0 28,5 26,8+1,8 79,3
100 pg/kg 30,0 28,0 29,5 29,2+1,0 86,4
200 pg/kg 28,0 36,0 26,0 30,0£5,3 88,8
400 pg/kg 29,0 32,5 25,0 28,8 +3,8 85,2
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20. tablazat A vizsgalat 28. napjan mért nitratkoncentraciok kilénb6z6 mennyiségi

hozzaadott doxiciklint tartalmazé talajmintakban

A talajban mért nitratkoncentraciok i Eltérés a
Atlag + széras
(mg/kg) kontrollhoz
. . . (mglkg) . o

28. nap 1. minta 2. minta 3. minta képest (%)
Kontroll 27,5 58,0 57,5 47,7+17,5 100,0
25 ng/kg 52,5 28,5 29,0 36,7 + 13,7 76,9
50 ug/kg 22,5 25,0 28,5 25,3+ 3,0 53,0
100 pg/kg 35,0 32,5 26,5 31,3+44 65,6
200 pg/kg 245 31,0 30,0 28,5+3,5 59,7
400 pg/kg 26,0 35,0 49,5 36,8+ 11,9 771

A nitrogén transzformacié mértéke id6beli és koncentracio szerinti valtozasanak statisztikai
vizsgalatat kéttényez6s variancia-analizissel végeztik. A statisztikai elemzés részletei a

Melléklet 11.1.1. pontjaban talalhatdak.
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6.4. Antibiotikumok talajlaké mikroorganizmusokra kifejtett hatasainak

vizsgalata a redoxpotencial-valtozas mérésén keresztiil

A redoxpotencial-valtozasanak mérése révén elsédlegesen azt tanulmanyoztuk, hogy van-e
hatasa a doxiciklinnek a talajban laké egyes mikroorganizmusok anyagcsere-aktivitasara.
Mivel az emlitett mérési mddszert eddig ilyen célra még egyaltalan nem hasznaltak,
Osszehasonlitdsként ugyanakkor azt is vizsgaltuk, hogy tapasztalunk-e mas antibiotikumok
esetében is kimutathaté hatast, valamint a talajok eltérd tulajdonsagai befolyasoljak-e az
antibiotikumok esetleges hatasat. Vizsgalatinkban a detektacids kritérium minden mérésnél -
0,8 mV/min volt. Az eredményeket 6sszefoglaléan a 21-33. tablazatok és a 3-9. abrak
szemléltetik. A T5 talaj esetében, mivel az a T2 talajhoz hasonléan iszapos-agyagos valyog

texturaju, a vulkanikus hamu talaj kifejezést fogjuk hasznalni a tovabbiakban.

A kisérletekben mért TTD értékek és a talajmintakbodl kimutathaté mikrobaszamok k&zotti
Osszefluiggést is tanulmanyoztuk. Minden talajtipus esetében meghataroztuk a kiindulasi
mikrobaszamot, amikor az adott talajtipusokhoz nem adtunk antibiotikumot. A kapott
eredményeket a 24. tablazat tartalmazza. Amint az a 3. &bran lathatd, a talajok
mikrobaszama és a mért TTD értékek kdzott egyertelmien linearis 6sszefliggés mutatkozik.

A lineéris regresszids egyenlet a kdvetkezb volt: y=3,2409x+24,854 (r=0,991).

Az egyes talajok, illetve antibiotikumok esetében az illeszkedés szignifikanciajanak
jellemzésére regresszié analizist végeztink. Az 06sszeflggés a regresszido analizisbél
meghatarozott korrelacids egyitthatdk alapjan szorosnak tekinthetd. A statisztikai elemzés

részletei a Melléklet 11.1.2. pontjaban talalhatdak.

21. tablazat A kezelés megkezdése el6tt vett kilénb6z6é talajmintakbol kimutathato

mikrobaszam (antibiotikum mentes mintakban)

o Mikrobaszam
Talaj tipus (cfulg) CV% TTD (h) SD
cfulg
Homoktalaj (T1) 3,5*10° 25 3,55 0,7515
Iszapos agyagos valyog (T2) 4,5*10° 18 3,50 0,1700
Iszapos valyog (T3) 1,9*10° 39 4,55 0,6322
Valyog (T4) 5,2*10° 22 6,39 0,6718
Vulkanikus hamu talaj (T5) 2,4*10° 41 4,00 0,8350
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3. abra

TTD (h)

T4

T3
T5
T1

58 6,0 6,2 6,4 6,6

IgN (mikrobaszam)

6,8

A T4, T3, T5, T1 és T2 talajmintakbdl kimutathaté mikrobaszamok és a mért

TTD értekek kozotti dsszefliggés

22. tablazat A doxiciklin hatasa a TTD-értékre homoktalajban (T1)

, TTD-ndvekedés a

Koncentracié Atlagos TTD ]

TTD-1 (h) | TTD-2 (h) | TTD-3 (h) kontrollhoz képest

(ng/kg) + szoras(h)
(%)

0 3,50 2,83 4,33 3,55+ 0,75 -
200 10,17 9,33 7,50 9,00 £1,37 153,5
400 13,50 10,17 9,67 11,11+ 2,08 213,0
800 11,17 16,33 15,50 14,33 £ 2,77 303,7
1600 17,67 15,83 17,00 16,83 £ 0,93 374,1
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23. tablazat A doxiciklin hatasa a TTD-értékre iszapos-agyagos valyog esetében (T2)

TTD-novekedés a

Koncentracio Atlagos TTD )
TTD-1 (h) | TTD-2 (h) | TTD-3 (h) kontrollhoz képest
(Hg/kg) + széras(h)
(%)

0 3,67 3,50 3,33 3,50+ 0,17 -

200 7,17 6,17 8,33 7,22 +1,08 106,3

400 8,67 8,67 7,83 8,39+ 0,48 139,7

800 10,50 9,00 10,83 10,11 £ 0,98 188,9

1600 14,50 11,67 13,50 13,22+ 1,44 277,7

24. tablazat A doxiciklin hatasa a TTD-értékre iszapos valyog talajban (T3)

TTD-n6vekedés a

Koncentracio Atlagos TTD
TTD-1 (h) | TTD-2 (h) | TTD-3 (h) kontrollhoz képest
(nglkg) + széras(h)
(%)

0 4,83 5,00 3,83 4,55+ 0,63 -
200 9,00 8,00 10,17 9,06 + 1,09 99,1
400 9,67 11,67 11,50 10,95+ 1,11 140,7
800 13,5 11,00 11,67 12,06 + 1,29 165,1
1600 12,67 16,33 10,33 13,11 £ 3,02 188,1

25. tablazat A doxiciklin hatasa a TTD-értékre valyogtalajban (T4)

TTD-n6vekedés a

Koncentracio Atlagos TTD
TTD-1 (h) | TTD-2 (h) | TTD-3 (h) kontrollhoz képest
(Hg/kg) + szoras(h)
(%)

0 5,67 7,00 6,50 6,39 + 0,67 -
200 9,17 10,00 12,50 10,56 £ 1,73 65,3
400 14,33 13,83 13,67 13,94 + 0,34 118,2
800 17,50 18,50 16,00 17,33+ 1,26 171,2
1600 22,50 23,17 n.a. 22,84 + 0,47 257,4

n.a.: nincs adat
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26. tablazat A doxiciklin hatasa a TTD-értékre vulkanikus hamu talajban (T5)

) i TTD-n6vekedés a
Koncentracié Atlagos TTD ]
TTD-1 (h) | TTD-2 (h) | TTD-3 (h) kontrollhoz képest
(ng/kg) + széras(h)
(%)
0 6,67 6,83 4,00 5,83+ 1,59 -
200 8,17 8,17 10,50 8,95+ 1,35 53,5
400 8,67 10,33 8,67 9,22 + 0,96 58,1
800 9,17 11,33 9,33 9,94 +1,20 70,5
1600 12,17 10,00 10,17 10,78 £ 1,21 84,9

27. tablazat Doxiciklin hatasa a TTD-értékre a kilénb6z8 talajokban, a kontrollhoz képest

mért TTD valtozasok alapjan

Iszapos-
o Iszapos . Vulkanikus

Koncentracié | Homoktalaj agyagos i Valyogtalaj .

