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1. BEVEZETES

Napjainkban 1 milliard ember éhezik, vagy szenvedtéplaltsag miatt a vilagon
(2011-ben meghaladta a 7 milliardot a teljes némpsSSIRADO ET AL., 2010). Ezen allapot az
elérejelzések szerint a jében sulyosbodni fog, mivel a valtozééjdrasi rendszerek
kovetkeztében nem csak a Kieds csOkkefh termésmennyiséggel kell szamolni (pl: 2011-
2012-es aszaly hazankban), hanem szamos adat l@zorg/itja, hogy a névenyeket fért
jarvanyok az idjarasi jelenségekkel nagyon szoros kapcsolatbaaldh a valtozé klima és
id6jaras veszélyezteti az élelmiszerbiztonsdgot éskapgb a fejpdé orszdgokban okoz
hatalmas probléméakat APErRsonLIMA, 2010, 2011). E valtozas egyik veszélyforrasa a
mikotoxinok és elterjedtséguk valtozasa és az é&eken alapanyagoknak a jelenleginél
nagyobb gyakorisaggal tort@iszennyeédése (IPCC, 2007). A Fold atlagghérséklete kbzel
4°C-kal nbvekszik az étejelzések szerint az elkdvetke¥00 évben, amely az éghajlati 6vek
eltolodasat és azokon belll pedig adgjadasi jelenségek atalakulasat eredményezi; évkzako
tinnek el, a csapadékeloszlas kiszamithatatlanné. @Bszességében az extrénjadasi
jelenségek szamanak novekedése kovetkeztében abgazelasagi termelés szinte
tervezhetetlenné és a folyamatos stresszbefddejhovényzet a jarvanyokra fogékonnya
vélhat (IPCC, 2007).

A mikotoxinok penészgombak altal termelt masodlagogagcseretermékek, melyek
altalaban extracellularisan talalhatbak meg a Eguisbakkal fedzott anyagokon
(takarmany és élelmiszer alapanyagok). A mikotokinalamilyen stressz faktor hataséara
termebdnek, ami lehet & vizhiany, pH eltolédas, konkurens gombak meggsenstb.

A mikotoxinokra jellema, hogy az dllényekre karos hatassal vannak, azaz toxikusak.
Ez a tulajdonsaguk tébb mddon is jelentkezhet:taticitas, karcinogenitas, genotoxicitas,
mutagenitas, endokrin rendszert zavaré hatas. sadatom mar régoéta kizd a kulonboz
mikotoxinokat terme&l gombak ellen, tébb-kevesebb sikerrel. A klimav@®kovetkeztében
az extrém idjarasi viszonyok az eddigi stabil termelési rendsizet is felllirjadk, aminek
kovetkeztében a mégazdasag altal termelt alapanyagok jéisnnértekben feszédhetnek
penészgombakkal, valamint szennydizetnek az Aaltaluk kivalasztott mikotoxinokkal.
Hazankban az eddig leggyakoribb mikotoxin szenégégeket a zearalenon, fumonizin,
deoxivinalenol, ochratoxin-A és T-2 toxinok okoztékzonban az itjarasi koérilmények
megvaltozasaval olyan mikotoxinok is megjelentekintmaz aflatoxinok, amik eddig
hazankban nem voltak jelleidak (DoBOLYI ET AL., 2011, \ARGA ET AL., 2007).

A mikotoxinok artalmatlanitasara szamos fizikaipka&i vagy bioldgiai modszer is

ismert, kozllik egyre nagyobb érdédkés dvezi a biodegradacios eljarasokat, amelyensor
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mikroorganizmusok vagy enzimek segitségével ttkt@nlebontas. A mikotoxinok bontasa
azonban nem jar minden esetben a karos bioldgtashmmegsimésével, biodetoxifikacioval.
Az élelmiszer- és takarmanybiztonsagibiglsok ennek kovetkeztében egyre nagyobb
figyelmet forditanak arra, hogy a mikotoxinok ebiéitasara alkalmazott kilonb&zgensek
hatéekonysagat megfetetoxikoldgiai tesztekkel is értékeljek, kulonos itdkttel a képédo
metabolitokra. TObb mikotoxin esetében sikerlltthas mdodszert kifejlesztenijtana mar
kereskedelmi forgalomban kaphaté takarmany-adal@gokat is be lehet szerezni a

zearalenon és ochratoxin esetében.

1.1 Ceélkitiizések

Kutatasom sordn a mikotoxin szennjdesek artalmatlanitdsara, esetleges
meérseklésére probaltam megoldast talalni aromashg@®géeneket bontani képes mikrobak
alkalmazasaval. A mikotoxinok jeléist része szintén aromas szénvazzal rendelkezika igy
rendelkezésemre all6 kulonkHz szénhidrogéneket jol bontd mikrobak mikotoxin-

degradaciora torténtesztelése kézenfesmek fint.

A kutatdsom soran célom volt:
1) mikotoxinok degradacidjara képes mikroorganizmugolkalasa, azonositasa
2) a mikotoxinok detoxifikacidjanak igazolasa,
3) az egyes mikotoxinok degradacidjaért fésebnzimek/enzimrendszerek feltarasa

4) és a mar izolalt mikroorganizmusok gyakorlati hazatosaganak vizsgalata.

A doktori értekezésben bemutatott eredmények éssetézsajat laboratdriumi,
valamint kollaboraciés munkékon, tovabba szolgaffieént megrendelt vizsgalatokon és
meéréseken alapulnak, az eredmények Osszevetésé&lby gz O0sszedytott s eértékelt,

hivatkozott szakirodalom szolgalt alapul.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 Mikotoxin termel 6 gombak és a toxinképzes feltételei

A mikroszkopikus gombak szerepe a szerves anyagmintasaban nélkilézhetetlen.
A természetben szinte minden éghajlati korilménk@ott nagy szamban fordulnakselA
felvett szerves tapanyagokbdl a novekedésuk, sadpsuk folyaman a gombatest
alkotoelemeit allitjak él. A gombatest épiainyagai mellet, azonban ugynevezett masodlagos
anyagcseretermekeket is termelnek, melyek bonyokdlimiai szerkezét anyagok, a
gombatest felépitésében nem jatszanak szerepebazgelents részik biologiai aktivitassal
rendelkezik. Ezen toxikus bioldgiai aktivitassal ndelked anyagokat nevezzik
mikotoxinoknak. Az altaluk okozott megbetegedéstkatoxikozisnak hivjuk, melyet
elsssorban a penészgombak altal termelt mikotoxinokzok&. Human vonatkozasban
jelents fizioldgiai, illetve patolégids hatassal rendelkek, és a haszondllatokra pedig
altalaban a taplalékkal bejutva fejtik ki hatasuk@tmagasabb refideukariéta d@lényekre
gyakorolt hatas mellett az alacsonyabb teatblényekre (alga, egyséjtgomba, prokariéta
stb.) gyakorolt hatasuk is szamotie\A masodlagos anyagcseretermékeket, akar a primer
anyagcseretermékekkel parhuzamosan is termelhetadi&ggyakrabban akkor indukélodik a
sejtekben, mikor a gomba valamilyen stresszhelgziedhil és a névekedéséhez dafiséhez
optimalis kortlmények megvaltoznak. Mind a termdkzmantofoldi), mind a raktarozas soran
fertézédhetnek penészgombakkal az élelmiszer alapanyagolgombak a szennyezett
takarmanyban elszaporodhatnak, majd a keitler kdrnyezeti hatdsokra qmérséklet,
paratartalom, pH, gazdandvény allapota, egyéb fakjo mikotoxin termeléssel
valaszolhatnak. Ennek kovetkeztében a penészgorabdikiczott €s mikotoxinokkal
szennyezett alapanyagok felhasznalasa veszélyemberre és annak taplalékaul szolgald
haszonallatokra nézve egyarantgri, 2003;MEezes 2009).
A kalapos gombak éfordulasa a takarmanyozasban elhanyagolhatd, azt#embakrol

pedig tbbb szaz térzs vizsgalata alapjan tudjugyhem termelnek toxikus metabolitokat.

Kdzel 1000 mikotoxin ismert jelenleg, valamint t6b00 gombafaj, amik termelhetik
a kulonféle mikotoxinokat. Az egyes gombanemzetsdgaili fajok is termelhetnek elter
kémiai szerkezéttoxinokat, tovabba taxonomiailag tavol allo fajsktermelhetnek azonos

toxinok. Ennek kbvetkeztében tbbbféle csoportosétidstseges:



1. A mikotoxinok bioszintézisének prekurzorai alapjértér csoportositas (SMITH és
MOSS, 1985). Ez a csoportositas azonban jelenley te§es koti, hiszen szamos
mikotoxin bioszintézisének Utja még nem ismert. Kkatoxinok egy része az acetil-
KoA és a malonil-KoA kondenzaciojabdl vezethele. Az aminosavakbal
szarmaztathatd toxinok csoportja heterogén, miwledérociklikus vegylileteket és
ciklikus polipeptideket is tartalmaznak.

2. A toxinok kémiai szerkezetébadddd rokonsag alapjan valé csoportositas; furano
kumarin szarmazekok (pl. aflatoxinok); trichotecémasok (pl.Fusarium penészek
altal termelt toxinok).

3. Farmakoldgiai hatas alapjan tortéé csoportositas; ebben az esetben &atfedések
lehetnek mikotoxinok kdzott, mivel egy adott mikeittnak tobbféle hatdsa is lehet.
(KovAcs, 2001;RAFAI 2003)

4. Egy régebbi csoportositasi mod a penészgombikrdulasat veszi alapul, azonban
ez a csoportositas mai ismereteink alapjan markeéraz éles hatarokat a kilénB6z
penészgombak és az altaluk termelt mikotoxinok tdésa kozott.

A szantofoldi-raktari penész csoportositas (2.1 lazi) azon alapszik, hogy a
takarmanynovények nedvességtartalma a betakatitagyaejileg jelenésen lecsokken.
Annak ellenére, hogy a mindkét csoportba tartozdlgak a szant6foldon, a talajban és a
raktarakban is megtalalhatok, az elszaporodasuhoegfelad feltételeket az egyik csak a
vegetacios periddusban, a masik pedig a tarol@mdsrmegtalalja. A toxintermglgombak
kozil azokat, amelyek szaporodasukhoz magasabb esséytartalmat (20% folott)
igényelnek, szantofoldi penészeknek nevezzik. Remid még a vetésterileten karositjak a
novényeket. A szantéfoldi gombak szaporitd képletelégmozgas hatadsara kdnnyedén
szallitodnak és a levédllandd képleteiként tekinthetlink rajukagAl, 2003), azokat pedig,
amelyek ennél alacsonyabb viztartalom mellett igekék szaporodni, raktari penészeknek
nevezzuk. A szantéfoldon tort@nraktari penészgomba férés veszélye minimalis, de
talajlaké életformajuknak koszonkien a spoéraik a légmozgassal, mind a labonalld
novényeket, mind a raktarozott terményt dehteti. A legkisebb relativ nedvességtartalom
mellett (14%) azAspergillus sp.ennél valamivel magasabb paratartalom mellet6%o)la
Penicilliumfajok fertznek, 20% felett pedig Mucor félek (Mezes 1997).

Természetesen ezt a csoportositast sem lehet meatkadmazni, mert pl. Rusariumfajok —
amennyiben tulélik a betakaritast és a tarolast rakdarozas soran is képesek tovabb
szaporodni. Ezen képesség alapjan mar nem neve#tetnek a szantofoldi és raktari
penészek kozotti hatarvonal. A vilhggazdasagi folgtok (globalizacié) és a klimavaltozas

kovetkeztében a legkulonfélébb penészgombék édtamkatermelt toxinok fordulnak &l
10



olyan helyeken, ahol eddigi ébrdulasuk nem volt regisztralva, vagy nem vartdk a

megjelenését ennek a problémanakgDLYI ET AL., 2011).

2.1. sz. tablazat: A szantéfoldi-raktari penészgondk és az altaluk termelt mikotoxinok

Eléfordulas Penészgomba fajok Termelt toxinok
(nem kotott csoportositas)
Raktari penészek AspergillusésPenicillium ochratoxin-A, citrinin,
patulin, rubratoxin-B
Szantofoldi penészek Fusarium, Claviceps, zearalenon, trichotecének,
Alternaria, Stachybotrys fumonizinek

A gomba szaporodasa, a hagy micéliumtdmeg, tehgarmagomba-szennyezettség
nem jelent feltétlendl toxinképzést isANGA ET AL., 2000). A toxintermelés tobb tényxdl
fugg:

A mikotoxinok biologiai szempontbdl igen sokfélékiszen egyazon mikotoxint
szamos egymassal nem rokon gombafaj is képes t@rrf@l az ochratoxinokat egyes
Aspergillus és Penicillium fajok, vagy a fumonizineket egyeAalternaria, Aspergillus,
FusariumésTolypocladiunfajok), egy adott faj azonban termelhet tébbfélkatoxint is (pl.

A. nigerochratoxinokat és fumonizineke, flavusaflatoxinokat és kojisavat) (2.2 tablazat).

A mikotoxinok bioszintézisét szamos toxin esetébiesgaltak. A legtébb mikotoxin
bioszintézisének génjei klaszterekben helyezkedsglpl. aflatoxinok, trichotecének, ergot
alkaloidok, fumonizinek). Ez felveti annak a ledsgigét, hogy ezek a gének egységként,
horizontélis géntranszfer révén atadodhatnak njaklda. Ez magyarazhatja azt, hogy egyes
mikotoxinokat szamos, egymassal nem rokon gomimafaymelhet (pl. aflatoxint a&. flavus
és rokonai melletA. ruber, A. ochraceoroseussEmericellg ochratoxi-A-t mindPenicillium
mind Aspergillusfajok termelnek) (MRGA ET AL., 2002).

Tobb szazra teh&taz eddig meghatarozott gombatoxinok szama, kdzakidnban

viszonylag csak kevésnek van nagyobb gyakorlanjgsége. (RFAI , 2003;MEZES, 2009).
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2.2. sz. tablazat: A leggyakoribb mikotoxinokat temelé penészgombak (Mézes, 2009 nyoman)

Penészgomba nemzetség

Penészgomba fajok Mikotoxik)o

Aspergillus A. flavus aflatoxin-B1, B2, G1, G2
A. parasiticus ochratoxin-A
A. nominus patulin
A. flavus ciklopiazonsav
A. versicolor
Fusarium F. verticilloides Fusarium B1, B2, B3
F. moniliforme
F. proliferatum
F. graminearum trichothecén vazasok:
F. avanaceum T-2 toxin, HT-2 toxin, nivalenol,
F. culmorum DON
F. poae
F. equiseti
F. acuminatum
F. sambucinium
F. sporotrichoides
F. graminearum zearalenon
F. culmorum
F. sporotrichoides
Penicillum P. verrucosum ochratoxin-A
P. viridicatum
P. citrinum citrinin
P. verrucosum
P. roqueforti roquefortin, PR toxin
P. cyclopium ciklopiazonsav
P. camamberti
P. expansum patulin
P. claviformae
P. roqueforti
Stachybotrys S. chartarum trichothecén vazasok
Alternaria A. alternata alternariol, alternariol-metil-éter,

altenuen, tenuazon-sav

A gomba szaporodasahoz a Kelizaktivitds mellett megfeléltapkdzegre, oxigénre

€s meghatarozottomérsékletre van szikség. A szaporodas és a taxiel®s optimalis

feltételei rendszerint nem azonosak. Jéleneltérés dleg a Bmeérséklet iranti igényben

mutatkozik. Egyes toxinok (aflatoxinok) esetébengasg mas toxinoknal (egyésisarium

toxinok) alacsony, néha fagypont kortdirhérséklet szilkséges a terfitgdsiikhoz (KVACsS,

2001).
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2.2 Mikotoxinok Utja az emberi szervezetben

A mikotoxinok Utjat az emberi szervezetben 2.1adbhutatja be. Az ember ezen masodlagos
anyagcseretermekekkel, a mikotoxinokkéle§ a taplalkozas és a taplalkozas alapanyagaul
szolgalo novényi és allati réeszekkel todéearintkezés és azok elfogyasztasa soran kerdl
kapcsolatba. Egyik leginkabb kiemelt veszélyteriilet gabonafélék és takarmany-
alapanyagok. A szervezetbe kerilt mikotoxin az eméés folyamatoknak is nagymértékben
ellenall.
A toxinok jelents része athalad a bélcsatornan és a bélsarrall.kidirbélbaktériumok
hatasara azonban egyes mikotoxinok, igy példauDal Pészben detoxifikalodik, mig egyes
emészienzimek (peptidazok) hatasara az ochratoxin-A noditeddodhat. A felszivodas a
vékonybéllsl tortenik, majd a toxin egy része a majon és anegeresztil, részben konjugalt
formaban, ismét visszajut a bélbg, és a majbdl csak a masik — rendszerint a kisei@sze
kerll a vérkeringésbe, ahonnan a tejjel és a \ietlkitril a szervezeth. Emiatt a maj
mellett a tejmirigy és a vese is koncentralja aatokinokat, ezért ezekben a szervekben
reziduum-képédeéssel itt szamolhatunk. Az izomzatban csak a gésben 1&% mikotoxinok
akkumulalodnak, altalaban csak kisebb mennyisé{kernAcs, 2001).

A szervezetben kerllve a mikotoxinok metabolizad@gamaton mennek keresztiil.
Ez a transzformaciés folyamat lehet k6zombositésdaoio, redukcid, bontas, szintézis.
El6fordul, hogy a metabolizacié6 soran toxikusabb végfykeletkezik, mint a kiindulasi
mikotoxin, ezt toxikus metabolizacidnak nevezziK, pearalenonbdl aza-zearalenol

keletkezése.
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A ndvény és termés férddése mikotoxint termél
szantéfoldi vagy raktapenészgombatdrzsekel

¥ Mikotoxinnal szennyezetakarmany

I

4
Mikotoxinok felhalmoz6déasa a

/ haszonallatokszdveteiben, vérében
. . L 4
Mikotoxinnal szennyezett Mikotoxinnal szennyezett
novenyi eredefi eleimiszer allati eredetii élelmiszer
d

MIKOTOXINOK AZ EMBERI
SZERVEZETBEN

2.1. sz. abra: Mikotoxinok lehetséges utja az embieszervezetig (Kovacs, 2001)

2.3 Mikotoxinok kémiai szerkezete

A gazdasagilag jeleéis karokat okoz6 mikotoxinok talnyomo tébbsége ammé
szerkezdt vazat tartalmaz (2.2 sz. abra). Kémiai szerkezstiikkintve az aflatoxinok
héstabil furano-kumarin szarmazékok. Az ochratoxirmkdikumarin-fenil-alaninok kdzé
tartoznak, kémiai szerkezetiket tekinidenilalaninhoz amidkétéssel kapcsolodo dihidro-
izokumarin szarmazékok. Legfontosabb képvisél az ochratoxin-A, amely az L-
fenilalaninhoz peptidkétéssel kapcsolodd hidroxikamim-karbonsav-szarmazék, mely klor
atomot tartalmaz, fehérjékhez kapcsolodva felhatiddz a vesében, majban, izmokban,
elsbsorban vesekarosodast okoz. Az ochratoxin-B éemeszatem tartalmaznak klér atomot.
Az ochratoxinok kdzepesen stabil molekuldk, melyekdegtobb élelmiszer feldolgozasi
folyamat nem kéarosit, mint pl. a sutést é§zéét.

A Fusariumfajok altal termelt trichotecénvazas mikotoxinokz&étartoznak tébbek
k6zott a deoxinivalenol (DON), nivalenol, T-2 toxi(l-2), diacetoxiscirpenol és a
moniliformin, tovabba ezek metabolitjai &N, 1995;LAczAY, 2004). Ezen toxinok kdzull
némelyek szorosan dsszetartoznak, és a trichote@doportjat alkotjak, amelyek kémiailag
szeszkviterpének és besorolhatéak az ,A”, ,B”, ,&3 ,D” trichotecének alcsoportjaba. Ez
tébb mint 50 kémiailag rokon vegyiletet jelent, &raket kémiai strukturajuk alapjan két f
csoportra lehet osztani. Mindegyik a trichotecéagazusariotoxinok csoportjaba tartozé
természetben &orduld mikotoxin tartalmaz egy tizentt szénatomaéldd lancon egy epoxid

gyirit, egy olefinkotést a 9. és a 10. szénatom k6z=tegy epoxi gyokot a 12. és a 13.
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szénatomnal. Ez utObbi alapjan nevezik ezeket gllepket 12,13- epoxitrichotecéneknek
(APSIMON ET AL., 1990).

Egy masik szintéfrusariumtoxint, a zearalenont a poliaromas rezorcilin dalsavak
kozé soroljak.

Fontos kivétel az egyik legveszélyesebb mikotoxsaléd: a fumonizinek, melyek
nem tartalmaznak aromas szerkezetet, a diésztemn@io-polihidroxialkil vegyuletekhez
soroljdk 6ket. A toxin molekula alapvdzahoz kapcsolodé o#tadl felépitése hatarozza meg
legnagyobb meértékben a toxicitdst. A molekulaszastet tekintve a fumonizinek egy
haszatomos, nyiltlancu szénvazbol épilnek fel, exdancon harom hidroxilcsoport, két
trikarballilsav-csoport (TCA) és egy aktiv aminopsd helyezkedik el. A TCA-csoportok
lGgos hidrolizissel részlegesen vagy teljesen elithatok (MARAGOS, 1997).

Aflatoxin-B1

Zearalenon
JH O CH,
o
HO |
LV’“‘V "o
T-2-toxin

GH,
Cl
Deoxinivalenol Fumonisin-B1
& ] C OOk
- e OOH
o T OH  0OH
B W e N S H._F-";"h._.f’
' © dH WH
B e e :
ﬂ‘ \r COoH
0 COoH

2.2. sz. dbra: A gazdasagilag jelefis karokat okoz6 mikotoxinok kémiai szerkezete (HTTR)
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2.4 Mikotoxinokra vonatkoz6 hatarértékek

A mikroszkdpikus gombak és a mikotoxinok jelenléem harithaté el
maradéktalanul. A mikotoxinokra vonatkoz6 hatatékéesetében killonbséget kell tenni:
» az emberi fogyasztasra szant élelmiszerekre vonathatarértékek

* és atakarmanyozasra szant alapanyagokra vonatlbai@rtékek kozott

A disszertaciomban a takarmanyokra vonatkozé haédekkel foglalkozom
bévebben. A mikotoxin azon mennyiségét, amely alsegéglgyi szempontbdl még
elfogadhatd mértékben forduléeh takarmanyokban, és még |divet teszi azok feletetését,
szamitasba véve a gazdasagi, technoldgiai, joglyzaisatarsadalmi tényéket, a hataréerték
fejezi ki.

A hatarérték megallapitdsa toxikologiai allatkistklbl indul ki, amelyek feltételeit
— mint pl. az allatfajokat, az allatok szamat, kon@mét, az adagolas modjat, a megfigyelésre
kerlls paramétereket, az értekelés maodjat, stb. — nelwzetkegallapodasok rogzitik. Meg
kell allapitani elésorban az adott toxinnak azt a szintjét, amely mazafogyasztas mellett
sem okoz karos elvaltozast (NOAEL érték = No ObsénAdverse Effect Level). Ezen
adatokbol — az ember esetleges nagyobb érzékemgséfea gyermekek és érzékenyebb
egyének fogyasztasi lelisggeire vald tekintettel — szamitjak ki a megeng&dmapi
mennyiséget (acceptable daily intake, ADI mg/kgtteseg/nap). Az egy-egy élelmiszerre
vonatkoz6é hatarértéket az ADI-értékékbszamitjak ki, az élelmiszer fogyasztdsanak
gyakorisagat és atlagos napi fogyasztasat figyetevaie.

Magyarorszagon a mikotoxinok maximalis szintjétirélezerekben a 7/1999. VI. 16.
EUM rendeletének 4. szama melléklete (modositd200® EszCsM rendelet) szabalyozza,
mig a takarmanyozasban alkalmazott teljes értigkarmanykeverékekre az egyes allatfajokra
vonatkoz6éan a mikotoxin koncentraciojara a Magyaakarmany Kodex (2004) ad
ajanlasokat. Az Eurdpai Unidba tortént csatlakomkati kbveben az EK bizottsdganak
(Eurdpai Kozbsség) ajanlasa a mérvado a hataréridlegjitélésében. Konkrét szabalyozas
azonban csak az aflatoxinokra létezik jelenlegeampai Unios szabalyozast (2002/32/EK) a
magyar jogrend atvette, amelyet a 44/2003 FVM rkatd2. melléklete - modositva 20/2004
FVM rendelet tartalmazza (moédositva a 20/2004 F¢ktelet alapjan).

A DON, OTA és ZEA toxin esetében a hazai jogszabaésy hatésagi esetekben a
2006/576/EK bizottsag ajanlasa a mérvadd. A T-HEL toxin esetében nincs sem hazai,

sem az EU altal 8irt hatarérték ajanlas, mivel jelenleg folyik adrértékeket rendézEU-s
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rendelet véglegesitése. A-2 esetében0,5 mg/kg takarmany az elfogadott, mérvado
hatarérték, amelyre Ericson és Peterson 2004-bbhkall cikkét idézik a leggyakrabban,
valamint hazai viszonylatban a korabban emlitekt@anykdédex ad eligazitast. A 2.3.
szamu tablazat a takarmanyokra vonatkoz6 érvénidénaflatoxin hatarértékeket mutatja
be. A Bizottsagi ajanlasban szekephikotoxinokra vonatkozé (hazai) hatarértékek a. 2.4
szamu tablazatban mutatom be. A hatérértékekretkammn@nemzetkdzi éirasok eltébek, az
exportigények miatt a mérési tartomanyok a hazaneyszetkdzi hatarértékek figyelembe
vételével kerultek kialakitasra.

2.3. sz. tablazat: Takarmanyokban az aflatoxin-B1janlati szint a 44/2003 FVM rendelet, 2. mellékletiée
foglalt nemkivanatos termékek szerint (médositva 20004 FVM rendelettel)

Maximalis megengedett
Mikotoxin Takarmanyozasra szant termékek mennylseg mg/kg-}ban (Ppm)
(12%-0s nedvesség-tartalom
mellett)
Aflatoxin-B1 | Osszes takarmany-alapanyag 0,02
Telies értélk szarvasmarha-, juh- és kecske- 0,02
takarmany,
kivéve:
- tejhasznositasu allatok teljes éftéakarmanya 0,005
- teljes értéld borju- és barany-takarméany 0,01
Telies értélk sertés- és  baromfi-takarmany 0,02
(ndvendékek kivételével)
Egyéb teljes értéktakarmany 0,01
Szarvasmarha, juh és kecske kiegészékarmany 0,02
(kivéve tejhasznositast allatok, borjak és baramyok
kiegészib takarmanyait)
Sertés és baromfi kiegésgit takarmanyok 0,02
(nbvendékek kivételével)
Egyéb kiegészittakarmanyok 0,005

17



2.4, sz. tablazat: A 2006/576/EK bizottsagi ajanlés DON, a ZEA, az OTA, a T-2, a HT-2 és a fumoniziek

allati takarmanyozasra szant termékekben valé éfordulasarol

Mikotoxin

Takarmanyozasra szant termék

Iranyérték

mg/kg-ban (ppm),
12 %-os nedvességtartalmu

takarmanyra
vonatkozéan

Deoxiynivalenol

Takarmany-alapanyag
gabonafélék és gabonakészitmények (**),
kivéve a kukorica melléktermékeket
kukorica melléktermékek

Kiegészib és teljes értédktakarmanyok, kivéve:
- sertéseknek szant kiegéézt teljes érték
takarmanyok

-borjaknak (< 4 hénap), baranyoknak és
gidaknak szant kiegéséiés teljes érték
takarmanyok

Zearalenon

Takarmany-alapanyag
gabonafélék és gabonakészitmények (**),
kivéve a kukorica melléktermékeket
kukorica melléktermékek

Kiegészib és teljes értéktakarmanyok

malacoknak és kocasiskhek (fiatal emsék)
szant kiegészités teljes értdktakarmanyok

tenyészkocaknak és hizésertéseknek szant
kiegészib és teljes értédktakarmanyok

borjaknak, tejél marhaknak, juhoknak
(beleértve a baranyokat) és kecskéknek
(beleértve a gidakat) szant kiegé$#s teljes
értéki takarmanyok

0,1

0,25

0,5

Ochratoxin-A

Takarmany-alapanyag
gabonafélék és gabonakészitmények
kiegészit és teljes értdktakarmanyok
sertéseknek szant kiegéézt teljes érték
takarmanyok

baromfiknak szant kiegéséiés teljes érték
takarmanyok

0,25

0,05

0,1

Fumonizin B1
+ B2

Takarmany-alapanyag
kukoricafélék és kukoricakészitmények

Az alabbiaknak szant kiegészs teljes érték
takarmanyok

-sertések, lovak (I6félék), nyulak, kedvteléisb
tartott allatok

halak

baromfi, borjak (< 4 hénap), baranyok és gida

felnstt kérddzok (> 4 hénap) és vidra

60

10
20
50
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2.5 A legfontosabb mikotoxinok jellemzése

2.5.1 Aflatoxinok

Jelenlegi ismereteink alapjdn csak @&spergillus nemzetség tagjai termelnek
aflatoxinokat. Elésorban az Aspergillus flavus és Aspergillus parasiticus fajok.
Legjelenbsebbek az aflatoxinB1, B2, G1, G2, amelyek neviket vékonyréteg
kromatogramon UV fényben lathat6 foltok szine a@apkaptak, blue (kék) és green (zo6ld).
Az A. flavusB1, B2, azA. parasiticusB1, B2, G1, G2 toxint termelik. A leggyakrabbanaés
legnagyobb mennyiségben az AFB1 forddl &Inbvényi terményekben, a toxikoldgiai adatok
zome is az AFB1l-re vonatkozik. A B2, G1, G2 toxingfakorlatilag nem talalhatéak az
AFB1 nélkul, az 6sszes aflatoxin szint 50-70%-at AzB1 teszi ki (WHO, 1998). Az
aflatoxinnal szennyezett takarmanyt fogyasztoosiok tejeben (szarvasmarha, juh, kecske)
az AFM1 és M2 (milk) hidroxilalt metabolitok jeleek meg. Az aflatoxinok stabil
molekulak, 6zésnek, mikrohullamu kezelésnek ellendlinak, az 18wy hatadsara viszont
bomlanak. Az AFM1 koncentracio paszizéskor nem valtozik (McDONALD ES CASTLE,
1996).

Az Aspergillus flavus aflatoxin termeb tdrzsei a vilagon szinte mindenhol
megtalalhatoak, jelen vannak a talajban, a lékeg. Mind a szantoféldon, mind a raktari
korilmények kozott képesek megtemhi a terményt. Magyarorszagon a klimatikus
viszonyoknak koszonh&n a hazai élelmiszerek esetében aflatoxin szestigéggel
napjainkig nem Kkellett szdmolni. Azonban sajnalato$don a klimatikus valtozasok
kovetkeztében mar tébb hebyrjeleztek magas aflatoxin tartalmi Magyarorszagemelt
gabonat, & tobb esetben mutattak ki nagy aflatoxin teiimé&épességgel rendelkiez
élénovényrl izolalt Aspergillustorzseket az utdbbi évekbendBoLyI ET AL.,2011).

Az aflatoxinok metabolizmusa és egészségkarositothsa

Az aflatoxinok eés mérgek: LD50 értékik allatfajonként valtozo 0(BgRy/testtomeg
kg (KovAcs, 2004). Akut toxikus hatdsuk minden tanulmanyozatatfajpan a maj
nekrozisaval jellemezh&t hosszabb expozicidsdidutan kis dézisok fogyasztasa esetén is
majkarositd, genotoxikus és immunszupressziv hakasiajtumor ebfordulasat novel
hatasat valosziisitik epidemioldgiai vizsgalatok Afrikaban, IndiabaDélkelet-Azsiaban
(BIRO, 1999). Az IARC (International Agency for ReseaachCancer) az aflatoxin csoportot,
kiemelten az AFB1 tipust human 1A rakkekk mirbsitette, mig a tobbi aflatoxint és azok

metabolitjait 1B, azaz potencialisan rakkddesorolast kaptak (EDINE ET AL., 2007A).
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Ahhoz, hogy a felvett AFB1 genotoxikus hatast tadfyyakorolni egy szervezetre, at
kell alakulnia reaktiv epoxidda. Ezt az atalakigdstono-oxigenaz enzim rendszerhez tartozo
citokrom P450 enzimcsalad végzi. Ezek az enzimekeavezetbe kerllt idegen anyagok I.
fazisi metabolikus folyamataiban jatszanak szerépetgjban térténik az AFB1 aktivalasa, a
monooxigenazok altal AFB1-8,9-epoxidda oxidalodikjelynek két izomere van, az exo és
az endo forma. Az exo izomer kialakuldsat a CYP8igkrom oxidaz enzim végzi. Hatasara
oxiran-szarmazékot képez, egy oxigénatom kapcdoladB. és 9. szamu szénatomra. A
létrejott AFB1-8,9-exo-epoxid molekula nagy affassal kaidik a nukleinsavak guanin
bazisahoz kovalens kotéssel, igy AFB1-N7-guanimmfdva. Ez a kd@dés guanin-timin
baziscserét, mutaciot, DNS és RNS karosodast oko&hszervezetben zajlé metabolizacios
folyamatok masodik fazisdnak nagy szerepe van aBlA%9-exo-epoxid DNS-hez vald
kotodésének megakadalyozasaban. A konjugacios kapasalat epoxiddal a glutation-S-
transzferdzok képesek kialakitani. A kapcsolat med/eként AFB1-GSH-konjugatum jon
létre, amely mar nem képes a szervezet molekulé@aMcidba lépni, és amit a szervezet a
kivalaszto folyamatai révén az epén és részbersénvieresztiil a vizelettel kilrit (NG ES

GROOPMAN, 1999; BEDARD ESMASSEY, 2006).

2.5.2 Ochratoxinok

1965-ben a penészgombak masodlagos anyagcseregemaiék szisztematikus
vizsgalata sorarAspergillus ochraceuszirletésl erésen nefrotoxikus és hepatotoxikus
vegyuleteket izolaltak, amelyeket ochratoxinoknakertek el (RPER ESFENNELL, 1965).

Az ochratoxinokat etisorban azAspergillus és Penicillium fajok termelik. Az
ochratoxin-termél fajok kozul a hideg klim4ju régiokban a leggyakbeak aPenicillium
fajok, mig a meleg és trépusi éghajlatonfapergillusfajok a Hbb termebk. Az Aspergillus
izolatumok altalaban mind OTA-t (ochratoxin-A), dinOTB-t (ochratoxin-B), mig a
Penicilliumfajok csak OTA-t termelnek. Nagy mennyiseégben G&Aneb Aspergillusfajok
(Circumdatiszekcid) azA. cretensis, A. flocculosus, A. pseudoeleganms®oglobulosus, A.
westerdijkiae, A. sulphureugss Neopetromyces muricatugFRISVAD ET AL., 2004). A
legfontosabb OTA-termélfajok, melyek potencialisan szennyezhetik a kangst, italokat
es élelmiszereketA. ochraceus, A. westerdijkiages A. steynii Masik fontos OTA-termél
csoport a feketdspergillusfajok (Nigri szekcid), ebben a szekcidban a legfontosabb OTA-
termeb faj az A. carbonarius mely nem termel ochratoxin-B-t, ellentétbenAaznigekrel
mely mind OTA-t, mind OTB-t termel. Amig a legtol#h carbonariusOTA-termebnek
bizonyult, addig azA. niger torzsek 5-15%-a termel OTA-t. Ezen kivil még kékete
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Aspergillusfaj, az A. lacticoffeatusés azA. sclerotionigeris OTA-termebnek bizonyult
(SAMSON ET AL., 2004).

Az ochratoxin-termél mikroorganizmusok altalaban raktari (post-harvestnlast
okoznak, viszont ezek a fajok csak részben ded az OTA szennyezettségeért. A
Penicillium verrucosurot gyakran izolaljak gabonafélék felllgiemint szantofoldi kartey
felelés lehet az OTA szennyezettségéri(Mr, 1995).

Az OTA-t termeb Penicillium fajokat leggyakrabban a tarolt gabonafélékkel és
fermentalt termékekkel hozzak 6sszefiggésbe, migsaergillusfajok féleg a kavebabot,
fiszereket, kakadbabot, széjababot, foldimogyorastres kukoricat szennyeznek @kt
1996, \VARGA ET AL., 2001). Hazai éghajlati korilmények kdzott isrtelbdik, leggyakrabban
és legnagyobb mennyiségben a gabonafélékben édybseieben fordul él (SzeITzZNE-
SzaBO ES KOVACS, 2007). OTA-val szennyezett élelmiszerek (gabdekfezold kavébab,
penészes sajtok, hal, tejpor, kenyészkerek) komoly egészségugyi problémakat okoznak az
egész vilagon. A szennyezett z6ld kavébab kilondsetos, mivel az OTA nem teljesen
bomlik le a porkolési eljaras alattgTBOUCHI ET AL, 1987). Az élelmiszerek OTA tartalméat

vildgszerte ellebrzik, foképp a folyamatos bevitel miattIEDINE ET AL., 2007A).

Az ochratoxinok metabolizmusa és egészségkarositathsa

Takarmany eredétochratoxikézisra a haszonallatok kdziként a sertés és a baromfi
éerzekeny. Az OTA éisen toxikus anyag, vesekarositd, allatkisérletekbmonyitottan
rakkel, immunszupressziv, teratogén anyag. Azésmskervezetbe jutott toxin lassan urul.

Az ochratoxinok csoportjan belll a klortartalmi rezdzékok akut toxicitasa nagy,
hatdsuk vesekérositasban, a vesetubulusok neKkvémisd@yilvanul meg. A klérmentes
szarmazékok mérgézatasa egy nagysagrenddel kisebb. A tdbb hasoatéhbwlit kdziul a
legnagyobb mennyiségben az OTA kéglik, amely biolégiailag is a legaktivabb. Savas
tulajdonsaganak koszonbienh a legtbbb faj esetében az OTA a gyomorbdl s#iviad, de
vékonybélben tortéh felszivodast is megfigyeltek. Monogasztrikus &gtk esetében az
elfogyasztott OTA koézel fele szivodik csak fel AGIER ET AL., 1981). Az OTA a
felszivodast kovéen a vesékben magasabb, a m4j, izom és zsirsziivathesonyabb
koncentraciéban akkumulalédik. Ennek egy része baditaalddik a nem toxikus ochratoxin-
a-ra és mas, kevéshé toxikus kisebb egységekre,lémbim fajokban eltés aranyban,
jelents része pedig valtozatlan formaban a vesén ketdgitil a szervezeth. Kimutattak
az OTA-rél, hogy hozzakédik a vérben lé§ fehérjeékhez, pl. a szérumalbuminhoz, melynek

hosszu a féléletideje a testben. Az OTA passzizardgdik fel a bélhamsejteken keresztiil és
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aktivan a vesékben (MRQUARDT ESFROHLICH, 1992). A toxin 8leg a vizelettel tavozik a
szervezetl, kisebb mértékben pedig a széklettel ochratexés OTA formajaban.

A sertések mikotoxikus eredienefropatigjat €lszor Daniaban és Svédorszagban
irtdak le (BUCHMANN ET AL., 1985). Legszembigiébb a veseelvaltozas: a vese rendszerint
megnagyobbodott, vilagosabb szinarnyalati. Az dokia okozta sertésnefropatiat
valamennyi eurépai orszagban megjelermoy, 1998).

Csirke- és pulykaallomanyokban is leirtdk a megiedést: a vesék
megnagyobbodasa és fakd szinetfélt volt, szovettanilag a proximalis tubulusokban
hamelhalast figyeltek meg. Tomeges elhullast okozdellem? inkabb a csokkehn
testtdomeg-gyarapodas és a romlé takarmanyfogyat&eITT ET AL., 1984).

Ordlis kisérletekben egereken és patkanyokon keléslz az OTA karcinogén hatdséat
(CLARK ES SNEDEKER, 2006). Egyérteliin tény, hogy az OTA a vesére karcinogén hatassal
van him patkanyokban, bar a hatas pontos mechas&ismeretlen.

1993-ban a Nemzetkozi Rakkutaté Ugynokség (Internal Agency for Research on
Cancer, IARC) az OTA-t, mint lehetséges huméan kagént a 2B (RIEDINE ET AL., 2007B).
csoportba sorolta és azt a kovetkeztetést vontahdgly elegend bizonyiték van az
allatkisérletekbl az OTA karcinogén hatasara, viszont hianyosakzanlyitékok az OTA

karcinogén hatasarél az emberre nézve (IARC, 1993).

2.5.3 Zearalenon

A ZEA aFusariumnemzetségbe tartozo fonalas gomba fajok altalegknmzorcilsav-
lakton. Szarmazékai a természetbedfoetiuld a-zearalenol,p-zearalenol, zearalanon, 3'’-
hidroxizearalenon, 8'-hidroxizearalenon, 5-formdeaglenon (BIER, 1998). A leggyakoribb
ZEA-termeb fajok a kovetkedk: F. avenacum, F. equiseti, F. graminearum, F. cubmarF.
lateritium, F. crookwellense, F. semitectyBETINA, 1989;BENNETT ESKLICH, 2003).

A zearalenon metabolizmusa és egészségkarosito rsata

A ZEA és szarmazékai biologiai hatasait tekinté&éht szaporodasbiologiai és ivarzasi
problémat okoznak. Ennek oka, hogy kémiai szerkéz&dten nagyban hasonlitanak a
természetes Osztrogén vegyiletekhez, és soks#eeldr 6sztrogén receptor affinitassal
birnak (QRoMADZKA ET AL., 2008). A méhnyalkahéartya, a petefészek, a tejyek, a
hipotalamusz, a hipofizis elidlslebenyének sejtjein talalhaté 0©sztrogén receptwnk
kapcsolodnak. Az egyes fajok érzékenységét befoliggasaz adott receptorok tipusa és

eloszlasa. A fuzarium toxinok kozott szinergizmugyélheth meg ennek kdvetkeztében
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egymas hatasat fetimitve még sulyosabb szaporodasbioldgiai zavarokatrak (GEH ES
KovAcs, 2010).

Ruzsas és munkatarsai 1979-ben bizonyitottdk a ZBAnon- és reprodukcios
rendszert zavar0 hatasat. Tobb hetes etetési dtiddsbn szennyezett takarmannyal tétéen
etetése kovetkeztében a Kkisérleti allatoknal za&vakeptek fel a tuskerésben, a
spermatogenezis soran, valamint a termékenységbevabbi kutatasok eredményei is
igazoljdk a ZEA csokkenti a tesztoszteron és spermimennyiségét, és fokozza az
elndiesedést (BEENNE ES DOURMAD, 1994). El§sorban a kukorica és a buza alapanyagu
termékekBl kertlhet ez a toxin a szervezetbeo(lacs, 2004).

Mas karos bioldgiai hatasait is kimutattak a ZEA:nhaematotoxicitas (MAROUFI
ET AL., 1996), genotoxikus és mutagén hatas&bi(ET AL.,2004). Ma4jkérositdé hatasat is
leirtak, melynek oka, hogy a toxin megvaltoztattkildoz bioldgiai markereket; valamint
immunotoxicitasa is ismeretesI{EDINE ET AL., 2005).

A ZEA atalakulasa soran toxikusabb masodlagos métabk keletkezhetnek, mint az
a-zearalenol, mely nagysagrenddel toxikusabb hatstki. A szervezetbe kerllve a ZEA
zsiroldékonysaganak koszonbet konnyen megkédik, majd a sejteken belll tovabb alakul
metabolitjaira, melyek aztan a majban glukuronshvikapcsolédnak. A glukuronid
megkotdik a bélnyalkahartya-sejtjeiben, majd a majon &z a véraramba kerul. A
hepatikus keringés kovetkeztében a toxin elimifjacigatolva van, ami fokozza a kéaros
hatasok idtartamat (RoMADzKA, 2008). A ZEA metabolitja az-zearalenol, négyszerte
aktivabb (MATRAI ET AL., 2003), mig a R-zearalenol (szerkezete megegyaziki-
zearalenoléval, de az atomok kapcsolédasi sorrend@® a ZEA-val megegyézoxicitasu
(MEzes 2009). Az eddigi vizsgélatok kimutattak, hogy askondllatok kozil a sertés a
legérzékenyebb ra, mert a szerveztében a metatidlizkovetkeztébena-zearalenol

keletkezik, hasonléan az emberben i\tRAI ET AL., 2003).

2.5.4 Trichotecének — T-2 toxin és a deoxinivalenol

A trichotecénvazas vegyuletek kdzll a legismeridb2 toxin és a DON, de emellett
kozel 200 kiloénbék trichotecénvazas mikotoxint izolaltak és irtak Jellem? rajuk a
dermatotoxikus hatas, 2-3 héten keresztll tartoydeztas soran a szajnyalkahartya és
nyelbcsy kisebesedik, viszkét kiltések jelennek meg, valamint szovetelhalds is
megfigyelhed. Ezzel parhuzamosan a vérképben is valtozasok themmek be, a
fehérvérsejtszam és trombocitaszam csokkewrrEl ET AL, 1971). Mérsékelt égovon a
leggyakoribb trichotecénvazas mikotoxin a DON, d¢i¥4, T-2, és HT2 toxin is éfordulhat.

(ScoTT, 1989; RACINTAET AL., 1999; WHO/FAO, 2000).
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T-2 toxin

A legtoxikusabbnak itéltFusarium penészgombdék Aaltal termelt trichotecénvazas
mikotoxin a T-2, mely a leggyakrabban fordub el takarmanyok alapanyagaul szolgalo
gabona magvakban I(RCINTA ET AL., 1999). A gabonaféléket a szant6féldon a vegésaci
idészakban nedves dben veszélyezteti a kialakulasa, de a helytelei&gdrsoran gabonara
keriilb nedvesség is a trichotecén vazas mikotoxinok kun&eidojanak novekedéséhez
vezethet (WHO/FAO, 2000). A T-2 toxin @hidroxi-4-3, 15-diacetoxi-8& (3-methil
butiriloxi)-12,13-epoxitrichotec-9-én) vilagszertermészetes toxikus szennyaek szamit
(MAURICE, 1983;ABRAMSON ET AL, 1997). A T-2 toxin vizben nem, szerves oldoszerekbe
mint alkoholokban és polaros oldészerekben, igydaél metanolban, etanolban,
izopropanolban, propilén-glikolban, acetonban, -atétatban, kloroformban, dimetil-

szulfoxidban jol oldddik.

A T-2 toxin metabolizmusa és egészségkarositdé haaas

A szervezetbe bekekillT-2 toxin nagy része érintetlentl athalad a bétesan és a
bélsarral kitral. A T-2 toxin zsiroldékony vegyilemiatt a fennmaradd hanyad hatékonyan
felszivodik. A felszivodas helye a vékonybél, mag majon keresztil részben
metabolizalodva (pl. glutation konjugacid) az epénresztil ismét a bélése jut vissza
(WHO/FAO, 2000).

A majban zajl6 metabolizacios folyamatok soran-2 4siroldékony jellege csokken,
vizoldhatésdga pedig javul. A folyamat atmeneti abetitok is keletkeznek, amelyek
toxikusabbak is lehetnek, mint a kiinduldsi vegyeike HT-2 toxin, mely T-2 toxin
atalakulasa soran keletkezik, &s vitro karcinogenitasi tesztben bizonyult karosabbnak a
kiindulasi T-2 toxinnal (WHO/FAO, 2000). A T-2 taxiés szarmazekainak toxicitasat a
12,13-epoxid, valamint az azokbol kédé oxigén gyokok adjak (BIFSTETTER ET AL, 2005,
amelyek a sejtek membranjaban lipidperoxidaciogafolatokat is kivalhatnak (EXEs ET AL,
1998).

A T-2 toxin esetében dermatotoxikus hatdsok és [érfeszintézis zavarok,
szajnyalkahartya és nyelss felmardédasok, viszkét kilutések, valamint szovetelhalas
figyelhettk meg (FAIRHURST ET AL, 1987, 3Lyl ES GLAVITS, 1995). T-2 toxin legfontosabb
hatdsa a fehérjeszintézis gatlasa. Amely soran jaejtek transzformacios folyamataiban
szerepet jatszo fehérjék aktivitasatUfBRE ET AL, 2000) és az immunrendszefikiidéseét

befolyasolja (REHARD ET AL., 1991; KDD ET AL., 1995), igy a T-2 toxin mérgezés fokozottan
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erzekenye teszi az allatokat az egyes betegségsk&riben (NO ET AL., 1988). Az allati
szervezetben a mjban, a csoribeh, a lépben és a timuszban folyé fehérjeszirtézis
kapcsoldédd folyamatok szenvedik el a legnagyobbtékiérkarosodast T-2 toxin terhelés
esetén. (RSENSTEIN ESLAFARGE-FRAYSSINET, 1983; HOLLADAY, 1995). Azon sejteket
karositva leginkabb, amelyekben nagyméitéiehérjeszintézis megy végbe, amilyenek
példaul a limfocitak, vagy az epitelialis sejtek.TA2 toxin szarmazékai a fehérjeszintézis
potencialis inhibitorai eukariota sejtekbenefd, 1968; FEINBERG ESMCLAUGHLIN, 1989;
HOLLADAY , 1995).

Deoxinivalenol

A legjelentisebb névéenypatogének kdzé tartozo, buza és kukfredaiozisat okozo
F. graminearumésF. culmorumfajok altal fer6zott szantofoldi névényeken jelenik meg a
DON. Amely rendkivil ellenalld6 molekula, 66tabil, azaz a raktarozastdl kezdve az
élelmiszerlancon keresztil képes megmaradniéiasi alapanyag 8készitési eljarasokon
keresztil, a dzés-sutesi eljarasokat is képes atvészelni, tovabbégas émérseéklet sem
csokkenti a mennyiségét ORTER ET AL, 1996; EHLING ET AL., 1997; ERIKSEN ES
ALEXANDER, 1998).

Hosszan tartd (t6bb, mint egy év) tarolas soramlaao, amennyiben asmérsékleti
es nedvesseg viszonyok letwed teszik, a bakterialis folyamatokat részlegesxigkacioja
(deepoxidacid) megfigyelh&évolt (MEzES2013).

A DON metabolizmusa és egészségkarosité hatasa

Az akut DON toxicitdas emberekben fejfajast, széshijlémelygést, hanyast, hasmenést
okoz. Az éallatokban a révid édartamu kitettség anorexiat és hanyast okoz, azlidstettség
pedig a bels szervek elvaltozasahoz vezet. A DON toxinrdél kiattétk, hogy genotoxikus,
immunszupressziv, teratogén, valamint szamos szd@sirvégpontra is negativ hatassal van.
A DON el lépésben a fehérjeszintézist gatolja, felboritjacitokinin szabalyozast,
megvaltoztatja a sejtproliferaciot és sejthalallvezet. Igen dis immunrendszer gatlo. A
fehérjeszintézis megakadasa miatt az agy noveb@fian nevi aminosav felvételét, s ennek
kovetkeztében fokozodik a szerotonin szintézisdteRetien ez all a héatterében a DON
ersteljes émelygést, hanyastielézs hatasanak. Ugy gondoljak, a DON és mas trichotecén
anyagok a megnovekedett szerotoninszinten keredefélések emellett az anorexia
kialakulaséért is. Az is szerepet jatszhat a cstikiéplalék- vagy takarmanyfelvételben, hogy
a DON irritalja a bélrendszert RENHOLM ET AL., 1984;EHLING ET AL., 1997). Az allatok a
toxinszennyezett takarmanyt visszautasithatjdkzastid, az allat egyedi érzékenységéaz

elté tartasi kortlmeényekt fuggéen. A DON tartalmi takarmany a bélcsatornaban
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gyulladasos folyamatokat, valamint fekélykégést indukalhat (81 Es GLAvVITS, 1995).
Emiatt csokken a taplalbanyagok emésithege és felszivodasa, igy a takarmanyok

hasznosulasa.

2.5.5 Fumonizin-B1

A fumonizineket éleg aFusarium verticillioidesésF. proliferatumtermeli, az ismert
nyolc fumonizin szarmazék koziul a FB1 a legjelsabb és leggyakoribb. 1988-ban, Dél-
Afrikaban a Marasasiezette PROMEC (Programme on Mycotoxins and Expartai
Carcinogenesis) csoport kutatéi 1988-ban fedeztdk(GELDERBLOM ET AL., 1988). A
fumonizinek felfedezése azért volt nagy jeteséti, mert ezzel tobb allati €s human betegség
oka valt ismertté. Nem véletlen, hogy az elmult&®en a nemzetkdzi mikotoxin kutatas
koézéppontjdba a fumonizin kutatas kerulugdon, 1996). A fumonizinek a takarmany- és
étkezeési kukoricat is vilagszerte szennyezikGfdulasukat az dsszes kukoricatermészt
orszagaban kimutattdk. A fumonizinekre szinte mmadatfaj, kiléndosen a lofélék és a

sertés, & még az ember is érzékeny ARhSAS, 1995).

Fumonizinek metabolizmusa és egészséegkarosito haas

Az FB1 sertésekben sulyos mellvizkort éséuiidenyét idéz eb. A betegséget 1989-
90-ben az USA-ban észlelték és bizonyitottak, heBY okozza (ARRISON ET AL., 1990).
Az Aallatoknél ebfordulé betegséget MZEKAS ET AL., 1997) Kkisérleti allatetetéssel
reprodukaltak. Ket 10-12 kg testtoniegalaccal 330 mg/tak.kg FB1 etetését kdeataz
allatok az 6todik napra elhullottak. A mellvizkés &idvizenys mellett majelvaltozas és
sargasag, agybdéma, illetve kéddl korulirt agylagyulas volt diagnosztizélhaté. A fonizin
toxikozis sertésben pulmonalis, kardiovaszkulasishépatikus szimptomakkal jellemezhet
A fumonizinek rakkelh hatasu anyagok, melyet laborallatokon és szowedtaetben végzett
kisérletekkel tobbszorésen is igazoltak. A fumameki az emberben is rakk&lhatasuak.
Szamos tanulmény bizonyitotta, hogy a vilag azsred — Dél-Afrikaban, Kina egyes
részein, a legutébbi adatok szerint Olaszorszagké&sketi részén —, ahol a vidéki lakossag
mindennapi taplaléka a kukorica, illetve a kukdb@lakészult ételek, a kukorica gyakran
szennyezett fumonizinekkel, az emberi gabrak kb. 30-szor gyakrabban fordubemint a
vilhg mas terlletein, ezért a kutatok altalanosHagadottnak tekintik, hogy ezeken a
terlleteken az emberi nyelsrakot a fumonizinek okozzk EEDERBLOM ET AL., 1991,
1992;NORRED ESV 0SS 1994).

A fumonizin hatdsmechanizmuséara vonatkozéarokélst Wang és munkatarsai

(1991) irtak le, hogy a FB1 a szfinganin szerkeaetilogja, majd ez a megfigyelés vezetett el
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ahhoz a felfedezéshez, hogy a FB1 specifikus taspatdja a szfinganin- €s szfingozin-N-
acetiltranszferdz (ceramiddz vagy ceramid szintak).szfingolipidek a membranok
szerkezetének felépitésében, és ezzel igen nagysatfunkciéban és ezek szabalyozasaban
vesznek részt B.L ET AL., 1993). A szfingolipidek csaknem minden sejt meanfaban jelen
vannak, legnagyobb mennyiségben a kdzponti idegeandehérallomanyaban ARAGO ES
MANCHOVICH,1996). A szfingolipidek k6z06s tulajdonsaga, hoggukat a szfingozin alkotja
(1,3-dihidroxi, 2-amino vegyulet).

A Fusariumgombak altal termelt mikotoxinok esetében meg legllyezni viszont,
hogy Fusarium mikotoxinok esetében jéval tobb hosszu lefolyastagtairtak mar le, mint
akut tineteket (B Nus ET AL, 1996). Tobbek kozétt az immunrendszefikddésének

zavarait feltételezik a kronikus toxikozisok hadteen (BSTKA ET AL., 1987).

2.6 Mikotoxinok kimutatasara alkalmazott moédszerek

2.6.1 Kémiai analitika

A toxinok kvalitativ és kvantitativ kimutatasaralegszélesebb korben alkalmazott
kémiai analitikai modszer a magasnyomasu-folyad#kiatografia = HPLC, illetve annak
tomegspektrometriaval kombinalt valtozatai (HPLC-M&gy Ujabban HPLC-MS/MS),
pontossaganak és megbizhatésaganak kdsz@met

A HPLC vizsgalatoknal az egyik tipus a minta egyedjdonsagat, ugy, mint UV
abszorbancigjat vagy fluoreszcencigjat mérrigKOFr, 2000). Ez a moddszer sikeresen
alkalmazhato a ZEA és szarmazékai esetében, azokédeetes fluoreszkalasanak
koszonheten (GROMADZKA ET AL., 2008). A masik tipus a mozgofazis azon tulajdgag
vizsgélja, mely a mintaval valé érintkezés kdvetkben megvaltozik. llyen lehet &réség
vagy a torésmutatdé. Ezen eljarast alkalmazzak i tdbxin vizsgalatara, mely egy
kromatogréafias elvalasztast alkalmaz kiegészittevabbi szelekciot lehété tevh tandem
kapcsolasu tomegspektrométerrel (HPLC-MS/MS)ZBES MARTHNE, 2010).

A hazai és nemzetkdzi szabvanyok mikotoxinok élshmiekiél és takarmanyokbdl valo
kimutatasara HPLC moddszereket irnak el
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2.6.2 Immunanalitika

Mikotoxin vizsgalatok esetében megbizhatéan alkalhat az enzimhez kapcsolt
immunszorbens vizsgalat (ELISA — Enzyme Linked InmmuSorbent Assay). A médszer
alapja, hogy az adott mikotoxint nagy antigenitas@yulettel konjugaltatjak, majd az igy
képzdott konjugatumot annak haromdimenzids szerkedaf®am a receptorok felismerik és
jelen®s titerli antitest termelés indul meg. felismerikR@1ADzKA ET AL., 2008).

A mérés elve antigén-antitest kétésen alapul fakadzisban. A biotin-streptavidin a
legesebb ismert fehérje-ligandum kélcsonhatas. A mikédd lemez cellaiba, amelyek
streptavidinnel fedettek bemérjik a toxin-standkalovagy mintakat; tovabba a toxinnal
konjugalt torma peroxidazt (konjugatum). A toxin &&onjugatum az ezt kdvemn bemért,
biotinnal kapcsolt, toxin-specifikus antitest aetigkdth helyeiért vetélkedik (kompetitiv
enzim-immunoassay) kezdetben a folyadék fazis stefiggfogataban. Ezzel egyéloen a
biotinilalt antitest, amely igen ésen koddik a streptavidinhez, a vetélke#omponenseket a
cellak felszinéhez koti. Az inkubalast ké¥emnosassal minden nem kdbtt komponens
eltavolitunk a rendszetb igy a cellakba mért szintelen szubsztratot caakbtve maradt
konjugatum képes kék termékké alakitani, ami aenalhyaghoz kétott szabad toxin
mennyiségével forditott aranyban all. Az enzimré@kieallitdo stop oldat a kék szint sargara
valtoztatja. Ennek optikai denzitdsa mikroplatefoéterrel mérhét A 450 nm-en mért
abszorbancia tehét forditottan ardnyos a mikotéximcentraciojaval. A standard pontokbol
nyert kalibracios goérbe (x: Ig(konc.), y: OD450)giségével a mintak koncentracidja

egyértelnien meghatarozhaté(Tpl).

2.6.3 Biologiai hatdsmeérés

A biologiai hatdsmérés soran altalaban valamilyerikus anyag élényekre
gyakorolt hatasaval foglalkozunk. A kronikus éstakiasgalatokat végzunk, melyek kapcsan
meérési vegpontok kilbénboztettikt meg. A vizsgalatok soran a kulonlddzszennye&
anyagok koncentraciéiban adjuk meg a kivalaszteztorganizmusokon mért hatast
(mozgasképtelenség, fénykibocsatas-valtozas, ajulh kilonbod koncentraciok mellett a
kulonbo®d enzimek aktivitasanak csokkenése vagy novekedeseegpontként szolgalhat
(GRUIZET AL., 2001).

Az adott toxikus anyag semlegesitésének/artalmtdksimak ellefrzése soran minél
tobb rendszerben negativ, azaz hatast nem kivdittokat kapunk, annal biztonsagosabbnak
tekinthet az eljarasunk. Erdemes a mikroorganizmusokon kerefolyamatosan magasabb

szervepdeédi tesztek felé haladva és egyre tagabb hatasspek@lmizsgalni a tesztelni
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kivant artalmatlanitasi modszert pl: citotoxicit@gnotoxicitas, etetési kisérletek (akut és
krénikus) hal, baromfi, egér. igy a mikrobakon, akain, madarakon keresztiil egészen az
emlosokig eljutva kapunk eredményeket az adott toxadmgg viselkedésé
A toxikus anyagok kulonb@z biologiai hatadsainak tesztelésére szamos teszt all
rendelkezésre:
* Prokariota tesztrendszerek:
o Mutagenitas, genotoxicitas mérésére: AMES tesz§-8Bromo teszt
o Citotoxiciths méréséralivibrio fischerii teszt, BLYR teszt
» Eukariéta tesztrendszerek:

o Endokrin rendszert zavar0 hatds (6sztrogén, andjogééréseére:

BLYES, BLYAS teszt
+ Allatetetési kisérletek:

o0 Molekularis genetikai bioassay vizsgalatok, pl: ti@mgén dependens
MRNS-koncentraciomeérés (amely modszerek in vitjftvaealakon is
alkalmazhat6ak)

o Célszerv tulajdonsagainak/elvaltozasainak vizsgalat

2.6.3.1 Prokaritta tesztrendszerek — SOS-Chromo teszt

A genotoxikusanyagok kimutatasara hasznalt SOS-Chromo teSziadaktozidaz és
az alkalikus foszfataz enzim aktivitas meérésénwéapgyszei kolorimetrids mérés. A teszt
az Escherichia coliK12 torzslél szarmazé PQ37 mutans térzsét hasznalja teszézatként.

A teszt azon az elven alapul, hogy a legtbébb gediais vegyilet indukalja az SOS
hibajavitdé rendszert a baktériumban. Az SOS-reqmidszer az ésen karosodott DNS-szal
javitdsara az utolsé "esélyt" adja, ahol mar nefiba korrekt javitasa a cél, hanem egy
valamennyire is hasznalhato, folytonos DNS elkéseit mely a kébbiekben esélyt biztosit
a tulélésre.

A tesztszervezetben a normiat gént — gs-galaktozidaz strukturgénje — toroltek a
genombdl, és athelyezték afiA gén kontrollja ala, amely részt vesz a sejtoszsbdn é€s
tébb beépitett génnel egyiitt az SOS valaszreakaegfalebs. A sejt a DNS javitasa soran az
sfiA::lacZ operont a genotoxicitds nagysaganak megfeteltobbszor atirja. Az atirasok
szamanak novekedése egyenesen ardnyolkca altal kodolt p-galaktoziddz enzim
mennyiségével. (QLLARDET ET AL., 1982;L EGAULT ET AL., 1994).

A teszt alkalmas a genotoxikus, és DNS karositéagoly kornyezeti mintakban
tortérd  kimutatasara, talajban, levid®l, élelmiszer 0Osszetékbdl, vegylletekbl,

kozmetikumokbdl, vagy biolégiai folyadékokbdl HEtAuLT ET AL., 1994). A teszttel
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kimutathaté az AFB1 mutagén hatasa/{QARDET ET AL., 1985; QUILLARDET ES HOFNUNG,
1985; AUFFRAY ET AL., 1984).

A citotoxikus hatas mérésére alkalmazotliivibrio fischeri tesztszervezet egyik
legismertebb tulajdonsaga a biolumineszcencia, atudjdonsaga, ha citotoxikus anyaggal
kertl kapcsolatba nagymértékben gyengil vagy eike&zt a tulajdonséagat alkalmazzak a
kornyezetvédelmi gyakorlatban vizmintak o6kotoxisétaak megallapitaséra. EENANDEZ-
ALBAET AL., 2002;PEINADO ET AL., 2002;REPETTO ET AL 2001;RIBO ES KAISER., 1983). Egy
lengyel kutatocsoport adaptalta a modszert mikotakivizsgalatara is. A kutatasaik soran az
AFB1-et 10 pg/ml és DON-t 20 pg/ml koncentraciobésgéltak (3RTER ET AL, 2008).
Krifaton és munkatarsai 2010-ben tovabb fejleszket mddszert és megallapitottak, hogy az

AFB1 mar 1 pg/ml koncentracidban is kimutathatészttel.
2.6.3.2 Eukaridta tesztrendszerek — BYES,/BLYAS teszt

A BLYES/BLYAS rendszer aSaccharomyces cerevisia#deszétorzs genetikailag
modositott valtozatat haszndalja tesztszervezetkéat 0Osztrogén/androgén hatas
kimutatasara, amelynek genomjaba a human oOsztagdnogén receptort integréltak. A
sejtben jelenleyy ©sztrogén/androgén receptorok, amennyiben hornmésinaanyaggal
kapcsolodnak, képesek azt valamilyen riportergégits&gével jelezni. llyen példaul a
YES/YAS (Yeast Esrtogen/Androgen Screen) teszt,lamgetében plazmidon kédddcZ
gén atirddasa jelzi a hormonhatasu anyag jelenl&téeceptor-EDc komplex az plazmidon
kodolt 6sztrogénvalasz-elemekhez (ERE — Estrogaspdhse Element) kiitve elinditja a
lacZ gén atirédasaval a [3-galaktozidaz tetiést, amely megfelélszubsztrat jelenlétében
szinreakciot ad; igy a hormonhatés kolorimetridnarnet (ROUTLEDGE ESSUMPTER, 1995).

Ennek a modszernek egy tovabbfejlesztett valtozmiamineszcencia alapu teszt. A
luxCDABE operon sejtbe integralasaval létrehoztak & B&/BLYAS (Bioluminescent Yeast
Esrtogen Screen) tesztet (Tennessee UniversityxWil® Tennessee, USA). A teszt elve a
kordbban bemutatott YES mddszerhez hasonld, azkdllcmbséggel, hogy amennyiben a
human dsztrogén/androgén receptor 6sszekapcsabdggikhormonhatasu anyaggal, akkor a
receptor-komplex elinditia a plazmidon kodaiix gének arirédasat. igy a tesztszervezet
Osztrogénhatasu anyagra fénykibocsatas emelkedésaghl (&®PTA ET AL, 2003). A
BLYES teszt esetében a B7észtradiol kimutathaté 1,36xP06,81x10" pg/ml kozétt,
illetve az 50%-0s lumineszcencia intenzitast okdmdcentracio (E€) 1,72+0,65*10°
pag/ml. A ZEA esetében az Bgérték 0,60 pg/ml (8NSEVERINO ET AL, 2009,KRIFATON ET

AL., 2011).
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A BLYES torzzsel egyidben egy konstitutiv kontroll térzs vizsgalata s&ges,
amely acitotoxicitds mérésérealkalmasS. cerevisiaeBLYR torzs. A BLYR torzs esetében a
biolumineszcenciaért feléd gének atirédasa allandd, viszont a sejt életiddtiée karosan

hato anyagok kovetkeztében lumineszcencia gagésttalhatd (EDRIGE ET AL., 2007).

2.6.3.3 Allatkisérletek

A magasabb reridallatokkal végzett in vivo kisérleteknél a toxikaisyag kilonbdz
koncentracioi altal kivaltott hatast vizsgaljak ¢&fib6z rendszertani csoportokba tartozo
elélényekben, izolalt szervekben, vagy természetesndlhyokban. A vizsgalt reakcio lehet a
pusztulas, alaktani, szaporodasbioldgiai, taplé@kbmlogiai vagy mas élettani reakcio. A
kisérleti beallitasokat és az allatok kezeléséDBZD 407 protokoll ajanlasai alapjan végzik
az EU orszagokban. Az akut kisérletektadtama 72 ora (n=7-10). A krénikus kisérletek
idétartama 21 nap (n=7-10) §LEZIC ET AL., 2006).

Els6 lépcHben valamilyen a kisérletes laboratériumi munkakiesznalt ismert
tulajdonsagu ragcsalok nemzetségebe tartozd faerntelik etetési vagy mas jelledpl:
dermatoldgiai) kezelés soran a kivalasztott toxikeaeyagot pl: kisérleti egér és
patkanytdorzseken (pl. Wistar patkany) vonalakomttaspecialis vizsgalatokhoz halakon (pl.
ezUst karasz), esetleg nyulakon.

A maésodik lépcs soran, a célallatokon folytatott kisérletek keekinsorra pl:
takarmany kiegésiik esetén az az allatcsoport, aminek a kifejlesadiékanyagot szanjak
pl: baromfi, sertés, szarvasmarha.

A kisérletes daganatkutatasbansstgban entisdket, és ezen bellblég ragcsaldkat
alkalmaznak (egér, horcsog, patkany), valamint ggee szenzitiv fajok alkalmazasa (pl.
aflatoxin esetében a kacsa) szintén elterjedt.

Az allatok az altaluk fogyasztott takarmany kapcsaldlkoznak mikotoxinokkal.
Tobb mikotoxin felfedezését allatetetési korilméngzték meg. A kildnbdz mikotoxinok
esetében ma mar tudjuk, hogy melyik szervre hankéfpb az adott toxin: az AFB1 a
majfunkciokra, a ZEA az endokrin rendszerre, az Qilvesefunkciokra, a T-2 toxin esetében
dermatotoxikus hatasok figyellé&t meg. A fumonizinB1l sertésekben &iizenybsseéget,
lovakban agylagyulast idézéela DON esetéberbként sertésben az emetikus hatast figyeltek

meg.

Molekularis genetikai médszerek

A genetikai ismeretek dviilése lehdivé tette az egyes toxikus hatassal rendélkez
anyagok genetikai expresszidjanak vizsgélatat;datt &z6vetben a toxin hataséra bizonyos
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enzimek termeléséhez szilkséges gének indukalodmatyeket Real-Time PCR technikaval
tudnak detektélni a szovetkivonatbdl. Tobb olyaxikes anyag vizsgalata is lehetséges igy
(akar akut vagy krénikus), amelyeknek nem ismdjgten a metabolitikus Utvonala, valamint
a sejtekre gyakorolt hatasa; hiszen a célszerVegdit hatas mogott természetesen bizonyos
gének expressziojanak megvaltozasa all. E valtézasmt molekularis bioldgiai markerek,

szintén felhasznalhatbak pl. @zztrogénhatés vizsgalatardHENEWEER ET AL, 2007).

Célszerv tulajdonsagainak/elvaltozasainak vizsgalat

Endokrin rendszerre kifejtett hatas vizsgalata

Az 6sztrogén fontos szabdalyozo szerepet jatszimwahnyi gerinces @ény életében,
ezért gyakorlatilag barmelyikik alkalmas lehet amagy Osztrogén-hatasu vegyileteket
vizsgaljunk. A gyakorlatban azonban — gazdasagitikai szempontokat is figyelembe véve —
halakat, illetve ragcséalokat szoktak felhasznalcglea.

Véltivard halak esetében, mint amilyen a zebraban{o rerio) is, a vérplazmaban
vagy a teljes test homogenizatumban mért vitellogenint meghatarozasa, lebsdget kinal
egy viszonylag egyszéen kivitelezhei teszt elvégzésére. Normal esetben ez a fehélfeacsa
né ivaru egyedekben ternéelik endogén Osztrogénhatasara. Azonban a korny@zetb
szarmazd, vizbe kerilt hormonhatdsu szerthyewagok ezt megzavarhatjak, illetve a him
ivarban is beindithatjadk a fehérje terdudsét, igy ennek a fehérjének ELISA mdbdszerrel
tortérd vizsgalata alkalmas az 6sztrogénhatasu anyagekgenek kimutatasaraqSvArRTz
ET AL.,2010).

A fenti médszernek van egy koéltségesebb, de aratahihyosabb megoldasa is. A
zebrahal olyan transzgénikus véltozatat haszna@khozz4d, amelynél a vitellogenin
szintézist kédolo genzytg) Osztrogén altal indukalhatd promoéteréhez egyrésmcensen
vilagito fehérjét ¢fp) kdédold részt és egy ERE szekvenciat (Estrogerpdtese Element)
kapcsoltak. Az yen konstrukcioja m ivard halak majaban, mar nagyon kis koncentpacio
Osztrogénhatasu vegyllet jelenlétében intenzivrdsacenciat eredményez HEN ET AL.,
2010).

A zebra danio vitellogenin teszttel viszonylag emyéen és gyorsan vizsgalhatjuk a
xenoodsztrogének hatdsanak meglétét, de mess#ekimetkeztetéseket nem vonhatunk le
arra nézve, hogy az edsillatok hormonrendszerében milyen valtozdsok nemégbe a

vegyuletek hatasara.
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Uterotrofikus bioassay

Az uterotrofikus bioassay mddszer sorafstény ragcsalokat, jelleien egereket
vagy patkadnyokat kezelnek 3 napig a kérdéses vetiglll majd ezt kbvéen vizsgaljak a
méh tdmegének novekedését és a meéh falanak stijétian bekodvetkezett valtozasokat. A
kisérletekhez prepubertas koru vagy dtinovariektomizalt (petefészektwi eltavolitasa)
allatokat hasznalnak. A prepubertas koru allatoknmadg nincs szamottévnemi hormon
termelése, ezért a kisérlet soran a vizsgalt mekken bekovetkézvaltozasok kizardlag a
beadott vegyuletnek tulajdonithatéak. A figinallatoknal az endogén 0Osztrogén hatasat
ovariektomiaval lehet megoldani. Ha a vizsgalandggwilet 6sztrogén-szerhatasokkal
rendelkezik, a méh tdmege mégrEz a ndvekedés aranyos a vegyulet hataségével
(OECD 2007A, BBAS ET AL.,1984).

Az 0sztrogénhatasu anyagok a méhben szamos Oszataigsesal kapcsolatos
Gtvonalat szabalyoznak. A Idggb ilyen folyamatok modellezik az extracellulariétnixot, az
alternativ kiegészitmikodéseket, sejtproliferaciot, vagy hatast gyakabhe intracellularis
Cd*-koncentréciéra. Az dsztrogén receptor altal irfotyivaltozasok a génexpresszidban
megfeleben mérhdik Real-Time PCR mérésekkel. Heneweer és munkatamsalvegzett
kisérletek soran vegul 7 géhéllapitottak meg, hogy etinilésztradiol vagy zaanon kezelés
hatdsara szignifikhnsan megvaltozik az expresdidapelin, aquaporin 5, kaszpaz 7,
komplement komponens 2, mevalonsav-pirofoszfat+dekalaz, osteopontin, calbindin D9k)
(HENEWEER ET AL, 2007). Ezek a gének gyulladasos folyamatokbankomplement
aktivacioban, az extracellularis matrix atalakubésd a kalcium-ion transzportjaban és az
extracellularisan jelenléwizhomeosztazisadban jatszanak fontos szerepet.

Heneweer és tarsdiltal elvégzett kisérletsorozat soran a klasszikigsotrofikus
bioassay modszert kiegészitettek génexpresszitozaabkat és koregulator kélcsdnhatasokat
célzé vizsgalatokkal. A kisérlet soran szexudlisameg éretlen, @stény patkanyokat
etinilésztradiollal (EE2) és zearalenonnal kezelt@lbb dbzisban, harom napon keresztil,
majd vizsgaltdk a méh tomegében, illetve a méhdzdiaiktarajdban bekdvetkezett
valtozasokat. A vizsgalatok soran azt tapasztaliagy az 1 és 10 pg/testsuly kg-os EE2 és
az 1 és 10 mgl/testsuly kg-os zearalenon adagoliBkémsan megnovelték amterus
tomegeét. A 10 pg/testsuly kg-os etinilosztradiobéd mg/testsuly kg-os ZEA ddzisok esetén
az endometriunszignifikans megvastagodasat tapasztaltdk. Emelkethéhszovetth izolalt
RNS-eket felhasznalva, DNS microarray és Real-TIRER segitségével mérték az
0sztrogén-fligg gének expressziojaban bekdvetkezett valtozasMexfigyeltek, hogy a 10

mg/testsuly kg ZEA doézis hatasara az APLN génesgiém az oOtodére, az AQP5
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génexpresszidja felével csokkent, mig a C2 gérelert50% -al étt, a CALB3 gén esetében

négyszereséredtt az expresszitHENEWEER ET AL, 2007).

Nephrotoxikus bioassay

anyag hatdsara bekoOvetkeaaltozasokat a szoveti sejtekben lezajlé gén inubkk
elemzésével vizsgaljak. A vese cortex régiojabtdltBNS-t izoldlnak majd cDNS szintézist
kovetben Real-Time PCR segitségével génexpresszios ahaN2geznek. Endogén
referenciaként Ppia (peptidylprolyl isomeraz A, loghilin A) gén expressziojat hasznaljak.
A reakciok specificitasat (amplikon integritas) MEurve elemzéssel ellérzik. A méréseket

a specidlis cititoxicitasi marker génekre terve@@ul T AL., 2009). A vizsgaland6 anyag
toxicitasat az irodalomban mar leirt expozicio lakeginkabb befolyasolt markergének
expresszidjanak mérésével hatarozzak megH€LET AL., 2003). Luhe és munkatarsai az
OTA génexpresszidjat kivaltd hatdsat vizsgaltak teispatkanyokon, 24 és 72 Oras
kisérletekben, alacsony 1 mg/kg és magas 12,5 mQ/k§ dozisokkal. Az alabbi gének
kifejezodését vizsgaltak: az apoptozisért (iranyitott sdftiert) felebs GADD 153, GADD
45, annexin V; az oxidativ stresszvalaszt add hgpdeaktor 1 és a katalaz; valamint
gyulladasra utal@-2-makroglobulin, ceruloplazmin, és a kathepsin Bahe és munkatarsai
a 72 6ras 10mg/ testsuly kg OTA dozis vizsgalatmais, az OTA hatasara megnévekedett
expressziOkat tapasztaltak: a Gadd45 és Annexip2esszidja a kétszeresére, Gadd153 és

clusterin expresszioja masfélszeresére, a ceraopaexpresszioja a 2,5-szeresére valtozott.

Hershberger assay

Az assay antiandrogén aktivizaldédasokat detektdtagen-fligg szévetek (prosztata,
Cowper mirigyek, pénisz izom) tdmegmerésével kaliztnim patkanyoknal, amelyeket
tesztoszteronnal kezelnek a vizsgalando anyagg&int10 napos ordlis kezelést kdden
(GRAY 1998;GRAY ET AL., 1997A, 1998;HERSHBERGER ET AL, 1953).