) valyog T3 hamu talaj T5

(ng/kg) T1 (%) valyog T2 T4 (%)
(%) (%)
(%)

0 - - - -
200 153,5 106,3 99,1 65,3 53,5
400 213,0 139,7 140,7 118,2 58,1
800 303,7 188,9 165,1 171,2 70,5
1600 3741 277,7 188,1 2574 84,9

A doxiciklin valamennyi vizsgalt talajtipusban befolyasolta a redoxpotencial valtozasat. Ez a

hatds a homoktalaj (T1) esetében mutatkozott a legkifejezettebbnek. A TTD érték a

koncentracié fuggvényében, a kontrollhoz képest 153,5-374,1%-0s ndvekedést mutatott

ebben az esetben. A legkisebb hatas a vulkanikus hamu talajtipusban (T5) volt kimutathato

(563,5-84,9%-0s TTD névekedés). Az eredményekbdl az is lathatd, hogy doxiciklin esetében

mar 200 pg/kg koncentraciénal tapasztalhaté a detektaciés id6 nbvekedése és a

koncentracié emelkedésével ez a hatas egyre kifejezettebbé valik.

Az enrofloxacin és a linkomicin esetében az eredményeket dsszesitett formaban adjuk meg

a kovetkez6 tablazatokban.
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28. tablazat Enrofloxacin hatasa a TTD-értékre kilénbdzd talajokban

Iszapos-agyagos Iszapos valyog Vulkanikus hamu
Homoktalaj (T1) Valyogtalaj (T4) .
valyog (T2) (T3) talaj (T5)
Konc.*
TTD- TTD- TTD- TTD- TTD-
(ualka) Atl** | noveke- | Atl** | néveke- | AtL* | noveke- | AtlL** | néveke- | Atl** | noveke-
TTD (h) dés TTD (h) dés TTD (h) dés TTD (h) dés TTD (h) dés
(OA))*** (%)*** (%)*** (%)*** (%)***
0 3,50 - 3,83 - 4,28 - 717 - 6,84 -
200 5,31 51,7 4,33 13,1 5,00 16,8 7,11 - 10,56 54,4
400 6,08 73,7 4,39 14,6 4,78 11,7 9,94 38,6 11,06 61,7
800 6,72 92,0 4,67 21,9 3,83 - 10,06 40,3 12,78 86,8
1600 7,50 114,3 4,89 27,7 5,05 18,0 9,72 35,6 15,17 | 121,8

* Koncentracio

** Atlagos

*k*k

a kontrollhoz képest

Az enrofloxacin hatasa a redoxpotencial-valtozasra kevésbé kifejezett volt, sét az iszapos

valyogtalaj (T3) és a valyogtalaj (T4) esetében egyaltalan nem is volt kimutathatd

koncentraciofiggd hatas és az az iszapos-agyagos valyog (T2) esetében is meglehetésen

korlatozottnak bizonyult. A homoktalajban (T1) és a vulkanikus hamu talajban (T5) a hatas
erdssége kodzel azonos (51,7-114,3%-o0s, illetve 54,4-121,8%-0s TTD ndvekedés). Ez utébbi

két talajtipus esetében mar 200 ug/kg koncentracional jelentésen valtozott a detektacios id6.

29. tablazat Linkomicin hatasa a TTD-értékre kiildnb6z6 talajokban
| - | al Vulkanikus h
Homoktalaj (T1) sza|'ms agyagos szapos valyog Valyogtalaj (T4) ulkani .us amu
valyog (T2) (T3) talaj (T5)
Konc.*
TTD- TTD- TTD- TTD- TTD-
(ualka) Atl** | noveke- | AtlL** | noveke- | AtL** | néveke- | Atl** | néveke- | Atl** | néveke-
TTD (h) dés TTD (h) dés TTD (h) dés TTD (h) dés TTD (h) dés
(%)*** (%)*** (%)*** (%)*** (%)***
0 3,75 - 4,78 - 3,78 - 7,84 - 4,25 -
200 6,00 60,0 5,39 12,8 5,28 39,7 9,89 26,1 8,50 100,0
400 7,17 91,2 6,50 36,0 5,42 43,4 10,22 30,4 9,33 119,5
800 7,50 100,0 6,67 39,5 5,95 57,4 11,56 47 .4 10,08 | 137,2
1600 8,09 115,7 7,56 58,2 7,00 85,2 12,50 59,4 11,72 175,8

* Koncentracio

** Atlagos

*k*k

a kontrollhoz képest




Linkomicin esetében is az tapasztalhatd, hogy az antibiotikum hatadsa a redoxpotencial-
valtozas mértékére a koncentracio fuggvényében talajtipusonként valtozo. A legkifejezettebb
hatas a homoktalaj (T1), az iszapos valyogtalaj (T3) és a vulkanikus hamu talaj (T5)
esetében tapasztalhaté (60,0-115,7%-o0s, 39,7-85,2%-0s és 100,0-175,8%-0s TTD-
névekedés), mig a tobbi talajpan a TTD-valtozas csekélyebb. Az emlitett talajokban a

linkomicin hatasa mar 200 pg/kg koncentracional lathaté.

A koncentraciok logaritmusanak (Igc) és a TTD-valtozas kapcsolatat linearis regressziéval

vizsgaltuk. Az 6sszefliggéseket a 4. abra szemlélteti az egyes antibiotikumok, illetve talajok

vonatkozasaban.
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4. abra A detektacios id6 (TTD) valtozasa a doxiciklin koncentracié valtozasanak

fliggvényében a vizsgalt talajmintakban (T1-T5)

A linearis regresszids egyenlet a homoktalaj (T1) esetében y=8,8762x-11,612 (r=0,997),
iszapos-agyagos valyog talaj (T2) esetében y=6,5508x-8,295 (r=0,976), iszapos valyog talaj
(T3) esetében y=4,4082x-0,8414 (r=0,989), valyog talaj (T4) esetében y=13,362x-20,614
(r=0,992) és vulkanikus hamu talaj (T5) esetében y=2,0662x+4,0359 (r=0,979) volt.

Az egyes koncentraciokhoz tartozé6 TTD ndvekedést a koncentraciok logaritmusanak
fuggvényében abrazoltuk. Az egyenes tengelymetszete meghatdrozza a minimalis gatld

koncentracio logaritmusat (IgCo). Az 6sszefiiggéseket az 5 abra szemlélteti
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5. abra A doxiciklin koncentraciéjanak valtozasa a detektacios id6 valtozasanak

fuggvényében a vizsgalt talajmintakban (T1-T5)

A 4. abra, illetve az azon feltlintetett egyenletek és a korrelacios egyutthatok jelzik a linearis
Osszefliggést az alkalmazott doxiciklin koncentraciok és a mért detektaciés idék kézott az 6t
vizsgalt talajtipusban. A 5. abran lathaté egyenesek egyenletei a kdvetkezék: homoktalaj
(T1) talaj esetében y=0,112x+1,7145, iszapos-agyagos valyog talaj (T2) esetében
y=0,1453x+1,2579, iszapos valyog talaj (T3) esetében y=0,2218x+1,2579, valyog talaj (T4)
esetében y=0,0736x+2,0328 és vulkanikus hamu talaj (T5) esetében y=0,4639x+0,948. A 5.
abra alapjan meghatarozhaté a kilénb6z8d talajtipusok esetében az un. gatld hatas
kiszdbértéke, azaz a legkisebb hatékony koncentracio, mely doxiciklin esetében a 30.

tablazatban bemutatottak szerint alakult:
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30. tablazat A doxicklin gatlo hatasanak kiszobértékei a kilonb6z6 talajtipusokban