Az assay nagyon érzékeny az androgén és antiamdiogi@su anyagokra. Egyéb
meérési végpontok melyek segitenek megitéini a dagay hormonhatasat a maj, veseék,
mellékvesék és vérszérum, amiben tesztoszterohuésimizalé hormon (LH) szintjét szoktak
mérni.

Mind az uterotrofikus, mind a Hershberger assaytiidty évtizede segiti a kutatokat a
vegyi anyagok 6sztrogén és androgén hatasanak laqgitdaban. Azon anyagok, amelyek a
patkanyokndl dsztrogén és androgénhatast valtanaidy valdszitiséggel az emberben is

hasonld elvaltozasokat és hatasokat okoznak.
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Néstény patkany assay

A frissen levalasztott gstény patkany tesztet mar két évtizede hasznaG&eX ET
AL., 1988,1989). A frissen levalasztottéstény patkanyokat naponta kezelik a megéelel
dozissal orédlis gyomorszondan keresztil 21 naponk@ben a vaginanyilas alakulasat
monitorozzak. Az &llatokat altatasos eldlést kégrt 42 naposan, teljes vizsgalatnak vetik
ala (méh és hiuvely tomeg vizsgalat, szovettanidtinmrmon statusz meérées, HPG funkcid
mérés, szteroidogenezis gatlas, stb). A mddszeyomag@rzékeny az Osztrogénhatasra, a
szteroidogenezis gatlasara és az antitiroid ak8vitmérésre, valamint kdnnyen

reprodukélhato.

Him patkany assay

A Kkisérlet sordn a pajzsmirigyben végbethewaltozasokat, HPG zavar,
szteroidogenezis zavar, valamint szteroid hormdadi@is zavarokat vizsgalnak. A frissen
elvalasztott him patkanyokat 30 napon keresztigélkea vizsgaland6 anyaggal. A vizsgalat
érzékeny az androgén, antiandrogén, szteroidgegétlis és antitiroid aktivitdst anyagokra.
Ezzel a mddszerrel szamos peszticid és egyéb »>atilabn Osztorgén-adrogén hatasat

allapitottak meg (metoxiklor, linuron, karbendazuohfyutil-ftalat (SToker ET AL, 2000).

Utero-Lactational assay

Az EPA Aaltal alkalmazott utero-lactational assayaeo80 napon keresztll kezelik a
kisérleti csoportokat 10 liter tej/kisérleti csap(r20-150 egyed) bedllitassal. Ezen protokoll
alapjan androgén és antiandrogén anyagok tesztelh&@-3 hét alatt, az EDC (Endocrin
disturbing compound) hatas és az antitiroid aldwitpedig 4-5 hetes vizsgalat soran
allapithatéak meg.
Ezt a mddszert hasznaltak a 2,3,7,8 TCDD (dioxiabasanak vizsgalatara: ami mar két
nagysagrenddel kisebb koncentracioban megvaltazatzexualis differencialtsdg mértékét a
patkanyok és a horcsogok esetében, mint az irndiesz elvaltozasokat éidez
koncentracié az ivarérett patkanyok esetébemn{Ges OsTBY 1995;GRAY ET AL., 1997 b,c;
WOLF ET AL., 1999).

2.7 Mikotoxinok detoxifikaciojara alkalmazott médszerek

A mikotoxinok detoxifikacioja sordn vagy a mikotaximolekula keril lebontasra
adott fizikai-kémiai eljaras, esetleg mikroba atkakasaval. Vagy az adott felhasznalasra

kerilb anyag az allati szervezetben csokkenti a mikotoakkumulacidjat, a toxin
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felszivodasanak gatlasaval (pl: agyagasvanyokz@kegtfal készitmény). A mikotoxinokat
detoxifikald illetve degradalé agensek gyakorlathhsznélasa a gazdasagi allatoknal indirekt
modon a human egészségvédelem egyik eszkbze i BeheDERGUE ET AL, 2009).

Az adalékanyagok zen csokkentik a mikotoxin szemégea takarmanyokban azaltal,
hogy gatoljak a mikotoxinok felszivodasat, segkikalasztodasukat vagy megvaltoztatjak a
mikotoxinok hatasat az adott szervezetre. Ezenraday adalékokat mikotoxin detoxifikald
anyagoknak nevezzik. Az alabbi detoxifikald6 modskeismertek (BUDERGUE ET AL,
2009):

» Adszorbensek Olyan nagy molekulasulyd anyagok, amelyek valgeml modon
megkotik a mikotoxinokat, igy csokkentik azok bkl hozzaférhéiségét. A
folyamat az allat bélrendszerének karositdsa nglgkodik le, és a mikotoxin-
adszorbens komplex az drulékkel tavozik. Az adsawsbk adott, a piacon
beszerezhét készitmények, tartalmazhatnak ammaonium propionateinomerikus
propionsavat és szorbit-savat tartalmaz, specialiggnéziumot €s natriumot
tartalmazo természetes szilikat danyaggal, tovabba kulonb&®anikrobak sejtfalat
is pl: tejsav baktérium vagy akar élészejtfal. A mikotoxinok megkétésre javasolt
anyagok szervetlen és szerves vegyiletek is leketAeszervetlen csoportba
szilicium polimerek igy példaul egyes agyagasvanyk&olin, szepiolit, zeolit,
bentonit, stb.) valamint az aktiv szén tartozik. séerves adalékanyagok nagy
rosttartalmi takarmanyok (széndk, szalmak) é&desjtfal kivonatok és egyes
huminsav szarmazékokN8H, 1980).

+ Kémiai moddszerek: Szamos vegylletet hatasosnak talaltak tobb mikobati
(aflatoxin, fumonizin, T-2, ZEA, DON) szemben (plkalcium-hidroxid-
monometilamin, natrium-biszulfit, 6ézon, klérgaz,dlogénperoxid, aszkorbinsav,
hidroklorsav, kén-dioxid, formaldehid, ammédnia émadnium-hidroxid) (MRGA ES
TOTH, 2005).

» Fizikai modszerek: A gabonatételek mikotoxin-tartalma csokkenthet szemek
mechanikai, @riség szerinti szeparacidja €s szin szerinti oszabs réevén.
Ismeretesek mosasi eljarasok (vizzel, vagy Na-kaboldattal) a DON, ZEA és
csokkentésére 150-200°C-on totidmbkezelést alkalmaznak. Az ochratoxin szintet
pedig sikeresen kontrollaltak gamma-sugérzassalri@knyokban (BFAI ET AL.,
1996).

» Biotranszformalé anyagok lebontjdk vagy atalakitjak a mikotoxinokat egygya

tébb, nem, vagy csak kevésbé toxikus metabolitizekElehetnek baktériumok,
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gombak vagy kulénbd@zenzimek is (pl: egy a piacon forgalombanddeszitmeny
az alabbiakat tartalmazza: BBSH 797 kodsz&mubacterium sporzs, Trichosporon
mycotoxinivoranstorzs, tovabba agyagasvanyokat és ébssjtfal kivonatot). A
biotranszformacios eljarasok soran a biologiai $el&mzés is egyre nagyobb
szerepet kap, amelyet az Europai Elelmiszerbiztgnsivatal (EFSA) 2009-ben
kiadott kdzleménye is hangsulyoz; miszerint a bisszformalo agensek alkalmazésa
sordn nem csak a mikotoxinok, hanem a kKépzmetabolitok dsszegzett bioldgiai
hatasat is vizsgalni kell megfedetoxikoldgiai tesztekben (BUDERGUE ET AL,
2009).

2.7.1 Mikotoxinok biodegradéacidja

A szakirodalom alapjan ismert AFB1, ZEA, OTA, T-BON és FB1 bonté
mikroszervezeteket a 2.5. sz. tablazat tartalmazza.

A fuzarium gombak mikotoxinjainak szerkezeti képleartalmaz egy 12,13-epoxid
csoportot, amely a toxikussagért fékel Az epoxid redukcid jol ismert folyamat, a &z
allatok bendjében éb mikrobidlis epoxidaz enzimei végeznek. llyen mbdk az
Eubacterium fajok is, melyek képesek hasonl6 epoxidaz enzinsektézisére, ezt a
tulajdonsagukat baromfiban a T-2 toxin esetébas igak (MEZES ET AL, 2010).

Az AFB1 mikotoxint napjainkig bizonyitottan az akbimicétak korében tartozo
mikrébak képesek biodegradalni. Eddig Mocardia corynebacteroideCIEGLER ES
PETERSON 1966), aMycobacterium fluoranthenivoranfHorRMISCH ET AL, 2004) és a
Corynebacterium rubrunfMANN ES REHM, 1977; SHIH ES MARTH, 1975), aflatoxin-bonto
képességél szamolt be a szakirodalom. Teniola és munkataf28i05) részletesen
tanulményoztak &hodococcus erythropoliextracellularis enzimeinek AFB1 biodegradalo
hatasat és vizsgaltak a mutagén hatas valtozas@boimatografias vizsgalatokkal nem tudtak
az AFB1 bomlasi termékeit kimutatni, valamint AMESszt hasznalataval bizonyitottak a
mutagenitasi potencial medgsesét.

A ZEA biodegradaciojara tobb gomba is képes. Kamam({1986) aRhizophus sp.
ZEA-bontd tulajdonséagat irta le, majd El-Sharkawey Abul-Hajj (1988) irtak le a ZEA
eredményes bontasat, amelynek sorddliacladium roseunmevi gombafaj a toxin gyris
rendszerét bontotta. AStreptomyces griseus, S. rutgersensus, Rhizopusizasrtorzs
esetében, amely mikroszervezetek 18, 25, 40%-4ékua ZEA toxinnako-zearalenonna
alakitani (E-SHARKAWY ES ABUL-HAJJ, 1988). Itt azonban fontos megjegyezni, hogy aa-az
zearalenol nagysagrenddel toxikusabb a ZEA-nal, kggdegradacié végtermékként

megjelenése nemdlyds. Takahashi-Ando és munkatérsai (2004) izdé&t&lonostachys
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roseaZEA detoxifikaciojaért feldls laktonohidrolaz enzim génjét,zadL01-et, amelyek.

coli ésS. cerevisiaanikroszervezetekbe transzformaltakzBdl01 gént GM rizsbe Ultetve is
vizsgaltak annak ZEA detoxifikalé hatékonysagat. genmodositotE. coli altal végzett
degradacio hatékonynak bizonyult, mig a génmodibsits. cerevisiaekisebb aktivitast
mutatott. A GM rizzsel bedllitott kisérletek sosmintén tapasztaltak jelésttoxinmennyiség
csokkenést (AKAHASHI-ANDO ET AL, 2004). A Trichosporon mycotoxinivorans
éleszbgombafaj is képes a ZEA- és ochratoxin bontasdedamint, a biodegradacios
végtermék nem rendelkezett 6sztrogénhatassalifR ET AL., 2004;VEKIRU ET AL., 2010).

A prokariotak ZEA bonté képesséderkeveés szakirodalmi adat all rendelkezésunkre.
Pseudomonas putidaEA-1 jelzés torzsHl irtdk le 2007-ben, a zearalenon szénforrasként
tortérb hasznositdst, a ZEA bontds maradékanyaganak toxilatasatArtemia salina
tesztszervezettel vizsgaltak Tovabbi vizsgalatokbaanositottak a ZEA bontasért fékel
plazmidon kodolt géneket (AALHI ES EL-DEEB, 2009.

T-2 toxin esetében mar 1983-ban izolaltak olyanajkak6é baktériumot
Curtobacterium sp. mely feltételezhéen képes volt a degradaciora. Kigls 1987-ben
rumentdl izolalt baktériumok esetében vizsgaltak a T-2rddgciot, mely soraButyrvibrio
fibrisolvens altal termelt észteraz enzim hatadsara 1 ora irlkabalatt 42% csokkenést
tapasztaltak a kiindulasi T-2 koncentraciobOlEMLAKE ET AL., 1987), ami kifejezetten j6
degradacios érték. Az eredmény Mals gyakorlati felhasznalasarél azonban szakirodalm
adat nem lelhétfel.

Egyes Lactobacillus fajokrél kimutattak, hogy kozepes OTA bonté képeggsd
rendelkeznek, azonban a metabolitok és azok esstlexikus hatasait nem vizsgéltak. Egy
Acinetobacter calcoaceticud6rzs is képes az OTA degradaciojara, de a bontéasi
melléktermeékek vizsgalata ebben az esetben seémtineg (RTROWSKA, 2005). Stander és
tarsai pedig egyspergillus nigettérzs esetében azonositottak egy OTA bont6 enzimnaly
vizsgalatakor megéallapitottak, hogy OT-alfa és l&anin a képé&dott bomlastermeék
(STANDER ET AL., 2000,ABRUNHOSA ET AL, 200§. Mindezek mellett drichosporonfajok is
hasonlo lebontasi Uutvonalon degradaljak az OTAkbdh az esetben azonban a Keéldit
degradacios termékeket mar toxikoldgiai vizsgalkhbkis tanulmanyoztdk és arra a
(SCHATZMAYR ET AL., 2003). Sajnos arrichosporon mycotoxinivorangorzsl azoéta
megéllapitottak, hogy human patogén, mivebtidilladast okozhat a velesziiletett cisztikus
fibrézisban szenveéd betegeknél (KKEY ET AL., 2009). Egyerire csak kronikusan
legyengult immunrendszigrés genetikai rendellenességel renddélekut cisztikus fibrozis)

betegeknél figyelték meg a patogenitasat a térzsvialamint a patogenitas cafolé publikacio
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is megjelent a 2011-es évbenINTELNOT ET AL., 2011). Mindezen adatok és elemzések
alapjan az EFSA nem adott ki tiltd javaslatoffachosporon mycotoxinivorantartalmu
készitményekre vonatkozdan.

A DON esetében jelenleg nagyon kevés mikrobattsmrseit, mely rendelkezne a
biodegradacios képességgel, défgybacterium spBBSH 797 torzs (BIDER, 1997) képes a
DON de-epoxidaciojara. Ezen kivil csak egyetlerntdralkm képes a DON teljes lebontasara,
melyet Ikunaga és munkatarsai irtak le 2011-bemMscardianemzetség tagja. Jelenleg nem
munkatarsai altal 1997-ben lef&kgrobacteriumsp. torzs6l nem publikaltak 1997 6ta, mely
alapjan feltételezhéta térzs mikotoxinbontd aktivitasanakigiése.

A fumonisin-B1 detoxifikacidja az eddigi tudomanyesedmények alapjan legalabb
két enzimes Iépésben torténik:adént a de-észterifikacionak kell megtérténnie, meajgt de-
aminacios lépés sziksége<(kl ET AL., 2010). Eddig minddsszeseniack és munkatarsai
irtak le 1998-ban az FB1 metabolizaldsara képesseaéet: Exophiala spinifera,
Rhinocladiella atrovirengs egy aSphingomonayvagy Xanthomonasemzetségbe tartozo
izolatum, ATTC 55552. 2005-berATBEL egy FB1 metabolizaciojara képgphingopyxisp.
MTAL144 jeli torzset irt le. Eme baktérium altal termelt endnazsgalatat taglalja EINL €s
munkatarsai (2010) &ltal készitett cikk. Ezen kiBHNEDETTI €s munkatarsai 2006-ban
izolaltak Delftia/Comamonagsoportba tartozé baktériumot, melyet NCB 1492dabdattak

el.
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2.5. sz. tablazat: A mikotoxinok bontaséara képes rkioszervezetek 6sszefoglalasa

Toxin Mikroszervezet Forras
AFB1 Nocardia corynebacteroides (Flacobacteriyn€IEGLER ET AL, 1966
aurantiacum)
Mycobacterium fluoranthenivorans HORMISCH ET AL, 2004
Corynebacterium rubrum MANN ESREHM, 1977
SHIH ESMARTH, 1975
Rhodococcus erythropolis TENIOLA ET AL., 2005
Aspergillus parasiticus WU ET AL., 2009
Bacillus subtilisUTBSP1 FARZANEH ET AL., 2012
ZEA Rhizopus sp. KAMIMURA , 1986
Gliocladium roseum EL-SHARKAWY ES ABUL-HAJJ, 1988
Absidia coerulea EL-SHARKAWY ES ABUL-HAJJ, 1988
Absidia spinosa
Aspergillus niger
Fusarium oxisporum, F. avenaceum
Mucor bainieri
Penicillum stipitatum
Streptomyces griseus, S. rutgersensus,| S.
rimosus
Rhizopus arrhizus EL-SHARKAWY ES ABUL-HAJJ, 1988
Fusarium sp. PLASENCIA ESMIROCHA, 1991
BERTHILLER ET AL., 2009
Clonostachys rosea TAKAHASHI-ANDO ET AL., 2004
Clonostachys rosea zia1 génje| TAKAHASHI-ANDO ET AL., 2004
transzformélva
- E. colibaktériumba
- Saccharomyces cerevisiakeszébe
- rizsbhe
Trichosporon mycotoxinivorans MOLNAR ET AL., 2004
VEKIRU ET AL., 2010
Kevert baktériumtenyészetek HAHARAJ ET AL, 1997
MORTENSEN ET AL, 2006
YUKSEL ET AL., 2005
Rhizopus stolonifer, R. oryzae, R. microsporU¥ERGA ET AL, 2005
Pseudomonas putidaEA-1 ALTALHI, 2007
ALTALHI ES EL-DEEB, 2009
Acinetobacter spSM04 YUETAL., 2011
T-2 Butyrvibrio fibrisolvens WESTLAKE ET AL., 1987
Selenomonas ruminantium WESTLAKE ET AL., 1987
Anaerovibrio lipolytica WESTLAKE ET AL., 1987
Curtobacterium sp. UENO ET AL, 1983
OTA Phenylobetarium immobile WEGST ESLINGENS, 1983
Acinetobacter calcoaceticus HWANG ESDRAUGHON, 1994
Trichosporon mycotoxinivorans SCHATZMAYER ET AL., 2003
DON Nocardioidessp. WSNO05-2 IKUNAGAET AL., 2011

Agrobacterium sp.

SHIMAET AL., 1997

Eubacterium sp.

BINDER ET AL., 1997

Fumonizinek

Delftia/Comamonas

BENEDETTI ET AL, 2006

Sphingopyxisp. MTA144

TAUBEL, 2005

Exophiala pinifera

DUVICK ET AL.,1998

Rhinocladiella atrovirens

Bacterium ATTC 55552
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2.8 A Rhodococcusiemzetség jellemzése

Kutatdsom soran leginkabb Rhodococcusmemzetségbe tartozd mikroszervezetek
mikotoxinbonté képességét vizsgaltam. Bhodococcusnemzetség tagjai gyakran jelen
vannak kilonbéa élohelyeken: talajban, vizben, tengervizben, és varttkidk novényi,
emberi és allati korokozo is (®DFELLOW ET AL, 1998). Napjainkig aRhodococcus
nemzetségbe tartozd 37 fajbol (2.6. sz. tdbldzags@eében mutattak ki patogenitast: a
ndvénypatogérR. fasciansa ndvények abnormalis ndvekedését okozza, mig. aqui
legzoszervi megbetegedést valt ki mind az ember, mifalak esetében (@&THALS ET AL,
2001).

2.6. sz. tablazat: Az eddig leirRhodococcusiemzetségbe tartozé fajok

Faj Kozeg, amibsl izolaltak Referencia

R. aetherivorans Vegyi hulladékot kezélbioreaktor iszap GODFELLOW ET AL, 2004

R. artemisiae Artemisiannua —rdl izolalt ZHAO ET AL., 2012

R. baikonurensis Az orosziirallomas levegje LIET AL.,2004

R. canchipurensis mészk meddbdl izolalt NIMAICHAND ET AL ., 2013

R. cerastii levélrol izolalt KAMPFER ET AL, 2013

R. cercidiphylli Avar minta LETAL.,2008

R. coprophilus Noévényew benditartalom, eleveniszap hab oRBOTHAM ESCROSS 1977

R. corynebacterioideg Leved Utjan szennyezett taptalaj A¥SIN ESSCHAAL, 2005

R. equi Talajban széles korben elterjedt O@OFELLOW ESALDERSON 1977,1979

R. erythropolis Talaj, eleveniszap hab U®DFELLOW ESALDERSON1977,1979

R. fascians Chrysanthemum morifolium GOODFELLOW, 1984 KLATTE ET AL., 1994

R. gingshengii Szennyezett teriilet XET AL., 2007

R. globerulus Talaj GOODFELLOW ET AL, 1982

R. gordoniae Halalos pneumdnias paciens véib JONES ET AL, 2004

R. imtechensis Novényvédszerrel szennyezett terilet HGSH ET AL, 2006

R. jialingiae Karbendazim tartalma szennyvitb WANG ET AL., 2010

R. jostii Kdzépkori sir csontmaradvanyairdl AREUCHI ET AL., 2002

R. koreensis Ipari szennyviz YOON ET AL, 2000

R. kroppenstedtii Himalajai hideg sivatag MYILRAJ ET AL., 2006

R. kunmingensis Noveényi rizébiumbdl VMNG ET AL., 2008

R. kyotonensis Riz6biumbol LETAL.,2007

R. maanshanensis | Talaj ZHANG ET AL., 2002

R. marinonascens Tengeri Uledék HLMKE ESWEYLAND, 1984

R. nanhaiensis Tengeri tledék LET AL., 2012

R. opacus Talaj ALVAREZ ET AL., 1996 KLATTE ET AL., 1994

R. percolatus 2,4,6-trichlorofenollal dusitott tapkozeg RBLIA ET AL., 1996

R. phenolicus Urkdzpont bioprocesszor ERFUSS EQURBAN, 2005

R. pyridinivorans Ipari szennyviz BON ET AL, 2000

R. rhodnii Egy bogar béltartalmabdl @DFELLOW ESALDERSON 1977,1979

R. rhodochrous Talaj TSUKAMURA, 1974,Z0PF, 1891

R. ruber Talaj CGOODFELLOW ESALDERSON, 1977 ,KRUSE,
1896

R. triatomae Vérszivo bogarbol XSSIN, 2005

41



R. trifolii levélrdl izolalt KAMPFER ET AL, 2013

R. tukisamuensis Talaj MATSUYAMA ET AL ., 2003
R. wratislaviensis Talaj GOODFELLOW ET AL, 2002
R. yunnanensis Erdei talaj AANG ET AL., 2005

R. zopfii Toluol/fenol -t kezel bioreaktor SOECKER ET AL, 1994

A nemzetség tagjai kozeli rokonsagban vannakoaynobacterium, Mycobacterium,
Nocardia, Gordonia, Tsukamurella, Dietzids Turicela taxonok képviseéivel, tovabba
sejtfaluk nagy mennyiségben tartalmaz mikolinsatjakanelyek segitségével a hidrofob
szennyedanyagokhoz jobban hozzaférnekRUIER ESNIKAIDO, 1994; LARKIN ET AL., 2006).

A Rhodococcusmemzetségbe tartozo torzsek eddig leirt biodegrési&épességét 2. szamu
mellékletben mutatom be. Edgyghodococcus erythropoli®rzsil Teniola €s munkatarsai
(2005) irtdk le az AFB1 bont6o képességet. A biodegcios képességekkel parhuzamosan
ipari alkalmazasok terén mar van oly@hodococcusdrzs, amellyel akrilamidot termeltetnek
acetonitrilldl (Y AMADA ES KOBAYASHI, 1996).

A Rhodococcufajokat a katabolitikus sokoldalisag mestereimetak, koszonhéen
hatalmas enzimrendszertknek, amellyel szokatlarvezanyagok hasznositasara is képesek.
Katalitikus diverzitasuk a sokféle és kulénlegesyamokat (xenobiotikumok) atalakito
enzimeknek, mint oxigenazok, dioxigenazok, dehidr@gok, hidrolazok és halogenazok. A
prokariotak kdzott nagymérfetgenomban taroljak (7-9,7 Mb) mindezen tulajdonkago
amely mellett a kromoszoman kivil lineéaris plazrkiolo is kodolnak informécidt és ezek az
extrakromoszémalis elemek a rekombinaciéban ésradmalis géntranszferben jatszanak
szerepet (BRKIN ET AL., 2005). Képesek természetes emulgealdo anyagaokézimére,
sejtfaluk ellendlld, katabolit represszidjuk hiéikyzoldoszer tolerancidjuk jelefd. A 2.
szadmu mellékletben talalhaté tablazatban biodegrési§olyamatokban résztvéwenzimek
és azokat kodold géneket foglaltam 6sszé&rhdococcumemzetségbe tartozo fajok eddigi
genom meghatarozasai alapjan (7 db) rendkivil sakenaz enzimmel rendelkeznek. Adott
faj akar 100-300 kulonbéz oxigenadz enzimet is tartalmazhat. Ennek kovetkeztéaz
aromas vegylletek lebontasahoz is kilobdikvonalakat és enzimeket hasznalnak. Az
aromas vegyuletek lebontasi UtvonalaitRlodococcustorzsek esetében periférikus és
centralis lebontéasi Gtvonalakra lehet szétvalaszéaperiférikus utvonalakbol legalabb 26 db
létezik, a centralis utvonalakbol eddig 8 db-t amsitottak aRhodococcus$ajok esetében. A
periférikus Utvonalak esetében nincs pontosanrietaz eddigi 26 Utvonal. A legismertebbek
a bifenil, etilbenol lebontasi Utvonal, valamint a ftalat és teréftgberiférikus lebontasi

utvonal. Centralis lebontasi Utvonalak az alabbibdktia-ketoadipat atvonal, fenilacetat
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atvonal, gentizat atvonal, 2-hidroxipentadionataital, homogenizat utvonal, hidroxikvinol
atvonal, homoprotokatekvat utvonal, hidroxilaz atabés extradiol Gtvonal.

A fent felsorolt valtozatos metabolikus képességlikrobosztus sejtfelépitésiikkel,
hidegtiréstikkel, valamint a katalitikus represszié hiamyagyre nagyobb figyelmet kapnak
a kornyezetvédelem terlletén, hiszen igen jékenszerepet jatszanak az aromas
szénhidrogének, klérozott fenolok, szterolok, lignikészén, nyersolaj és peszticidek
atalakitasdban, lebontdsabana@linkova ET AL., 2009).Emellett az ipar, a biotechnologia
(AISLABIE ET AL., 2006),a gyogyszeripar (READWAY ET AL., 1999) és a hulladékhasznositas
(VAN DER GEIZE ET AL., 2004)teriletén is novekszik az érdé#les ezen mikroszervezetek
irdnt, mint értékes enzim gyarak.

A Rhodococcummemzetséghl kilon kiemelném aR. pyridinivoransfajt, mivel a
doktori munkam egyik jelets részeét kepezi. Rhodococcus pyridinivorangpustorzsét
eredetileg Koreaban izolaltak, mint extrém hatékpmgdin bonté coryneform baktériumot.
Ez az izolatum a kébbiekben Uj fajként lett identifikAlvaRhodococcusmemzetségen bellili
R.rhodochrousklad tagjaként (WoN ET AL, 2000).R. pyridinivoranstérzsek szdmos aromas
vegyulet bontasara képesgdiridin, bifenil, sztirén és BTEX vegyuletek S ET AL., 2003;
JUNG ET AL,. 2004;JUNG ET AL., 2005, YoON ET AL, 2000). Ez idaig a mikotoxinbontd

képességet a faj esetében nem irtak le a szakdrobdah.

2.9 Egyéb vizsgalatba vont nemzetségek jellemzése

Az aldbbi fejezetben azon mikroorganizmus nemzetsgigmutatom be, amelyeket a

kutatasom soran vizsgaltam.

2.9.1 Cupriavidusnemzetség

A Cupriavidusnemzetség kemoorganotrof és fakultativ kemolifdbaktériumokbol
all, amelyek szdmos valtozatosolitlyen megtaldlhatéak, mint a talaj, vizi koérnyezet
gyokérgumok és humangyogyaszati eszkozokCupriavidusnemzetség jelenleg 14 fajbal
all, a nemzetség tipustorzse G necator. A kornyezeti izolatumok altalaban jelést
nehézfém toleranciaval jellemezéek (Goris ET AL, 2001;JANSSEN ET AL, 2010), és néhany
faj fontos xenobiotikum bont6 képességgel bERE-PANTOJA ET AL., 2008; CUADRADO ET
AL.,2010;LYKIDIS ET AL., 2010).

Cupriavidus basilensifajt eredetileg egy 2,6-diklorofenol bonto torzskérolaltak
(STEINLE ET AL., 1998). A fajhoz tartoz6 mas izolatumok szintén ezxékorben képesek
kilénb6d xenobiotikumok lebontasara, mint furfural, 5-hixiroetil furfural (KooPmMAN ET
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AL., 2010), biszfenol-A (ISCHER ET AL, 2010), klérfenolok (LOUEI ET AL., 2006) és atrazin
(STAMPER ET AL, 2002). A Cupriavidus nemzetségbe tartozo térzsek biodegradacios
képességét a 2.7. szdmu tdbldzatban mutatom beg Bddemzetségbe tartoz6 torzsek
egyikénél sem vizsgaltak azok mikotoxinbont6 kepgés

A mai napig négyCupriavidusgenom projektil tudunk az alabbi fajok esetébed:
necator C. metallidurans C. pinatubonensigs C. taiwanensigTREFAULT ET AL., 2004,
POHLMANN ET AL., 2006;AMADOU ET AL., 2008;JANSSEN ET AL, 2010;LYKIDIS ET AL., 2010;
POEHLEIN ET AL., 2011).

A nemzetség genom meérete 6,5-8,5 Mbp kozott vaIt(ROHLMANN ET AL., 2006),
amely alapjan elmondhaté, hogy a prokaridtakhozkEpagymérétgenommal rendelkéz
nemzetsédil beszélink. A genom szekvenciak alapjan allithhtiy jelends katabolitikus
potenciallal rendelkezik a faj, mivel szamos aromgysi hasitasért felék utvonalat sikerdlt
azonositani: katekol és protokatekol orto-heliyzgyirihasitasert felés Utvonal, katekol
meta-helyzdt gyiirihasitasért felés Utvonal, gentizat és a homogentizat atvonal,
hidroxikvinol atvonal, és a benzol-CoA utvonaREFAULT ET AL., 2004) .

A torzs nehézfémekkel terhelt kdrnyezetben td@rtémeléséért szamos, a nehézfémek
transzportjaért és detoxifikalasaért fékelfenérjét kddolo géenszakaszt sikertlt azonositani,
mint a réz-cink-kadmium-krém toleranciaért féefehérjék ¢copCD réz kisés fehérjék) és a
nehézfém efflux pumpak (réz /nehézfém efflux Pgigd’Pazok és CzcA csaladba tartozo

nehézfém efflux pumpak) REFAULT ET AL., 2004).

2.7. sz. tablazat: ACupriavidusnemzetség tagjainal eddig leirt biodegradacios kégségek és feltart
enzimek, gének

. Kodzeg, amildl . . . Eddig azonositott Teljes
Faj S Biodegradalt vegyllet . . genom
izolaltak enzimek és gének .
projekt
C. alkaliphilus
(EsTRADA-DE LOs | alkalikus talajbdl n.a. n.a. n.a.
ET AL., 2012)
2,6-diklorfenol (SEINLE ET AL., 1998)
C. basilensis furfural, 5-hidroximetil furfural furfural degradalo gén
: Laboratériumi (KooPMAN ET AL, 2010) 9 9
(STEINLE ET AL., bi K biszfenol-A (F 2010 klaszter (KOOPMAN ET AL, n.a.
1999) ioreaktor iszfenol- (FSCHER ET AL, ) 2010)
klérfenolok (4LouEel ET AL., 2006)
atrazin (SAMPER ET AL, 2002)
C.campinensis Cink szennyezett
(GORISET AL, terilet n.a. n.a. n.a.
2001)
C. gilardii
(COENYE ET AL, n.a. n.a. n.a. n.a.
1999)
C.laharis(Sato et V.l.J II_I_<an| hamul;
al., 2006 ) Falop smeget,, n.a. n.a. n.a.
’ Pinatubo vulkén
C. metallidurans . .
Cink gyar
(GORIS ET AL, dekantalo tartaly n.a. n.a. Igen
2001)
C. necator(DAvis, talai Klérozott aromas vegydletek: benzoat 1,2-dioxigenaz laen
1969)(MAKKAR ES ! halobenzoatok és nitrofenolok (MORIMOTO ET AL., 2005) 9
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CASIDA, 1987) klorokatekol degradativ
operon (BAWA ES
MIYASHITA, 1999)

C. numazuensis

(KAGEYAMA ET AL,. Telrmeszetes n.a. n.a. n.a.
2005) talaj, Japan
C. oxalaticus
(SAHIN ET AL., kertészeti talaj n.a. n.a. n.a.
2000)
C.pampae Argentina
(CUADRADO ET AL., dg ' n.a. n.a. n.a.
2010) Nedves Pampal
C. pauculus
V ANDAMME ET emberi |égcsé atogen n.a. n.a. n.a.
g patog
AL., 1999)

C. pinatubonensig Vulkani hamu, Klérozott aromas vegyiletek:

(SATOET AL., 2006 | Fuldp sziegetk, 244 n.a. Igen
Pinatubo vulkan '
C. respiraculi cystic fibrosis
(COENYE ET AL, ban szenvedl n.a. n.a. n.a.
2003) beteg tiidejébl
C. taiwanensis | Mimosa pudica . .
(CHEN ET AL., gyokérgumé | Fenol, trikloretilén (GEN ET AL., 2004) acetil-KoA reduktaz (GiEn Igen
2001) (Tajvan) ET AL, 2010)

2.9.2 Pseudomonasiemzetség

A Pseudomonasiemzetségbe tartozo fajok aerob, Gram negativébakiok, a
talajmikroorganizmusok egyik legdominansabb nengéggts amelyeket nagy hatékonysaggal
alkalmaznak kulénbdzszerves vegylletek biodegradacidja soran. Kulimdsiéas, aromas
és poliaromas szénhidrogének bontasat irtak leeki¥f bontasi képessegiket genetikai
tulajdonsagainak készonhetik, mivel a degradaayyt rendkivil stabil metabolikus plazmid
vezeéreli. Ez a plazmid iranyitja az 6sszes degradaastat az aromas vegyuletek bontasa
soran is (@SEN ESARBOR, 1985). APseudomonas putidaEA-1 izolatum esetében Altalhi
és munkatarsai irtak le (2007, 2009) zearalenondképesseget.

2.9.3 Pseudoxanthomonasemzetség

A Pseudoxanthomonamemzetség tagjai Gram negativ, palcika alaki mikob
amelyek rendelkeznek ¥anthomonadajok és aStenotrophomonafajok tulajdonsagaival,
am azoktol eltér tulajdonsdgaik miatt, mint pl.. a nitritet dinigi@n-oxidra redukaljak
(THIERRY ET AL., 2004), konn§g az elkulonitésik. A kornyezetipként a lbmérsékleti
valtozasokkal szemben ellenallébak AM& ET AL, 2010). Alkalmasak poliaromas
szénhidrogének és poliklérozott bifenilek biologiabntasédra, bar a szénforrast csak
korlatozottan képesek hasznositani. Oxigendz epi#ingk koszonhéen néhany
Pseudoxanthomondaj alkalmas monoaromas szénhidrogén vegytletekaséara is (1 ET
AL., 2008); ét, képes a peszticidek, koztik a DDT bontasaraWeNG ET AL., 2010).
Mindezidaig nem vizsgéaltak eme nemzetség mikotaxind képességét.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 Vizsgalatba vont mikroszervezetek

A vizsgalatokba vont térzsek egy része sajat imatatmasik része tébb kilonkbz
torzsgyijteménybe tartozik: Agruniver Holding Kft. térzdgiemeény, SZIE KKB Tanszék
torzsgyijtemény, nemzetkdzi torzsggemények valamint maganszemélyek torzsei (4.1
tablazat). A torzsek egy részét a szénhidrogénekdahnyezett tertiletelrés matrixokbal
(pl: talaj, talajviz, szennyviz, komposzt, biofilmaplaltuk. A kivalasztott és vizsgalatba vont
mikroszervezetek legtobbjének jelletiz, hogy sajat vizsgalataink vagy irodalmi adatok

alapjan j6 szénhidrogén- vagy mas xenobiotikum-b&épességgel rendelkeznek.

3.1.1 Molekularis taxonémiai vizsgalat

A tanszéki gyjteményben talalhato torzsek jeléstrésze korabban csak parcialis 16S
rDNS (400-500 béazispar) szekvencia alapjan letttifikalva. A pontosabb meghatarozashoz

a teljes 16S rDNS szakasz szekvenalasat végeztemadhbbi modszerek alkalmazaséaval.

3.1.1.1 DNSizolalas

A meghatarozni kivant baktérium tor#shiszta tenyészetet hozunk létre. A DNS
izolalast MoBio UltraClean Microbial DNA Isolatiodit-tel végeztem (MoBio Laboratories
Inc., USA) a gyart6 altal megadott protokoll szerin

3.1.1.2 DNS-detektalas agardz gél-elektroforézissel és kamracio vizsgalata

A kapott genomialis DNS detektalasahoz 1%-o0s agaélz Ontéttem, amely a
kovetkedket tartalmazta: 1 g agar6z, 10 ml tizszeres TBE® MilliQ H,0O, és 3 ul
etidium-bromid (10 mg/ml). A gél zsebeibe 5 ul DN8tat és 3 ul tétipuffert (30 viv %
glicerin, 0,25 mM brémfenolkék) toltdttem, illetvaz el$ zsebbe 3 pl markert (Fermentas,
GeneRuler™ DNA Ladder mix SM0331) pipettaztam. A §&TBE pufferben (TRIS-bazis
10,78 g/l; bérsav 5,5 g/l; EDTA 0,74 g/l; pH=8,3) &-on 2 0raig futtattam. A kapott

“ sz

3.1.1.3 16S rDNS PCR reakci6
A genomidlis DNS-t a tovabbiakban 16S rDNS génreciixus polimeraz lancreakcio
templatjakent alkalmaztam. A reakciohoz az uniieszB6S rDNS primereket hasznaltam:
27f (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3), 519r (5-GWATTACOGEGCKGCTG-3),
1492r (5-TACGGGTACCTTGTTACGACTT-3), és 519f '(5

CAGCMGCCGCGGTAATWC-3 (Invitrogene, UK). Steril PCR cstvekbe 5 pl tiass
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PCR puffert (Fermentas), 3 uL 2mmol/l Mg®k (Fermentas), 0,5 pumol/l forward és 0.5
pmol/l reverse primert, 1 U Taq DNS polimerazt A@NTP-t (Fermentas), 2 ul templatot és
annyi desztillalt vizet pipettdztam, hogy a we¢érfogat 50 pl legyen. Ezutan a PCR cstvek
tartalmat kémaskeve segitségével 6sszekevertem, majd lecentrifugalfafCR reakciot
Eppendorf Mastercycler (Eppendorf, Németorszag) R€szulékkel végeztem.

A hoprofil 6sszedllitdsa:

. 98°C 5 perc Preinkubacio

. 94°C 30 mp Primer annelacip

. 54°C 30 mp Extenzio 35 ciklus
. 72C 1 perc Denaturacio

. 72C 10 perc Végsextenzid

. 4°C 00 Hiités

A PCR reakcié utan a megfalefragmentek jelenlétét agaréz gél-elektroforézissel
detektaltuk a 3.2.2 fejezetnek megfééai.

3.1.1.4 A PCR termék tisztitasa

A DNS tisztitasa Viogene Kittel (Advanced PCR Clédm System) tortént a gyarto
altal megadott protokoll szerint. A tisztitds légge hogy a 100bp—10kb méieDNS
fragmentek kaotropikus sok jelenlétében a szilikgp@ membranhoz kétnek, majd tobb
tisztitasi fazist kévéen, amelyek soran lemossuk a felesleges sokateprkat, dNTP-t,
eludljuk a fragmenteket a membranrol. A tisztit@NS-t 30 perces agardéz geél-

elektroforézissel detektaltuk a 3.2.2 fejezetnekfelelsoen.

3.1.1.5 Bazissorrend meghatarozas
A szekvenalo reakcio
Munkam soran Sanger féle dideoxi lancterminaciosk@nalasi moddszert
alkalmaztam. A tisztitott DNS-t ezutan BigDye Tematior v3.1 Cycle Sequencing Ready
Reaction Kit felhasznalasaval szekvencia analikisregettem ala. Steril PCR-csOvekbe a
kovetkedket mértem: 2ul BigDye Terminator, 3ul puffer, 1 yl 519r primer (5'
ATTACCGCGGCTGCTGG 3'), gl desztillalt HO, 6 ul tisztitott DNS. A csdveket Thermal
Cycler 2720 (Applied Biosystems) PCR készllékbiehet
A hoprofil a kovetked volt:
. 96°C 10 mp
. 50°C 5mp  28ciklus
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. 60°C 4 perc
" 40C 00

A szekvenalo termek tisztitasa etanol-precipitacical

A PCR termékhez hozzamértem 3 pl 3 M Na-acetataidpH=4,6), 62,5 ul 96 %-
os etanolt, 14,5 ul desztillalt,B-t. A reakcidelegyet kémékevebvel dsszekevertem, majd
10 percig inkubaltam szobé&mérsékleten. A mintakat centrifugaltam (4600 rpf;pg&rc;
4°C), majd a feluliszot dvatosan leszivtam. A pedldiB0 pl 70%-0s etanolt mértem, ezutan
kémcskevetvel osszekevertem. Ismét centrifugaltam a mintédQ4rpm; 20 perc; °€),
majd a feltliszot eltavolitottam. Végul a mintakdkuum centrifugan kiszaritottam (15-20
perc). A mintakat 20 pl Hi-Di (High Density) formadban vettem fel, majd a csévekeéC4

on inkubaltam 12 6ran keresztil.

Kapillaris gélelektroforézis
A mintékat ezutan kapillaris-elektroforézisnek vem ald az Applied Biosystems®
ABI 310 DNA Genetic Analyzer (Applied BiosystemsSH) segitségével.

3.1.1.6 Szekvencia analizis

A kapott szekvenciakat a MEGA3 program segitségédelgoztam fel. A
szekvenciakat GenBank adatbazis, illetve a BLASjb@imus segitségével azonositottam.

3.1.2 A vizsgalt mikrobak tenyésztésehez felhasznalt téglajok, tapoldatok

A torzsek tenyésztéséhez TGE (Tripton-Gliikoz-Etdszonat), TGE5 és LB (Luria-
Bertani) taptalajokat és tdpoldatokat hasznaltanelgek kdzil a szénhidrat(glikdz)-mentes
LB taptalaj és tapoldat volt a legmegfélab.

Kisérletek soran hasznalt taptalaj €s tapoldat reqaek

TGE-= tripton 5 g, glikéz 1 g, éle$ztivonat 2,5 g (1 liter desztillalt vizre), pH=7

TGES5= tripton 5 g, glikéz 5 g, éleé&ivonat 2,5 g (1 liter desztillalt vizre), pH=7

LB = huaskivonat 10 g, éles#ivonat 5 g, NaCl 9 g (1 liter desztillalt vizre=7

3.2 Vizsgalatba vont mikotoxinok

A vizsgalatba vont mikotoxinok egyedi tulajdons&garonatkozé adatokat a 3.2. sz.

tablazatban foglaltam dssze.
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3.1. sz. tablazat: A Vizsgalatokban felhasznalt mikoxinok adatai

Mikotoxin AFB1 ZEA T-2 OTA FB1 DON

Molekula 312,2 318,4 466,5 403,8 721,8 296,3

témeg (g)

GVart6 Sigma Fermentek Fermentek Fermentek Fermentek Fermentek
y Aldrich Ltd.  Ltd. Ltd. Ltd. Ltd. Ltd.

Tisztasag (%) | >98 >98 >98 >97 >97 >98

Tarolasi

hdmérséklet +2-8 -20 -20 +4 +4 +4

()

Forma Poralaku Poralaku Poralaku Poralaku Poralaka Poralaku

Ké p Iet Q?H 1206 C18H 2205 C24H 3409 CZOH 18C | N 06 C34H 59N OlS ClSH 2006

Mikotoxin torzsoldatok készitése

A szilard toxinokbdl analitikai mérleg segitségéval megfelad mennyiséget
kimértem, majd 99%-0s acetonban (ReaNalgyszergyar) oldottam fel, 1 mg/ml-es
koncentraciéra beallitva a torzsoldat koncentratiof kész torzsoldatokat a gyartd altal
megadott Bmeérsekleten (-20°C vagy +4°C) taroltam teflonévet fedett 40 ml-es vial
edényekben. A tbrzsoldatok koncentraciojanak éttetse kémiai analitikai vizsgalatokkal
tortént az 3.4 fejezetben leirt mddszerek segitedgédmelyeket a Wessling Hungary Kift.
akkreditalt laboratoriuma végzett (3.3. sz. taljaza bontasi képességek meghatarozasanal a

kémiai analitikai eredményekb szarmaztatott adatokat hasznaltam fel a Vak minta

V4

3.2. sz. tdblazat: A bontasi kisérletekhez felhasah térzsoldatok mikotoxin koncentracioja

Toxin Beallitott koncentracio Mért koncentracio (3
(acetonban) parhuzamos éatlaga)

AFB1 1000 mg/I 1153 mg/I

ZEA 1000 mg/I 871 mg/l

OTA 1000 mg/I 1065 mg/I

T-2 1000 mg/I 1001 mg/I

DON 1000 mg/I 876 mg/l

FB1 1000 mg/I 917 mg/l

A bontasi kisérletek soran alkalmazott mikotoxin kancentraciok

A mikotoxinbontasi kisérletekben alkalmazott toxankentraci6 meghatarozasanal
figyelembe vettem a nemzetk6zi és hazai gyakonhatbasznalt hatarértékeket és a
szakirodalomban eddig hasznalt koncentracidkat €x3tablazat). Tobb vizsgalat soran 2 és
20 mg/l mikotoxin koncentraciokkal dolgoztam.
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3.3. sz. tdblazat: A takarmanyokra vonatkozé mikotain hatarértékek, az eddigi bontasi
kisérletek mikotoxin koncentracidja a szakirodalomalapjan, valamint a sajat kisérletekben hasznalt
koncentraciok

Takarmanvoknal Koncentraciok Sajat
. . Y Biodegradaciéra biodegradacios vizsgélatokban
Mikotoxin megengedett max. - i T . P
S képes mikréba vizsgalatok soran hasznalt
hatarérték s
(mg/l) koncentracié (mg/l)
Rhodococcus 1,75-2 mgl/l
erythropolis (Teniola et al., 2005)
AFB1 0,02 mg/k - " 2,5 mg/l 2
9 Bacillus subtilis (Farzaneh et al., 2012
Mycobacterium 2,5 mgl/l
fluoranthenivorans| (Hormisch et al., 2004)
Trichosporon 0,2 mgl/l
OTA 0,25 mg/kg micotoxinivorans | (Molnar et al., 2004) 2-20
Trichosporon 10 mg/l
micotoxinivorans | (Molnar et al., 2004)
ZEA 3 mg/kg 2-20
Pseudomonas 100 mg/l
putidaenzim (Altahi-El-Deeb., 2009)
Anaerob mikroba 200 mg/I
-2 0,5 mg/kg kultara (Young et al., 2006) 2
Anaerob mikroba 100 mg/l
kultdra (Young et al., 2006)
DON 12 mg/kg Nocardioides sp. 1000 mg/I 2
WSNO05-2 (Ikunaga et al., 2011)
Sphyngopyxisp.
carboxylesteraz 10 mg/l,
FBl 60 mglkg enzim,P. pastoris-| (Taubel et al., 2006) 2
ban termeltetve

Elsédleges szempontom volt, hogy a szakirodalombaihtdtabontasi kisérletekben hasznalt
koncentraciokndl is ikodé eddig ismeretlen mikotoxin bonté mikrobékat takljA kezdeti,

a mikotoxinok bontast vizsgalo kisérletek esetédehmg/l koncentracioval valasztottam ki
azon torzseket, amelyeknél a kontrollhoz képest 30Riti toxincsokkenést kaptam. Ezt
kovetben a legjobb bontasi potenciallal rendetkerzsek kisérlet utani maradvany
mikotoxin koncentracidit viszonyitottam hatarértékez. A DON és az FB1 esetében a
kezdeti vizsgalatok soran nem mutatkozott bontagpxanok visszanyerése a Kkisérleti
rendszerBl a 2 mg/l koncentracido mellett teljes volt, igynéh a két toxinnal kébbiekben
nem probalkoztam mas koncentracioval. A kutatasowdlbi vizsgalatai soran a ZEA és
OTA esetében a 20 mg/l koncentracional is néztetirzsek bontoképességét, mivel az
kezelési kisérletekhez (patkdny és egér) kis tatfag kellett magas mikotoxin
koncentracidkat bedllitanom.
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3.3 Mikotoxinbontasi kisérletek

A bontasi kisérlethez alkalmazott inokulumok ebkészitése

A mikotoxinbontasi vizsgalatba vont mikrobakat tisx szélesztéssel szilard LB
tapagarra oltottam tiszta tenyészetdklmamelyeket -80°C-on taroltam. Az igy szélesztett
torzseket 2&-on 3 napig inkubaltam, majd ellmiztem a telepfefidést és a megfelel
telepekisl inokulumot készitettem. Sterilizalt oltokaccsdiszta telepekél 50 ml folyékony
LB tapoldatot oltottam be, amelyet 3 napon kerds2&C-on, 170 rpm fordulaton razo-
termosztatban inkubaltam.

A 3 napos inkubaciot kovéen OD600 mérést végeztem IMPLEN nanofotométerrel
az inokulum pontos sejiEiségének meghatarozasara. Az inokulumokat egységesen
OD600=0,6 ertékre allitottam be steril LB tapoldatortérd higitassal.

A kisérlet 0sszedllitasa

45 ml folyékony LB tapoldatban (300 ml-es Elenmelgnbikban) 2-20 mg/l toxin
koncentracidokkal dolgoztam. Ennek megfédsl a tomény térzsoldatbol 50, 100 vagy 250
ML-t mértem, majd a térzsinokulum séjtisségéet OD600=0,6 allitottam be, majd annak 5 ml
mennyiségét adtam a lombikhoz. A bontasi kisédedrs mindegyik térzsh 3-3 parhuzamos
lombikot allitottam kisérletbe. Az Osszedllitott nitdsi rendszereket 3 napon keresztil
inkubaltam, 28C-on razétermosztatban, 170 rpm fordulaton. 3 ri@t&vel mintat vettem a
lombikokban talalhaté tenyészeteket. A lombik tantnak homogenizalasat kdgeh 2 mi
pipettaztam at 2 ml-es térfogati Eppendobes Majd a cstveket 15000 rpm3C4on
centrifugaltam 15 percig és a pellet valamint adilfedz6 szétvalasztdsat koden, azokat -

20°C taroltam a tovabbi vizsgalatokig.

Vizsgalati iranyok

Az analitikai vizsgélatokra két moddszert alkalmaztaimmunaffinitds oszlopon
tortérd tisztitast koveten elvégzett HPLC mérést, valamint mikroplate hadda kifejlesztett
kompetitiv ELISA mérést.

A mikotoxinbontést tovabbi vizsgalatokkal eltgiztem: a sejtkivonatot inkubaltam
proteindz-K-val, valamintdkezeléssel.

Pelleten torténs mikotoxin megkdotédes vizsgalata

Vizsgaltam a mikrobak felszinén tortéemoxin megkéddés mértékét is. A bontasi

kisérletek utan a felllusz6tél elvalasztott biomassl ml metanolban oldottam, majd
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centrifugaltam (15000 rpm, 10 perc 4°C) és az t=lib toxintartalmat HPLC méréssel
detektaltam. A toxinvisszanyerést El-Nazami és natdnasai (2002) modszere alapjan
szamoltam, ami alapjan a visszanyerés mértéke 8Q-90

Proteinaz-K vizsgalat az enzimatikus bontas igazoéra

A vizsgalat soran 3x50 ml LB tapoldatban felszapttam az inokulumokat (3
nap,170 rpm), majd centrifugaltam. A pelletet 50 MRIS-ben (pH=8) felvettem (30 ml),
majd ultrahangos dezintegratorral 4x 1 percen k&iedeltartam (jégen tarolva). A 3
parhuzamos feltart pellet oldatot homogenizaltanajdnfehérjetartalmat nanofotométerrel
280 nm hullamhosszon megmértem (spektrofotometrniddszer UV elnyelés alapjan). Az
oldatokat 3 egyefilrészre osztottam (10-10-10 ml). Az oldatokba &otftnak megfeléen
2 mg/l mikotoxin koncentraciot allitottam be. A sgalatokat 3-3 parhuzamos beéllitasban
végeztem. Az sejtkivonatot az alabbi kezelésekbsneasitettem:

1) PK = Proteinaz-K kezelés: 0,1 mg/ml proteinaad€golasa, majd tarolas 30°C-on,
6 6ran keresztul

2) HK = Hokezelt: tbkezelés 15 perc 100 °C-on, majd inkubalas 30°C,rd&h 6
keresztil

3) K = Kezeletlen: kezeletlen inokulum, inkubal& G, 6 6ran keresztil
A vizsgalatot kovdten TOXIWATCH ELISA Kit hasznalataval (3.5 fejezetbdeirtak

V4

A biodetoxifikacios hatékonysagot a biologiai hafidaggvenyében értékeltem pro- és
eukariota tesztszervezeteken: (1) getotoxicitasSE®Bromo teszt) — az AFB1 esetében, (2)
dsztrogénhatas (BLYES teszt) — ZEA esetében. Addmdfikacids hatékonysagot allatetetési

és allatkezelési kisérletekkel is igazoltam.

3.4 A HPLC mérés leirasa

A kémiai analitikai méréseket a Wessling Hungaryt. Kdkkreditalt laboratoriuma
végezte. A vizsgalati paramétereket a 3.4. szatalbltartalmazza.

A vizsgalatok sordn az AFB1 toxinszennyezettsétgtdard modszerrel allapitottak
meg. Immunaffinitds oszlopos (VICAM-AflaTest) tifiZist és trifluor-ecetsavval tori€n
szarmazékképzest koven folyadékkromatogréafias elvalasztas kovetkeZeBAC 990.33).
Az eluens viz:acetonitril:metanol (68:16:16) kewerévolt izokratikus &ramlassal. Az
injektadlas 100-50-1@u oldattal tortént a HPLC-készilékbe. Az egyes nokdmponenseket

C18-as oszlopon (Supelco, 250 mm x 4,6 mm >und) valasztottdak el, 25°C-on, és

53



fluoreszcens detektorral detektaltak (Agilent 1HRLC-FLD) 365 nm (emisszid) és 440 nm
(extinkcio) hullamhosszon.

A vizsgalatok soran a ZEA szennyezettséget standerdszerrel allapitottdk meg.
Immunaffinitds oszlopos (VICAM-ZearalaTest) tisast koveben folyadékkromatografias
elvalasztas kovetkezett. A metanol-viz 1:1-es ké&kieen visszaoldott mintabol 50 ul
mennyiségét injektaltdk HPLC-készulékbe. Az elugirsacetonitril (45:55) keveréke volt
izokratikus aramlassal. Az egyes toxin komponernsé8-as oszlopon (Vydec Denali, 4 150
mm X 4,6 mm x 5um) 25°C-on valasztottak el és fluoreszcens detet@Agilent 1100
HPLC-FLD) detektaltak 274 nm (extinkcio) és 440 (emisszio) hullamhosszon.

A vizsgalatok sordn a T-2 toxin szennyezettségetdta €s munkatérsai altal 2003-
ban kifejlesztett mddszer alapjan allapitottak megmunaffinitas oszlopon (VICAM T-2test)
tortérd tisztitast és szarmazékképzést kogmt folyadékkromatografias elvalasztas
kovetkezett. A metanol-viz 1:1-es keveréieallé higitas utan a minta 50 pl mennyiségét
injektaltak HPLC-készulékbe. Az eluens viz + HCOOHhetanol - HCOOH keveréke volt
izokratikus aramlassal. Az egyes toxin komponerts€i8-as oszlopon (Restek Ultra Il C18;
100 x 2 mm; 3 um) 25°C-on valasztottak el és tompekisometrias detektorral (Agilent 1200
+ Agilent TripleQuad 6410 B) detektaltak (ionforrdgnamic MRM).

A vizsgélatok sordn a DON toxin szennyezettségmidstrd mddszerrel allapitottak
meg. Immunaffinitas oszlopos (VICAM-DONtest) tigatt koveden folyadékkromatogréfias
elvalasztas kovetkezett. A 5:95 aranyu acetoneizil:elegyben oldott mintabdl 50 ul
mennyiségét injektaltak HPLC-készilékbe. A méréadigns ellcioval, viz és acetonitril
eluensekkel tortént. Az egyes toxin komponensekKad-& oszlopon (Vydec Denali, 4 150
mm X 4,6 mm x 5um) 25°C-on valasztottak el és diodasoros detektgikgilent 1100
HPLC-FLD) detektaltdk 218 nm hullamhosszon.

A vizsgalatok sordn a OTA toxin szennyezettségenddrd etalon modszerrel
allapitottdk meg. ImmunaffinitAs oszlopos (VICAMi@aTest) tisztitAst kovéen
folyadékkromatografids elvélasztds kovetkezett. Mtan 50 pl mennyiségét injektaltdk
HPLC-készulékbe. Az eluens viz:acetonitril:eceté#9.5:49.5:1) keveréke volt izokratikus
aramlassal. Az egyes toxin komponenseket C18-depmsz (Vydec Denali, 4 150 mm x 4,6
mm x 5um) 25°C-on valasztottak el és fluoreszcens detedtgAgilent 1100 HPLC-FLD)
detektaltdk 330 nm (extinkcid) és 460 nm (emisskidldmhosszon.

A vizsgalatok soran a FB1 toxin szennyezettségandstrd etalon moddszerrel
allapitottak meg. Immunaffinitas oszlopos (VICAM+RaniTest) tisztitast és
szarmazékképzést koven folyadékkromatografias elvalasztas kovetkezetmetanol-viz
1:1-es keverékéth allé higitas utan a minta 50 pl mennyiségét ifltik HPLC-készulékbe.
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Az eluens viz:acetonitril (45:55) keveréke volt keatikus aramlassal. Az egyes toxin
komponenseket C18-as oszlopon (Vydec Denali, 4 m&0 x 4,6 mm x 5um) 25°C-on
valasztottadk el és fluoreszcens detektorral (Agileh00 HPLC-FLD) detektaltdk 360 nm

(extinkcid) és 455 nm (emisszid) hullamhosszon.

3.4. sz. tdblazat: A toxinbontasi kisérletek értéHésénél alkalmazott HPLC modszerek

Aflatoxin-B1 Zearalenon T-2 toxin Ochratoxin-A Fumlcs)glsm— Deoxinivalenol
AOAC AOAC MSZ EN Vicam
Modszer Official Official PASCALEET MSZ EN ISO 1SO DONTgst
Methods Method AL., 2003 15141-1:2000 143522004 Instruction
990.33 985.18 ' manual, 1999
Agilent 1200 Agilent 1100
Miiszer Agilent 1100  Agilent 1100 + Agilent Agilent 1100 Agilent 1100 HPLC-DAD
HPLC-FLD HPLC-FLD TripleQuad HPLC-FLD HPLC-FLD
6410 B
Restek Ultra Vydec Denali
. . 11 C18; 100 . Vydec
Oszlop Vydec Denali  Vydec Denali X2 mm: 3 Vydec Denali D)e/nali
pm
viz:acetonitril o viz + viz:acetonitril: . _ viz:acetonitril
) viz:acetonitrii  HCOOH / viz:acetonitri (10:90)
Eluens :metanol (45:55) metanol - ecetsav | (45:55)
(68:16:16) HCOOH (49.5:49.5:1)
extinkcié:  extinkcio: 'O”I‘;Osr{as' extinkcié:  extinkcio; 218 nm
. 365 nm 274 nm s 330 nm 360 nm
Hullamhossz S o detektalas: o A
emisszio: emisszio: dynamic emisszio: emisszio:
450 nm 440 nm 460 nm 455nm
MRM
Meghataroza
si hatér 1 ug/l 10pug/l 1 ug/l 2 ug/l 2 ug/l 0,1ug/l
(LOQ)
h@gftﬁg;‘) 0,1 g/l 2 g/l 0,2/ 0,3ug/l 0,1ug/l 5,040/

3.5 Az ELISA mérés leirasa

Bakterialis sejtfeliliszok mikotoxin koncentracigkn meghatarozasat kompetitiv
ELISA méréssel a Soft Flow Kft munkatarsaival végkz A vizsgalati paramétereket a 3.5.
sz. tAblazat tartalmazza.

Minta ebkészités: A Soft Flow Biotechnology altal forgalrmtiz TOXIWATCH
ELISA Kitek gabonamintak toxin meérésére vannak jlekztve, amelyekll a toxin
extrakcidja 75%-0s metanol oldattal tértént. A gadaextraktum PBS-sel torti@rhigitasa
révén a T-2 és a ZEA mérésénél a minta metanalit@at 7,5%-ra higul, aflatoxinnal 9,4%-
ra. Mivel a metanol — elsorban fehérjedenaturacids hatasa miatt — befdjgéap antigén-
antitest kéddést, a mintak mérése csak akkor oldhaté meg mnecim mind a standard sor,
mind a mérend mintdk azonos mennyiségmetanolt tartalmaznak. Ez az oka, hogy
TOXIWATCH ELISA Kitekben a standard sorok metaraitalma 7,5 illetve 9,4%.
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Mivel a bakterialis sejtfeliliszé matrixa Lysogebsoth (LB) médium, amely nem
tartalmaz metanolt, a mérésekhez 2 léhéy allt rendelkezésemre:
1. Az LB kihigitasa megfelélmetanol tartalmu oldattal

2. Metanolt nem tartalmaz¢6 standard pontok alkalmazasa

A ZEA és T-2 toxin meghatarozasanal a énéendszer nagyfoku stabilitdsa miatt az
elss — méréstechnikailag egyséilbb — megoldast valasztottam, és az LB-t 7,5% métano
tartalma PBS-sel higitottam a méréshez. Aflatoxiréaénél a biztosabb eredmény
erdekében a standard sort metanol mentes kozegB&ipen készitettem el, és a mintakat is
tiszta PBS-sel higitottam. Mivel a mintadk toxin kentraciéja igen magas volt, 50-1000x-es
higitdsban estek csak a TOXIWATCH ELISA Kitek méaé®manyéba.

3.5. sz. tablazat: A TOXIWATCH ELISA Kitek mérési j ellemzsi (ng/ml) a gyartéi itmutatasok alapjan

Aflatoxin-B1 | Zearalenon t;)r;(izn Ochratoxin-A | Fumonisin-B1

Kimutatasi tartomany 0,03-40 1-8 2-16 0,125-4 5-40
Kimutatasi hatar (LOD) 0,025 0,14 0,10 0,13 14,80
Meghatéarozasi hatar (LOQ| 0,04 0,3 2 2 2,95

A jelentés mintahigitas lehété tette egyuttal a matrix hatast, tovabba a 7,ByP6-
metanol higulasédnak elhanyagolasat. (Erre utaly leogoxint nem tartalmazé LB mérése
valéban 0 ppb-nyi eredményt adott.)

Méres

* Az ELISA lemezt 25QuI WASH oldattal mossuk. (Hasznalatittla koncentratumot 10x-
ere higitjuk.)

* A megfeleb mintahigitast kovéen bemérjik a standard sor elemeit és a mintakB1A
esetén 7%-t, a tobbi toxinnal 5Qul-t kell bemérni egy well-be.

* Bemérjik a konjugatumot (CONJ). AFB1 esetén @b, a tobbi toxinnal 50ul-t kell
bemérni egy well-be.

* Minden well-be 100-10Q antitest oldatot pipettdzunk.

* A mikrolemezt szobalmérsékleten sotétben inkubéljuk. AFB1 esetébenah &t, ZEA
és T-2 toxinnal 15 percig.

* Az ELISA lemezt 25Qul WASH oldattal mossuk 5-szér.

* Bemériink 15l TMB-szubsztrat (SUB) oldatot.

* A mikrolemezt szobalmérsékleten sotétben inkubaljuk. AFB1 esetébenetiy pZEA és
T-2 toxinnal 10 percig.
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e Bemériink 5Qul STOP oldatot a reakcio leallitasahoz
e 450 nm-en megmeérjik az OD értékeket.
* Megrajzoljuk a kalibracios gorbét és kiszamitjukiatak toxin koncentracioit.
A multimikotoxin mérésekhez alkalmazott Soft Plexngi6-PlexTM kit paramétereit a

3.6. sz. tablazat tartalmazza.

3.6. sz. tblazat: Soft Plex Fungi6-PlexTM kit mérsi jellemzji (ng/ml) a gyartéi dtmutatdsok alapjan

Aflatoxin-B1 Zearalenon T-2 toxin

Kimutatasi tartomany 0,01-0,64 0,25-16 0,5-32
Kimutatasi hatar (LOD) 0,1 0,09 0,61
Meghatarozasi hatar (LOQ) 0,06 0,37 1,9

3.6 Mikotoxin-detoxifikacios potencial vizsgalata

A mikrobak szelektdlasa egyrészt a mikrobak alésata iranyul, masrészt a
legkevesebb maradék toxicitast eredméfybiztonsagos torzsek kivalasztasa a cél.

3.6.1 SOS-Chromo teszt

A bakterialis biotesztek kozul egy, a vegyuletek DKarositd hatasat vizsgaldo SOS-
Chromo tesztet alkalmaztam a mikotoxinok vizsgéata

Ahogy azt az irodalmi attekintésben bemutattam elzbenddszerben d&. coli PQ37
jelzédi torzs esetében a mutagén anyag hatasara induB&ltvalaszreakcioval egyutt/a
galaktozidaz enzim termeléseért félelgénszakasz transzkripcidja is megtorténik. A rnéds
soran gp-galaktozidaz termétiés mellett, amely a genotoxikus potencialra utadrjik az
alkalikus foszfataz aktivitasat is, ami a sejt iépességét mutatja. A két enzim aktivitdsa
kolorimetriasan mérhéta megfelal szubsztrat hozzdadasaval pAyalaktozidaz szubsztratja
az 5-bromo-4-kloro-3-indolip-D-galaktopiranozid (X-gal), amely hidrolizis utantenziv
kék sziri és 620 nm-en, fotometriAsan méthenig az alkalikus foszfataz enzim a para-
nitrofenil foszfat (pNPP) szubsztrattal sarga szkciot ad, ami 405 nm-en mérkieA két
hullamhosszon mért abszorbancia értékekBLx800 — ELISA reader, BioTek Instruments,
Inc.) az enzimaktivitasok kvantitativan meghataetébk. Af-galaktozidaz és az alkalikus
foszfatdz relativ koncentraciéjabol kovetkeztethkti@a minta mutagén tulajdonsagara. Az
eredmeények kifejezésére alkalmazhaté az indukeik®i (IF), amely a genotoxikus aktivitas
kifejezésére szolgal az egyes koncentracié szintadeaz aladbbi képlettel hatarozhaté meg:

_ AAO0Tkx A62Q
A405 x A62(Cnk
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ahol, A405 abszorbancia 405 nm-en (alkalikus foszfataz)
A62Q abszorbancia 620 nm-ef-@alaktozidaz)
nk negativ kontroll
t: adott szerkoncentraciéju tesztelt oldat

Szakirodalmi adatok alapjan genotoxikusnak szarmitaaminta, amely egy adott
koncentracidéban 1,5 vagy annél nagyobb IF értékeat{LEGAULT ET AL., 1994).

A teszt alkalmas a direkt genotoxikus hatast léfeggytletek mellett azon toxinok
vizsgalatara is, amelyek indirekt moédon a szervéalednto folyamatai altal, metabolitjaik
réven fejtik ki karos hatasukat. Ebben az esetbewmizagalandé kemikaliakat etid
méajenzimekkel kezeljuk (tesztben: reakciohoz adagél mix), a szervezetben végbemhen
folyamatok modellezése végett.

Korabbi vizsgalatokban bizonyitast nyert, hogy a@2SSChromo teszt aflatoxin-
altalam beadllitott AFB1-bontasi rendszerek érték&hez is alkalmazhaté. A tobbi toxin
esetében (ZEA, DON, T-2, OCHRA) bar egyes silekimutattdk azok mutagén hatasat is,
korabbi vizsgalatoknal (KIFATON ET AL., 2010) ezen toxinok esetében csak magas 10 pg/ml

koncentraciéban indukaltak a tesztszervezet SO&regndszerét.

A teszt kivitelezése

Az AFBL1 biologiai lebontasanak vizsgalata az SO$e@to teszttel (Environmental
Biodetection Products Inc., Canada) a gyarto alegadott, valamint Krifaton és munkatarsai
altal 2011-ben modositott eljaras szerint torténtkontrollok és biodegradaciés kisérletek
mintainak 10ul mennyiségét adagoljuk a mikrotiter-lemez megfteledszeibe, amelyekhez
100 ul tesztszervezetet adagolunk, majd 1,5 éran kdresubaljuk 37°C-on. A megfelél
szubsztratkeverék (X-gal és pNPP) hozzaadasa yédb inkubacié kovetkezik (90 min,
37°C). Végul az abszorbanciat 405 és 620 nm-enlUkeérjA vizsgalat soran két pozitiv
kontroll alkalmazésaval ellénizzik a teszt megfelélmikodését. A 4ANQO a direkt hatdsu
genotoxinokra alkalmazott kontroll, amely segitséjélehetség van a teszteredmények
standardizalasara. A 2-amino-antracén (tovabbiaklR&®) az indirekt genotoxinok
vizsgalatakor hasznalatos kontroll vegyuletU(@QARDET ET AL., 1985). Mindezek mellett
alkalmazunk egy higité oldatot tartalmazé negatiatiollt és egy mikrobamentes kontrollt
is. Emellett a biodegradaciés kisérletben szérepkrobamentes kontroll mintdk az SOS-

Chromo teszt esetében, mint pozitiv genotoxikugrietirszerepeltek.
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3.6.2 BLYES teszt leirasa

A tesztszervezeteket az amerikai Tennessee Egymiemkatarsai fejlesztették ki és
hivatalos egyuttiikodési szergdés keretében Gary S. Sayler professzor, a Cenpter f
Environmental Biotechnology ve#ge bocsatotta rendelkezésiinkre. Ahogyan az irodalmi
attekintésben bemutattam a BLYES tesztszervezetahuisztrogén receptort tartalmaz, és
amennyiben dsztrogénsieranyaggal kapcsolddik, képes az dsztrogénsHelyekhez
csatlakozva a plazmidon kédolt lumineszcenciadetlde gének atirasat indukalni. igy a
tesztszervezet 6sztrogénhatasu anyagra biolumieresacntenzitassal reagal.

Az éleszbk szaporitasahoz uracil és leucin szelektiv tapotd@y MMura-, leu-)
alkalmaztam, amelyet 5 tovabbi oldattal egészitettd: vitamin oldat (amely tiamint,
piridoxint, pantoténsavat, inozitolt és biotin diolatartalmaz), 20%-os gluk6z oldat, L-
aszparaginsav oldat, L-treonin oldat és réz-szoli#t. A tenyészeteket -80°C-on taroltam a
tovabbi vizsgalatokig. A BLYES tesztszervezetet 2Bfl-es Erlenmeyer lombikban
szaporitottam 30 ml tapoldatban, majd termosztatbkRabaltam (30°C, 200 rpm) 24 6ran
keresztil és sejisiiségét 600 nm-en (OD600) 1-re allitottam beaN&VERINO ET AL.,
2009).

A vizsgéalatokat Krifaton és munkatarsai (2012) lah@dositott mddszer alapjan
végeztem, aminek révid leirdsa alabb lathaté.

A mintdk és kontrollok kiadagoldsa (2@/well) utan a bedllitott (OD600=0,1)
sejtdirisédi tesztszervezet 200l-ét adagoltuk a mikrotiter-lemez megfélelészeibe és a
mikrotiter-lemezt 30°C-on inkubaltam 5 oran kerékZEllensriztem a kezd fénykibocsatast,
majd oranként mértem VictorX Multilabel Plate Rea(ferkin Elmer Inc.) segitségével.

A vizsgalatok soran pozitiv kontrollként a bontassérletldl (lasd 3.3 fejezet)
szarmaz6 mikrobamentes kontroll (2 pg/ml ZEA) abdadlkalmaztam; valamint negativ
kontrollként a higitashoz hasznalt metanolt észatseervezetet tartalmazo kontrollt, valamint
magat a tesztszervezetet tartalmazo kontrollt adaatam.

A bontési kisérlet feluluszdé mintai esetében egyiheszcencia intenzitdsi értéket
hataroztam meg Froehner és munkatarsai altal lodolty (2002), de modositott egyenlet
alapjan, amely szerint az eredeti egyenlet recipékékének alkalmazasaval nem
biolumineszcencia gatlasi, hanem intenzitasi éaakbdtam meg szazalékos ardnyban a

kontrollhoz viszonyitott fénykibocséatés valtozast.

Intenzitasi érték (%) {@}100} (-1)
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ahol Ktx: parhuzamos kontroll mintak fénykibocsatasanak agétitéke adott
kontaktichnél
Mtx:  parhuzamos minték fénykibocsatasanak atlagéeeéat kontaktidnél
Amennyiben a mintak tobb mint 50%-al noévelték azapénykibocsatasat a

tesztszervezetnek, gy azokat 6sztrogénhatasukiaketitiik.

3.7 Allatetetési és allatkezelési kisérletek

Kutatdsom soradn ezen kisérletsorozatok az altaladakztott mikroorganizmusok
mikotoxinbontd hatékonysaganak és alkalmazhatés&gglterérzésére szolgaltak.

A brojlercsirke etetési kisérletet a Szent IstvAagydiem Me#gazdasag- és
Kornyezettudomanyi Kar, Allattudomanyi Alapok Ineéz Takarmanyozasi Tanszéke
munkatarsaival végeztik el. Allatkisérletekre vénat engedélyszam: Pest Megyei
Korméanyhivatal Elelmiszerlanc-biztonsagi és Allaspségugyi Igazgatdésaga altal
kiadott 3/2012 engedély

« A hal etetési Kkisérletet a Szent Istvdn Egyetem, zd@zdasag- és
Kornyezettudomanyi Kar, Kornyezet- és Tajgazdéallsbdatézet, Halgazdalkodasi
Tanszéke és a Szabolcsi Halaszati Kft. munkatéabaiggeztik. Allatkisérletekre
vonatkozo engedélyszam: "Természetes vizi és haldaitatasok™ X1V-1-001/2304-
4/2012, "Toxikoldgiai vizsgalatok halakon" XIV-I-Q2303-4/2012

e A patkany- és egérkezelési modellkisérleteket aémds Orvostudomanyi
Kutatointézet Molekularis Endokrin Neurobiol6gia  tétocsoportjanak
munkatarsaival végeztilk. Allatkisérletekre vonatkaengedélyszam: PEI/001/35-
4/2013

3.7.1 Brojlercsirke és hal etetési kisérletek

Takarmanymintak biztositasa, aflatoxin biodetoxifikacio

A kisérlethez sziikséges aflatoxinnal kontaminakokicat a Szent Istvan Egyetem
Mezégazdasag- és Kornyezettudomanyi Kar, Kornyezet- Téggazdalkodasi Intézet,
Kornyezetvédelmi és Kornyezetbiztonsagi Tanszékeéldlit AFB1-termeb Aspergillus flavus
ZT80 torzzsel Allitottuk él (DoBoLY! ET AL., 2011). A HPLC analitikai vizsgalat adatai
szerint 9,87 mg/kg AFBL1 tartalma kukoricét allitotk eb a ZT80 jelzés torzs kukoricara

Ly

kukoricatételt 1 mg/kg AFB1 koncentraciora higibdttamely az etetési kisérletekben

60



brojlercsirke és hal takarmanyként szolgakKB1" bedllitas). A kisérlet folyamata a 3.1. sz.
abréan lathato.

A kontaminalt kukoricét toxinbontasra képes mikeysezettel oltottam be. Ehhez
szilard fazisu fermentaciés eljarast hasznaltamelgmen a 40% nedvességtartalomra
bedllitottam kukoricadarat inokulaltam. A fermemda28C°-on 4 napig tartott, 5 liter/perc
aeracio és a nedvességtartalom szinten tartasaethf{eFB1 + AK37 beallitas).

Parhuzamosan mikotoxin mentes kukoricadaMiKrobamentes Kontroll’beallitas)
inokulalasat és kezelését is elvégeztem az AK 37Zzs@l a fentiek szerint Kontroll +
AK37 bedllitas). A kulonbod beallitasokat 122C-on, 20 percen keresztil sterileztem az

etetési kisérletek megkezdéséttel

Kontamin:lt takarniny

AFEL: 0.86 myu ke

Kontroll Biodetoxifikalt
onfro L
takarmany
' Aspergithes flavies ZT80
AFRI: AFBI:
. ’ ' ~10 g kg AFBI termelés
DOme ke 0105 1 L -

R. preidinivorans |
AK3™

Szilird fazisa fermentacio, 40%
nedvegwsstartalom. 4 nap inkubacié, 28 C-on

3.1. sz. dbra: A brojlercsirke etetési teszt folyaatabraja

3.7.1.1 Brojlercsirke etetési kisérlet leirasa
Az etetési kisérlethez 120 db Cobb 500 brojleresk#kast allitottunk be.
A kisérleti csoportok kialakitasanal az egyes kst két ismétlésben (latin négyzet
technikaval) 15-15 egyed/ismétlés létszammal |ditklitva.
« Mikrobamentes kontroll (n=2x15): AFB1 mikotoxint nem tartalmaz6 takarmgéany

fogyaszt6 csoport.
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« Kontroll + AK37 (n=2x15): AFB1 mikotoxint nem tartalmazo, baktérimal kezelt
takarmanyt fogyaszt6 csoport.
« AFB1 (n=2x15): AFB1 mikotoxinnal szennyezett kukorid¢attalmazé takarmanyt
fogyaszto csoport. A takarmany szamitott AFB1 taréalmg/kg.
e AFBl1 + AK37 (n=2x15): AFB1 mikotoxinnal szennyezett biodetdatios
technikaval eélkezelt kukoricat tartalmaz6 takarmanyt fogyasztpest.
A kisérlet idstartama 42 nap volt.
Kisérlet értekelésénél az alabbi mérési paraméteretaroztuk meg:
» Testtbmeg napos korban, valamint hetente — egyedileg
» Takarmanyfogyasztas naponta csoportonként

* Elhullas: naponta csoportonként

Az eredmények statisztikai értékelésénél az egipsgalt paraméterekbminden esetben
kiszamitottuk az atlag, valamint a szoras eértékeket egyes kisérleti csoportok kozotti
kilénbségeket Student ,t” probaval értékeltik. Armtasokhoz MS Excel 7.0 programot

hasznaltunk.
3.7.1.2 Hal etetési kisérlet leirasa

A pontymodell etetési kisérletet a Szabolcsi Haldkft. telephelyén kiviteleztik, a
gazdasag sajat szaporitdsabdl szarmazé egynyan@gokan. A halak négyféle kukoricat
fogyasztottak testtdmegik 3%-aban, napi négy rdmxle automata etetsegitségével. A
kisérlet soran az alabbi beallitasok és csoportmapgsek lettek kialakitva:

« Mikrobamentes kontroll AFB1 mikotoxint nem tartalmazé takarmanyt fogyaszto
csoport
« Kontroll + AK37 AFB1 mikotoxint nem tartalmazo6, baktériummal kezakarmanyt

fogyaszt6 csoport

e AFB1 AFB1 mikotoxinnal szennyezett (szamitott AFB1 thnia 2 mg/kg volt)
kukoricét tartalmazé takarmanyt fogyaszt6 csoport.
AFB1 + AK37 AFB1 mikotoxinnal szennyezett (szamitott AFB1 thna 2 mg/kg
volt) biodetoxifikaciés technikaval @&ezelt kukoricat tartalmazo takarmanyt

fogyaszto csoport.
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A halakat 2 mes medencékben tartottuk, recirkulaciés rendsrperBekisérleteket 3
ismétlésben végeztik 25-25 egyeddel. Az etetésipSsmoktatas utdn kezdtik meg, 14 napon
keresztiil.