. Co (Mg/kg - a gatlo hatas

Talajtipus L
kiiszobértéke)
Homoktalaj (T1) 52,0
Iszapos-agyagos valyog (T2) 70,0
Iszapos valyog (T3) 18,0
Valyogtalaj (T4) 108,0
Vulkanikus hamu talaj (T5) 9,0

A fenti kuszbbértékek valamennyi talajtipus esetében alacsonyabbak, mint a doxiciklint
tartalmazoé tragya kijuttatasa utan 8 héttel a talaj felszinén, illetve 20-25 cm-es mélységben
mért antibiotikum koncentraciéja (110-140 ug/kg). A homok-, hordalék- és vulkanikus talajok
esetében pedig még a 20. héten is alacsonyabbak a gatlé hatas kiiszébértékei, mint a mért
doxiciklin koncentracié (60 ug/kg)

A 6. abran az alkalmazott enrofloxacin koncentracio logaritmusa (Igc) és a detektacios id6
kozotti 6sszefliggés linearitasa lathatd. A linearis regresszids egyenlet a homoktalaj (T1) talaj
esetében y=2,3962x-0,1924 (r=0,9993), iszapos-agyagos valyog talaj (T2) esetében
y=0,6467x+2,79 (r=0,9729) és vulkanikus hamu talaj (T5) esetében y=5,1667x-1,8317
(r=0,9645) volt. A 7. abran abrazolt egyenesek egyenletei a kbévetkezdk: homoktalaj (T1) talaj
esetében y=0,4168x+1,5425, iszapos-agyagos valyog talaj (T2) esetében y=1,4639x+1,6693
és vulkanikus hamu talaj (T5) esetében y=0,1801x+1,7523. A 7. abra segitségével
enrofloxacin esetében is meghatarozhaté az un. gatld hatas kiszobértéke, mely az
antibiotikum esetében a vizsgalt talajtipusokban a 31. tablazatban bemutatottak szerint
alakult. A 6-7. dbrakon csak a homoktalajban (T1), az iszapos-agyagos valyog talajban (T2)
és a vulkanikus hamu (T5) talajtipus esetén mért eredményeket tintettik fel, mivel ezek
esetében lehetett csak szignifikans hatast tapasztalni az enrofloxacin esetében. Ezen

talajtipusoknal az eredmények kdzotti 6sszefliggések linearisak voltak.
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7. abra A gatld hatas kuszdbértékének meghatarozasa enrofloxacin tartalmu

talajmintakban (T1, T2 és T5)
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31. tablazat Az enrofloxacin gatldé hatasanak kuszébértékei a kiildnb6z6 talajtipusokban

. Co (Mg/kg - a gatlo hatas
Talajtipus o
kiiszobértéke)
Homoktalaj (T1) 35,0
Iszapos-agyagos valyog (T2) 47,0
Vulkanikus hamu talaj (T5) 57,0

A 8. abran az alkalmazott linkomicin koncentracié (Ilgc) és a detektacios idé kozotti
Osszefliggés linearitasa lathatd. A linearis regresszidés egyenlet a homoktalaj (T1) talaj
esetében y=2,1892x+1,1617 (r=0,9687), iszapos-agyagos valyog talaj (T2) esetében
y=2,2146x+0,4324 (r=0,9676), iszapos valyog talaj (T3) esetében y=1,8941x+0,6961
(r=0,941), valyog talaj (T4) esetében y=3,0451x+2,6598 (r=0,9779) és vulkanikus hamu talaj
(T5) esetében y=3,4581x+0,3887 (r=0,9819) volt. A 9. abran abrazolt egyenesek egyenletei
a kovetkezdk: homoktalaj (T1) talaj esetében y=0,4287x+1,279, iszapos-agyagos valyog talaj
(T2) esetében y=0,4228x+2,0119, iszapos valyog talaj (T3) esetében y=0,4675x+1,7569,
valyog talaj (T4) esetében y=0,314x+1,7461 és vulkanikus hamu talaj (T5) esetében
y=0,2783x+1,1779. A 9. abra segitségével linkomicin esetében is meghatarozhaté az un.
gatlé hatas kuszbbértéke, mely az antibiotikum esetében a vizsgalt talajtipusokban a 32.

tablazatban bemutatottak szerint alakult:
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8. abra A TTD-értékek valtozasa a koncentracié valtozas fliggvéenyében linkomicin
tartalmu talajmintakban (T1-T5)

3.4
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Detektacios id6 valtozas: TTD-TTDo (h)
9. abra A gatl6 hatas kiiszébértékének meghatarozasa linkomicin tartalmu

talajmintakban (T1-T5)

32. tablazat A linkomicin gatldé hatasanak kiiszébértékei a kiildonbdz6 talajtipusokban

» C. (Mg/kg - a gatlé hatas
Talajtipus o
kiiszobértéke)
Homoktalaj (T1) 19,0
Iszapos-agyagos valyog (T2) 41,0
Iszapos valyog (T3) 57,0
Valyogtalaj (T4) 56,0
Vulkanikus hamu talaj (T5) 15,0

Mint az adatok jelzik, a gatld hatas kiuszdbértékei a linkomicin esetében a doxiciklinéhoz
hasonl6 nagysagrendben talalhatok a kulénb6zé talajtipusokban. Az enrofloxacin gatlo

hatasanak kiszobértékei a homok-, az agyagos és a vulkanikus talajokban a masik két
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antibiotikumhoz hasonlonak tekinthetdk, a hordalék- és valyogtalajok esetében viszont nem
tapasztaltunk kimutathaté hatast.

Korabbi vizsgalatunkban meghataroztuk hagyomanyos modszerrel a doxiciklinnek a
mikrobaszam alakulasara gyakorolt hatasat a homoktalajban (T1). A 30 °C-on szabvanyos
lemezdntéses modszerrel meghatadrozhatd mikrobaszamok azt mutattdk, hogy egyik
koncentracio esetében sem valtozott szignifikdnsan a kimutathaté mikroorganizmusok
nagysagrendje, azaz a mikrobaszamban nem kévetkezett be valtozas (33. tablazat). A
mikrobak szamat a fejezet elején leirt modon végeztik. A mikroba populacidk mindségi
valtozasardl, igy a talajban esetlegesen megvaltozott faji dsszetételrdl, illetve diverzitasrol a

hasznalt modszer ugyanakkor nem ad informaciot.

33. tablazat Mikrobaszam kilénbdz6 doxiciklin  koncentraciok esetén a homoktalaj
mintakban (T1)

Koncentracioé Mikrobaszam atlag 30 °C-on CV%
(ng/kg) (cfulg) ’
0 8,1*10°
11
*4 N6
200 6,0"10 28
*4 N6
400 8,210 19
*4 N6
800 6,710 40
*4 N6
1600 7,1*10 01
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7. Megbeszélés - Kovetkeztetések

Vizsgalatainkban a hagyomanyos tetraciklinektél részben eltéré fizikai-kémiai és hatastani
tulajdonsagokkal rendelkez6 doxiciklin kérnyezetben valo viselkedését, valamint a talagj
egyes mikroorganizmusainak  anyagcsere-aktivitisara  gyakorolt egyes hatasait
tanulmanyoztuk. Vizsgaltuk a hatéanyag lebomlasat sertéstragyaban (laboratoriumi és tizemi
korilmények kozott), majd ezt kdvetden meghataroztuk a doxiciklin lebomlasanak mértékeét
és Utemét az antibiotikumot tartalmazo tragyaval kezelt talajban. Az irodalmi adatok alapjan
a doxiciklin a koérnyezet élbvilagat tekintve leginkdbb ndvényekre és a talgj
mikroorganizmusaira lehet direkt hatassal. Vizsgalatinkban mi ez utébbi hatast vizsgaltuk,
ezért Kkisérletlinkben az ugynevezett nitrogén transzformacios vizsgalattal, valamint egy
eddig erre a célra nem hasznalt Uj modszerrel, a redoxpotencial-valtozas mérésével

tanulmanyoztuk az estleges hatast a talajban él6 mikroorganizmusokra.