A tartoviz paraméterei a kovetkdevoltak:

e hémérséklet: 24+ 2,3°C

 pH=7,3-8,3

» vezebképesseg: 812-1186B

» oldott oxigén mennyisége: <70%

A kisérlet ideje alatt naponta mértik a vizéségi paramétereket, illetve figyeltik az
esetleges elhullast és meghataroztuk az elfogyasztkarmany mennyiségét. A kisérlet
elején, illetve végén mértik a halak testtomegéttethosszlisagat. A kisérlet végén a
kilonbd®d kezeléseken atesett egyedek majabdl szovettanszaieket készitettiink és
elemeztik a metszeteket.

A hal etetési kisérlet soran korszovettani vizdgales végeztiink. A boncolasokat
koveten eltavolitottuk a vizsgalt egyedek majat, amiledtimkézett kis tivegekben Bouin
folyadékban fixaltunk. 12-16 6ras fixalast kdset a mintdkat 75%-os etilalkoholba
helyeztilk at a feldolgozasig. A dehidratacio felszalkoholsorban tortént (75-90%-es
etilalkohol), amit xilolos atmosas és paraffinbagazas kovetett. Mikrotom segitségeével 2-5
Hum-es metszeteket készitettiink. A metszeteket losihiateozinnal festettik meg
(KRUTSAY, 1980). Az egyes egyedékiszarmazod korszovettani metszeteket Nikon Eclipse
E600 mikroszkdp segitségével vizsgaltuk meg.

3.7.2 Patkanykezelési modell kisérlet

A patkanykezelési kisérletekben a ZEA bontasanaiékbaysagat és a bontasi
termékek élettani hatdsait vizsgaltuk. A kezeléssiwan a vizsgalanddé anyagokat
gyomorszondan juttattuk a kisérleti allatok szeetéle.
mikroszervezettel oltottam be, amely 28°C-on, 17P0nrrazatassal, 5 napon keresztil
inkubaltam. Az 6todik napoa kisérleti rendszereket centrifugaltam (15000 rpnperc, 4°C),
majd a felllusz6t Edwards Micromodulyo liofilizalierendezésen beszaritottam és a ZEA
koncentraciét HPLC méreéssel (3.5 fejezet) diteatettem. A fagyasztva szaritott feltliszot
oliva olajpban vettem fel és az igyokészitett matrix adta az etetési kisérlet egyik

takarmanyanak alapanyagat.
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A kisérleti csoportoknak megfeten a kdvetkek bedllitasokat alkalmaztam:
* Kontroll: ZEA-t nem tartalmazo LB
e ZEA: 500 pg/ml ZEA-t tartalmazé LB
« ZEA + K408: ZEA-val szennyezett (500 pg/ml) biodetoxifikaciéschnikéval

elékezelt minta

A kisérlethez Heneweer és munkatarsai (2007) éliadgzett uterotrofikus bioassay-t
vettik alapul, ahol harom napon keresztil 1 és @0 testsuly kg ZEA végddzisok hatasat
vizsgaltak DNS microarray és Real-time PCR segétsglg

A modellallatok pubertas @&ti néstény Wistar patkanyok voltak, amelyek a KOKI
sajat tenyésztésallatai. Az allatokat harmasaval tartottuk 21+1i@nérsékleten és 65%-0s
paratartalom mellett, 12 6ras megvilagitasban @710:00 6ra). Fitodsztrogénmentes tappal
és kezeletlen csapvizzel taplaltaki libitum 3 napon keresztil. Mindegyik allatra napi
rendszerességgel szamoltuk ki az etetési dozistg/kg ZEA bevittel testsulyra vetitve. A
kezelések soran a vizsgalandé anyagokat gyomorémondttattuk a kisérleti allatok
szervezetébe.

A Kkisérlet sordn az uterusz tomegének valtozasatazsuteruszban talalhato
markergének expresszalodasat vizsgaltuk a kontmlllviszonyitva: apelin  (APLN),
aquaporin 5 (AQPS5), komplement komponent 2 (C2)Jbikdin-3 (CALB3). Az
eredmeényeket relativ génexpresszibban (RQ - relatjpantity) fejeztik ki, ami
meghatarozza, hogy hanyszoros az adott gén exmjasszmintakban. A méréseket a 3.7.

szamu tablazatban lathaté marker génekre terveztuk.

3.7. sz. tdblazat: Zearalenon expozici6 altal bef@solt markergének

Gén vagy enzim Hatasa Kisérlet tipusa

apelin (APLN) Kardiovaszkularis és immunmodulacipakut
folyamatok

aquaporin 5 (AQP5) Viz sejtmembranon tortén atjutasa, akut
simaizom sejtekben és a méh epithel
sejtjeiben

komplement komponent 2 (C2) Glikoprotein a komplement rendszeakut
klasszikus Utvonalanak egyik tagja

kalbindin-3 (CALB3) Citoplazma kalciumion koncentracigjaakut
€s transzportja

3.7.3 Egérkezelési modell kisérlet

A Magyar Tudoményos Akadémia Kisérleti Orvostudomadytatointézet(KOKI)

altal kozosen elvégzett etetési kisérletekh@kroszervezetltal detoxifikalt OTA degradéacio
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bomlasi maradékanak élettani hatasait vizsgalkukezelések soran a vizsgalandé anyagokat
gyomorszondan juttattuk a kisérleti allatok szeetéle.

A kisérlet soran 2ug/ml OTA-val kontaminall.0%-os LB tapoldatot a toxin bontasara
képes mikroszervezettel oltottam be, amelyet 28Ct@0 rpm-en, 5 napon keresztll inkubaltam.
Az o6todik napon a kisérleti rendszereket centrifizgd (15000 rpm, 20 perc, 4°C), majd a

feliluszétEdwards Micromodulydiofilizalé berendezésen beszaritottam.

A kisérleti csoportoknak megfeten a kdvetkei bedllitasokat alkalmaztam:
» Kontroll: ochratoxint nem tartalmazo LB
e OTA: 20 pg/ml ochratoxint tartalmazo6 LB
« OTA + Orl6: ochratoxinnal szennyezett (500 pg/ml) biodetoxifiké technikaval

elokezelt minta

A kisérletekhez ivarérett 7-9 hetes him egerekstiédtunk (CD1 torzs). Az allatokat
az MTA-KOKI Orvosi Géntechnoldgiai Részlegében dtitk az etikai és allatvédelmi
szabdlyokat betartva. A Kkisérleti allatokat ebeadtt kordlmeények kozott tartottuk
(hémérséklet: 21+1°C, paratartalom: 65%, megviladidssza 12 ora/ nap). A taplalék és az
ivoviz hozzaférésad libitumvolt.

A Kkisérleti bedllitasokat és az allatok kezelésetQGECD 407 protokoll ajanlasai
alapjan végeztiuk. Az akut kisérletelbtartama 72 6ra (n=7-10) (HE ET AL., 2003), mig a
kronikus kisérletek igtartama 21 nap (n=7-10) €ZJEZIC ET AL, 2006). A Kkisérleti allatokat
naponta egyszer kezeltik a détel érakban. A kezelések soran a vizsgalando arkatgo
gyomorszondan juttattuk a kisérleti allatok szeetéae. Az akut vizsgalatban az OTA
dozisok 1 mg/testtomeg kg, illetve 10 mg/testtorkggvoltak napi egyszeri beadassal. A
krénikus toxicitasi vizsgalatokat 0,5 mg/testtomiay dozisban 21 napon keresztil, napi
egyszeri kezeléssel végezzik (n=7-10). A pozitivntialként hasznalt metil-
metanszulfonatot (MMS) steril csapvizben higitattAkmikrobialisan bontott ochratoxin-A
biodegradacios termékeit tartalmazo liofilizalt kiésényt 10 mM Tris (pH=8) tartalmu steril
csapvizben oldottuk fel. Kontrollként az azonosofémist, OTA mentes bakterialis kultira

liofilizalt feltluszojat hasznaltuk, amely tartalmta a taptalaj maradvanyait is.

A kisérleti csoportok megnevezésé2aoras toxicitasi kisérletnél
» Kontroll (DMSO a nagy dézisu intakt OTA higitasamakgfeleben)
* MMS (pozitiv kontroll, 200 mg/kg)
* OTA (1 mg/testtomeg kg)
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* OTA (10 mg/testtomeg kg)

* Bontott OTA (1 mg/testtdmeg kg)

» Bontott OTA (10 mg/testtomeg kg)

» LB-Baktérium (DMSO a nagy dozisu intakt OTA higédaak megfelélen)

A kisérleti csoportok megnevezésglanapos kronikus toxicitasi kisérletnél:
« Kontroll (DMSO az intakt OTA higitasanak megfélkeh)
*  MMS (pozitiv kontroll, 40 mg/ testtdmeg kg)
* OTA (0,5 mg/ testtbmeg kg)
* OTA bontott (0,5 mg/ testtdmeg kQg)
» Tapfolyadéek (LB)-baktérium (DMSO az intakt OTA hgganak megfeléén)

A Kkisérlet soran célunk az OTA-nak a vesére, aakinmikotoxin altal leginkabb
karositott szervre gyakorolt toxicitasanak vizsgalaolt. A bomlastermék toxicitasat az
irodalomban mar leirt OTA expozicio altal leginkabbefolyasolt markergének
expresszidjanak mérésével vizsgaltuk a vese kégidjaban (UHE ET AL, 2003) és relativ
génexpressziéban (RQ) adtuk meg. A méréseket a &d@mu tablazatban lathatod
cititoxicitdsi marker génekre terveztik: alfa GaBd4Gaddl53, annexin 2 (Anxa2),
ceruloplazmin (Cp), szulfotranszferaz K2 (StK2)sterin (Clu). A vizsgalt markerek agy
lettek kivalasztva, hogy azok az OTA vesekaroditR$ karositd, apoptotikus, gyulladasos)

hatasait tiikrozzék:

3.8. sz. tablazat: Ochratoxin-A expozicié altal lagkabb befolyasolt markergének

Gén vagy enzim Hatasa Kisérlet tipusa
Gadd 45, DNS kéarosodas éltal aktivalt marker AlsuKéonikus
Gadd 153 DNS karosodas éltal aktivalt marker AlsuKéonikus

Clusterin (Clu) Apoptotikus folyamatok elindulasee¢edaganat Akut
kialakulasa)

Ceruloplazmin (Cp) Vesegyulladasban és oxidatisstr soran Krénikus

emelkedett expresszio

Szulfotranszferaz K2 | Alapve® enzim a sejtek detoxifikacios és cellularis Krénikus

(StK2 metabolikus folyamataiban
Annexin 2 (anxa2) Részt vesz a DNS repair folyakiza, oxidativ Krénikus
stresszt okozo agensek is képesek aktivalni
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3.8 Genom projekt

Az eddigi mikotoxinbontési vizsgalatok eredménydapg@n kivalasztottunk két
mikroszervezetet, amelyek telies genom szekvenomlizsét a szegedi Baygen Intézet
segitségével végeztik el.

A két kivalasztott torzs:

* Rhodococcus pyridinivoransAK37

» Cupriavidus basilensisDR16

Genomi DNS izoléalas tiszta tenyészedb

A folyamat leglényegesebb része a tiszta tenyégmetios kialakitasa volt. Ehhez a
Rhodococcus pyridinivoransAK37 és Cupriavidus basilensisOR16 térzsek -80C°-on
fenntartott torzstenyészetélb LB taptalajra szélesztettem kacshegynyi biomassza
parhuzamos szélesztéses technikaval. A harom issbéth leoltott LB lemezeket %D-on két
napig inkubaltam, majd a kilénall6 telepékt8-3 darabot 25 ml LB tartalmd 200 ml
Erlenmeyer lombikba oltottam. Harom napos inkubidkivetien (170 rpm, 28°C) mindkét
folyadékkulturabdl haromszor 3 ml mennyiséget ¢irgalva (4000 rpm) dsszetyottem a
megfeleb mennyiséfl biomasszat. A DNS izolalast a MoBio éltal forgahoth UltraClean
Microbial DNA Isolation Kit segitségével végeztem,gyartd utasitasai szerint. A DNS
mintak tisztasagat és koncentraciéjat nanofotom@taplen) segitségével mértem. Ennek
alapjan a DNS mintak tisztasaga (A260/A280) mindisttben 1,9 feletti értéket mutatott,
mig koncentracidja &R. pyridinivorans AK37 esetében 210 ng/pG. basilensisOR16
esetében 350 ng/pl volt. A DNS mintak ieegét agardz gélelektroforézis segitségével is
ellendriztem (1%-0s agaréz gélben, 5 pl mintat 1 oraresaiil 110 V fesziltség mellett
futtatva), ez alapjan megallapithatd volt, hogy emami DNS egyik minta esetében sem
téredezett szét, igy azokbdl 30-30 pg-ot juttatelgenomi szekvenalasra (Baygen Intézet,
Szeged).

A genomszekvencia vizsgalat kombinalt ciklikus figam szekvenald berendezéssel
tortént (SOLID 4 System-Life Technologies, 454 Fpytosequencing-Roche). A szekvencia
illesztést CLC Bio Genomics Workbench 4.8 és Omixaapped Solid Alignment 1.3.2
program segitségével végezték el, amelyek 416 nagtim(200 bp-nal nagyobb) kontigot
hoztak Iétre. A kapott tobb ezer rovid szekvenaakaszt bazissorrend-egyezég szerint

szamitogép dikitett kisebb szamu szekvencia szakaszra, majdypediCBI Prokaryotic
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Genomes Automatic Annotation Pipeline (PGAAP) egzlsggitségével tortént a genom

Osszeillesztése (HTTP2).

3.9 Statisztikai modszerek

A biodegradacios kisérletek eredményei kozotti kafatrendszer vizsgalatat
statisztikai modszerekkel végeztem a PASRMMER ET AL., 2001) és Microsoft EXCEL
szoftverek felhasznélasaval.

A korrelacio szamitadsaval két teftages valtozo értékei kozotti kapcsolat vizsgélhato
Amennyiben a két valtozo értékei kozott pozitivigedikans korrelacié mutathato ki, azt
mondhatjuk, hogy a két valtozé egymastdl faigértékeik k6zott egyenes aranyossag all fenn;
amennyiben negativ korrel4cié all fenn, ugy a kétozd egymastdl fudg értékeik kozott
forditott aranyossag all fenn. Amennyiben a kétozi kozotti korrelacio értéke nulla, akkor
azok nem korrelalhatdéak. A korrelacido maximali®ket+1, minimuma -1 lehet. A statisztikai
ertékelésnélPearson—féle korrelacidés egyutthatotallapitottam meg. Amennyiben szoros
egyenes aranyu kapcsolat fededhiti a valtozok kozott, ugy az egyitthatd 0,6—1 dibz
helyezkedik el, mig szoros forditott aranyu 6ssgeé$ esetében az egyutthatd (-1)—(-0,6)
kozotti értéket kapunk EARSON 1896). Munkdm soran az egyes mintdk kémiai akailit
(HPLC), immunanalitikai (ELISA) eredményeivel véggn korrelacioszamitast a Pearson-

féle korrelacio felnasznalasaval.
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1 Vizsgalatba vont izolatumok identifikalasa

A munkadm soran &Rhodococcusmajd mas baktérium nemzetségekbe tartozé 55 torzs
mikotoxinbontd képességét vizsgaltam, amelyek 1Btébmm nemzetség, 29 kilénkibz
fajdhoz tartoznak. Azon mikroszervezetek esetéberglyek tanszéki (19 db), Dr. Szabo
Istvantdl szarmaz6 (3 db) és sajat izolatumok (i)0adfajidentifikélast 16S rDNS szekvencia
alapjan hataroztam meg, a meghatarozott bazisprtadapjan az eredményeket a 3. szamu
melléklet tartalmazza, amelyhez hozzarendeltemnazatkdzi torzsglijiteményldl szarmazé
fajokat €s azok dijteményi helyét. A 4.1 sz. 4bra mutatja, hogy agétt baktériumok nagy
része aRhodococcusiemzetségbe tartozik, ezt kdvetPaeudomonasiemzetség tagjaihoz
tartozo6 torzsek.

B Rhodococcus sp. 33 térzs

W Arthrobactersp. 1 térzs

B Chryseobacterium sp. 3 térzs

W Cupriavidus sp. 2 térzs

W Gordonia sp. 1 térzs

B Microbacterium sp. 2 térzs
Ochrobactrum sp.1 térzs

W Paracoccussp. 1 térzs

B Pseudomonas sp. 6 térzs

W Pseudoxanthomonas sp. 2 térzs

W Rooultella sp.1 térzs

W Serratiasp. 1 térzs

Sphingopyxis sp. 1 térzs

4.1. sz. abra: A vizsgalt baktérium térzsek nemzeég szerinti eloszlasa
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4.2 Mikotoxin-bontasi kisérletek

Munkam soran 29 fajhoz tartoz6 55 baktérium toraksotoxinbontd képességét hat
mikotoxin (ZEA, AB1, DON, T-2, FB1 és OTA) esetéberizsgaltam. Analitikai

vizsgalatokkal a mikotoxinbontas igazolasara —z&kdii adszorpcié kizarasara — a pellet

toxinkoncentracio meghatarozasa is megtortént. AEBIOTA esetében 2% alatti &dési
aranyt, a T-2 és a DON esetében 5% és 10% ko4iittidési aranyt, a ZEA-nal 10%, egy
esetben 26% kétési aranyt figyeltem meg a kiindulasi koncentrboi képest. A pellet

vizsgalatok eredményét a 4.1. sz. tdblazatban omathe.

4.1. sz. tdblazat: A kontroll mintakhoz viszonyitot pelletrél visszanyert toxin koncentracié metanolos
kezeléssel, E-NEzAMI ET AL ., (2002) médszere alapjan

Mikotoxin

Torzs Faj AFB1 ZEA T-2 OTA | DON
NI1 Rhodococcus erythropolis <2% 10% <5% - <5%
AK35 Rhodococcus erythropolis <2% - - - -
GD1 Rhodococcus erythropolis <2% - - - -
AK37 Rhodococcus pyridinivorans <2% 10% - - <5%
K402 Rhodococcus pyridinivorans <2% - - - -
K404 Rhodococcus pyridinivorans <2% - - - -
K408 Rhodococcus pyridinivorans <2% 10% <10% - -
N58 Rhodococcus gluberulus <2% 10% - - <5%
AK 36 Rhodococcus globerulus <2% - - - -
N361 Rhodococcus ruber <2% 26% - - -
AK38 Rhodococcus gordoniae <2% - - - <5%
AK44 Rhodococcus aetherivorans <2% 10% - - -
NI2 Rhodococcus rhodochrous <2% - <5% - -
ATTC 12674 | Rhodococcus rhodochrous <2% - - - <5%
BRB6A Cupriavidus basilensis <2% - % <2% <5%
OR16 Cupriavidus basilensis <2% - <10% <2% <5%
NZS6 Pseudoxanthomonas suwonensis <2% 10% <5% - -
NZS9 Microbacterium esteraromaticum <2% - <5% - -
FEH28 Pseudomonas pseudoalcaligenes <2% 10% - - -
H4 Pseudoxanthomonas kalamensis <2% 5% - - -
K810 Sphingopyxis chiliensis <2% - - - -

- ; Nem volt vizsgalva

A mikotoxinbontds enzimatikus igazolaséra proteidékezeléses vizsgalatot végeztem az
alabbiRhodococcusirzsek esetéberv&EY ET AL, 2000 modszere szerint, (az eredményeket
a 4.2. szamu tablazat tartalmazza):
- AFBL1 toxin degradaciés vizsgalatot a NI1, GD1, AK¥408, AK36, NI2, ATTC
12674 torzsek esetében.

- ZEA toxin degradacios vizsgalatot a NI1, AK37, K408&sek esetében
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- T-2 toxin degradaciés vizsgalatot a NI1, GD1, AK3@2, ATTC 12674 torzsek
esetében
Az sejtkivonatot az alabbi kezelésekben részesitett
1) PK = Proteinaz-K kezelés
2) HK = Hokezelt
3) K = Kezeletlen
A vizsgalatot kovdten TOXIWATCH ELISA Kit hasznalataval (3.5 fejezéf)apitottuk meg

Ve

4.2. sz. tdblazat: Proteindz-K kezelés mikotoxin dgadaciora gyakorolt hatasa %-ban kifejezve

Mikotoxin
Torzs Faj AFB1 ZEA T-2
PK HK K PK HK K PK HK K

NI1 R. erythropolis 18% <5% 49% 15%| <10% 37%16% | <5% | 51%
GD1 R. erythropolis 23% <5% 43% 17% <59 44%
AK37 |R. pyridinivorans | 20% <5% 41% 13%| <10% 41%

K408 |R. pyridinivorans 18% <5% 40% 14%| <10% 43%
AK 36 |R. globerulus 21% <5% 46% 259 <59 40%

NI2 R. rhodochrous 15% <5% 47% 31% <59 43%
ATTC

12674 |R. rhodochrous 16% <5% 45% 22% | <5% | 46%

Mindezek alapjan elmondhatd, hogy az eredményeiniigdlt mikotoxinbontasi
szazalékok metabolikus aktivitdsnak kdszobblet
Az alabbi fejezetekben a vizsgalat mikroszervezétehtasi képességét mutatom be

mikotoxinonként.

4.2.1 Rhodococcusiemzetségbe tartozdzolatumok mikotoxinbont6 képessége

Osszesen nyol®Rhodococcudajba tartozé harmincharom torzs bontasi képességé
vizsgaltam hat kulonb&z mikotoxinra. A tovabbiakban egy 6sszefoglalé tabtban (4.
szamu melléklet), valamint mikotoxinonként kulonkkil kozlom a kapott eredményeket.
Els6 lépésben ELISA mérésekre kerllt sor, amelyik toezetében 50% feletti bontasi
potencialt jelzett a mérés, ezen esetekben a HPEf2gswel szintén ellériztem a bontasi
szazalékokat. A 4. szamu mellékletbendldablazat tartalmazza mind a HPLC és ELISA
eredményeket, valamint az AFB1 és ZEA esetéberoldiai hatasmérés eredmeényeit, a
statisztikai vizsgalatok alapjan Pearson—féle Kacié elemzéssel, szoros egyenes aranyu
0sszefliggés mutathatdé ki a HPLC és ELISA méréseltkbA korrelacids egyitthatd az
AFB1 és T-2 esetében 0,99, mig a ZEA esetébenvo)@8
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4.2.1.1 A Rhodococcuszolatumok aflatoxin-B1 bontasi eredményei

A 4. szamu mellékletben lathatd, hogy a legnagys##mban aR. erythropolisfajba
tartozé izolatumok alltak a rendelkezésemre, ankelggndegyike 50% feletti bontéasi
képességgel rendelkezett. A aetherivorang€sR. gordoniaefaj 1-1 képvisalje 50% feletti,
de a 95%-ot el nem @AFB1 bontast mutatott. A harmincharoRhodococcugorzsisl
minddssze négy esetében tapasztaltam 50% alattl AeBtast, ezek koézul haronRa ruber
(N361, AK41, 4S-8), egy pedig R. globerulusfajhoz (N58) tartozott, amelyek alacsony
biodegradacidos kapacitassal rendelkeztek. Az &#mliteredmények alapjan &R.
pyridinivoransés aR. rhodochroudajokba tartozo térzsek mutattak kimagaslé, kdz#%-
os biodegradacios képességet.

Az AFB1 detoxifikaciot az SOS-Chromo teszttel vialkgm. Ennek eredményeként a
harmincharom Rhodococcus izolatumbdl tizenke&t esetében mértem genotoxikus
bomlastermékeket, olyan térzsek esetében is, akaydiPLC és ELISA eredményeik
alapjan j6 degradacios képességeket mutaRalerfythropolis DSM1069, IFO12538, L88 és
aR. aetherivorang®\K44). A vizsgalt tizenkilendR. erythropolistdrzs esetében az 50% feletti
degradacios képesség ellenére hét izolatumnal (O88] DSM 1069, IFO 12538, L88,
AK40, OM7-2, ZFM 23-1) is genotoxikus hatdst tapakam a bontasi maradék
vizsgalatanal. AR. aetherivorangtrzs esetében magas bontasi képesség melletérszint
genotoxikus bomlasterméket kaptamiz SOS-Chromo teszt vizsgalat soran genotoxikus
eredményt mutato térzseket a tovabbi kisérleteldne vontan be.

Az eredmények és a nemzetkdzi szakirodalom Osszsdtekoveten, sikerilt 3
Rhodococcudaj izoldtumainak esetébeR. globerulus(AK36), R. pyridinivorans(K402,
K404, K408, AK37) és &. rhodochrougNI2, ATTC 12674), valamint aR. erythropolidaj
tovabbi 12 izolatumnél (NI1, DSM 4306, NCAIMB 9784K 35, AK 42, GD1, GD 2A, GD
2B, BRB 1AB, BRB 1BB,0OR 9, OR 13) karos metabolitok nélkiili AFB1 biodegradaciés
képességét feltarnom.

4.2.1.2 A Rhodococcuszolatumok zearalenon bontasi eredményei

Mint az a 4. szamu melléklet tdblazataban lathazaltalam vizsgalharmincharom
izolatumbdl az AFB1 bontasi eredményeihez képestljkisebb szamban figyelhettem meg
ZEA degradaciés képesseget.Rhodococcugajok esetében hét torzsnél tapasztaltam 50%
feletti ZEA degradaciotR. erythropolisNI1; R. pyridinivoransAK 37, K402, K404, K408;
R. ruberN361;R. globeruludN58). Erdekesség, hogy a rendelkezésre allé kesetében az
R. erythropolisfaj esetében tizenkilenc izolatumbdl hét esetélzeR, ruber faj esetében
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harom izolatumbol egy esetében, Rs rhodochrousfajnal két izolatumbol egy esetében
tapasztaltam bontéast, azaz egyes fajokon belllegéwt degradacios képességet detektaltam.

A j6 bontési képességgel rendel&didrzseket biodetoxifikacios képességét a BLYES
tesztrendszerrel ellénztem. Az eredmények alapjan a hét ZEA bonto tiiiz€sak az
AK37, K402, K404 és K408 jeloléR. pyridinivoranses az NIIR. erythropolisfajba tartozo
torzsek biodegradaciéja nem, vagy kis mértékbedneéayezett dsztrogénhatasu mellék- ill.
kozti bomlasterméket.

Szakirodalmi adatok alapjan ezidaig Rhodococcusnemzetségbe tartozé fajok
esetében nem allapitottak meg ZEA bonté képessédenkam soran sikerilt két
Rhodococcudaj (R. pyridinivoransés R. erythropoli} 5 izolatuméarél az 6sztrogénhatast
megszintét biodetoxifikaciot kimutatnom.

4.2.1.3 A Rhodococcuszolatumok T-2 toxin bontasi eredményei

A T-2 toxin esetében harmincharom tordsl Rhodococcusemzetségbe tartozo
izoladtumok jelents része, huszondét izoldtum képes volt 50% feletjradaciora. AR.
gordoniae, R. coprophilus, R. rhodochrous, R. gtohes fajokba tartozo térzsek 90% feletti
bontast mutattak, hasonl6arRaerythropolisfajhoz, ahol szintén mindegyik izolatum képes
volt legalabb 90%-0s bontasra.RA ruberfajhoz tartozé torzsek esetében az N361 jelblés
60%-0s bontasra volt képes, mig a két masik nenkkesdette a toxinszintet. AR.
pyridinivorans izolatumok koézil egy térzs sem tudta degradalnf-a toxint, mig aR.
aetherivorand6rzs 35%-0s biodegradéaciora volt kepes.

Szakirodalmi adatok alapjan ezidaig Rhodococcusnemzetségbe tartozé fajok
esetében nem Allapitottak meg T-2 toxin bontd |s¥gpst. Munkam soran sikerdlt
R. erythropolis(16 izolatum),R. globerulus(2 izolatum),R. rhodochrouq?2 izolatum),R.
coprophilus(1 izolatum),R. gordoniag1l izolatum).

4.2.1.4 A Rhodococcuszolatumok OTA bontasi eredményei

A 4. szamu melléklet tablazatabdl kiolvashato, hegyOTA esetében a megtev
izolatumok nem mutattak szamotéedlegradacios potencidlt, a rendelkezésre all6 aélds
dsszesen négy mutatott alacsony (10—-35%) bontddt,eaythropolisGD 2A és BRB 1AB,
valamintR. pyridinivoransk402 és K408

4.2.1.5 A Rhodococcuszolatumok DON bontasi eredményei
A DON toxin esetében a rendelkezésemre all6 hatmaioen Rhodococcugdrzs

egyike sem mutatott degradacios képességet.
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4.2.1.6 A Rhodococcuszolatumok FB1 bontasi eredményei
A FB1 toxin esetében a rendelkezésemre all6 hatmanoen Rhodococcustdrzs

egyike sem mutatott degradacids képességet.

4.2.1.7 Rhodococcuszolatumok multimikotoxin bontasi képessége

A tobb toxin biodegradaciojara képes torzsek esetéh bioldgiai hatasmérésre
alkalmazott tesztek (SOS-Chromo és BLYES test)jatapangsoroltam és valogattam ki a
multi-mikotoxinos kisérletbe vont izolatumokat. A skamu melléklet tablazataban talalhato
az a 19 torzs, amelyeknél 2 vagy 3 mikotoxin esatéb biodetoxifikacié volt megfigyelhiet
Ezen torzsek koziul hdrom kiulonotajba tartozo térzs multimikotoxin vizsgalatérailhy
lehetség:R. erythropoilsNI1, R. pyridinivoranK408, R. rhodochroudNI2.

A vizsgalathoz ugyan azokat a Kkisérletick&szitéseket végeztem el (Id. 3.3.
fejezetben), mint a korabbiakban, azzal a kulongpskdogy egyszerre hdrom mikotoxin volt
a tapoldatban kilén-kulon 2 mg/l koncentracidban:

* Az R. erythropoilsNI1 torzs esetében AFB1-ZEA-T-2 mikotoxin elegy
* AR. pyridinivoranK408t0rzs esetében AFB1-ZEA mikotoxin elegy
* A R.rhodochroudNI2 térzs esetében AFB1-T-2 mikotoxin elegyet.

Az eredményeket a 4.2 sz. albiaglalja dssze, amel§t leolvashatd, hogy &R.
erythropolisNI1 degradacios potencialja 90% feletti volt azBAFa ZEA és T-2 esetében is
(AFB1: 99,88+0,09%, ZEA: 92,11%+11,25%, T-2: 98,48#45%), mig &. pyridinivorans
K408 tobb mint 95%-at lebontotta az AFB1 és a ZB&inoknak (AFB1: 99,31+2,24%,
ZEA: 96,831£1,90%); AR. rhodochrousNI2 szintén 95% folotti degradaciét mutatott az
AFB1 és a T-2 toxin esetében (AFB1: 99,88+0,099%; 97,94+2,25%).

A tesztelésbe vont torzsek a kivalo multimikotoXdiontasi képesség mellett a
genotoxikus €és az 0sztrogén hatast is megszunteffékabbi érdekesség, hogy a
monotoxinos rendszerben mutatott ZEA bontasi se&zgdNI1l 60% és K408 77%) a

multitoxinos rendszerben jeléisen megndvekedett.
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4.2. sz. abra: A multimikotoxin bontasi kisérlet féliliszé mintaiban 3 nap biodegradacio utan ELISA
teszttel mért toxinkoncentraciok

A szakirodalmi adatok alapjan ez idaig prokarioté&etében nem mutattak Kki
multimikotoxin bontasi képességettStobb mikotoxin bontasat (ZEA és OTA) eddig csak

az eukariétarichosporon mycotoxinivorar&deszénél sikerult kimutatni.

75



4.2.2 Egyéb nemzetségbe tartozo6 izolatumok mikotoxinbontképessége

Disszertaciom ezen fejezetében azon mikroorganiaknoskotoxinbontd képességét
ismertetem, amelyek nenRhodococcusemzetség tagjai.

Mindegyik ebben a fejezetben vizsgalt torzs olajpe@ékokkal szennyezett
karhelyekél, vagy olajos komposztokbdl lett izolalva. Tizettkekllonb6d nemzetségbe
tartoz6 huszonkét izolatum mikotoxinbontd képessegisgaltam 6t mikotoxin esetében. A
fejezetben elként egy 0Osszefoglalé tablazatot (5. szdmu meliékt® ismertetek az
eredményekil, majd mikotoxinonként taglalom a kulonkdbnemzetségekbe tartozo térzsek
degradacios képessegeét.

Az ELISA mérések eredményeit, a HPLC és ELISA vétatpk kozott szoros
korrelacios kapcsolat miatt, csak a kiemelt bonkégiességgel, vagy a kiemelt vizsgalatban

szerepd torzsek esetébendsitettem meg HPLC-s analitikaval.

4.2.2.1 A nemRhodococcusiemzetségbe tartozo izolatumok aflatoxin-B1
bontasi eredményei

Az 5. szamu melléklet eredményéliblatszik, hogy a vizsgalt huszonkét tbrzs
mindegyike 50% feletti biodegradacios képességdaitoit az ELISA eredmények alapjan.
Azonban az SOS-Chromo teszt a torzsek tobbségéesbtaxikus bomlastermékeket
mutatott. Mindéssze a DN1 jelZéd?seudomonas putid&rzs szintette meg az AFB1
genotoxikus hatasat. A feldolgozott szakirodalmakapul véve, #seudomonasemzetség

esetében a tudomany szadméra 0j eredmény az AFB&-képesség.

4.2.2.2 A nemRhodococcusiemzetségbe tartozo izolatumok zearalenon
bontési eredmények

Az 5. szadmu melléklet tablazatabéthato, hogy a vizsgalt huszonkét tordsaz AFB1
bontasi eredményeihez képest, a rhodococcuszokdsmnlban joval kisebbzamban, minddssze
4 torzsnél figyelhettem meg 50% feletti ZEA deg@dsa képességet, amelyek a
Pseudomonas pseudoalcaligerfedsH28, aPseudoxanthomondslamensisH4 jeldlégi, a
PseudoxanthomonaswonensiblZS6 jelzéd és aGordonia paraffinivorandNZS14 jelolég
torzsek. Ezen ZEA bonto torzsek esetében BLYEStwszllerbriziem a bontasi képesség
biztonsagossagat, azaz, hogy marad-e 6sztrogeahatikektermék a biodegradacio utan. A
BLYES eredmények alapjan a FEH28 és a H4 jélzaktériumok ZEA degradacioja
esetében nem tapasztaltam 6sztrogénhatasu bonmméketr
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Szakirodalmi adatok alapjan ismerPaeudomonasemzetség esetében a ZEA bonto
képesség, de faj szintenPaeudomonapseudoalcaligenessetében a tudomany szamara (;j
eredmény a ZEA-bontd képesség.

4.2.2.3 A nemRhodococcusiemzetségbe tartozo izolatumok T-2 toxin bontési
eredmények

A T-2 toxin esetében &uszonkéttdrzskhl harom térzs mutatott 50% feletti, 90%
kordli bontast, aMicrobacteriumnemzetsédiét tagjaEL1 €s NSZ9 és Rseudoxanthomonas
nemzetségbe tartozd NZS6 torzs.

A feldolgozott szakirodalmakat alapul véve, mindéh nemzetségMicrobacterium,

Pseudoxanthomonas¥etében a tudomany szamara Uj eredmény a T-B-képésség.

4.2.2.4 A nemRhodococcusiemzetségbe tartozo izolatumok ochratoxin-A
bontasi eredményei

Az OTA esetében harom torzs esetében magas bdé@asséget sikerilt kimutatni,
mind a HPLC, mind az ELISA mérések adatai alapgamelyek kozil két torzs @upriavidus
nemzetség tagja: BRB 6AC( basilensis)ésOR16 (C. basilensis) egy térzs a&Sphingopyxis
chiliensisfajba tartozé K610 jelolésizolatum.

A feldolgozott szakirodalmakat alapul véve, min€@apriavidus mind Sphingopyxis

nemzetség esetében a tudomany szadméara Uj eredm@fabonto képesség.

4.2.2.5 A nemRhodococcusiemzetségbe tartozo6 izolatumok deoxinivalenol
toxinbonté képessége

A kisérleteim sordn mind lauszonkétdrzs DON bonté képességét vizsgaltam, egyik

esetében sem tapasztaltam bontast a kontroll nhiozakiszonyitva.

4.2.2.6 A nemRhodococcusiemzetségbe tartozo izolatumok fumonizin-B1
toxinbontd képessége

A kisérleteim soran mind lauszonkétdrzs FB1 bonté képességét vizsgaltam, egyik

esetében sem tapasztaltam bontést a kontroll nhiozdkiszonyitva.

4.2.2.7 A nemRhodococcusiemzetségbe tartozo6 izolatumok multi-
mikotoxinbont6 képessége

A nem Rhodococcustdrzsek estében tizenegy izolatum kapcsan mesgllt af
multimikotoxin bontd képesség; de a bioldgiai hatésest is alapul véve nem volt olyan
torzs, amely egyszerre lenne képes a tobb mikotdefontasara azok karos biologiai

hatdsanak megsatetésével.

77



UJ TUDOMANYOS EREDMENY (a 4.2. fejezetben bemutatot eredmények alapjan):

(1. tézis) Feltartam a Rhodococcus nemzetségbe tartoz6 8 faj, 33 tOrzsének
mikotoxinbonté képességét. A nemzetségen belil eddioxinbontasi tulajdonsagarol
ismeretlen 3 fajnal R. globerulus, R. pyridinivorans, R. rhodochrougflatoxin-B1, 2
fajnal (R. pyridinivorans, R. erythropolispedig zearalenon biodetoxifikacios képességet
mutattam ki. 5 fajnal (R. erythropolis, R. globerulus, R. rhodochrous, Boprophilus, R.
gordoniae)elssként irtam le T-2 toxin biodegradaciojat.