7.1. Doxiciklin lebomlasa sertéstragyaban

A doxiciklin lebomlasat sertéstragyaban kilonbdzé kéralmeények kdzott vizsgaltuk. Az in vitro
vizsgalatban a tragyat az EMEA/CVMP/ERA/418282/2005-Rev. 1. (CVMP, 2008) és az
EMA/CVMP/ERA/430327/2009 (EMA, 2011) szakmai iranyelvekben leirt kérilmények kdzott
érleltik. Mig a masik tragyaérleléses vizsgalatban a doxiciklin tartalmu tragyat,
hagyomanyosan, a telepi gyakorlatnak megfeleléen a szabad ég alatt tartottuk, kitéve az

id6jaras hatasanak.

kimutatni a 16 hetes érlelési id6szak végén, mig a telepen az eredeti doxiciklin mennyiség
10,7%-a volt kimutathatd a 12 hetes tragyaérlelési periédus végére, azaz az anyavegyllet
66,9, illetve 89,3%-a lebomlott a 16, illetve 12 hetes érlelés soran. A sertéstragyaban térténd
lebomlas vizsgalatat a vonatkozé EMA iranyelv szerint legalabb 91 napon at tarto érleléssel
kell vizsgalni. Ennek megfelel6é id6étartamu vizsgalatrol szél6 irodalmi adat nem talalhaté a
szakirodalomban. Fernandez et al. (2004) a doxiciklin egyes biolégiai hatasainak
vizsgalatdahoz készitett doxiciklin hozzaadasaval (75 és 7500 mg/l koncentraciéban)
doxiciklinnel kevert, kezeletlen tragyamintakat é€s ezeket aerob, illetve anaerob kdérilmények
kéz6tt 15 napig érlelték. A vizsgalt 15 napos periédus végén a hozzaadott antibiotikum
60,4%-a (45,3 mg/l), illetve 50,3%-a (3772 mg/l) volt kimutathatdé. Az altalunk végzett

vizsgalatban, amelyben laboratoriumi kérilmények koézoétt, BOD edényekben, allandd
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hémérsékleten (20+3,5 °C) érleltik a tragyat klimakamraban, még 42 nap (6 hét) érlelés utan
is ki tudtuk mutatni a kiindulasi doxiciklin koncentracié 53,3%-4t. igy az idéaranyos lebomlas

a sajat vizsgalataink szerint lassabbnak bizonyult.

A gazdasagban, gyakorlati kérilmények kézott végzett vizsgalatban a kezdeti doxiciklin
koncentracié (87,4 mg/kg tradgya) magasabb volt, mint az in vitro kisérletben. A 12 hetes
tragyaérlelési idészakban a doxiciklin lebomlasa gyorsabbnak bizonyult a szabadféldi
kérilmények kozétt, mint a laboratériumban. A lehetséges kllénbség egyrészt
magyarazhat6 a tragyahalomban a természetes fénynek kitett doxiciklin fotodegradaciojaval,
amint annak lehet6ségét egyéb antibiotikumok esetében mas szerzék is leirtak (Boxall et al.,
2003a; Alexy et al., 2004). Masrészt viszont az antibiotikum lebomlasaban jelentkezé
kulénbségre magyarazatot jelenthet egyéb kérnyezeti faktorok hatasa, igy pl. az esd, amely
a doxiciklin talajba valé bemosddasat okozhatta. Vizsgalva az érlelés kdrilményinek hatasat
a tetraciklinek lebomlasara, mas szerzdk is kuldnbséget tapasztaltak az antibiotikumok
lebomlasaban a kildnb6zd koérilmények kdzott  érlelt  tragyaban.  Szell6ztetett
sertéstragyaban a tetraciklin kb. 50%-a bomlott le négy és fél nap alatt, mig nem szell6ztetett
tragya esetén hasonl6 bomlas eléréséhez kétszer annyi komposztalasi idére volt sziikség
(Sarmah et al., 2006). Harminc napos, 30 °C-on végzett tragyaérlelési idészak alatt kb. 56%-
a, 20 °C-on csupan 12%-a bomlott le a tragyaban eredetileg jelen 1évd klortetraciklinnek, mig
4 °C-on 30 nap alatt bomlas nem volt kimutathatd, jelezve a hémérséklet kiemelkedd

szerepét az antibiotikumok lebomlasaban (Sarmah et al., 2006).

Az altalunk végzett laboratériumi és telepi vizsgalatban a doxiciklin felezési ideje a tragyaban
52,5 nap (7,5 hét), illetve 25,7 nap (3,68 hét)értéknek bizonyult, jelezve hogy kozel kétszer
olyan gyors lebomlas jellemzi a doxiciklint a gazdasagban bevett gyakorlat szerint, a
természetes koériilmények kdzétt végrehajtott tragyaérleléses vizsgalat soran, mint az OECD
altal ajanlott, kontrollalt laboratériumi kérilmények kézoétt tértént érlelés folyaman. Bao et al.
(2009) klértetraciklin esetében brojler csirke bélsaraban 11,0, tojotyuk tragyajaban 12,2 és
sertéstragyaban 86,6 napos felezési id6ét allapitottak meg aerob érlelés soran, laboratériumi
korilmények koézoétt. Arikan (2007) in vitro kisérletben anaerob koérilmények kézott érlelt
klortetraciklin tartalmu szarvasmarha higtragyat 33 napig, 35 °C-on. Az altala meghatarozott
felezési id6 18 nap volt, jelezve hogy a magasabb hémérséklet az antibiotikumok bomlasat
meggyorsitja. Az oxitetraciklin felezési ideje Uledékes iszapban 42-46 nap, talajpan és
higtragyaban 18-79 nap és sertéstragyaban 30 nap volt (Ingerslev és Halling-Sgrrensen,
2001; De Liguoro et al., 2003; Kay et al., 2005). Joéllehet a hivatkozott eredmények
tetraciklinre, klortetraciklinre és oxitetraciklinre vonatkoznak, alapvetéen hasonlo

tartomanyba esnek, mint a sajat kisérleteink esetében a doxiciklinnel kapott eredmények.
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A laboratériumi koérilmények kozott végrehajtott tragyaérleléses vizsgalatban a lebomlas
lassabban kovetkezett be, mint a telepen végrehajtott kisérletben. Annak ellenére, hogy a
hémérséklet magasabb (kb. 20°C) volt az in vitro kisérletben a felezési id6 52,5 nap volt, mig
a telepen végzet vizsgalat soran 25,7 napos felezési id6t kaptunk, holott a hdmérséklet a
15°C-ot nem haladta meg, igaz alig sullyedt fagypont ala. Ez alapjan azt feltételezhetjuk,
hogy a doxiciklin sertéstragyaban térténd lebomlasa soran nem a hémérséklet a leginkabb
meghatarozé tényez8d. Ebbdl a szempontbdl fontosabb szerepe lehetett az antibiotikum
lebomlasaban az aerob viszonyoknak, a szél szarité hatasanak, valamint az esének, amely a

doxiciklin tragyabdl valo kimosédasahoz vezetett.

Vizsgalataink eredményei azt jelzik, hogy a terapias dozisban és javasolt ideig doxiciklinnel
kezelt sertésbdl szarmazo, anaerob kdérilmények kdzoétt 3 honapig érlelt tragya még 9-13

mg/kg koncentracidéban tartalmazta az antibiotikumot.
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7.2. Doxiciklin lebomlasa mezégazdasagi talajban

A Kkisérletben doxiciklin tartalmu tragyaval kezeltiink mezégazdasagi féldteriletet és azt

vizsgaltuk, hogy a talaj kulénb6zd mélységeiben milyen mértékld az antibiotikum lebomlasa.

A tragyazott talaj felszinén a kijuttatott doxiciklin mennyiségének (0,25 mg/kg) 76%-a bomlott
le a mintavételi id6szak végére (20 hét), a talaj 20-25 cm-es mélységében ez az érték 67 %,
mig 45-50 cm-es mélységben 81% volt. Bar a doxiciklin talaj felszinén valé lebomlasara,
mas tetraciklineket viszont kimutattak kulénb6z6 talajokban 0,004-0,09 mg/kg kozotti
értékben (Kiimmerer, 2004; Hamscher et al., 2005; Sarmah et al., 2006). Az adatok azonban
az eltéré korilmeények miatt nem, vagy tdbbnyire alig 6sszevethetéek az altalunk kapott

eredményekkel.

A talaj mélyebb rétegeiben kimutathato tetraciklinek mennyiségérdl és lebomlasardl is csak
korlatozottan allnak rendelkezésre irodalmi adatok. A tetraciklin és klortetraciklin
koncentraciéjat Hamscher et al. (2005) koézel hasonlé talajmélységben vizsgaltak
higtragyaval kezelt féldben, és azt talaltdk, hogy 30-40 cm-es, illetve 20-30 cm-es
mélységben 0,117 mg/kg, illetve 0,039 mg/kg mennyiségben volt a két tetraciklin
kimutathaté. Ugyanakkor De Liguoro et al. (2003) 60 cm-es mélységbél mar nem tudtak
tetraciklint detektalni. A sajat vizsgalataink esetében annak oka, hogy a mélyebb rétegekben
is ki lehetett mutatni a doxiciklint (0,19 mg/kg és 0,17 mg/kg koncentraciéban) az lehet, hogy
a beszantassal a felszinrél a mélyebb talajrétegbe jutott az antibiotikum. A tetraciklinek
kémiai tulajdonsagainak ismeretében nem valdszinli, hogy jelentésebb mennyiségben
bemosddott volna mélyen a talajba, mivel a tetraciklinek mobilitdsa talajokban viszonylag
csekély mértékl (De Liguoro et al., 2003; Kimmerer, 2004, Hamscher et al., 2005; Kumar et

al., 2005; Sarmah et al., 2006).

A doxiciklin felezési ideje a kilénb6z6 talajmélységekben a kdvetkezképpen alakult: a talaj
felszinén 66,5 nap (9,5 hét), 20-25 cm-es mélységben 76,3 nap (10,9 hét) és 45-50 cm-es
mélységben 59,4 nap (8,5 hét). Ezek az értékek magasabbak, mint arrél mas tetraciklinek
esetében Boxall et al. (2005), Kumar et al. (2005) és Blackwell et al. (2007) beszamoltak. A
kilonbség okaként szerepelhet a doxiciklin és a hagyomanyos tetraciklinek fizikai-kémiai
tulajdonsagai k&zotti eltérés, de magyarazhato lehet a kilénbdz6 kérnyezeti tényezbkkel,
illetve a kilénbdzd talajokra jellemzd tulajdonsagokkal is. A degradaci6 mértéke, a
tetraciklinek talajban valdé kinetikaja, sorsa és perzisztalasa nagymértékben fligg a
hémeérseéklettdl, a pH-tél, a természetes fénynek vald kitettségtél, a talaj dsszetételétél, a talaj

szervesanyag tartalmatdl, stb. Gavalchin - Katz (1994) vizsgalataiban t6bb mas antibiotikum
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mellett, a klortetraciklin lebomlasat tanulmanyoztak kuilénbdzd koéralmények kozott. Az
eredmények szerint 44%, 88% és majdnem 100%-a az eredeti klortetraciklinnek még 30 nap
utan is kimutathaté volt talajpan 30 °C-on, 20 °C-on illetve 4 °C-on. Sarmah et al. (2006) arrdl
szamoltak be, hogy a talajtipusnak nagy jelentésége van az antibiotikumok lebomlasaban,

ahogyan azt a mi vizsgalatunkban is sikerult igazolni.

Sajat vizsgalatainkban 20 hét utan is kimutathaté volt a doxiciklin a talajban, akar a mélyebb
talajrétegekben is. Hamscher et al. (2005), 3 éven keresztlll vizsgaltak tragyazott teriletrdl
szarmazo talajmintakat tdbb mas antibiotikum mellett tetraciklin jelenlétére és azt talaltak,
hogy az antibiotikum atlagos koncentracioja a vizsgalat utols6 két évében 0,15 mg/kg felett
volt a mintakban. Az emlitett adatok egyszeri tragyazas utan 7 hoénappal mért

koncentraciokat jelentenek.

Vizsgalataink eredményei arra utalnak, hogy az érlelt tragyaval a szantoféldre kijuttatott
doxiciklin még 20 héttel a tragyazast kdvetden is kimutathato a talaj kiléonb6z6 mélységeibdl.
A 8 héttel a tragya kijuttatasat kévetéen meért értékek a felszini és a 20-25 cm-es mélységbdél
vett mintdkban (0,11 mg/kg, illetve 0,14 mg/kg) még meghaladtédk a vonatkoz6 EMEA
iranyelvekben meghatarozott 100 ug/kg-os (0,1 mg/kg) hatarértéket. A tragyazast kovets 14.
és 20. héten detektalt mennyiségek (0,06 mg/kg) viszont mar nem érték el az elébbi

kiiszoébértéket.
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7.3. Nitrogén transzformacios vizsgalat

A doxiciklin potencialis hatasat a talajpan él6 mikroorganizmusokra a nitrogén
transzformacios teszt segitségével vizsgaltuk. A kisérletet az OECD 216 sz. iranyelve szerint
végeztik. Az ezekben leirtakat kdvetve lucernalisztet, mint taplalékforrast adagoltunk
valamennyi vizsgalt mintahoz, igy a kontrol talajhoz is, ezért ez nem befolyasolta az
eredményeket. Az egyetlen kilénbség a kontrol és kezelt talajok kdzott a doxiciklin

tudtuk meghatarozni a kontrol (antibiotikumot nem tartalmazo) talajjal 6sszehasonlitva.

Az eredmények azt mutatjdk, hogy az inkubacié hetedik napjan a mérhetd nitrattartalom
jelentdsen emelkedett. Ennek hatterében a lucernaliszt mint szerves tapanyagforras
hozzaadasa allhat, amelyet a talajmintaban él6 mikroorganizmusok hasznositottak. Az egy
hetes inkubacidé utan mérhetd nitratkoncentraciok kildnbsége a kezelt, illetve a kontroll
mintakban szintén jelentds volt. A kezeletlen talajpan mérhet6 értékekhez képest 32,9-60%-
kal kevesebb nitrat képzddott, aminek hatterében a doxiciklin talajmikrobakra kifejtett gatld
hatasa allhat. A 14 és 28 napos inkubacié utan a koncentracido kulénbség kezdett
kiegyenlitédni, bar a kezelt talajokban mérhet6 koncentracié végig a kontrollban mérhet6
értékek alatt maradt. Ugyanakkor a doxiciklint kdlénb6z6 koncentracidban tartalmazo
talajmintakb6l meghatarozhaté nitratkoncentracibkban nem mutatkozott szignifikans
kildnbség. A vizsgalat végén tapasztalhatd kiegyenlitbdés magyarazhato lehet azzal, hogy
idével a talaj mikrobialis populacioja alkalmazkodott a doxiciklin jelenlétéhez. Ez
jelentkezhet, pl. a mikrobialis szerkezet vagy diverzitas valtozasaban. Thiele-Bruhn és Beck
(2005) oxitetraciklin és szulfonamidok talajmikrobakra kifejtett hatasat vizsgaltak, és azt
tapasztaltak, hogy az emlitett antibiotikumok egy alland6 szelekcidés nyomast jelentettek a
mikrobakra és ez egy elmozdulast eredményezett a baktériumok és gombak aranyaban ez
utdbbiak javara. Mas szerzdék arra is ramutattak, hogy a tilozin hatasara megvaltozott
mikrobialis sokszinliség visszatér az eredteti allapotba, viszont a kézbsségi szerkezetben
bekbvetkez6 valtozasok tartésnak bizonyultak (Westergaard et al., 2001). Kong et al. (2006)
hiviak fel a figyelmet arra, hogy fontos mikrobiologiai funkcidk, mint a maradékanyagok
lebomlasa csdkkenhet a talajpban, amennyiben azt antibiotikumot tartalmazé tragyaval
kezelik. Vizsgalatunkban azt tapasztaltuk, hogy a doxiciklin gatolja a mikrobialis nitrogén
transzformaciét a talajban, bar ez a hatas atmeneti. Ugyanakkor, az emlitett publikacidk
alapjan azt is feltételezhetjik, hogy a doxiciklin befolyasolhatja a talaj mikroflérajat, illetve
annak bizonyos funkcibit olyan talajokban, amelyeket antibiotikum tartalma tragyaval