UJ TUDOMANYOS EREDMENY (a 4.2. fejezetben bemutatot eredmények alapjan):

(2. tézis) A Cupriavidus és Sphingopyxis nemzetség esetében ochratoxin-A; a
Microbacterium, Pseudoxanthomonasemzetség esetében T-2 toxin; #seudomonas
nemzetség esetében aflatoxin-B1 biodegradéciot mitam Ki.

UJ TUDOMANYOS EREDMENY (a 4.2. fejezetben bemutatot eredmények alapjan):

(3. tézis) A prokariotak esetében etiként mutattam ki multimikotoxin biodegradaciot és
biodetoxifikaciot. Az aflatoxin-B1 és a zearalenomletoxifikalasara, tovabba a T-2 toxin
bontdsara képes &R. erythropolisNI1 jelzédi torzs. Ketté mikotoxin, az aflatoxin-B1 és
zearalenon egyuttes biodetoxifikacidjara képes &. pyridinivorans K408 jelzédi torzs,
valamint az aflatoxin-B1 detoxifikadlasara és T-2 tmin egylttes bontasara képes &.

rhodochrousNI2 jelzédi torzs.
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4.3 Allatetetési és allatkezelési kisérletek

Annak elledrzésére, hogy az &o fejezetekben leirt biodegradécios ill. a mikroisial
és molekularis biotesztekkel bizonyitott biodetikétios képességek magasabb tegdd
szervezetekben is eredményre vezetnek, allatetté&diatkezelési kisérleteket végeztink.

Az AFB1 detoxifikacio hatékonysadganak eleresére hal- és brojlercsirke etetési
kisérletet valasztottunk, amelyhez a takarmanyt7al3fejezetben leirtak alapjan allitottuk
elé, mig a toxinmentesitéshez R pyridinivorans AK 37 baktérium tdrzset hasznaltuk,
egyréeszt kivalo hatasfokim vitro AFB1 biodetoxifikacios tulajdonsaga (Id. 4.2. g#blazat)
miatt, masrészt annak okan, hogy ezt a torzsesxtaitiuk a fade novogenom projektjének
elkészitéséhez.

A ZEA biodetoxifikacio hatékonysaganak elieréséhez patkany modell kisérletet
valasztottunk, amelyhez a kezelési anyag (tapold)7.2. pontban leirtak szerint késziilt,
mig a toxinmentesitéshezRa pyridinivoransK 408 baktérium térzset hasznéltuk, amely a
Rhodococcusirzsek kozil a legnagyobb hatasfokkal bontot#&A-t, raadasul agy, hogy a

karos bioldgiai hatasat (EDC) megsziintette.

Az OTA biodetoxifikacios hatékonysaganak elleréséhez egér modell kisérletet
vélasztottunk, melyhez a kezelési anyag (tapokl&t).3. pontban leirtak szerint készilt, mig
a toxinmentesitéshezQupriavidus basilensi®R16 baktérium térzset hasznaltuk, amely az
altalam vizsgalt mikrobak kézil a 98%-o0s hatasfokicmtotta az OTA-t.

Az allatetetési és kezelési kisérletek mikotoxitelam alapjan 3 agra valtak szét:
1. Aflatoxin-B1l szennyezett kukorica etetési kisérlete brojlekesés hal rendszerben
2. Zearalenorbontasi rendszer biodegradacios termékeit tartadriafilizalt készitmény
vizsgalata patkanykezelési kisérletekben
3. Ochratoxin-A bontasi rendszer biodegradaciés termékeit tartadmdiofilizalt

készitmény vizsgalata egérkezelési kisérletekben.

AFB1 tartalmua takarmany eléallitasa
Az allatetetési kisérletek soran AFB1l-mentesitésifaatlanitasi eljarast dolgoztam
ki, amely sordn a szennyezett takarmanyt kezelterkutatasaim eredményei alapjan
kivalasztott mikroorganizmussal. A Kkisérletek soran tanszékink altal izolalt Zt80
Aspergillustérzzsel aflatoxin tartalma kukoricat allitottuel6 (Id. 3.7.1. fejezet), majd ezt
szilard fazisu fermentacios folyamatbBhodococcus pyridinivoran&K37 mikroba térzzsel
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detoxifikaltam. Az igy kezelt takarmanyt (kukorichal és brojlercsirke etetési tesztekben
vizsgaltuk.

A kisérlet soran a takarmanyok AFBl-tartalmat mandnar ismertetett ELISA és
HPLC modszerrel (3.4 és 3.5 fejezet) ebiertik. A kontroll takarmanykeverékek AFB1
koncentraciéja nem érte el a kimutathatosag hat&AtAFB1 tartalma kisérleti tapban a
tervezett 1 mg/kg koncentracidoval szemben 860 pgitgaz AFB1 tartalom. A bakteridlis
detoxifikacié hatasara ez az érték 105 pg/kg éetékbkkent, amely érték, bar meghaladja az
Eurdpai Uniéban megengedett 50 pug/kg maximalis &otréciot (2003/100/EC), azt jelenti,
hogy az AFB1-et a kisérleti baktérium kultira 87-8%chatékonysaggal bontja a kidolgozott
eljarasban. A tovabbi vizsgalatokban ennek a ddikk&o takarmanynak a biologiai hatasat
ellendriztik hal és brojlercsirke tesztéllatokon.

4.3.1 Hal etetési teszt aflatoxin-B1 mentesités elléreésére
A hal etetési kisérletet az 3.7.1.2 fejezetben he@dszerrel végeztik.

4.3.1.1 Termelési paraméter, mortalitas és takarmanyfogyadas vizsgalatok

A Kkisérlet ideje alatt a halak testtomegében eéghdeszaban bekovetkezett
valtozasokat az 4.6. sz. tablazat foglalja Osszekis&rlet végére a vizsgalt paraméterek
egyikében sem tortént statisztikailag igazolhattiozas sem a csoportok ismétlésein belll

(kezdeti és vegsertékek), sem az egyes csoportok kdzott (P<0,05).

4.6. sz. tblazat: A kezelt halak testhossz és tEgheg értékei a kisérlet kezdetén és végén

Etetési beallitas Testhossz (cm) Testtomeg (kg)
kezdeti vég# kezdeti vég$é
AFB1 12,216 12,2+ 4 0,71+0,08 0,69 +0,09
AFB1+ AK37 12,144 12,5+ 5 0,74+0,06 0,74 +0,08
Kontroll + AK37 12,315 12,4+ 4 0,72+0,06 0,#0,06
Mikrobamentes kontroll 12,2+4 12,4+ § 0,71 +®,0 0,73 £ 0,08

Az allatok pusztulasat vizsgalva (4.7. sz. tablazstatisztikailag is igazolhato
kulonbsége volt tapasztalhaté az egyes kezeléseéittk{P<0,05). Két csoportban tortént
mortalitds a vizsgalati dalatt. A AFB1 + AK37 mintaval etetett halak ko6zott a 4. napon
tortént egy csekély mérték pusztulas, amely nagy valGsiaseéggel nem a kezelés
kovetkezménye volt, ennek magyarazatara a szoveészben térek ki. A 10. naptdl kezdve
nagymértélt elhullast volt tapasztalhaté ad-B1 kukoricaval takarmanyozott csoportban.
Szovettani vizsgalatok alapjan bizonyitast nyesgyhebben az esetben az elhullas darkia

a takarmany toxintartalma volt.
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4.7. sz. tAblazat: Az elhullasok mértéke az egyesaoportoknal a hal etetési kisérlet ideje alatt

Etetési beallitas Elhullas (%)
AFB1 20 + 8*
AFB1 + AK37 2%2
Kontroll + AK37 0
Mikrobamentes kontroll 0

*P<0,05 = AFB1+AK37 beallitashoz viszonyitva

A kisérlet ideje alatt a napi takarmanyfogyas gitésre kerilt az egyes csoportoknal
(4.8. sz. tablazat). A kiesések miatt az adott gdof takarmanyadagjait a csokkent
egyedszamnak megfebein korrigaltuk. A tablazatbdl jol latszik, hogy #&4B1 tartalmu
kukoricaval etetett csoport azéiglésrehaladtaval egyre kevesebb takarmanyt vett magahoz
Ennek oka az AFBL1 toxikdzis volt. A tobbi csopotthasonld6 mérték csbkkenés nem volt

tapasztalhatd, minden egyed az életkoranak megfetértékben fogyasztotta a bejuttatott

takarmanyt.

4.8. sz. tablazat: Atlagos takarmanyfogyasztas agges csoportokban a hal etetési teszt soran
Etetési beallitds Atlagos takarmanyfogyas g/hal/ldap

AFB1 18,0 £ 3, 9*

AFB1 + AK37 250x7,1

Kontroll +AK37 29,7 £5,6

Mikrobamentes kontroll 31,2+4,4

*P<0,05 = AFB1+AK37 beallitashoz viszonyitva
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4.3. sz. abra: Atlagos takarmanyfogyasztas az egyesoportokban
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4.3.1.2 Szovettani vizsgalatok

A kisérlet végén beallitasonként a 10-10 egyedndihmmtat vettink a szovettani
vizsgalatokhoz. Az elkésziilt metszetek hematoxatizinnal festett és hdsszoros nagyitason
rogzitett mikroszkopos felvételét a 4.1. sz. képatja.

O g ER Y
£ ‘.494;'5_',)" -
£ )

ol

Kontroll + AK37, C: AFB1+ AK37, D: AFB1) (Készitette: Dr. Baska Ferenc)

A. A szdvettani metszeten jol latszik, hogWigrobamentes kontrollkukoricamintaval
etetett halaknal a maj szoveti szerkezete ép, asajtsgrok j6l kivehdik. A
hepatocitakban normalis mennyiiézsirvakudlum (zsirraktar) lathat6. A hepatocitak
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szama megfelé| a sejtmagok centralisan helyezkednek el. A metstapjan
elmondhatd, hogy a kukoricaminta nem volt kimutgihtoxikus hatdssal a halak
méjara a kezelés ideje alatt.

B. A Kontroll + AK37 mintaval etetett halaknal a m4j sztveti szerkesetetén ép, a
majsejtsorok is jol kivehéek. A sejtmagok centralis helyfek maradtak. A metszet
alapjan elmondhat6, hogy a kukoricaminta nem votiutathatd toxikus hatassal a
halak majara a kezelés ideje alatt.

C. Az AFB1 + AK37 mintaval takarmanyozott halak majaban igen kisékéridiffaz
patolégias zsiros infiltracio (koros bésidés, a sejtekben vagy szbévetekben tértén
anyag felhalmozddas) talalhatd, de a magok mégddizelyzetiek maradtak. A
méjban kilonbdE méreti zsircseppek alakultak ki, amelyet a kontroll cstpmz (A)
képest a tobb fehér teriilet jelez.

D. Az AFB1 jeli mintaval etetett halaknal a majban magelvaltozags® zsiros
infiltracio figyelhe6 meg, a majsejtek zsirtartalma jel&sgn megébtt, a mjj
szerkezete helyenként teljesen megbomlott, rentdéget megdnt, a maj szivacsos
szerkezdivé valt. Az infiltracio mértéke diffuz nekrobidzish (az éb sejtek, illetve
szovetek lassu elhalasi folyamata) vezetett. Agimlgodas mellett gyulladasos sejtek,
limfocitdk és granulocitak is lathatéak a metszkeézk A magok korll, illetve a sejtek
kozott voros elszinédés figyelhed meg. Tobb helyen is megfigyelibet
magelvaltozas (kariorekszis). A szoOvettani vizsgalapjan elmondhatd, az AFB1

toxintartalma kukorica éisen mérgezvolt a kezelt halakra.

4.3.2 Baromfi etetési teszt

A vizsgélatok célja annak megallapitdsa volt, ha@gyloktori munkdm keretében
kifejlesztett, az AFB1 mikotoxin detoxifikacidjamkalmas enzimet termebaktérium eldlt,
hokezelt kultdaraja milyen hatast gyakorol brojlerkék egyes termelési paramétereire. A

Kisérletet az 3.7.1 fejezetben leirt médon végeztik

4.3.2.1 Termelési paraméterek
Testsuly

A testsuly adatok elemzése soran, az egyes kekeléseellil, az ismétlések kozott
szamotte¥ eltérés nem volt tapasztalhatd, ezért a tovabhimkbz egyes kezeléseket

egységesen vizsgaltuk. A testsuly adatok a 4.94blazatban és 4.4. sz. abran lathatéak.
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4.9. sz. tblazat: A brojlercsirke ébsuly (g) alakuldsa a nevelés/kezelés teljes idejath

1.hét 2. hét 3.hét 4. hét 5. hét 6. hét 7. hét

Mikrobamentes kontroll atlag | 46,4 132,7 303,7 597,1° 1011,4° 1547,1* 19829
szoras| 1,4 16,5 44,7 93,7 157,0 253,8 241,6

Kontroll + AK37 atlag | 47,0 1425 336,1° 647, 1050, 1583, 1864,4°
szoras| 0,0 20,7 50,0 1014 92,0 129,3 196,8

AFB1 atlag | 47,4 132,00 268,8 4544 766, 7% 11544 1400,6"
szoras| 1,4 16,0 38,3 79,3 126,6 200,5 230,4

AFB1 + AK37 atlag | 47,2 136,4® 312,8® 582,9° 9794° 1504,° 17938

szoras| 0,2 14,5 34,1 62,1 110,7 158,0 2249

Jelmagyarazat
Az azonos oszlopban eltébetivel jelolt értékek szignifikdns mértékben kilonbékregymastdl - a-b (p<0,05),
a-d, b-d, c-d (p<0,001); a-c (p<0,01).

2000
1500 H0. hét
H]1. hét
—_—
of M2 heét
51000 - _
= H3 heét
‘- M4 hét
‘=500 - M5 hét
HG. hét
0 _
Mikrobamentes  Kontroll+ AK37 AFBI AFB1+ AK37
kontroll A baromfi etetési teszt Kisérleti rendszerei

4.4, sz. 4bra: A brojlercsirke ébsuly (g) alakulasa a nevelés/kezelés teljes idejath

Az aflatoxin-kezelés hatadsara az allatok atlagostsfdya két hetes kortdl
szignifikhnsan alacsonyabb volt mindharom csoporgaemben a kezelés végeig.
Ugyanakkor abban a csoportban (AFB1 + AK37), ametytakarmanya az AFB1 mellett a
mikotoxin detoxifikacidjara képes enzimet terthelolt baktérium kultarat is tartalmazta a
kontroll csoportokhoz hasonldan alakult az atlagsssuly.

Sulygyarapodas

Az éatlagos heti sulygyarapodas értékeit a 4.10taktazat és 4.5. sz. abra tartalmazza.
Az eredmények azt mutatjdk, hogy a csak AFB1l-dtltanzé takarmanykeverék hatdsara
csaknem a hizlalas teljes ideje alatt szamé#rvalacsonyabb napi gyarapodast értek el e
csoport egyedei a tbbbi csoporténal. Ugyanakkom azgoport egyedeinek gyarapodasa,
amelyek az AFB1 mellett a mikotoxin detoxifikaci@aképes baktérium kultdrat tartalmazo
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takarmanyt fogyasztottak a hizlalas soran ugyan rkirtékben elmaradt a kontrolltdl,

azonban ennek mértéke nem szignifikans.

4.10. sz. tdblazat: Az atlagos sulygyarapodas (glpuldsa a brojlercsirke nevelés/kezelés teljes igealatt

Idé hét 1.hét 2.hét  3.hét  4.hét 5. hét 6. hét
Mikrobamentes kontroll atlag 86,3 1710 301,77 4143  566,7 380,4
Sz06rés 16,8 47,6 34,4 79,9 73,7 78,3
Kontroll + AK37 atlag 958 1938 3118 421, 533,2° 3187
Sz0ras 20,7 55,3 58,9 54,5 81,8 60,6
AFB1 atlag 84,7 1369 1820 3123  387,F 2475
Sz0Oras 15,4 38,5 35,3 54,2 99,6 116,6
AFB1 + AK37 atlag 89,2 1764 270, 398G 5252 3094
Sz0Oras 14,5 34,8 35,3 62,6 69,9 97,6

Jelmagyarazat:
Az azonos oszlopban eltébetivel jeldlt értékek szignifikAns mértékben kilonbékmegymastél: a-b, a-d,
c-d p<0,05, a-c, b-c p<0,001,

700
600
500 M1 hét
M2 hét
o6 400 _
\; M3 hét
‘g 300 B4 hét
H=]
E 200 M5 hét
100 6. hét
0

Mikrobamentes  Kontroll+ AK37 AFB1 AFB1+ AK37
kontroll

A baromfi etetési teszt kisérleti rendszerei

4.5. sz. dbra: Az atlagos sulygyarapodas (g) alakida a nevelés/kezelés teljes ideje alatt

Atlagos napi takarmanyfogyasztas
A takarmanyfogyasztas egyedi mérésére nem voltdséeg, igy statisztikai elemzésre

sem volt mod. Emellett a tartastechnolégia sene tetiebvé a szérdédas, ill. pazarlas teljes
meértéki kizarasat, illetve annak meghatarozasat. Ezekékerelgsorban a hizlalasi iszak
elss két hetében lehet jeldist

A 4.6. sz. abra foglalja 6ssze az atlagos egyddirtaanyfogyasztas alakulasat a kisérlet
teljes idejére vonatkoztatva. Ennek alapjan elmat@hhogy az AFB1 hatasara jelésgn
csokkent az allatok étvagya. Ugyanakkor a detoidiks eljarassal csokkentett AFB1

tartalmua takarmany fogyasztasakor ez a hatas nmmydvanult meg.
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Takarmanyként felhasznilt kukoricatételek jelilései

4.6. sz. abra: A brojlercsirkék atlagos egyedi takananyfogyasztas alakulasa a nevelés teljes idejére
vonatkoztatva (g/nap)

Atlagos takarmanyértékesités

Mivel a takarmanyfogyasztast nem egyedileg mérfik, a takarmanyértékesitést,
azaz az 1 kg sulygyarapodashoz felhasznalt takarm@ennyiségét sem lehetett
statisztikailag értékelni. A takarmanyértékesitébizlalas teljes istartamara vonatkoztatva a
4.7. sz. abra szemlélteti, amely szerint az AFBtAd@a kis mértékben romlott az allatok
takarmanyértékesitése, azonban ennek meértéke rignifigans. Tovabba érdekes modon a
csak a detoxifikaciohoz alkalmazott eldlt baktérikmitira hatasara is csokkent métiék

takarmanyértékesités nyilvanult meg.
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Mikrobamentes Kontroll+ AK37 AFBI1 AFBI1+ AK37
kontroll
Takarmanykent felhasznalt kukoricatételek jelolesei

4.7. sz. abra: A brojlercsirkék takarmanyértékesitée a teljes hizlalasi idre vonatkoztatva a kontrollhoz
viszonyitva
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Brojlercsirke etetési kisérlet eredményeinek dsszejlaldsa

A kisérlet el§ két hetében a vizsgalt termelési paraméterek hasgppen alakultak
minden csoportban, ugyanakkor a masodikéh&FB1 hatasara szamotiésn romlottak. Az
elss két hétben szignifikans eltérés nem volt tapakatél ami arra utal, hogy az alkalmazott
dozisban az AFB1 kedvétten hatasait a brojlercsirke rovid ideig képes kemzalni. Két hét
alatt azonban a szervezet kompenzéaciés képességelkiés igy a tovabbiakban az AFB1
kedvedtlen hatasai mar érvényesiinek.

A Kkisérletben felhasznalt baktérium torzs hatékangadkkentette a szennyezett
takarmany AFB1 koncentraciojat. Ugyanakkor, az @mtr magas szennyezettség
kovetkeztében a detoxifikacio ellenére a takarmtimyntartalma meég igy is meghaladta a
takarmanybiztonsagi hatarértéket (105 upg/kg az 2fkgu helyett). Vélhéten ezzel
magyarazhatdé, hogy a detoxifikalt takarmanykeverékmgyaszté egyedek sulya és
takarmanyértékesitése kis mértékben, de nem sSkgmfan elmaradtak a kontroll
egyedekil.
termeb baktérium kultira hatékonyan hasznalhaté mikotoximérged hatasainak
kikliszbbolésére baromfi takarmanyaban. A 4.2. szpek a mintegy 400 grammos
tomegkulonbségen kivil szembébtz egészségi allapotban, fittségben, a csud ésap t
szinbeli klilbnbo&ségében megnyilvanulé eltérés a biodetoxifikalatalanyt fogyaszté allat

javara.

4.2. sz. kép: Brojlercsirkék allapota az etetési kErlet végén — balra az AFB1 takarmanyon nevelt, fibra
az AFB1+AK37 takarmanyon nevelt csirkék (KészitetteCserhati Matyas)
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4.3.3 Patkanykezelési modell kisérlet (uterotrofikus bioasay)

4.3.3.1 Elékisérlet a biodegradacios hatékonysag ellérzésére

Az etetési kisérlet étt a biodegradacios kisérlet inkubalasi szakaszae&nmintak
0sztrogén hatasdnak valtozasat BLYES tesztendeiitk, amely a hormonhatés folyamatos
csokkenését mutatja az inkubaciés alatt. Valamint HPLC és ELISA analitikai mérésekke
is mértiik a ZEA koncentracio valtozasat.

Az eredmények alapjan a ZEARhodococcus pyridinivorans408 LB tapoldatban
az 5 napos inkubacio végére jeltsgn csokkent az 0Osztrogénhatas a mintdkban. A
biodegradacio vizsgalatanal a HPLC és ELISA métisekasonlé eredményeket kaptunk a
BLYES teszttel, vagyis az analitikai mérésekkelziga ZEA-eliminacié az 6sztrogénhatés
csokkenésével jart (4.8. sz. abra). Mig az analitiwérések 85% lebomlast mutattak a
felilisz6é mintaban, addig a BLYES teszt 81% csokkemutatott az 6sztrogén hatasban. Az
eredmeényeket részletesen értékelve lathatd, hogyradelteltével a ZEA 44%-4t mar
detoxifikalta a K408 jelzéstorzs, majd a 3. napig nem volt detektalhatd tbvélbrmonhatas
csokkenés. A 4. napon viszont a hormonhatas mar-&68éokkent, mig vegul az 6todik
napon mar 81% csokkenést ért el.

Biohmmineszcencia intenzifikacid (%)

4.8. sz. dbra: A patkdnykezelési teszthez végzetearalenon biodegradaciéo Osztrogénhatas-vizsgélata
BLYES teszttel

88



4.3.3.2 Uterus tdmeg valtozasanak vizsgélata

A ZEA mikrobialis biodegradaciojat vizsgald kiséele soran a kontroll csoporthoz
képest a méhtomeg szignifikans novekedése (2,®spasak a ZEA csoportba tartozo
allatoknal volt tapasztalhato (4.9. sz. abra). Egzemben a Kontroll csoport és a ZEA+K408
csoport kdzott nem volt szignifikans kilénbség. BAZés a ZEA+K408 csoport eredményeit
dsszehasonlitva azt allapithatjuk meg, hogy a rhéval inkubalt, zearalenonnal szennyezett
tapoldat altal kivaltott biologiai hatas 2,5-szeisdbb, mint az ugyanilyen 6sszetétel

baktériummal nem inkubalt tapoldat hatasa.
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4.9. sz. abra: A vagas étti testtbmegre normalizalt uterus tdomegek csoportokénti atlaga a kezelések
fuggvényében (**: p<0,01), a z6ld csillagok a Kontll és a ZEA csoport kézétti, a kék csillagok a ZEASs a
ZEA+K408 csoport kdzétti szignifikancia szintet jeblik.

A kapott eredmények alapjan kijelenthiethogy a ZEA uterotrofikus hatasa
Rhodococcus pyridinivorans408 torzzsel tortéh inkubacié hatasara medse. Ebldl arra
kovetkeztethetlink, hogy a mikroba elbontotta a mokimt, uterotrofikus hatasu aktiv

metabolit pedig nem keletkezett.

4.3.3.3 Real-time PCR-es génexpresszios vizsgalatok

A patkanykezelési vizsgalat soran 6sztrogén dependéneket valasztottunk ki a
Real-time PCR-es vizsgalatra. A ZEA hatasara a kement-komponens-2 (C2) és
kalbindin-3 (CALB3) szint nbvekedése, mig az ap@iRLN) és aquaporin-5 (AQP5) mMRNS
szint csokkenése volt jellehiz Ezeknek a gének expresszidjat mértem a ZEA-nal
szennyezett, illetve az ugyanilyen 0Osszetétaelle Rhodococcus pyridinivorand<408

baktériummal kezelt csoportoknal (4.10. sz. abra).
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4.10. sz. abra: Relativ génexpresszio (RQ) a kezedé fliggvényében (*: p<0,05 ; **: p<0,01 ; ***;
p<0,001), a z6ld csillagok a Kontroll és a ZEA csapt kdzotti, a kék csillagok a ZEA és a ZEA+K408
csoport kozoétti szignifikancia szintet jel6lik

A ZEA-t tartalmazo tapoldat adagolasanak hatasarkontroll allatokhoz viszonyitva
- az APLN és az AQP5 expresszidja csokkent, a G2 @A8LB3 expressziodja pedig megh
Ha viszont a ZEA tartalmu tapoldatBhodococcus pyridinivorans408 térzzsel inkubaltuk
az in vivo kezelést megékéen, akkor ezek a hatasok mefgsek, a vizsgalt gének
expresszidja szignifikhnsan nem kulonb6zott a ladhtéllatoknal tapasztaltaktol. Az
eredmeények hasonlésagot mutatnak Heneweer és ndusdia{2007) altal megfigyelt ZEA
dozis hatasokhoz, ahol 10 mg/testsuly kg ZEA dbzitisara az APLN génexpresszidja az
otodére, az AQP5 génexpresszidja felével csokkeig,a C2 gén esetében 50%-kéttna
CALB3 gén esetében négyszereséitt az atirodas vagy megnyilvanulas.

Mindezeket figyelembe véve megallapithatd, hogy aktériummal tortéh
inkubalasnak kdszonhin a ZEA, e négy gén expresszidjara gyakorolt hatdsgsint.
Ebbsl arra kdvetkeztethetiink, hogy az oldatbanslévikotoxint a mikroba eredményesen
lebontotta, aktiv metabolit pedig nem keletkezett.

Az uterusz vizsgalatok soran nem mutattak ki sfiggms kilonbséget a markergének

expresszaldédasaban a kontroll és a ZEApyridinivorangK408) kisérlet esetében. Mind az
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kezelési, mind a BLYES 0sztrogénhatast kimutatdelsit alapjan a K408 torzzsel kezelt

ZEA tartalmu LB tapoldatban meds# az (endokrin zavard) 6sztrogénhatas.

4.3.4 Egérkezelési modell kisérlet (nephrotoxikus bioasga

4.3.4.1 Viz, takarmany fogyasztas és a testtbmeg valtozasai

A Kkisérleti allatok napi kezelésben részesultekeselések soran rogzitésre kerult a
viz és takarmanyfogyasztas, tovabba az allatokbtasge. A viz és takarmanyanyag felvétel
nem valtozott szignifikAnsan az eliétezelések hatasara, sem az akut, sem pedig &iusoni
vizsgalatok soran. Az allatok testtbmege szintém nautatott szignifikdns valtozast a

kisérletek soran.

4.3.4.2 A 72 oras OTA kezelés hatasa a markergének génexpezibjara

Az akut (72 oras) toxicitasi vizsgalatok soran aipw kontrollként hasznalt MMS és
a nagy doézisu (10 mg/testtomeg kg dozis) OTA kezshignifikhnsan megemelteGadd 45
és a Gadd 153xpresszidjat (4.11-12. abra). A Gadd 153 expr@ssaesében mar a kis
dozisu (1 mg/ testtomeg kg dozis) OTA kezelés ldatas elérte a statisztikai biztositottsag
szintjét. A mikrobialis degradacion atesett OTAtdbnu készitménnyel kezelt kisérleti
allatok veséjében nem emelkedett meg sem a Gadskdba Gadd 153 expresszid. Mindkét
dozis esetében a degradacié egyben detoxifikacideakizonyult és megsziintette a
genotoxikus, DNS kéarositdo hatast. A csak LB-t ésialegradacioban hasznalt baktérium
fellluszot tartalmazo készitménnyel kezelt csopuRNS szintjei nem valtoztak a két

markerre vizsgalva a cortexben.

Gadd 45

&

Kantrall MMS OTAL OTA L0 OTALBONT  OTA 10 BONT  LB-Bzltérium

4.11. sz. dbra: A Gadd 45 expresszi6janak valtozasa egérkezelési kisérletben a 72 éras toxicitasi
vizsgalat soran (n=7-10, * p<0.05, ***p<0.001)

91



2.5 4 Fdek

*k
L5 1
1 -

Kontroll MMS OTA 1l OT Al 0 OTA OTA
BONT1 BONT 10 Bﬂl\_tel m

2

RQ (Gadd 153)

4.12. sz. dbra: A Gadd 153 expresszidjanak valtoz$RQ) az egérkezelési kisérletben a 72 éras toxasi
vizsgalat soran (n=7-10, * p<0.05,** p<0.01 ***p<®MO01)

Sem az MMS, sem a kis dézisi OTA nem valtoztattg mmeese kérgi régidjaban a
clusterin expressziot (4.13. sz. 4bra), mig az OTA 10 jélx&zelés szignifikansan ndvelte.
A bakteridlisan lebontott OTA egyik dbézisban semveite a clusterin mennyiségét. A
mikrobialis OTA bomlastermékek tehat nem inditotbekapoptotikus folyamatokat a kezelés
soran, még nagy dozist alkalmazva sem. A csak meédiyLB) és a biodegradacioban
hasznalt baktérium feltliszo6t tartalmazo készitrgéhkezelt allatok veséje nem mutatott

valtozast a vese cortexben a markerre vizsgalva.

6 - *k
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4.13. sz. dbra: A clusterin expresszidjanak (RQ) Wozasa az egérkezelési kisérletben a 72 6ras tatasi
vizsgélat soran (n=7-10, ** p<0.01)

A sajat eredményeink hasonlitanak Luhe és munkat§2603) altal kapott 72 6ras 10mg/
testsuly kg OTA dozis vizsgalataihoz, ahol az OTAtdsara a Gadd45 és Annexin2
expresszidja a kétszeresére, Gaddl53 és clustexrpresszioja masfélszeresére, a

ceruloplazmin expressioja a 2,5-szeresére valtozott
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4.3.4.3 A 21 napos OTA kezelés hatdsa a markergének génegrgsziojara

A 21 napos kronikus OTA kezelés szignifikansan megjee aGadd 45 és a Gadd

153 expresszidjat (4.14-15. sz. abra) a kisérltok veséjében, mig az MMS kezelés a
kronikus kezelés soran nem valtoztatta meg a DNSské hatédsra aktivaléddé markergének
expresszidjat. A Gadd 153 és Gadd 45 mRNS expdesszin valtozott a vesében a

biodegradacio soran keletkezett OTA bomlastermélatéisara. Mindkét markergén esetében
a degradacio egyben detoxifikacionak is bizonywdt réegsziintette a genotoxikus, DNS
karositd hatdst. A csak médiumot (LB) és a biod#gpeban hasznalt baktérium fellliszot
tartalmazé készitmény nem mutatott aktivald hathstvese cortexben a két markerre

vizsgalva.

Gadd 45

Kaontroll MM OTABONT LB Baktérium

25 4

15 -

4.14. sz. bra: Gadd 45 expresszidjanak valtozasa egérkezelési kisérletben a 21 napos krénikus
toxicitasi vizsgalat soran, (FC = Fold change) (n=9, **p<0.01)
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RQ (Gadd 153)
(=]
[#a]

Kontroll MDMS OTA OTA BONT LB-Baktérium

4.15. sz. dbra: A Gadd 153 expressziéjanak (RQ) wakasa az egérkezelési kisérletben a 21 napos kidurs
toxicitasi vizsgalat soran (n=7-9, *p<0.05)

A 21 napos krénikus OTA kezelés szignifikansan megjee a ceruloplazmin
expresszidjat (4.16. sz. abra) a kisérleti allatekéjében. Az MMS kezelés a kronikus
kezelés sordn nem véltoztatta meg a pozitiv akais fanarkergén expressziojat. A
ceruloplazmin mRNS expressziéo nem valtozott a vesében a biodégia soran keletkezett
OTA bomlastermékek hatasara. A markergén esetélegradacio egyben detoxifikacionak
is bizonyult és megszintette a mikotoxin gyulla@dtskés oxidativ stresszt okozo hatasat. A
csak médiumot (LB) és a biodegradacioban hasznaktébbum fellliszot tartalmazé

készitmény sem mutatott hatast a vese cortexberuboplazmint vizsgalva.
6 .

5 4

RQ (Ceruloplazmin)
RS
|

Kontroll MMS OTA OTABONT LB-Baktérium

4.16. sz. &bra: A ceruloplazmin expresszidjanak (RQvaltozasa az egérkezelési kisérletben a 21 napos
krénikus toxicitasi vizsgalat soran (n=7-9, **p<0.Q)

A 21 napos kronikus OTA kezelés szignifikansan kedkette aszulfotranszferaz
K2 expresszidjat (4.17. sz. abra) a kisérleti ddateséjében, mig az MMS kezelés a krénikus

kezelés soran nem befolyasolta a markergén expdgaszA szulfotranszferaz K2 mRNS
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expresszié nem valtozott a vesében a biodegradacin keletkezett OTA bomlastermékek

1 -
0.8 -
04 -
0.2

Kontroll MDMS OTA BONT LB Baktérium

hatasara.

RQ (stzulforotranszferaz)
(=]
[#))

4.17. sz. &bra: Szulfotranszferaz expresszidjanaléliozasa az egérkezelési kisérletben a 21 napos thilkius
toxicitasi vizsgalat soran (n=7-9, *p<0.05)
A 21 napos kronikus OTA kezelés szignifikansan ¢éenakannexin 2 expressziojat

(4.18. sz. abra) a kisérleti allatok veséjében, azidMS kezelés a kronikus kezelés soran
nem befolyasolta a markergén expresszidjat. Az AamRENS expresszié nem valtozott a
vesében a biodegradaciéo soran keletkezett OTA Istentaékek hatasara. A markergén
expresszidjanak mérése bizonyitja, hogy a degraapiben detoxifikaciénak is bizonyult és
megszlntette a mikotoxin altal indukalt potencidercinogén hatast a kronikus kezelés
soran. A csak médiumot (LB) és a biodegradaciobamzmélt baktérium fellliszojat

tartalmazé készitmény nem mutatott hatast a vasexten az anxa2 mRNS szinteket mérve.
3~ ke

2.5 A

RQ (annexin 2)
n
|

0.5 A

Kontroll MMS OTA OTA BONT LB-Baktérium

4.18. sz. bra: Annexin 2 expresszidjanak (RQ) vaélzasa az egérkezelési kisérletben a 21 napos krausk
toxicitasi vizsgélat soran (n=7-9, **p<0.01)
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UJ TUDOMANYOS EREDMENY (a 4.3.1 és 4.3.2 fejezeteldn bemutatott eredmények
alapjan):

(4. tézis) Az aflatoxin-B1 mikotoxin biodetoxifikagojara alkalmazott Rhodococcus
pyridinivorans AK37 baktériumtdrzs hatékonysagain vitro laboratériumi kisérletek

mellett, ponty és brojlercsirke etetési tesztekbems igazolasra kerllt. Az aflatoxin-B1

toxinnal szennyezett takarmany kéros biologiai hatéat a R. pyridinivorans AK37

baktériumtdrzs sikeresen megsintette, a szennyezett takarmany biodetoxifikacios

kezeléssel mar nem valtotta ki a toxikozis tlineted kisérleti allatokon.

UJ TUDOMANYOS EREDMENY (a 4.3.3 fejezetben bemutattt eredmények alapjan):
(5. tézis) A zearalenon mikotoxin biodetoxifikaciégra alkalmazott Rhodococcus
pyridinivorans K408 baktériumtérzs hatékonysaga az in vitro laboratoriumi
biodegradacié mellett patkany modell kisérletekbens igazolasra kertlt. A zearalenon
toxinnal szennyezett takarmany karos bioldgiai hatéat a R. pyridinivorans K408
baktériumtdrzs sikeresen megsintette, a szennyezett takarmany biodetoxifikacios

kezeléssel mar nem valtotta ki a toxikozis tlineted kisérleti allatokon.

UJ TUDOMANYOS EREDMENY (a 4.3.3 fejezetben bemutattt eredmények alapjan):
(6. tézis) Az ochratoxin-A mikotoxin biodetoxifikadéjara alkalmazott Cupriavidus
basilensisOR16 baktériumtérzs hatékonysaga ain vitro laboratériumi biodegradacié
mellett egér modell kisérletekben is igazolasra kéitt. Az ochratoxin-A toxinnal
szennyezett takarmany karos bioldgiai hatasat &. basilensisOR16 baktériumtorzs
sikeresen megsintette, a szennyezett takarmany biodetoxifikacios dzeléssel mar nem

valtotta ki a toxikdzis tlineteit a kisérleti allatdkon.
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4.4 Genom projektek eredménye

A toxinbontasi képességek és egyéb tulajdonsagajéad kivalasztottuk az AK37
jeldlédi Rhodococcus pyridinivorapsvalamint azOR16 jeldlés Cupriavidus basilensis
torzset, hogy meghatarozzuk a teljes genom szeldjakat.

Az AK37 torzs genomszekvenaldsat indokolta a téersmas mikotoxinbontési
képessége AFB1 és a ZEA esetében BIRKTON ET AL., 2011, 2012). Az elvégzett teljes
genom analizis émozditja, hogy izolalhassuk a kulcsenzimeket, aglelgésztvesznek az
artalmas 0sszeték lebontasaban.

Az OR16 térzs genomprojekt elinditasa mellett a torFA@s egyéb szennyéanyag
bont6 képessége miatt dontottiink.

4.4.1 Az RhodococcugyridinivoransAK37-es torzs genomja

A Rhodococcusmemzetség tagjainak nagy része nem patogen, eddi@7 fajbol 2
esetében allat/huméan patogenitéstéqui, R. gordonjaés 1 esetében ndvénypatogenit&st (
fascian$ mutattak ki (®ETHALS ET AL, 2001). A nemzetségbe tartozé torzsek a prokeeiot
korében hatalmas genetikai anyaggal rendelkezrmlelyanémileg indokolhatja, hogy az
eddig ismert torzsekih csak kevés esetben valosult meg teljes genonizanakddig 5 faj
genom analizisér van ismeretink (GenbankR. erythropolis(PR4), R. equi(103S), R.
opacus(B4) ésR. jostii (RHAL) és a legujabb aR. ruber(Chol-4) 2013-bdl. Sikerilt az
AK37 jelzédi R. pyridinivoranstorzsteljes genomszekvenalasat elvégeznink, amely aaels
Rhodochrouskladba tartozo fajok kozil. A térzs nemzetségelillbelfoglalt filogenetikai
helyét lasd a 4.19. sz. abran.

A tdrzs aerob, nem spéras, gram-pozitiv baktériamelyet nyersolajjal szennyezett
talajbdl izolaltak Magyarorszagon 1984-ben. Mol@kid taxondmiai vizsgalattalR.
pyridinivorans torzsként azonositottuk (NCAIM PB1376), majd Ibé&t helyeztik a
Mezégazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti ij@nényében 2008-ban.
Metabolitikus jellemai miatt j6 BTEX bonto torzsnek bizonyult fRcsics ET AL, 2008).