kezeltek, még akkor is, ha az antibiotikum csak alacsony koncentracioban van jelen.
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Osszességében vizsgalataink soran azt tapasztaltuk, hogy a doxiciklin atmenetileg gatolta a
talajpan a mikrobidlis nitrogén transzformacioét, de a vizsgalt 25-400 ug/kg koncentracidban a
gatlas mértéke nem érte el a vonatkoz6 EMEA iranyelvben meghatarozott, a kontrollhoz
viszonyitott legalabb 25%-o0s értéket. Ennek alapjan a hatas biolégiailag nem tekinthetd

jelentésnek.
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7.4. Antibiotikumok talajlaké mikroorganizmusokra kifejtett hatasainak

vizsgalata a redoxpotencial-valtozas mérésén keresztiil

A Kkorabban részletesen leirt redoxpotencial-valtozast detektald6 modszert mar korabban
eredményesen hasznaltak mikrobaszam meghatarozasra (Reichart et al., 2007b). Mivel a
mikroorganizmusok a szaporodasuk, anyagcseréjik soran megvaltoztatjak a kdérnyezetik
redoxpotencialjat, kisérletiinkben azt vizsgaltuk, hogy a talajmintdkhoz adott antibiotikumok
hatasara mutatkozik-e barmilyen valtozas ebben a folyamatban. Tovabba valaszt kerestlink
arra is, hogy az antibiotikum és, a talaj tipusa, illetve a talaj fizikai, kémiai tulajdonsagai
befolyasoljak-e és ha igen, milyen mértékben a talajlaké mikroorganizmusokra kifejtett
hatast. Az el6bbiek mellet meghataroztuk a gatlé hatas kiszdbértékeit is a kilonbdzé
talajtipusokban. Vizsgalatainkban, a doxiciklin mellett masik két antimikrobialis szer, az

enrofloxacin és a linkomicin hatasait is tanulmanyoztuk.

A mikroorganizmusok szaporodasa és anyagcseréje folyaman az energiatermeld biologiai
oxidaciés reakcidk eredményeként a kérnyezet redoxpotencialja jol mérhetéen csdkken. A
detektaciés id6 (TTD) a redoxpotencial-valtozas sebességétdl fligg. Minél inkabb gatolt az
adott kézegben a mikroorganizmusok anyagcseréje, illetve szaporodasa, annal nagyobb
TTD értéket kapunk. Tekintettel arra, hogy a redoxpotencial mérésén alapuld modszer a
mikroorganizmusok anyagcseréjére visszavezethet valtozasokat méri, a mért TTD érték a
mikrobiologiai aktivitasra jellemzé. A mikrobioldgiai aktivitas (A) a mikrobaszam (N) és a
fajlagos anyagcsere-mérték (rata, intenzitas) (P) szorzataként értelmezhetd: A = N-P. Az
aktivitds valtozasa eredhet a sejtszam-valtozasabdl és a fajlagos anyagcsere mérték
valtozasabdl is. Amennyiben a kérnyezeti tényez6k valtozatlanok, a fajlagos anyagcsere
mértéke (intenzitasa) allando, a TTD értéke csak a mikrobaszamtdl fliigg. Ezen alapulnak a
mikrobiologiai kalibracios goérbék. Ha a mikrobaszam allando, a TTD értékek valtozasa a
kérnyezeti tényez6k fajlagos anyagcsere mértékére kifejtett hatasat tikrézi. Ez lehetévé
teszi, pl. a gatlbanyag koncentraci6 mérésére szolgalo kalibraciés gérbék felvételét, vagy
gatléanyag inaktivalédas sebességének TTD méréssel térténd meghatarozasat. Talajok
esetében igazoltuk, hogy a kimutathaté mikrobaszam antibiotikumot tartalmazo, illetve
antibiotikum mentes taptalajok esetében sem valtozik. Természetesen a kapott eredmény a
talaj azon mikroorganizmusaira vonatkozik, amelyek az altalunk biztositott kériimények
k6zott kitenyészthetéek, ahogyan az minden egyéb vizsgalt matrix (pl. élelmiszer, kdrnyezeti
minta, stb.) esetében is igaz. Mivel a talaj 6sszetétele és a szuszpenzidhoz adott taptalaj
Osszetétele is allando, ezért a TTD valtozasat a fajlagos anyagcsere-mérték valtozasa

okozza, amelyet az adott kdriilmények kozoétt csak az antibiotikum eredményezhet.
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Mindharom antibiotikum esetében tapasztaltunk gatlé hatast. Ez a doxiciklin esetében volt
legkifejezettebb, mivel a detektacios id6t ez az antibiotikum ndvelte meg legnagyobb
mértékben. Az enrofloxacinnak és a linkomicinnek elsésorban a homoktalajban (T1) és a
vulkanikus hamu talajban (T5) volt kimutathatdé hatasa. Az antibiotikumok gatlasa mar 200

Ma/kg-os koncentracidban jelentkezett, de 400 ug/kg-os koncentraciotdl volt igazan jelentés.

A talaj tipusa is egyértelmien befolyasolta az antibiotikumoknak a talaj mikroflorajara kifejtett
hatasat. Az enrofloxacin az iszapos-agyagos valyog (T2) és az iszapos valyog (T3) esetében
gyakorlatilag nem mutatott gatlé hatast. A gatlé hatas kiszébértéke, azaz a hatast kivaltd
legkisebb koncentraci6 mindharom antibiotikum esetében talajtipusonként eltéré volt.
Doxiciklin esetében a kiuszdbérték vulkanikus és hordalék talajokban < 20 pg/kg értéknek
bizonyult, valyogtalajpan maghaladta a 20 pg/kg-ot. Az enrofloxacin esetében a
kiiszébértékek 30-60 pg/kg kozoétt valtoztak homok-, agyagos- és vulkanikus talajokban, mig
hordalékos és valyogtalajok esetében kimutathaté hatas nem mutatkozott. A linkomicin gatlé
hatasanak kiszobértékei 15-60 ug/kg nagysagrendben valtoztak. A vizsgalatok eredményei
Osszefoglal6an arra utalnak, hogy a doxiciklin és a linkomicin, valamint egyes talajtipusok
esetében az enrofloxacin is < 100 pg/kg koncentraciéban befolyasolja a talajban €l6 egyes

mikroorganizmusok anyagcsere-mértékét jelz6 redoxpotencial valtozasat.

Egyes antibiotikumoknak a talaj mikrobiolégiai aktivitasara kifejtett hatasat szamos
kisérletben vizsgaltak, tébb modszer hasznalataval (Chander et al., 2005, Kotzerke et al.,
2008, Thiele-Bruhn és Beck, 2005, Zielezny et al., 2006). Chander et al. (2005) arrél
szamoltak be, hogy talajhoz adott tetraciklin és tilozin megtartottak antimikrobialis
aktivitasukat 24 6ran keresztiil, 37 °C-on laboratériumi kériilmények kézott. Kotzerke et al.,
(2008) vizsgalataikban azt tapasztaltak, hogy mig a nitrifikacios aktivitast nem befolyasolta
szignifikansan az antibiotikum talajhoz t6rténd hozzaadasa, addig a talaj szubsztrat indukalt
CO, termelése cstkkent. Ez a hatas id6- és doézisfiggd volt. Thiele-Bruhn és Beck, (2005)
vizsgalatainak eredményei azt mutattak, hogy oxitetraciklin 24, illetve 48 6ra utan is gatolta a
szubsztrat indukalt CO, termelést talajban. Ezek alapjan, fliggéen az alkalmazott médszertél,
bizonyos paraméterek gatlé hatasra utaltak, mas esetekben szignifikans hatast nem lehetett
kimutatni. Ezekben a vizsgalatokban tébbnyire meglehetésen magas koncentraciékban
vizsgaltak az antibiotikumok lehetséges hatasait. Ugyanakkor a sajat vizsgalatainkban a
kérnyezetben potenciadlisan eléforduld mennyiség hatasat kivantuk meghatarozni. Az egyes
vizsgalatok eredményeinek &6sszehasonlitasat a talaj mikrobidlis allapotanak szezonalis
valtozdsa, az adott talaj fizikai, kémiai és biologiai tulajdonsagaiban, a vizsgalati
kérulményekben megnyilvanuld kulénbségek, illetve a megfelelé referencia értékek hianya

nagymeértékben neheziti (Kumar et al., 2005, Sarmah et al., 2006, Liu et al., 2009, Zielezny
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et al., 2006). A kisérletben a kapott adatok mas irodalmi adatokhoz valé viszonyitasat az
akadalyozza, hogy ezt a vizsgalati modszert, ilyen jellegl vizsgalatra még nem hasznaltak,

igy irodalmi adatok sem allnak rendelkezésre.

Ahogy arrél mar emlitést tettiink a doxiciklin talajban valé lebomlasanak vizsgalatakor, a talaj
fiziko-kémiai tulajdonsagai nagyban befolyasoljak az adott hatéanyag mobilitasat,
lebomlasat, illetve perzisztalasat. Ezen talajparaméterek természetesen csékkenthetik, vagy
éppen ndvelhetik az antibiotikum mikrobaellenes hatasat, ahogy azt az &ltalunk vizsgalt
talajtipusok esetében is tapasztalhattuk (Kumar et al., 2005, Sarmah et al., 2006, Liu et al.,
2009). Az enrofloxacin bizonyos talajtipusokban (hordalék talaj és valyogtalaj) hatastalan
volt, mig a homoktalajban (T1), iszapos-agyagos valyog talajban (T2) és a vulkanikus hamu
talajpan (T5) 35,0-57,0 pg/kg volt a kalkulalt legkisebb hatékony koncentracio. A
rendelkezésiinkre allé talajokat jellemz6 paraméterek és a mért adatok 6sszevetése alapjan
nehéz volt meghatarozni azt az adott talaj tulajdonsagot, amely az egyes antibiotikumoknal
egyértelmien befolyasolhatta a hatéanyag hatasat. Ehhez t6bb, a talajt jellemzé fizikai-
kémiai tulajdonsag vizsgalatara lenne szikség. A Kkisérletben olyan talajtipusokat
hasznaltunk, amelyek fizikai-kémiai paraméterei eltéréek voltak, mint azt a dolgozat 10.
tablazatanak adatai mutatjak. A hordaléktalaj és a valyogtalaj (T3 és T4) pH értéke a tébbi
vizsgalt talajénal alacsonyabb (pH 3,6-3,8), szerves széntartalma pedig nagyobb (3,1 és
5,1%) volt. Ezek a tényezbk jelentésen befolyasolhatjdk a vizsgalt antimikrobidlis szer
kétédését és ezaltal a mikrobakra gyakorolt hatasat. Az enrofloxacin esetében a kilénb6zé
talajtipusokhoz valé koétédés mértéke, a megoszlasi egyltthatd értéke (Kd, illetve Koc)
irodalmi adatok szerint igen tag hatarok kézoétt, 260-6310, illetve 16500-770000) kozoétt
valtozik (Kumar et al, 2005).

A talaj él6 és nem €l 6sszetevbk egylttese, azok dsszetett, heterogén keveréke, bonyolult
kélcsbnhatasban, sok ismeretlennel terhelve. Ezért nehéz egyértelmi 6sszefiiggéseket
talalni, magyarazni és meghatarozni azt az adott talaj-tulajdonsagot, amely az egyes
antibiotikumoknal egyértelmiien befolyasolhatta a hatdéanyag hatasat. igy a rendelkezésre
allb adatok alapjan csak feltételezéseket tudok megfogalmazni azzal, hogy a talajtipus

esetleges jelentds hatasa jelenség szinten jelenik meg.

Az antibiotikumokat arra fejlesztették ki, hogy bakteriosztatikus vagy baktericid hatast
fejtsenek ki a mikroorganizmusokra. Ennek ellenére vizsgalatunkban a hagyomanyos,
szabvanyos modon meghatarozott mikrobaszam nem valtozott doxiciklin hozzaadasa utan a
talajpan egyik vizsgalt koncentraciéban sem. Ez egyrészt magyarazhaté lehet a rezisztens
baktériumok, illetve a killénb6zd tipusu és valtozatu rezisztenciagének jelenlétével (Kumar et

al., 2005, Sarmah et al., 2006, Cermak et al., 2008), masrészrél antibiotikum hatasara a talaj
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mikrobialis szerkezetében és diverzitasaban bekdvetkezd valtozasaval (Westergaard et al.,
2001, Thiele-Bruhn és Beck, 2005, Kong et al., 2006, Hammesfahr et al., 2008). Bar a
kimutathatdé mikrobaszdm nem mutatott szignifikans valtozéast, a redoxpotenciél jelentés
moédosulasa a talaj mikrofléora anyagcsere-aktivitdsanak gatlasara utal. Ennek
kovetkeztében, fontos mikrobiolégiai funkcidk, mint pl. az antibakterialis maradékanyagok
lebontasanak mértéke is cstkkenhet az antibiotikum tartalmu tragyaval kezelt talajokban
(Kong et al., 2006).

Mivel a vizsgalatunkban a talaj mikrobidlis aktivitdsanak jellemzésére hasznalt modszer
egyszer(, gyors és érzékeny, tovabbi kisérletek eredményeinek fliggvényében célszerlinek

tartjuk figyelembe venni esetleges hasznalatat az 6kotoxikoldgiai vizsgalatokban.
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8. Uj tudomanyos eredmények

1.

Vizsgalatainkban els6ként hataroztuk meg a doxiciklin felezési idejét laboratoriumi
kérilmények kozott  érlelt, illetve Gzemi koérllmények kdzott komposztalt
elébbi matrixoban az atlagosnak tekintheté 3 hdnapos tragyaérlelési peridodust
kévetden. Megallapitottuk, hogy az antibiotikum 66,9, illetve 89,3%-a lebomlott a 3
hénapos érlelés soran, de igy is jelentds mennyiség juthat az érlelt tragyaval a

szantoéfoldre.

A doxiciklint tartalmazé sertéstragya szantofoldre torténd kijuttatasat kévetden
felezési idejét a talaj kilénbdz6 mélységében az id6 fliggvenyeben. Vizsgalataink
eredményei arra utalnak, hogy az érlelt tragyaval a szanté6féldre kijuttatott doxiciklin
20 héttel a tragyazast kdvetden is kimutathatd a talaj kildnbdzd mélységeibdl és az
antibiotikum mennyisége a talaj felszinén, illetve 20-25 cm-es mélységben 8 héttel a

kijuttatas utdan még meghaladja a 100 pug/kg-os hatarértéket.

A szakirodalomban els6éként irtuk le a doxiciklin hatasat a talajfléra nitrogén
transzformacios aktivitdsara megallapitva, hogy a tetraciklin-szarmazék a talajban
lehetséges koncentraciokban atmenetileg szamottevéen gatolja a mikrobak

crer

nem éri el a vonatkozé szakmai iranyelv altal jelentésnek tekintett kiiszébértéket.