R. pyridinivoransAK37 torzs genomja 5,244,611 bazisparbdl all (8f2), aminek
GC tartalma 67,8% és 4,822 putativ kodolo szek@nd2 tRHS és 3 rRNS I6kuszt
tartalmaz. A térzs genommérete kismének tekinthat az eddig ismert genomok alapjan a
Rhodococcus nemzetségen belllRajostii (RHAL) térzsnek 9,7 Mb, &. opacus(B4)
torzsnek 8,8 Mb. A genomszekvenalas alapjan aztwmbgiéneket dsszesitettik a 4.20. sz.
abran. A szekvenalasi eredmeények 117 aromas vegklleontasaért felés génkopiat

azonositottak. Ezen belil a szekvenalas igazoltmy haz AK37-s tbrzs legalabb hat
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kulonbo® gyirihasitdo utvonallal rendelkezik a monociklikus aromseenhidrogének
lebontasahoz, ez genetikai bizonyiték a torzs &VBTEX bontd képességére. Az alabbi
aromas szénhidrogén hasitasért ésletjéneket sikerllt azonositani: katekol 1,2- és 2,3
dioxigenaz, protokatekvat 3,4-dioxigenaz, benzoa2-dloxigenaz, homogentizat, 1,2-
dioxigenaz, orto-halobenzoat, 1,2-dioxigenaz. Air§lgasitdé gének meglétébadodoan az
aromas szerkezetmikotoxinok bontasa is indokolt. Az &ltalam vizEKg&hodococcus
nemzetségbe tartozé izoldtumok nagy AFB1 bontapesseggel rendelkeztek. Alkan és
bifenil bontashoz sziikséges kulcsenzimeket is asdtmitunk a projekt soran. Tovabba, a 3-
ketoszteroid-8-hidroxilaz (ksh) gén jelenléte utal a szteroididoképességre. Ez a gén azon
0sztrogénhatastu anyagok bontdsara valdé képessélgetelezz, melyek az 6sztrogénhez
hasonlo kémiai szerkezettel rendelkeznek, mint A.Z&rhodochrous klan két tagjanalRa
rhodochrousés aR. jostii esetében mar leirtak kshA, kshBgének tobb homologjanak
jelenlétét. AR.rhodochrousDSM 43269 izolatumnal 5 kilénbézén kopiat talaltakshAl-

5, melyek kilonboé& szteroid szarmazékok katabolizmusédban vesznek, nésat példaul
szterolok, pregnanok, androsztének és epesaw@aiR(BMA ET AL, 2011). A Ksh enzini
megallapitottak, hogy kétkompondéns terminalis oxigenakshA és a ferredoxin reduktaz
KshB (PETRUSMA ET AL, 2011). AR. pyridinivoransAK37 NCAIM PB1376 lajstromszamu
torzs teljes nukleotid szekvencidja az AHBWO00000@2onositbszamon lett a
DDBJ/EMBL/GenBank adatbazisban elhelyezve.

A genomszekvenalas soran 67 db virulencia faktarbnasitottunk, melyek
feldolgozasa és pontos meghatarozasa folyamathanAvazekvenalaskor az adott szoftver
minden ndveényi és allati virulencia faktorra hastinjénszakaszt ebbe a csoportba helyez el.

Ezidaig a fakultativ patogéR. equi(103S) torzsnek tartak fel részletesen a virulencia
faktorok és a patogenitasi képesség kdzotti kaptsat gének szintjén @IEK ET AL., 2010).

Ez a torzs nem képes a szénhidratok bontasaraftesnénforrasként zsirsavakat hasznosit.
Intracellularis parazita baktériumként okoz megbetiseket allatokban és emberben,
amelynek kovetkeztében szamos antibiotikum nemsgjpejteni ra a hatdsat glrex ET AL.,
2010).

A késibbiekben tervezem a megtévgenom adatok alapjan ellgieni az R
pyridinivorans AK37 térzsben azonositott virulencia faktorok @sstését aR. equi(103S)

torzs génjeivel.
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Nocardia asiatica IFM 0245
_@cardia Jarcinica N898
o4 Nocardia shimofusensis YZ7.-96
Nocardia arthritidis IFM 10035
Rhodococcus equi DSM 20307
74 Rhodococcus kunmingensis YIM 45607
60— Rhodococcus jialingiae djl-6-2
1001' Rhodococcus baikonurensis GTC 1041
Rhodococcus qingshengii djl-6 “erythropolis”
Rhodococcus erythropolis DSM 43066
Rhodococcus globerulus DSM 4954

Rhodococcus tukisamuensis Mb8

G‘equl‘37

61

Rhodococcus maanshanensis M712
Rhodococcus marinonascens DSM 43752
Rhodococcus jostii 1IFO 16295
Rhodococcus percolatus MBS1 “opacus”
Rhodococcus opacus DSM 43205
Rhodococcus koreensis DNP505
Rhodococcus wratislaviensis NCIMB 13082

61
53 Rhodococcus imtechensis RKJ300
———— Rhodococcus fascians DSM 20669
100 Rhodococcus kyotonensis DS472
2 —— Rhodococcus yunnanensis YIM 70056
Rhodococcus triatomae IMMIB RIV-085
} |7 Rhodococcus corynebacterioides DSM 20151
69 Rhodococcus kroppenstedtii KO7-23
———— Rhodococcus coprophilus DSM 43347
54 Rhodococcus phenolicus G2P
68 Rhodococcus zopfii DSM 44108
99 [~ Rhodococcus aetherivorans 10bc312
Rhodococcus ruber DSM 43338 “rhodochrous”
— Rhodococcus artemisiae YIM 65754
85 Rhodococcus rhodochrous DSM 43241
Rhodococcus gordoniae W4937
Rhodococcus pyridinivorans AK37
————— Rhodococcus rhodnii DSM 43336
Corynebacterium diphtheriae NCTC 11397
—
0.005

4.19. sz. dbraRhodococcus pyridinivorangj filogenetikai helye a Rhodococcus nemzetségbelil
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WFag, profag(2)
ENovény-Prokaridta DOE projekt (53)
BEofaktor, vitamin, pigment (215)
W 3ejtfal eskapszulz (68)
WVegyes (15)
B} embran transzport (42)
BENSZ metabolizmus (78)
mMukleozid és nuklzotidolk (96)
WErotein metabolizmus (251)
W 3ejtosztodas és sejtciklus (29
Wobilitas és kemctaxis (1)
Bzabalyozas és seftjelzések (600
BDNE metabolizmus (96)
mVirulencia (67)
Zsirsaval, lipidek, izoprenoidok (185)
ENitrogén metabolizrmus (33)

EMNyugalmi allapot és spdralképzes (2)

Respiracio(184)
Btresszvalasz (145)
B Aromas vegyiiletek metabolizmusa (117)
Aminosavak és szarmazékols (484)
Eén metabolizmus (31)
WFoszfor metabolizs (38)

Szénhidratok (388)

4.20. sz. dbra: Az AK37 izolatum teljes genom projgje soran azonositott gének

4.4.2 A CupriavidusbasilensisOR 16 térzs genomja

A Cupriavidus basilensi®R16 térzset egyrségi természetvédelmi teriil@t2008-
ban izolaltam. Molekularis taxonomiai vizsgalatpgda a C. basilensisfaj képvisebje,
NCAIM BO2487 szamon lett letétbe helyezve a Mgzdasagi és Ipari Mikroorganizmusok
Nemzeti Gyjteményében. A metabolitikus tulajdonsagai alapj@nkéolaj és mikotoxin
(AFB1, OTA és T-2) bont6 képességgel rendelkezilC.Aasilensi©)R16 NCAIM BO2487
lajstromszamu torzs teljes nukleotid szekvenciajgdBlJEOO000000 azonositészamon lett a
DDBJ/EMBL/GenBank adatbazisban elhelyezve.

Az OR 16 jeli C. basilensigdrzsteljes genomja 8,546,215 bazisparbdl all, aminek
GC tartalma 41,2% és 7,542 putativ kédolé szekéntartalmaz. AzOR 16 torzs
szekvenalasa soran azonositott génkopiak 6sszddééd a 4.21. szamu abran.

A C. basilensi®R 16 genomjanak attekintése soran az alabbiakdztaiok meg:

* A genomméret — 8,55 Mb — a legnagyobb a nemzetsigkh (Genbank adatbazis

alapjan), genom méret és szekvencia sorrendekaalgpazmid(ok) jelenléte szinte
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biztosra vehét Ezt alatdmasztja a plazmid fenntartasaért, dlebplikacioért feldls

fehérjék megléte a vizsgélt anyagban.

334 darab aromas @si bontasaeért felés génszakaszt sikerllt beazonositani, melyek
alapjan a torzs rendelkezik katekol 1,2- és 2,3ddenaz, protokatekvat 3,4-
dioxigendz, benzoat 1,2-dioxigenaz, (homo)gentidd®-dioxigendz (1 kopia),
hidroxiquinol 1,2-dioxigenaz génekkel. A szteraragz/egyuletek bontasara képes

enzimet kddol6é géneket is sikerllt azonositaniet®&zteroid-8-hidroxilaz.

A nehézfém toleranciaért fetal fehérjéket kodold génszakaszok alapjan az alabbi
enzimeket, és azok A&ltal alkotott ion efflux reretsket azonositottuk: RND
(Resistance, Ndulation, cell_Dvision) csaladba tartoz6 permeazok, CDFat{@n
Diffusion Factor) csaladba tartozé nehézfém transzporterdéiouBe ATP-az csaladba

tartozo6 ion pumpak.

Egyéb specifikus mechanizmusokat is észleltiink: ,£réfflux rendszer, HAsE-

reduktaz és As®permedz, CUl periplazmatikus detoxifikaciojaért fets fehérjék.

Az OR16 egyedi metabolikus tulajdonsaggal is rendekkezigenom szekvencia
alapjan: glukozt tud hasznositasa szén- é€s energiaként. A nemzetségeben ez a
térzs az egyetlen, amelynél glikéz po@p(B) és glikdz-dehidrogenaz megtalalhatd
a genomban. ALupriavidusnemzetség tagjai nem képesek glikoz felvételéinelra
porin hianyzik. Emiatt a nemzetség tagjai csak ghidogenezis utjan képesek gliikoz-
6-foszfat eballitasara. Kivétel az altalam izolalt térzs, amedpdelkezik glikoz porin
(OprB) és glukdéz-dehidrogenaz kédolo genekkel és képghikdz bontasara. Az

OR16 térzs nemzetségen belill elfoglalt filogenetiieyét lasd a 4.22. sz. abran.

Az utébbi években tobb, Gupriavidusnemzetségbe tartozo faj esetében figyeltek meg

humanpatogenitas€. gillardi - aplasztikus anemia, vérszegénysegrRAFIN ET AL., 2010),

C. pauculus- extrakorporalis membran oxigenizacié soran okiofestézés (SOVAL ET AL.,

2010) és &C. metalduriens nozokomialis vérmérgezés ANGEVINET AL., 2011). Azonban

mindegyik leirt esetben a beteg sulyos allapotbegyengilt immunrendszer mellett

infektal6édott az adott mikrobaval.

A C. metalduriensfaj genomszekvenalasa soran tébb virulencia fakd@aonositottak

(JANSENN ET AL, 2010). A sajat genom projektiink sorén i€.abasilensisfajnal 206 db

virulencia faktort tartunk fel, melyek elemzéseejgeg folyamatban van.
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100 C. basilersis DSM 11853
0R16

C. lghans 1263a

C pinatubonensis 1245
C. oxalaficus DSM 1105
C. faiwanensis LMG 19424
C. respiraculi AU3313
C. pampae CPDB6
15 Li C. gilardii LMG 5886
C. metaliidurans DSM 2839
C. pauculus LMG 3413
C. necator ATCC 43291

C. campinensis W52

R. pickettii ATCC 27512

—
0,005

4.21. sz. &braCupriavidus basilensi€©)R16 nemzetségen beliil elfoglalt filogenetikai helye

EKofaktor, vitamin, pigment (215)
mSejtfal és kapszula (123)

B Vezyes (110)

EMembran transzport (481)

mFém felvétel és metabolizmus (34)
EMisddlagos metabolizmus (5)

RNS metabolizmus (221)
mNukleozid és nukleotidok (141)
EProtein metabolizimus (287)
ESejtosztodas és sejteiklus (43)
EMozgékonysdig és kemotaxis (134)
B Szabaly ozas és sejtjelzések (127)
EDNS metabolizmus (99)

ERegulons (7)

Virulencia (206)

Zsirsavak, lipidek, izoprenoidok (443)
ENitrogén metabolizmus (59)
mNvugalmi allapot és sporaképzés (7)
HRespiracio (241)
mStregszvalasz (217)

B Aromas vegyilletek metabolizmusa (334)
mAminosavak €s szarmazékok (976)

Kén metabolizmus (138)

Fosztor metabolizmus {(69)

Kalium metabolizmus (24)

Szénhidratok (761)

4.22. sz. dbra: AZOR16 izolatum teljes genom projektje soran azonositogének
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UJ TUDOMANYOS EREDMENY (a 4.5.1 fejezetben bemutattt eredmények alapjan):
(7. tézis) Elkészilt az aflatoxin-B1 és zearalendmodetoxifikaciojara képesRhodococcus

pyridinivorans AK37 mikroba teljes de novogenom projektje.

UJ TUDOMANYOS EREDMENY (a 4.5.2 fejezetben bemutattt eredmények alapjan):
(8. tézis) Elkésziilt az ochratoxin-A biodetoxifikamjara képes Cupriavidus basilensis
OR16 mikroba teljesde novogenom projektje.
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5. KUTATASOM SORAN SZULETET UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Feltartam aRhodococcusnemzetségbe tartozé 8 faj, 33 tdrzsének mikotmniibn
képességet. A nemzetségen belll eddig toxinbotiégdonsagardl ismeretlen 3 fajndk.(
globerulus, R. pyridinivorans, R. rhodochrow)atoxin-B1, 2 fajnal R. pyridinivorans, R.
erythropolis)pedig zearalenon biodetoxifikacids képességet namaki. Tovabbi 5 fajna(R.
erythropolis, R. globerulus, R. rhodochrous, R.roppilus, R. gordoniaeglsoként irtam le

T-2 toxin biodegradaciojat.

2. A Cupriavidus és Sphingopyxisnemzetség esetében ochratoxin-AMérobacterium,
Pseudoxanthomonasemzetség esetében T-2 toxin;Paeudomonasmemzetség esetében
aflatoxin-B1 biodegradaciot mutattam ki.

3. A prokariotdk esetében ék&nt mutattam ki multimikotoxin biodegradaciét és
biodetoxifikaciot. Az aflatoxin-B1 és a zearalendatoxifikdlasara, tovabba a T-2 toxin
bontasara képesR. erythropolisNI1 jelzési térzsnél. Két mikotoxin, az aflatoxin-B1 és a
zearalenon egytttes biodetoxifikaciojara képefR.apyridinivorans K408 jelzé$ torzs,
valamint az aflatoxin-B1 detoxifikdlasara és T-Xito egylttes bontasara képesRa
rhodochrousNI2 jelzési torzs.

4. Az aflatoxin-B1 mikotoxin biodetoxifikaciojardkalmazott Rhodococcus pyridinivorans
AK37 baktériumtérzs hatékonysaga vitro laboratériumi kisérletek mellett, ponty és
brojlercsirke etetési tesztekben is igazolasra lkeAr aflatoxin-B1 toxinnal szennyezett
takarmany kéros biolégiai hatasat R pyridinivorans AK37 baktériumtorzs sikeresen
megsiintette, a szennyezett takarmany biodetoxifikaciézeléssel mar nem valtotta ki a

toxikozis tlineteit a kisérleti allatokon.

5. A zearalenon mikotoxin biodetoxifikaciojara dtkazott Rhodococcus pyridinivorans
K408 baktériumtbrzs hatékonysagaiazvitro laboratériumi biodegradacié mellett patkany
modell kisérletekben is igazolasra kertlt. A zesrah toxinnal szennyezett takarmany karos
biol6giai hatdsat aR. pyridinivorans K408 baktériumtdrzs sikeresen meggette, a
szennyezett takarmany biodetoxifikacios kezeléss nem valtotta ki toxikdzis tineteit a

kisérleti allatokon.

6. Az ochratoxin-A mikotoxin biodetoxifikaciojardkalmazottCupriavidus basilensi®R16
baktériumtdrzs hatékonysaga aw vitro laboratériumi biodegradacié mellett egér modell
kisérletekben is igazolasra kerilt. Az ochratoxirteXinnal szennyezett takarmany karos

bioldgiai hatasat &£. basilensig)R16 baktériumtdrzs sikeresemegs#intette, a szennyezett
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takarmany biodetoxifikacidos kezeléssel mar nemottaltki, toxikdzis tlneteit a kisérleti

allatokon.

7. Elkésziult az aflatoxin-B1 és zearalenon biodét@ciojara képes Rhodococcus
pyridinivoransmikroba teljesle novogenom projektje.

8. Elkészlilt az ochratoxin-A biodetoxifikaciojaragesCupriavidus basilensimikroba teljes

de novogenom projektje.
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6. KOVETKEZTETESEK , JAVASLATOK

Kutatasom évei alatt nem csak mikroorganizmusokiglalkoztam, hanem gyakorlé
mezgazdaszként nap, mint nap tapasztaltam dganési anomaliak egyre gyakoribba
valasabol, hogy a klimavaltozassal kapcsolatéseglzések és szcenaribk nem a szazad
mésodik felében kdvetkeznek be, hanem mar itt iarlBa mar nem a medgés, hanem az
alkalmazkodas iszaka. Kutatocsoportunk igazolta édént az aflatoxin termél gombak
megjelenését az orszagbanofoLy! ET AL., 2011), ami kezdetben heves vitadkat valtott ki.
Sajnalatos modon az élet igazolta a forgatokdnyamif laboratériumi kortlmények kdzott
mar koradbban lattunk — 2012-ben az orszag tejip@@y hajszal valasztotta el az
0sszeomlastdél az AFB1 tartalmd takarmanyok jelenlétiatt. A 2012-es vildgaszaly
megmutatta, hogy nem az a kérdés, van-e mikotoxemt@és gabonank, hanem van-e
egyaltaldan gabonank a népesség szamara. Azaz armefitgabona mikotoxin mentességét
szinte lehetetlen lesz betartani ndvénytermesztidinoldgiakkal. A mar megtermelt és
betarolt gabonaban kilénk®Hzanodszerekkel kell cstkkenteniink a mikotoxinok §in
ehhez nyujthat egy lehetséges megoldast a jelefkdnun

Kutatdsom soran sikerilt tobb mikroorganizmust asftanom, amelyek karos
vizsgalatokban egyes kutatécsoportok bizonyitottglg-egy mikroorganizmus, vagy azok
altal termelt enzim mikotoxinbonté képességét, dsonhld volumeih tanulmany, amelyben
tobb mint hatvan mikroszervezet atvizsgalasa tonéeg, és kézel harminc mikroszervezet
mikotoxinbonté képességét mutattdk be, nem |éteZialtal a tudomany és a gyakorlat
szamara is sikerllt dvitenem jeleris mértékben a rendelkezésre all6 és felhasznalhato
mikrobak szamat a mikotoxin-mentesités és biodégiaderen.

Az altalam vizsgéalt mikotoxinok biodegradacojarapée torzsek detoxifikacios
képességét tobb maddszerrel is igazoltam: protafhavizsgalat, pellet vizsgalat, és
biotesztekkel tortéh geno- és citotoxicitds, EDC hatdselemzés, valaréliatetetési és
kezelési kisérletek. A munkam soran azonositottnésotoxinok biodegradaciéjara képes
torzsek esetében sikerllt feltérképezni és bemutatogy melyek képesek karos
mellékhatasok és metabolitok nélkil lebontani aattaxinokat, ami jelenleg EFSAd&tas
az EU-ban (EFSA, 2009).

Vizsgalataim fokusza elsorban aRhodococcusnemzetségbe tartozé torzsekre
irdnyult, mivel ez egy rendkivili anyagcsere folydokkal megaldott nemzetség és a
tanszékink is jeletis szamu szénhidrogének bontaséra képes izolaturendslkezik. Tobb
faj esetében mar évtizedek Ota létémnkrét ipari hasznositasi eljarasok vannak pirész
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gyartas stb. 2005-ben Teniola és munkatarsai végezt AFB1 esetében bontasi kisérletet,
amely jelen munkéanak is az egyik kiinduldsi pon#fa.német és afrikai kutatokbol allé
csoport a R. erythropolis extracellularis enzimeivel sejtmentes matrixbarkergsen
megsiintette az AFB1 mutagén hatasatRAodococcumemzetségen belil mas mikotoxin
bontasarél nem volt fellelh&t szakirodalmi adat. Munkdm soran harmincnal tobb
Rhodococcus$aj toxinbontasi profiljat vettem fel, ami alapjaat a kdvetkeztetést vontam le,
hogy R. erythropolisfajon kivil, AFB1 bontasra képes fajR ruber, R. globerulus, R.
coprophilus, R. gordoniae, R. pyridinivoraésR. erythropolisképvisebi. Az eredményeim
alapjan az is elmondhatd, hogy a bontasi képessg&gmntjabdl nemcsak a fajok kdzott,
hanem egy fajon bellil is jeléist eltérések lehetnek. Mindezek mellett a toxinbsinpéofil
arra is ramutatott, hogy az AFB1 toxinon kivilRfnodococcusmemzetség egyes tagjai
jelentbs ZEA (R. pyridinivorans, R. erythropolis és R. rup&s T-2 R. erythropolis, R.
globerulus, R. rhodochrous, R. coprophilés R. gordoniae)bont6 tulajdonsaggal is
rendelkeznek. Bar két toxin (ZEA-OTA) szimultan bsardl a szakirodalom egy
mikroorganizmus esetében mar beszamolichosporon mycotoxinivorahs két tovabbi
mikroszervezetR. pyridinivorans és R. rhodochroudgt mikotoxin (AFB1-ZEA, AFB1-T-2)
parhuzamos bontasa éfRaerythropolisN11 multimikotoxin bontasa (AFB1, ZEA és T-2) a
tertleten eddig publikalt eredmények szerint egldldiitulajdonsag.

A Rhodococcusnemzetségeken kivil kiemelném @upriavidus nemzetséget,
amelyldl a C. basilensigelentts OTA bontasi képességgel rendelkezik, ezen faptoln
bontasi kepessege ezidaig ismeretlen volt és d@gpte a tudomany szamara Uj es izgalmas
informacié lat napvilagot, miszerint a faj aromasylmjk bontadsara alkalmas
enzimrendszerekkel rendelkezik. Kutatasom eredmeéslyés kétde novogenom projekt
elvégzésevel U] felhasznalasi ledsgigek nyilnak meg @&khodococcusés Cupriavidus
nemzetsegbe tartozo6 toérzsek gyakorlati felhaszabéas

Az eqgyik lehebség a torzsek stabilizalt enzim rendszereinek taay kiegésziként
tortérd felhasznalasa annak érdekében, hogy a mikotoxiatdsa csokkenjen. Ugyanakkor a
genom projektek mas, a vegyipar €s kornyezetvédslmmara is izgalmas lefiségeket
tartogatnak. A teljes genomelemzéssel sikeriilt agivaini és kialakitani az enzimrendszerek
tanulmanyozasanak a bazis&®lodococcugsCupriavidustdrzsek esetében. A mikotoxinok
esetében () takarmanyokhoz adagolhaté mikroba vagygim alapu készitmények
kifejlesztésere nyilik mod, tovabba az enzimrendsedeltarasaval az aromas szerkézet
szennyedanyagok artalmatlanitasanak lefsgtge is €ltérbe kerilhet. Bbbi Iétjogosultsagat
alatdmasztja, hogy az eddig rendelkezésre allGddségek szama kevés és az ismereteink

bévilésével bizonyos alkalmazasokat el kell vetnihkapkémiai kezelések mar ma sem
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engedélyezettek az Eurdpai Uniéban a beavatkozZ@sdlsara keletkézoxikus metabolitok
miatt, egyes mikotoxinok esetében alkalmazott agya@nyok adszorpcidés hatékonysagat
egyre tobbszoér megkéilezik, vagy a biodetoxifikaciés agensként alkatota mikrobarol
derdl ki human patogenitasa.

A munkam soran kivalasztott mikotoxin-biodegradézi@epes harom torzs (AK37,
K408 ésOR16) hatékonysagat tobb madszerrel is élfimem, tekintettel a mikotoxinok és
azok bomlastermékeinek hatasanak mégsgzére. Az AFB1 esetében az SOS-Chromo teszt,
valamint két allatetetési (hal, brojlercsirke) kisttel sikertlt igazolni a mikotoxin-
detoxifikacios képesség hatekonysagat. A ZEA esetébz EDC hatas vizsgalatara
kifejlesztett BLYES tesztrendszerrel, valamint guptkanykezelési kisérlet eredményeivel
sikeriilt alatamasztani a torzs karos metabolitokt@éntes mikotoxinbonté képességét. Az
OTA esetében pedig egy egérkezelési kisérlet enegienégazoltak a mikotoxinbonto és
detoxifikald6 képesség meglétét. Ezen bioteszteken &latmodelleken lefolytatott
vizsgalatokkal sikerllt igazolnom azok biodegradacképességik hatékonysagat. A T-2
tekintetben javasolhaté egy, a toxinra fejleszbetiogiai teszt alkalmazédsa és adaptalasa,
mivel a vizsgéalt mikotoxinok kozil ez az egyetlemely bontasi maradékat vagy a toxin

hatasat nem volt lehgtégem vizsgalni.

Az el6z6 bekezdésben emlitett bioldgiai hatasvizsgalatokiik@ magasabb refid
szervezeteken végzett kisérleteket szamba véve:

() Az AK37 Rhodoccocus pyridinivorangrzzsel kezelt aflatoxinnal szennyezett
kukoricat brojlercsirke és hal etetési tesztberrgigen alkalmaztam.

A Dbrojlercsirke etetési kisérlet soran a kivalazttdrzzsel kezelt kontroll
takarmannyal etetett csirkék magasabb testtomeégekdt mutattak, mint a mikrobamentes
kontroll takarmannyal etetett csirkék, bar a kikddpnem volt szignifikans. Erre a testtémeg
kilonbségre magyarazatot adhat, hogy a kisérletemtimodetoxifikaciora kivalasztott torzs
(R. pyridinivorans)egy nemzetségébe tartozik azz&.aopacudorzzsel, amifl leirtak, hogy
a trigliceridek felvételét serkehtprobiotikus hatassal rendelkezik, amelyet malaabkk
folytatott kisérlet soran tapasztaltak (Americari€ty of Animal Science, 2013,THP3). Ez
a megfigyelés tovabbi irdnyt adhat a munkam sorédldsztott Rhodococcustérzsek
takarmanyok kezelésére torééakalmazasara.

(i) A K408 Rhodoccocus pyridinivoranstorzs ZEA bontasi maradéekat

patkanykezelési modell kisérletben eligntiik.
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Mind a kétRhodoccocus pyridinivorangrzs az addigi mikrobiolégiai és bioteszt
vizsgalatokkal megegyézredményeket adott, azaz biztonsagosan felhasedakhaz adott

(i) Az OR16 Cupriavidus basilensistérzzsel egérkezelési modell kisérletben
ellendriztik a torzs anyagcseretermékeinek és az ochmafobiodegradacios mellék- és
bomlastermékek biztonsagossagat. Az eredményekdalagz altalam kivalasztott torzsek
hatékonyan és biztonsagosan felhasznalhatdak takgokban mikotoxin mentesités céljara.

Az elé6z6 bekezdésekben emlitd®. pyridinivorans(AK37, K408) ésC. basilensis
torzsek QOR16) toxinbontasi képességéhez hasonlé eredményekzakirodalomban
fellelhettk (2.6 sz. tablazat), de a biodetoxifikacido igaséld hasonléan széleskor
toxikologiai felmérés nem készllt, gyakorlati fedhnalasban pedig ezidaig egyetlen a
kereskedelemi forgalomban is kaphatd készitméngzilét Ennek egyik alapanyaga a
Trichosporon mycotoxinivoraréeszd Ujszefi €s egyedi fajnak volt tekintieOTA és ZEA
bontdsanak koszonlbein (MOLNAR ET AL., 2004). A térzs hatdsosan csokkentette a ZEA és
OTA toxicitasat haszonallatokon tesztelve(R1S ET AL., 2005;HOFSTETTER ET AL, 2006).

Az utdbbi években azonban Hickey és munkatarsai09R0a T. mycotoxinivorans
mikroszervezet human patogén tulajdonsagait feketgle ami a készitmény biztonsagos
alkalmazhat6sagat kéijglezi meg. AT. mycotoxinivorangatogén tulajdonsagat azonban
Tintelnot és munkatérsai 2011-ben céafoltak.

Az altalam feltart mikotoxinbonto térzsek biztonsagn alkalmazhatéak a kilonléoz
biodetoxifikacids eljarasok soran, amennyiben aalbdw toxikoldgiai vizsgalatokban sem
merUl fel negativ hatds. Masik felhasznalési lésegként a torzsek altal termelt enzimékb
eléallitott készitmény potencidlis biodetoxifikdlo agelehet, amelyhez az elvégzett két

genom projekt megteremti a mikotoxinok bontasalgsavew enzimek feltarasanak bazisat.
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7. OSSZEFOGLALAS

“ sz

Kutatasom soran kulonb6éz  mikotoxinok biodegradaciojara képes
mikroorganizmusok izolalasa, szelektalasa valangpakorlati hasznositasi leléstgik
vizsgélata volt ad célom.

A Kkisérletekbe vont mikroorganizmusokat folyékongpdldatos (LB) razatasos
tenyészetben teszteltem hat gazdasagilag fslenikotoxinra (AFB1, ZEA, OTA, T-2, DON,
FB1). Az el$ Iépésben kdzel haromszaz mikroszervezet mikotbgimasi tulajdonsagukra
irAnyuld valogatasat végeztem el immunanalitikai k&niai analitikai eszkdzrendszer
adaptalasaval és fejlesztésével (ELISA és HPLO)sdalataim soran tizenharom nemzetség
huszonegy fajanak 6tvennégy torZgdrizonyitottam, hogy mikotoxin degradacioéra kégese
ezek kozul szelektaltam a leghatékonyabb AFB1, ZENA és T-2 bontasra képes
mikroszervezeteket, amelyek déaeh aRhodococcusemzetségbe tartoztak.

Osszesen harmincharom baktérium torzs esetéberilsikébb mikotoxin esetében
biodegradacios képességet (multi mikotoxinbontéasutatni, amelyek kozil hodococcus
erythropolis N11 multimikotoxin bontasa (AFB1, ZEA és T-2) alteten eddig publikalt
eredmények szerint egyedulallé tulajdonsag.A kikewd degradaciés képességgel
rendelked torzsek biologiai hatasmérésen alapuld szeleldalEB1 és ZEA esetében, pro-
€s eukariota tesztszervezeteken végeztem el. Agalets eredmények ismeretében egy
negyvenot tételtd allé mikroba térzsg§jtemeéenyt alakitottam ki, amely tételek biztonsagnsa
karos citotoxikus, genotoxikus és hormonhatasu boditak nélkul képesek adott mikotoxin

A mikotoxin biodegradacié genetikai alapjainak dsjttésére AFB1, ZEA és OTA
bonté Rhodococcus pyridinivorangs Cupriavidus basilensisdrzsekde novg teljes genom
projektjeit készitettem el, amelynek fontos szerlgsz a mikotoxinok lebontasaért félel
anyagcsere-folyamatok és enzimrendszerek azondis#tids

Sikerillt a tanszéklnk altal izolalt Zt80 AFB1 tetthé\spergillus gombatorzzsel
fert6zott kukoricat (amely nagy mennyisedFB1 koncentraciot mutatott a laborvizsgéalatok
soran) szarazfermentaciés eljarasban az AK37 jelRéodococcus pyridinivorangrzzsel
biodetoxifikalnom; és ezaltal alapanyagotatiitani allatetetési kisérletekhez, amelyekkel
ellendrizhettem a  mikotoxinbontasra képes  mikroszervezélatékonysagat és
alkalmazhat6sagat. Ennek az AFB1l-el szennyezetirl&ts alapanyagnak az éélllitasa
alkalmas lehet tovabbi allatetetési kisérletekdrégehez és kivitelezésehez.

A mikotoxin biodetoxifikacid gyakorlati lehéségeinek allatetetési és kezelési
tesztekben torténdemonstralasat hal, madar és @&nmodellekben, AFB1, ZEA és OTA-
bonté mikrobak felhasznalasaval sikerilt igazolnom.
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A hal etetési teszt eredményei szerint az 1 pg/onlilk aflatoxin szennyezés a
takarmanyban jele$ elhullast okozott, a maj degenerativ, mérgezasak elvaltozasat
detektaltuk, mig a biodetoxifikalt takarmanyon nevpontyoknal tizedannyi elhullast,
meérseékelt majelvaltozast tapasztaltuk.

A brojlercsirke etetési tesztnél az aflatoxinos atakannyal etetett csirkéknél
étvagytalansagot, a napi sulygyarapodas csokkamtjétz szignifikans testtomeg csokkenést,
a fittségben, egészségallapotban megfigyélHetomlast tapasztaltunk. A biodetoxifikalt
takarmanyt hasznalva a testttmeg nem tért el dikgnsan a toxinmentes kontrolltél, normal
egeészségi allapot volt tapasztalthato, viszonkentartalmu takarmanyt fogyaszté csoporthoz
képest a 42 napos kisérlet végén, mintegy 40 dekagos testtbmeg novekedés volt
megfigyelhed, a biodetoxifikélt takarmannyal etetett csirkékgea. A brojlercsirke etetési
eredmények alapjan nem zéarhaté ki, hogy a biodidtéxiora kivalasztottRhodococcus
torzseknek lehet probiotikus hatasa is; ahogyan raat korabbi vizsgalatok soran is
feltételezték (American Society of Animal Scien2@13, HTP3), ez tovabbi kutatasokat tesz
szlikségesse.

Patkanykezelési kisérletben ebemtik aR. pyrinidivoransk408 torzs ZEA-bontasi
képességének biztonsagat. A kisérletben a torzsktiasi maradékanak dsztrogénhatasat
vizsgaltuk egy 0Osszetett (BLYES teszt, ELISA, HPEE patkanykezelési teszt) vizsgalati
modszerrel.

Az eredmeények alapjanRhodococcus pyridinivorané408 torzssikeresen elbontotta
a bedllitott ZEA koncentraciét folyékony LB tapaldan, karos bomlastermek nélkil. Az igy
kezelt (biodetoxifikalt) és liofilizalt tapoldat gaanyokkal tortét etetését kovéen nem
tapasztaltunk elvaltozast a patkdnyokban a kontsaportokhoz viszonyitva, amely igazolja
a BLYES tesztben kapott eredményeket, miszeriik. @yridinivorans K408 jelzéé torzs
ZEA sikeres biodetoxifikacidjara képes.

Az OR16 jeli Cupriavidus basilensigtrzzsel végzett OTA bontasi kisérletek és
azokon alapulé egérkezelési vizsgalatok soran aggalli, detoxifikacios és stressz
folyamatokat jeld markergének kifejemiésének vizsgalataval igazoltuk, hogy(16 torzs
hatékony és biztonsagos biodetoxifikacidés eszkiatat.

A bemutatott eredmények alapjan az altalam feltdnikotoxinbontd térzsek
potencialis lehétséget nyujtanak a kilonb®zbiodetoxifikacids eljarasokban. A jélen
szamolnunk kell a gyakori mikotoxin szennyezettgbggmely ellen az egyik védekezési
forma a szennyezett alapanyagok artalmatlanitasi hé@sznositasi leh&tége, a
disszertaciomban is ismertetett eljarasok alkaliseazal.
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8. ENGLISH SUMMARY

The major goal of my research was to isolate atetseffective mycotoxin degrading
microbes that could be applicable for practicalposes.

Microbes applied in my experiments were grown guid medium (LB), together with
6 economically important mycotoxins (AFB1, ZEA, OTA-2, DON, FB1). In the firt step
three hundred microbes were screened for their toyoo degrading potential by the
application of ELISA and HPLC methods. During mgearch mycotoxin degrading potential
of fifty-four strains belong to twenty-one specieshirteen genus was proved. From the fifty-
four strains the best degraders for AFB1, ZEA, CaAl T-2 were selected, which strains for
the most part were the members of Rieodococcugenus

Altogether thirty-two strains could degrade twonmore mycotoxins (multi-mycotoxin
degradation). Out of these multi-mycotoxin degradére Rhodococcus erythropolisi1l
strain that is applicable against three mycoto¥fAfsB1, ZEA and T2 AFB1, ZEA and T-2) is
unique among so far published mycotoxin degraders.

Strains with outstanding degradation ability wareeistigated for biodetoxification in
the case of AFB1 and ZEA by pro- and eukaryote ¢eganisms. On the base of results,
forty-five strains were collected, which can degrachycotoxins without genotoxic or
endocrine disrupting effect.

For developing the genetic base of mycotoxin bioaégtion,de novaogenome project
of AFB1-ZEA and OTA degrader strain®kifodococcus pyridinivoranand Cupriavidus
basilensis\were accomplished. These results contribute todietification of the metabolic
pathways and enzyme systems playing role in theotoxin degradation.

For the biodetoxification of AFB1 contaminant coendry-fermentation method was
successfully developed using AK3Rhodococcus pyridinivoranstrain. The corn was
infected by the Zt8MAspergillus flavusstrain that was isolated and proved for high AFB1
production by our Department. Hereby, feed was gmexp for animal tests to verify the
effectiveness and usefulness of the selected myicotiegraders. This strategy for producing
AFB1 contaminated row material support the consimacand implementation of further
animal feeding experiments.

The practical utility of mycotoxin (AFB1, ZEA and T@) biodetoxification was
demonstrated in animal tests by applying fish, @l mammal models, in the case of

degrader microbes.
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According to the result of the fish feeding expeasiy 1 pg/ml AFB1 contamination
resulted significant mortality and liver degenesatiwhile in groups with animals treated by
biodetoxificated feed, the mortality were one-teatiul the liver degeneration was moderate.

During the animal feeding experiment applying hepoilchickens, the AFB1
contaminated feed produced lack of appetite, dserkdaily weight gain, significant decrease
of body weight, loss of fitness and health condgioBiodetoxificated feed did not cause
significant difference in the body weight compatedhe Control group without mycotoxin,
and also the health condition of the chickens wasnal. Moreover, at the end of the 42 day
long experiment an increase with 0,4 kg bodyweiwgas detected for the benefit of chickens
feeded by the detoxificated fodder. On the basthede result®hodococcustrains selected
for the biodetofication may have probiotic effegs, it was presumable in other experiments
(American Society of Animal Science, 2013r1H3). However, further studies are needed to
enhance this observation.

During a rodent basead vivo toxicological experiment the effectiveness an@tgabf
ZEA degradation byR. pyrinidivoransK408 strain was investigated. In this experimén t
endocrine disrupting effect of adventitious metébslof ZEA was studied and confirmed by
a complex method (BLYES, ELISA, HPLC).