Elséként vizsgaltuk a doxiciklin és tovabbi két antimikrobidlis szer hatasat a talaj
mikroflérajdnak  anyagcsere-aktivitasat jellemzd redoxpotencial alakulasara.
Megallapitottuk, hogy a doxiciklin, az enrofloxacin és a linkomicin a talajban
potencialisan el6forduld koncentracibban noéveli a detektaciés id6ét, ami az
energiatermel6 anyagcsere-folyamatok gatlasara utal. A kivaltott hatas er8ssége fligg

a talaj tipusatal.
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11. Mellékletek

M/1. tablazat Visszanyerés — Doxiciklin koncentracié meghatarozasa tragyabdl

Nominalis Visszanyerés mértéke (%) i
. Atlag
koncentracio CV %
1 2 3 szoras (%)
(na/kg)
500 51,1 46,5 54,4 50,7£3,9 7,8
1000 59,3 60,0 61,2 60,9+0,9 1,5
2000 58,3 62,5 61,5 60,8+2,2 3,6

M/2. tablazat Ismételhetéség — Doxiciklin koncentracio meghatarozasa tragyabol

Nominalis Mért koncentracio (ug/kg) Atlag *
Pontos-
koncentracio szoras CV % i
1 2 3 sag (%)
(na/kg) (ng/kg)
500 3779 3414 403,6 374,3+31,3 8,4 -25,1
1000 915,1 925,9 944 .4 928,5+14,8 1,6 -7,2
2000 1871,2 1960,5 1928,9 | 1920,2+45,3 24 -4,0
M/3. tablazat Doxiciklin stabilitdsa tragya mintakban
Nominalis Mért koncentracié (ug/kg) Atlag * . .
o . ’0’-tol valo
koncentracio szoras CV %
1 2 3 eltérés (%)
(na/kg) (ng/kg)
5000/0. nap 5543,2 5607,3 5811,1 5653,9+139,9 2,5 0,0
5000/46. nap 5308,7 5684.,4 5780,9 | 5591,3+249,5 4,5 -1.1
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M/4. tablazat Visszanyerés — Doxiciklin koncentracio meghatarozasa talajbol

Nominalis Visszanyerés mértéke (%) Atlag *
koncentracié széras | CV %
1 2 3 4 5 6 .
(ng/kg) (%)
30 50,4 77,7 1231 101,2 64,4 114,7 | 88,6+29,0 | 32,7
59 62,3 94,6 87,4 71,7 70,6 68,3 |75,8+124| 16,4
119 57,2 73,8 56,4 69,6 71,9 72,7 66,918,0 | 11,9
0,4 ﬂ
= 0.3 “
=
3 |'|
: hieE iy
g | '._;I|
0.1 L |
I IlI
0.0
| T T T LI I e e e e T e
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M/1. abra Kromatogram A: Kontroll tragyaminta
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Abserbance (AL)

Mhmorlans (R}

0,035
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M/2.

Retention Time (min)

abra Kromatogram B: doxiciklinnel kevert, kezeletlen tragyaminta
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M/3. abra Kromatogram C: éles minta tragyabdl
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Abzorkbance (L)
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0, 004

0,00z

0,000

-0, 00z

-0, 004

-0, 0086

-0, 008

-0, 010

-0,012

u] 1 z 3 4 5 5] 7 5] =]
Fetention Time (min)

M/4. abra Kromatogram D: Kontroll talajminta a talaj felszinérél

Abhzorbance (LT

0,008

0,006

0,004

0,002

0,000

C 48, Doxycycline
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M/5. abra Kromatogram E: doxiciklinnel kevert, kezeletlen talajminta
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M/6. abra Kromatogram F: talajminta a tragyazott talajbol a beszantast kdvetben
a 0. héten
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M/7. abra Kromatogram G: talajminta a tragyazott talajbol a beszantast kovetéen

a 14. héten
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O,016
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Kromatogram H: talajminta a tragyazott talajbdl a beszantast kévetéen
a 20. héten
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11.1 Az eredmények statisztikai értékelés

11.1.1. Nitrogén transzformacioés vizsgalat

Source Sum of Df Mean F- |P-Value

Squares Square | Ratio

MAIN EFFECTS

At 4955.59 3 | 1651.86 | 30.36 | 0.0000
B:C 1633.16 5 | 326.632 6.00 | 0.0001
RESIDUAL 3427.85 |63 | 54.4103

TOTAL (CORRECTED) 10016.6 |71

Ha p<0.05, akkor az id6 és/vagy a koncentracié hatasa statisztikailag szignifikans

(esetuinkben mindkettd szignifikans).

A nitrat koncentracioé valtozasa az id6 fiiggvényében:

Meansand 95.0 Percert LSD Intenals

Contrast |Sig. | Difference | +/- Limits 40:_ !
0-7 * | 12.6556 | 4.91348 l 1
0-14 * | 1725 | 4.91348 SD_f I
0-28 * [ 223889 | 491348 | . [ I
7-14 459444 | 491348 | :°°[ ]
7-28 * | -9.73333 | 4.91348 mf }
14-28 | * | 513889 | 4.91348 [

ol ]

A tablazatban a csillagok szignifikans kilénbségeket jeldinek az egyes idépontok kozoétt.
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A nitrat koncentracio valtozasa a doxiciklin mennyiségének fliggvényében:

Contrast |Sig.| Difference | +/- Limits
0-25 * | 9.70833 | 6.01777
0-50 * | 14.2083 | 6.01777
0-100 * | 13.3333 | 6.01777
0 -200 * | 125417 | 6.01777
0 - 400 * | 9.01667 | 6.01777
25-50 4.5 6.01777
25-100 3.625 6.01777
25 -200 2.83333 | 6.01777
25 - 400 -0.691667 | 6.01777
50 - 100 -0.875 6.01777
50 - 200 -1.66667 | 6.01777
50 - 400 -5.19167 | 6.01777
100 - 200 -0.791667 | 6.01777
100 - 400 -4.31667 | 6.01777
200 - 400 -3.525 6.01777

A tablazatban a csillagok szignifikans kilénbségeket jeldinek az egyes koncentraciok kdzott.

Means and 95.0 Percent LSD Intervals

a1 f

3T F
33

:f }H

17 F

Mitrat
]
[+

u} 25 50 100 200 400

C
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11.1.2. Antibiotikumok talajlaké mikroorganizmusokra kifejtett hatasainak vizsgalata a

redoxpotencial-valtozas mérésén keresztiil

Doxiciklin
Rkrit
Talaj Az egyenes egyenlete r
(P%=5; FG =2)

T TTD = 8,8762:1gC-11,612 0,9972
T2 TTD = 6,5508:1gC-8,295 0,9757
T3 TTD = 4,4082-1gC-0,8414 0,9888 0,9500
T4 TTD = 13,362:gC-20,614 0,9918
T5 TTD = 2,0662:lgC+4,0359 0,9790

Valamennyi egyenlet 95 % val6szinliséggel szoros, linearis 6sszefuggést mutat.

Enrofloxacin

Rkrit
Talaj Az egyenes egyenlete r
(P%=5; FG =2)

T TTD = 2,3962:1gC-0,1924 0,9993
T2 TTD = 0,6467-1gC+2,79 0,9730
T3 TTD =-0,2613-1gC-5,3843 0,1783 0,9500
T4 TTD = 2,6387:1gC+1,9442 0,7297
T5 TTD = 5,1667-1gC-1,8317 0,9645

A T3 és T4 talajoknal nincs linearis 6sszefliggés. A regresszido-analizis alapjan a két egyenes
meredeksége nem kiilénbézik szignifikansan 0-t6l. Ezekben az esetekben az antibiotikum

hatastalannak bizonyult.
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Linkomicin

Rkrit Rkrit
Talaj Az egyenes egyenlete r
(P%=5; FG =2) | (P%=10; FG =2)

T TTD = 2,1892-1gC+1,1617 | 0,9687
T2 TTD = 2,2146:1gC+0,4324 | 0,9677
T3 TTD = 1,8941:1gC+0,6961 | 0,9410 0,9500 0,9000
T4 TTD = 3,0451:1gC+2,6598 | 0,9779
T5 TTD = 3,4581:1gC+0,3887 | 0,9811

A T3 egyenlet 90%, a tébbi 95 % valdészinliséggel szoros, linearis 6sszefliggést mutat.
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