According to the results thRhodococcus pyridinivoran&408 strain successfully
degraded the ZEA in liquid LB medium, without argrimful metabolites; since no changes
were observed regarding rats treated by this biodfetated and lyophilized medium
compared to the control group, which confirms thsuits of the BLYES test, which also
indicated that th&. pyridinivoransk408 strain is able to biodetoxificate the ZEA.

A similar experiment was carried out by tBepriavidus basilensi®R16 strain. The
OTA biodegradation ability of the stra(dR16 was investigated in vivo toxicological tests.
The expression of genotoxic, apoptotic, detoxifaratand inflammation related genes were
monitored. This study has demonstrated @BatbasiliensisOr16 efficiently degrade OTA
without producing toxic adventitious metabolites

According to the presented results, mycotoxin ddiggamicrobes that were revealed
in my work are providing an ideal opportunity fbetbiodetoxification methods.

In the future we have to take account of frequentatoxin contaminations. Against
the mycotoxin contaminated row materials potentehediation processes could be those

methods that are described in this dissertation.

114



9. MELLEKLETEK

1. szamu melléklet: Irodalomjegyzék

1. ABBAS, H.K., MIROCHA, C.J.,AND SHIER, W.T., (1984):Toxicity of mycotoxins produced from fungi
isolated from food stuffs and soil: comparison afitity in fibroblasts and rat feeding tests. Agpli

andEnvironmental Microbiology48, 654-61. p.

2. ABRAMSON, D., MiLLS, J. T., MARQUARDT, R. R., FROHLICH, A. A. (1997): Mycotoxins in fungal
contaminated samples of animal feed from westerma@a 1982-1994. Canadian Journal of

Veterinary Research 61, 49-52. p.

3. ABRUNHOSAL., SANTOS L., VENANCIO A., (2006): Degradation of ochratoxin A by proteasad by a
crude enzyme oAspergillus nigerFood Biotechnology. 20 , 231-242. p.

4. AISLABIE J, SauL DJ, FOGHT JM (2006) Bioremediation of hydrocarbon-contamidafmlar soils.
Extremophiles 10:171-179. p.

5. ALTALHI, A.D. (2007):Plasmid-mediated detoxification of mycotoxin zeanane inPseudomonas sp.
ZEA-1, American Journal of Biotechnology and Biogtfigtry 3 (3): 150-158. p.

6. ALTALHI, A.D. & EL-DEEB, B. (2009): Localization of zearalenone detoxificatigene(s) in pZEA-1
plasmid of Pseudomonas putidZEA-1 and expressed i&scherichia coli Journal of Hazardous
Materials, 16X2-3)1166-1172. p.

7. ALVAREZ HM, MAYER F, FABRITIUS D, STEINBEUCHEL A (1996): Formation of intracytoplasmic lipid
inclusions by Rhodococcus opacus strain PD630.ieshof Microbiology 165:377-386. p.

8. ALY HA, Huu NB, WRAY V, JUNCA H, PEPERDH (2008): Two angular dioxygenases contributento t
metabolic versatility of dibenzofuran-degrading Rbooccus sp. strain HAO0l. Applieénd
Environmental Microbiology4:3812—-3822. p.

9. AMADOU C, PAsCAL G, MANGENOT S, GLEW M, BONTEMPSC, CAPELA D, CARRERES, CRUVEILLER S,
DoSSATC, LAJUSA, MARCHETTI M, POINSOTV, RoOUY Z, SERVIN B, SAAD M, SCHENOWITZ C, BARBE
V, BATUT J, MEDIGUE C, MASSONBOIVIN C., (2008): Genome sequence of the beta-rhizobium

Cupriavidugtaiwanensisand comparative genomics of rhizobia. Genome Relsda: 1472-1483. p.
10. AOAC OFFICIAL METHOD 990.33Aflatoxins in corn and peanutbutter (KSZ-89)

11. APSIMON, J. W. ,BLACKWELL, B. A. , BLAIS, L. , FIELDER, D. A. , GREENHALGH, R. , KAsITu, G.,
MILLER, J.D., SAVARD, M. (1990): Mycotoxins fromfFusariumspecies: detection, determination and
variety. Pure and Applied Chemistry. 62, 339-346. p

12. AsPRAYTJ,HANSEN SK, BURNSRG (2005): A soil-based microbial biofilm exposed? 4-D: bacterial
community development and establishment of conjugablasmid pJP4. FEMS Microbiol Ecology
54:317-327. p.

13. AUFFRAY, Y. & BOUTIBONNES P. (1984): Genotoxic activity of some mycotoxins using the sos
chromotest. Mycopathologid00 (1)49-53.p.

115



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

116

AUFFRET, M., LABBE,D., THOUAND,G., GREER C.W. AND FAYOLLE-GUICHARD,F. (2009): Degradation
of a mixture of hydrocarbons, gasoline, and dieskkldditives by Rhodococcus aetherivorans and
Rhodococcus wratislaviensis AppliaddEnvironmental Microbiology. 75 (24) 7774-7782. p.

BARNES MR, DUETz WA, WILLIAMS PA., (1997): A 3-(3-hydroxyphenyl)propionic acid tabolic
pathway in Rhodococcus globerulus PWD1: cloning ematacterization of the hpp operon. Journal of.
Bacteriology. 179 (19) 6145-53. p.

BEDARD, L.L. & MASSEY, T.E. (2006): Aflatoxin-Bl-indicated DNA damage aitg repair. Cancer
Letters, 241 (2) 174-183. p.

BELL, R.M., HANNUN. Y.A., MERRILL, A.H. (1993): Advances in lipid research: sphinggand their

metabolites. Orlando, Florida, Academic Press2#eP6.
BENNETT, J.W. & KLICH, M. (2003): Mycotoxins. Clinical Microbiology Reviesy16 (3) 497-516. p.

BENEDETT!, R., NAzzI, F., Loccy, R., FIRRAQ, G., (2006): Degradation of fumonisin B1 by a baeler
strain isolated from soil, Biodegradation 17, 31438

BERNSTEIN A, ADAR E., NEJIDAT A., RONEN Z., (2011): Isolation and characterization of RDX-

degrading Rhodococcus species from a contaminagifea, Biodegradation

BERTHILLER, F., SCHUHMACHER R., ADAM, G. AND KRSKA, R., (2009): Formation, determination and
significance of masked and other conjugated myéongoxAnalytical and Bioanalytical Chemistry 395,
1243-1252. p.

BETINA, V. (1989): Mycotoxins: Chemical, biological and @owmental aspects. Elsevier Science
Publishers, Amsterdam, 437. p.

BINDER J, HORVATH EM, SCHATZMAYR G, ELLEND N, DANNER H, KRSKA R, BRAUN R (1997):
Screening for deoxynivalenol-detoxifying anaerobiomen microorganisms. Cereal Research
Communication 25, 343-346. p.

BIRO G. (1999): Elelmiszer-higiénia. Budapest., (szefigjoinform

BORRATHYBAY,E., GONG,F., NAZIERBIEKE,W., PENG,Z. (2011): Cloning and expression of a
cyclohexanone monooxygenase gene from Rhodocoates dDM312, Unpublished, Submitted (11-

mar-2011) College of Biology and Environmental &cies Jishou University

BOUDERGUE C., BUREL, C., DRAGACCI, S., FAVROT, M-C., FREMY, J-M., MAssIMI, C., PRIGENT, P.;
DEBONGNIE, P.,PUSSEMER L.; BOUDRA, H., MORGAVI, D. ; OSWALD, |.; PEREZ A.; AVANTAGGIATO, G.
(2009): Review of mycotoxin-detoxifying agents useddfeed additives: mode of action, efficacy and
feed/food safety. Scientific Report, EFSA, CFP/EFFEDAP/01, 192. p.

BRIGLIA M, RAINEY FA, STACKEBRANDT E, SCHRAA G, SALKINOJA-SALONEN M (1996): Rhodococcus
percolatus sp. nov., a bacterium degrading 2, tficBlorophena] International Journal of Systematic

Bacteriology, 46, 23-30. p.

BURDITT, S.J., HAGLER, W.M. JR, AND HAMILTON, P.B. (1984): Feed refusal during ochratoxicosis in
turkeys. Poultry Science, 63, 2172-2174. p.



29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

BUzA L. & MARTHNE SCHILL. J. (2010): A mikotoxinok vizsgalati moédszerei, argshyei,
eléfordulasuk a hazai takarmanyokban 13-19. p. In: &svM. (szerk.) (2010): Aktualitdsok a

mikotoxin kutatasban, Agroinform Kiado, Budape&61p.

BUCHMANN NB, HALD B. (1985): Analysis, occurrence and control of @g¢bxin A residues in Danish
pig kidneys, Food Additives and Contaminants.,Seg:; 2 (3):193-9. p.

CAHILL,O., GILMARTIN,N., COFFEY,L., LIU,X., JENNINGSL.,DOWLING,D.N., O'REILLY,C.,(2005):

Rhodococcus erythropolis ITCBP - a hovel PCB amdl@imetabolising bacterium, Unpublished

CHAO,W.L., LIN,C.M., SHIUNG,I.l., Kuo,Y.L. (2006): Degradation of di-butyl-phthalate tspil
bacteria, Chemosphere 63 (8) 1377-1383. p.

CHEN W-M, CHANG J-S,Wu C-H, CHANG S-C (2004): Characterization of phenol and triohéthene
degradation by the rhizobium Ralstonia taiwanerResearch in Microbiology, Volume 155, Issue 8,
672-680. p.

CHEN, W.-M., LAEVENS, S.,LEE, T.-M., COENYE, T., DEVOS, P.,MERGEAY, M. & VANDAMME, P.
(2001):Ralstonia taiwanensisp. nov., isolated from root nodulesMimosaspecies and sputum of a
cystic fibrosigpatient. International Journal of Systematic amdl&ionary Microbiology 51, 1729—
1735. p.

CHEN, H., Hu, J., YANG, J., WANG, Y., XU, H., JANG, Q., GONG, Y., GU, Y., SONG, H. (2010):
Generation of a fluorescent transgenic zebrafishdietection of environmental estrogens. Aquatic
Toxicology. 96, 53-61. p.

CHIEN,C.C., HONG,C.C., So0,P.C., WELY.H., CHEN,S.Y., CHENGM.L. AND SUN,Y.M. (2010):
Functional expression of phaCAB genes fr@upriavidus taiwanensistrain 184 inEscherichia coli

for polyhydroxybutyrate production Applied Biochestny Biotechnology 162 (8) 2355-2364. p.

CIEGLER, A., PETERSONR. E., (1966): Aflatoxin Detoxification: HydroxydihydrAflatoxin B1, Applied
Microbiology, Apr. 196, 665-666. p.

CLARK, H.A., SNEDEKER S.M. (2006): Ochratoxin A: its cancer risk and potanfibor exposure. Journal

of Toxicolology and Environmental Health Part Bitical Reviews, 9, 265-296. p.

COENYE T, FALSEN E, VANCANNEYT M, HOSTE B, GOVAN JR, KERSTERSK, VANDAMME P. (1999):
Classification of Alcaligenes faecalis-like isokatitom the environment and human clinical samptes a
Ralstonia gilardii sp. nov. International JournbBgstematic Bacteriology 49, 405-413. p.

COENYE, T., VANDAMME, P.& LIPumA, J.J. (2003)..Ralstonia respiraculsp. nov., isolated from the
respiratory tract of cystic fibrosis patients. mm@&tional Journal Systematic Evolutionary Microbigy
53, 1339-1342. p.

CSEH S. & KovAcs M. (2010): Mikotoxinok reprodukcidra kifejtett hat 73—83. p. In: Kovacs M.

(szerk.): Aktualitasok a mikotoxin kutatasban, Aigform Kiad6: Budapest, 156. p.

CUADRADO V, GOMILA M, MERINI L, GIULIETTI AM, MOOREER. (2010):Cupriavidus pampasp. nov.,
a novel herbicide-degrading bacterium isolated fragricultural soil. International Journal of
Systematic Evolution Microbiology, 60, 2606-2612. p

Cul X, ZHou J,Qiu J,JOHNSONMR, MRUG M., (2009):Validation of endogenous internal real-time

PCR controls in renal tissues. American Journ®eghrology.;30 (5) 413-7. p.
117



44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

118

DE MARCO P, PACHECO CC, FIGUEIREDO AR, MORADAS-FERREIRAP (2004): Novel pollutant-resistant
methylotrophic bacteria for use in bioremediatiBEMS Microbiology Letters 234, 75-80. p.

DENGERK, RUFF J, SCHLEHECK D, Cook AM (2004): Rhodococcus opaciexpresses the xsc gene to
utilize taurine as a carbon source or as a nitregemce but not as a sulfur source. Microbiolog9,15
1859-1867. p.

DE Nus, M., RoMBOUTS, F., NOTERMANS, S. (1996):Fusarium molds and their mycotoxidaurnal of
Food Safety 16, 15-58. p.

DENIS-LAROSE C, LABBE" D, BERGERONH, JONES AM, GREER CW, AL-HAWARI J, GROSSMAN MJ,
SANKEY BM, LAU PC (1997): Conservation of plasmid-encoded dibdnaphene desulfurization
genes in several rhodococci. Appliaad Environmental Microbiology3, 2915-2919. p.

DE SCHRIVER A., NAGY,l., SCHOOFSG., PROOST,P., VANDERLEYDEN,J.VAN PEEK.H., DE MOT,R.
(1997): Thiocarbamate herbicide-inducible nonhenadoperoxidase of Rhodococcus erythropolis
NI86/21, AppliedandEnvironmental Microbiology. 63 (5) 1911-1916. p.

D1 GENNARO,P., TERRENLP., MASI,G., BOTTI,S., DE FERRAF. BESTETTG. (2010): Identification and
characterization of genes involved in naphthaleagratlation in Rhodococcus opacus R7 Applied
Microbiology and Biotechnology. 87 (1) 297-308. p.

DoBOLYI Cs., SEBOK F., VARGA J., KOCSUBES., SZIGETI GY., BARANYI N., SZECSIA., LUSTYIK GY.,
MICSINAI A., TOTHB., VARGA M., KRISZTB., KUKOLYA J., (2011): Aflatoxin-termelaspergillus flavus

torzsek eléfordulasa hazai kukorica szemtermédbénényvédelem 47 (4) p.

DuTTON, M.F. (1996): Fumonisins, mycotoxins of increasing impode: their nature and their effects.

Pharmacology and Therapeutics., 70, 137-161. p.

Duvick, J.,T. A. Roob, J.R. MADDOX AND J.GLLIAM , (1998): Advances in ochratoxin A biosynthesis.
Book of Abstracts , International Conference on VAdces on genomics , biodiversity and rapid

systems for detection of toxigenic fungi and mpoxdins” September 26-29 , Italy .39.

EHLING, G., COCKBURN, A., SNOWDON, P.,BuscHHAUS H. (1997): The significance of the Fusarium
toxin deoxinivalenol (DON) for human and animal hieaProc. V. European Fusarium Seminar,
Szeged

ELDRIDGE M.L., SANSEVERINO J., LAYTON A.C., EASTER J.P.,SCHULTZ T.W., SAYLER G.S.(2007):
Saccharomyces cerevisid® YAS, a new bioluminescent bioreporter for deimetof androgenic
compounds. Applied and Environmental Microbiolog@$,(19) 6012-6018. p.

EL-NEzAMI H.S., POLYCHRONAKI N., SALMINEN S., MYKKLANEN H. (2002): Binding rather than
metabolism may explain the interaction of two fapede Lactobacillus strains with zearalenone and it

derivativesu-zearalenol. AppliedndEnvironmental Microbiolog8, 3545—-3549. p.

EL-SHARKAWY , S.H.& ABUL-HAJJ Y.J. (1988): Microbial transformation of zearalero@. Reduction,
Hydroxylation and Methylation Produts, Journal af@nic Chemistry 53, 515-519. p.

ERIKSEN, G.S., PETTERSSONH. (2004): Toxicological evaluation of trichotheesnin animal feed.
Animal Feed Science and Technology 114, 205-239. p.



58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

ERIKSEN GS, ALEXANDER J (eds.), (1998): Fusarium toxins in cereals —s& @ssessment. Nordic
Council of Ministers; TemaNord: 502, 7-27 and 45-68penhagen.

ESTRADA-DE LOS SANTOS P.,MARTINEZ-AGUILAR L., LOPEZLARA .M. AND CABALLERO-MELLADO J.
(2012):Cupriavidusalkaliphilus sp. nov., a new species associated with agriailplants that grow in

alkaline soils. Systcematic Applied Microbiology,310-314. p.

ETIENNE, M., DOURMAD, J. Y. (1994): Effects of zearalenon or glucosinolaiasthe diet on

reproduction in sows: a review. Livestock Produtt®cience, 40, 99-113. p.

FaHY A, McGeNITY T, Timmis K, BALL A (2006): Heterogeneous aerobic benzene-degrading

communities in oxygen-depleted groundwaters. FEM&dbiol Ecology 58, 260-270. p.

FAIRHURST, S., MAXWELL, S.A. , SEAWIN, J.W., SWANSTON, D. W. (1987): Skin effects of

trichotecenes and their amelioration by decontatitinaToxicology 46, 307-319. p.
FARAGO, A., MANCHOVICH, M., (1996): Orvosi biokémia. Semmelweis Kiado.

FARZANEH M., SHI Z-Q., GHASSEMPOURA., SEDAGHAT N., AHMADZADEH M., MIRABOLFATHY M.,
JAVAN -NIKKHAH M., (2012): Aflatoxin B1 degradation by Bacillus suistilUTBSP1 isolated from
pistachio nuts of Iran Food Control 23, 100-106. p.

FAZExkAs, B., BAIMOCY, S., GLAVITS, R., FENYVESI, A. (1997):. Fumonizin mikotoxik6zisok
Magyarorszagon: lovak agylagyulasa, sertések Kgilaliddvizenydje. Magyar Allatorvosok Lapja.
119, 137-139. p.

FEINBERG, B. — MCLAUGHLIN, C. S. (1989): Biochemical mechanism of action of tigtene
mycotoxins In: In; Beasley, V.R. (Ed.)Trichotecene mycotoxicosi®athophysiologic effectsCRC

Press, Boca Raton, 27-35. p.

FERNANDEZ-ALBA, A.R.,GUIL, M.D.H., LoPEZ G.D.,CHISTI, Y. (2002): Comparative evaluation of the
effects of pesticides in acute toxicity luminesaebdassays. Analytica Chimica Acta 451, 195-202. p
FERNANDEZ L., GARCIA E., NAVARRO J.M., PERERA J., DRzYzGAv O. 2009, Morphological,
Physiological, and Molecular Characterization dlewly Isolated Steroid-Degrading Actinomycete,
Identified as Rhodococcus ruber Strain Chol-4, éutrMicrobiology 59, 548-553. p.

FISCHER J, KAPPELMEYER U, KASTNER M, SCHAUER F, HEIPIEPERHJ. (2010): The degradation of
bisphenol A by the newly isolated bacteriuBupriavidus basilensisIF1 can be enhanced by

biostimulation with phenol. International Biodetdion and Biodegradation 64, 324-330. p.

FRASCARID, PINELLI D, NOCENTINI M, FEDI S, Pl Y, ZANNONI D (2006): Chloroform degradation by
butane-grown cells of Rhodococcus aetherovoransiB&pplied Microbiology and Biotechnology 73,
421-428. p.

FREDRICKSONJK, ZACHARA JM, BALKWILL DL, KENNEDY D, LI SM, KOSTANDARITHESHM, DALY MJ,
RoMINE MF, BROCKMAN FJ(2004): Geomicrobiology of high-level nuclear waststaminated vadose
sediments at the hanford site, washington stateliéghand Environmental Microbiology70, 4230—
4241. p.

FRISVAD, J.C., FRANK, JM., HOUBRAKEN, JA.M.P., KUJPERS A.F.A., AND SAMSON, R.A. (2004): New

ochratoxin A producing species A§pergillussection Circumdati. Studies in Mycolad0, 23-43. p.
119



73. FROEHNER K., BACKHAUS, T. & GRIMME, L.H. (2000): Bioassasys with Vibrio fischeri foreth
assessment of delayed toxicity. Chemosph&d€8) 821-828. p.

74. FUTAMATA H, UCHIDA T, YOSHIDA N, YONEMITSU Y, HIRAISHI A (2004): Distribution of
dibenzofurandegrading bacteria in soils pollutedhwdifferent levels of polychlorinated dioxins.

Microbes and Environments 19, 172-177. p.

75. GAIA M, KNAPP J (1997): The microbial degradation of benzothiagolJournal of Applied
Microbiology 83, 327-334. p.

76. GALTIER, P., ALVINERIE, M. AND CHARPENTEAU J.L. (1981): The pharmacokinetic profiles of ochratoxi
A in pigs, rabbits and chickens. Food and Cosmétmscology, 19, 735-738. p.

77. GELDERBLOM, W.C.A.,JASKIEWICZ. K., MARASAS. W.F.O.AND THIEL. P.G.HORAK, R.M., VLEGGAAR.
R. AND KRIEK, N.P.J.(1988): Fumonisins - novel mycotoxins with cancerpoting activity produced

by Fusarium moniliforme. AppliedndEnvironmental Microbiology. 54, 1806-1811. p.

78. GELDERBLOMW.C.A.,KRIEK, N.P.J. MARASAS. W.F.O.AND THIEL P.G.(1991): Toxicity and
carcinogenecity of the Fusarium moniliforme met#&bpfumonisin B, in rats. Carcinogenesis. 12,
1247-1251. p.

79. GELDERBLOM, W.C.A., SEMPLE. F.,MARASAS. W.F.O.,FARBER. E. (1992): The cancer initiating

potencial of fumonisin B mycotoxins. Carcinogeng$i 433-437. p.

80. GHOSHA., KHURANA,M., CHAUHAN,A., TAKEO,M., CHAKRABORTI,A.K. AND JAIN,R.K. (2010):
Degradation of 4-nitrophenol, 2-chloro-4-nitrophenand 2,4-dinitrophenol byRhodococcus
imtechensistrain RKJ300 Environmental Science and Technolddy(3), 1069-1077. p.

81. GHOSHA., PAUL D., PRAKASH D., MAYILRAJ S. AND JAIN R.K.: Rhodococcugmtechensisp. nov., a
nitrophenol-degrading actinomycete. Internationaburdal of Systematic and Evolutionary
Microbiology., 56, 1965-1969. p.

82. GOETHALS, K., VEREECKE D., JAZIRI, M., VAN, M. AND HOLSTERS M. (2001): Leafy gall formation by
Rhodococcus fascian8nnual Review of Phytopathology. 387-52. p.

83. GOODFELLOW M, ALDERSON G (1977): Theactinomyceteggenus Rhodococcusa home for the
‘rhodochrous’ complex. Journal of General Microbigy 100, 99-122. p.

84. GOODFELLOW M, ALDERSON G (1979): Validation of new names and combinatigmsviously
effectively published outside 1JSB. List No. 2.dmtational Journal of Systematic Bacteriology 29:79
80. p.

85. GOODFELLOW, M., ALDERSON G., CHUN, J(1998: Rhodococcal systematics: problems and

developments, Antonie van Leeuwenhoek, 74, 1-12.

86. GOODFELLOW M, CHUN J, STACKEBRANDT E, KROPPENSTEDTRM (2002): Transfer offsukamurella
wratislaviensisGoodfellow et a. 1995 to the gerfrhodococcuasRhodococcus wratislaviensi®mb.

nov. International Journal of Systematic and Evohary Microbiology 52, 749-755. p.

120



87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

GOODFELLOWM., JONES A. L., MALDONADO L. A., SALANITRO J., (2004):Rhodococcus aetherivorans
sp. nov., A New Species that Contains Methyl t-bther-Degrading Actinomycetes Systematic and
Applied Microbiology Volume 27, Issue 1., 61-65. p.

GOODFELLOW M, WEAVER CR, MINNIKIN DE (1982): Numerical classification of some rhodozp
corynebacteria and related organisms. Journal a&@¢ Microbiology 128, 731-745. p.

GOODFELLOWM (1984): Reclassification of Corynebacterium fassiéfilford) Downson in the genus

Rhodococcus as Rhodococcus fascians comb. nowergst and Applied Microbiology 5, 225-229.
p.
GORIS J, ET AL. (2001): Classification of metal-resistant baetefrom industrial biotipes aRalstonia

campinensissp. nov.,Ralstonia metalliduransp. nov. andRalstonia basilensisSteinle et al. 1998

emend. International Journal of Systematic and iiaiary Microbiology. 51, 1773-1782. p.

GRAY, L. E., JrR. (1998). Xenoendocrine disrupters: Laboratory istsidbn male reproductive effects.
Toxicology Letters 102-103, 331-335. p.

GrAY, L. E., R, KELCE, W. R., WEESE, T., TyL, R., GADO, K., CooK, J., KLINEFELTER, G.,
DESAULNIERS D., WILSON, E., ZACHAREWSKI, T., (1997). Endocrine Screening Methods Workshop
report: Detection of estrogenic and androgenic lomah and antihormonal activity for chemicals that

act via receptor or steroidogenic enzyme mechaniBegroductive Toxicology 11, 719-750. p.

GRAY, L. E., JrR., OsTBY, J.,FERRELL, J.,REHNBERG G., LINDER, R., COOPER R., GOLDMAN, J.,SLOTT,
V., AND LASKEY, J. (1989): A dose-response analysis of methoxyahbiuced alterations of

reproductive development

GRrAY, L. E., Jr.,, OsTBY, J., SIGMON, R., FERRELL J., REHNBERG G., LINDER, R., COOPER R.,
GOLDMAN, J., AND LASKEY, J. (1988): The development of a protocol to assggductive effects of

toxicants in the rat. Reproductive Toxicology 212887. p.

GRAY, L. E., JR., AND OSTBY, J. S. (1995): In utero 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-goliq TCDD) alters
reproductive morphology and function in female afitpring. Toxicology and Applied Pharmacology
133, 285-294. p.

GRAY, L. E.,OsTBY, J.S.,AND KELCE, W. R. (1997). A dose-response analysis of the reptoduc
effects of a single gestational dose of 2,3,7,8athlorodibenzo-p-dioxin in male Long Evans Hooded

rat offspring. Toxicology and Applied Pharmacolo@46, 11-20. p.

GRAY, L. E.,WOLF, C.,MANN, P.,AND OSTBY, J.S. (1997). In utero exposure to low doses of 233,7,
tetrachlorodibenzo-p-dioxin alters reproductive @lepment of female Long Evans hooded rat

offspring. Toxicology and Applied Pharmacology. 1287-244. p.

GRENNI, P., GIBELLO, A., CARACCIOLO A-B., FAJARDO C., NANDE M., VARGAS R., SACCA, M-L.,
MARTINEZ-INIGO M.J., CiccoLl R., MARTIN M., (2009): A new fluorescent oligonucleotide prdbein
situ detection ofs-triazine-degradingRhodococcus wratislaviensis contaminated groundwater and

soil samples Water Research Volume 43, Issue 199-22D08. p.

GROENING,J.A.D., EULBERG,D., BENNDORFD., KASCHABEK,S.R.,ARCHERJ.A.C. AND

SCHLOEMANN,M. (2008): Identification and expression analysi¥ three two-component

121



(chloro)phenol hydroxylases in Rhodococcus opacud 1Unpublished (bases 1 to 8053)
Groening,J.A.D. Direct Submission Submitted (24-N@008) to the INSDC. Groening
J.A.D.,Environmental Microbiology, TU Bergakaderfieiberg, Leipziger Str. 29, Freiberg, 09599.

100 GROMADZKA, K., WASKIEWICZ, A., CHELKOWSKI, J. & GOLINSKI, P. (2008): Zearalenone and its

metabolites: occurrence, detection, toxicity aniiglines. World Mycotoxin Journal, 1(2) 209-220. p.
101 GRuiz K., HORVATH B. & MOLNAR M. (2001): Kérnyezettoxikolégia. legyetem Kiado, 171. p.

102 GUERRE, P.,EECKHOUTTE, C., BURGAT, V. , GALTIER, P. (2000): The effects of T-2 toxin exposure on

liver drug metabolising enzymes in rablsibod Additives an€Contaminants. 12, 1019-1026. p.

103GUPTA, R. K., PATTERSON S.S.,RIPP, S.,SIMPSON, M. L. & SAYLER, G. S. (2003): Expression of the
Photorhabdus luminescens lux genes (luxA, B, Garid, E) inSaccharomyces cerevisideEMS Yeast
Research, 4 (3) 305-313. p.

104HAMMER, R., HARPER D.A.T., & RYAN, P.D. (2001): PAST: Paleontological Statistics Software
Package for Education and Data Analysis. PalaegitolElectronica, 4 (1) 9. p.

105HARRISON. L.R., COLVIN, B.M., GREENE J.T., NEWMAN, L.E. AND COLE, J.R. (1990): Pulmonary
edema and hydrothorax in swine produced by fumo+Bsj a toxic metabolite of Fusarium

moniliforme. Journal of Veterinary Diagnostic Intigation 2, 217-221. p.

106 HEALD SC,BRANDA PFB,HARDICRE R, BuLL AT (2001): Physiology, biochemistry and taxonomy of

deep-sea nitrile metabolising Rhodococcus stréintonie Van Leeuwenhoek 80, 169-183. p.

107HEINL S.,HARTINGERD., THAMHESL M., VEKIRU E., RUDOLF KRSKA R., SCHATZMAYR G.,MoLL W-D.,
GRABHERRR. (2010): Degradation of fumonisin B1 by the candive action of two bacterial enzymes,
Journal of Biotechnology, Volume 145, Isje120-129. p.

108 HELMKE E, WEYLAND H (1984):Rhodococcus marinonascess. nov. An actinomycete from the sea.

International Journal of Systematic BacteriologyB27—-138. p.

109 HENDRICKX B, JUNCA H, VOSAHLOVA J.,(2006): Alternative primer sets for PCR detettié genotypes
involved in bacterial aerobic BTEX degradation:tidligition of the genes in BTEX degrading isolates
and in subsurface soils of a BTEX contaminated st site. Journal of Microbiology Methods 64,
250-265. p.

110HENEWEER M., HOUTMAN, R., POORTMAN, J., GROOT, M., MALIEPAARD, C., PEINENBURG A. (2007):
Estrogenic effects in the immature rat uterus aftetary exposure to ethinylestradiol and zearaileno

using systems biology approach. Toxicology Scie@8e303-14. p.

111 HERSHBERGERL. G., SHIPLEY, E. G.,AND MEYER, R. K. (1953): Myotrophic activity of 19-
nortestosterone and other steroids determined lyfimd levator ani muscle method. Proc. Soc. Exp.
Biol. Med. Soc. Exp. Biol. Med. 83, 175-180. p.

112HIicKeY, P.W.; SUTTON, D.A.; FOTHERGILL, A.W.; RINALDI, M.G.; WICKES, B.L.; SCHMIDT, H.J.;
WALSH, T.J., (2009):Trichosporon mycotoxinivoran®\ novel respiratory pathogen in patients with

cystic fibrosis. Journal of Clinical Microbiologg7, 3091-3097. p.

122



113HOFSTETTER U., SCHATZMAYR, D., BINDER, E. M. (2005): Biotransformation —A succesful way to
deactivate T-2 toxin in growing broiler chickenoPrl5th Eur. Symp. Poultry Nutrition, Balatonfiired,
618-620. p.

114 HOLDER JW, ULRICH JC,DEBONO AC, GODFREY PA, DESJARDINSCA, ET AL. (2011): Comparative and
Functional Genomics oRhodococcus opacu8D630 for Biofuels Development. PLoS Genet 7(9):
€1002219. doi:10.1371/journal.pgen.1002219

115HOLLADAY, S.D., SMITH, B. J.,LUSTER M. . (1995): B-lymphocyte precursor cells represetsgtive
tartgets of T2 mycotoxin exposufBoxicology and Applied Pharmacology. 131, 309-315.

116 HORMISCH, D., BROST, |., KOHRING, G.-W., GIFFHORN, F., KRIPPENSTEDT R.M., STACKEBRANDT, E.,
FARBER, P. & HoLTzAPFEL, W.H. (2004):Mycobacterium fluoranthenivorans sp. noa.fluoranthene
and aflatoxin-B1 degrading bacterium from contarredasoil of a former coal gas plant, Systematic
and Applied Microbiology 27, 553-660. p.

117HWANG, C.A., AND DRAUGHON, F.A. (1994):Degradation of ochratoxin A by Acinetobaatalcoaceticus.
Journal of Food Protection, 57, 410-414. p.

1181IDA T, MUKOUZAKA Y, NAKAMURA K, YAMAGUCHI |, KuDO T (2002): Isolation and characterization
of dibenzofuran-degrading actinomycetes: analydismultiple extradiol dioxygenase genes in
dibenzofuran-degrading Rhodococcus species. BiosgjeBiotechnology and Biochemistry 66, 1462—
1472. p.

1191KUNAGA Y, SATO |, GROND S, NUMAZIRI N, YOSHIDA S, YAMAYA H, HIRADATE S, HASEGAWA M,
TOSHIMA H, KOITABASHI M, ITO M, KARLOVSKY P, TSUSHIMA S (2011): Nocardioides sp. strain
WSNO05-2, isolated from a wheat field, degrades glewalenol, producing the novel intermediate 3-

epi-deoxynivalenol. Applied Microbiology and Biotewlogy 89, 419-427. p.

120INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER (IARC) (1993): Some naturally occurring
substances: food items and constituents, heteiiocgnlines and mycotoxins. IARC Monographs on

Evaluation of Carcinogenic Risk to Humans, Lyorartae, 56. p.

1211PCC (2007): Intergovernmental panel on climatengjgareport. Climate Change: Synthesis Report, 52.
p.

1221lwakl H, NAKAl E, NAKAMURA S, HASEGAWA Y (2008): Isolation and characterization of new

cyclohexylacetic acid-degrading bacteria. Currentrivbiology 57, 107-110. p.

123JaNG J, Kim D, BAE H, CHol K, CHAE J, ZYLSTRA G, Kim Y, Kim E (2005): Isolation and
characterization of a Rhodococcus species stram tabgrow on ortho-and para-xylene. Journal of
Microbiology 43, 325. p.

124 JANSSENPJ.,VAN HOUDT R., MOORSH., MONSIEURSP.,MORIN N., MICHAUX A., BENOTMANE M. A,,
LEYSN., VALLAEYS T., LAPIDUS A., MONCHY S., MEDIGUE C., TAGHAVI S.,MCCORKLE S.,DUNN J.,
VAN DER LELIE D., MERGEAY M., (2010): The Complete Genome Sequence Qafpriavidus
metallidurans Strain CH34, a Master Survivalist in Harsh and hkapogenic Environments. PL0S
ONE 5(5): €10433. doi:10.1371/journal.pone.0010433

123



125JARLIER, V. & NIKAIDO, H. (1994. Mycobacterial cell wall: structure and role in ural resistance to
antibiotics. FEMS Microbiology Letters 123, 11-18.

126.JN DC, LIANG RX, DAl QY, ZHANG RY, Wu XL, CHAO WL. (2010): Biodegradation of di-n-butyl
phthalate by Rhodococcus sp. JDC-11 and molecwtaction of 3, 4-phthalate dioxygenase gene.
Journal of Microbiology and Biotechnology 1440-5. p

127 JoFFE B. 1. Novis, B. SEFTEL, H. C. KRUT, L. BANK, S. (1971): IschZ£mic heart-disease and pancreatic
diabeteslLancet 298, 269. p.

128.JoNES AL, BROWN JM, MISHRA V, PERRY JD, STEIGERWALT AG, GOODFELLOW M (2004):
Rhodococcus gordoniae sp. nov., an actinomycettatégb from clinical material and phenol-

contaminated soil. International Journal of Systiéerend Evolutionary Microbiology 54, 407-411. p.

129.JUNG, I. G., PARK, C. H. (2004): Characteristics dRhodococcus pyridinovoranBYJ-1 for the
biodegradation of benzene, toluene, m-xylene (BTafid their mixtures. Journal of Bioscience and

Bioengeneering 97, 429-31. p.

130.JUNG, I. G.,PARK C. H. (2005): Characteristics of styrene degradatipiRbodococcus pyridinovorans
isolated from a biofilter. Chemosphere. 61, 45p-6.

131KAGEYAMA C;OHTA T;HIRAOKA K;Suzuki M;OKAMOTO T;OHISHI K; (2005) Chlorinated aliphatic
hydrocarbon-induced degradation of trichloroethglémWautersia numadzuensg. nov. Archives of
Microbiology. 183, 56-65. p.

132KAMIMURA H (1986):Conversion of zearalenone to zearalenone glycdsidghizopus spApplied and
Environmental Microbiology52, 515-519. p.

133KAMPFER P., WELLNER S., LOHSEK., LODDERSN. AND MARTIN K (2013): Rhodococcugerastii sp.
nov. andRhodococcudrifolii sp. nov., two novel species isolated from leafasigs. International
Journal of Systematic and Evolutionary Microbiolp@®, 1024-1029. p.

134 KARAFIN M., ROMAGNOLI M., FINK D.L., HOWARD T., RAU R., MILSTONE A.M., CARROLL K.C.,
(2010): Fatal Infection Caused bgupriavidus gilardii in a Child with Aplastic Anemia, doi:
10.1128/JCM.01482-09 Journal of Clinical MicrobigjoMarch vol. 48 no. 3, 1005-1007. p.

135KIDD, M. T., HAGLER, JR., W. M., QURESH|, M. A. (1995): Trichotecene mycotoximepress the
mononuclear-phagocytic system of young turkeys. imopharmacology and Immunotoxicology. 17,
385-398. p.

136Kim, J.M., LE, N. T., CHUNG, B. S.,PARK, J.H., B, J-W.,MADSEN, E. L., JEON, C. O. (2008): Influence
of Soil Components on the Biodegradation of Benzdrauene, Ethylbenzene, amd, m-, and p-
Xylenes by the Newly IsolatedBacterium Pseudoxanthomonas spadRD-a59. Applied and
Environmental Microbiology, 74(23), 7313-7320. p.

137Kim MK, SINGLETON |, GOOoDFELLOW M, LEE ST. (2006): Enhanced biodegradation of diesel piab
newly identifiedRhodococcus baikonurendt$\N3 in the presence of mycolic acid. Journal opkgr
Microbiology. Feb;100(2), 325-33. p.

124



138KimM YH, KANG U, KoNIsHIK, LEEC (2006): Rhodococcus sp. strainTM1 plays a systegiole in the
degradation of piperidine by Mycobacterium sp.istfBHO100. Archives of Microbiology 186, 183—
193. p.

139KIM Y, ENGESSERK, KIiM S (2007): Physiological, numerical and moleculaarabterization of alkyl
ether-utilizing rhodococci. Environmental Microbagly 9, 1497-1510. p.

140KITAGAWA ,W., KIMURA,N., KAMAGATA,Y. (2004): A novel p-nitrophenol degradation gerlaster
from a gram-positive bacterium, Rhodococcus ope8Aa®101, Journal of Bacteriology 186 (15),
4894-4902. p.

141 KLATTE S, JAHNKE K, KROPPENSTEDTR, RAINEY F, STACKEBRANDT E (1994):Rhodococcus luteus a
later subjective synonym of Rhodococcus fasciartsrhational Journal of Systematic Bacteriology 44,
627-630. p.

142 KOHYAMA E, YOSHIMURA A, AOSHIMA D, YOSHIDA T, KAWAMOTO H, NAGASAWA T. (2006):
Convenient treatment of acetonitrile-containing tewasusing the tandem combination of nitrile
hydratase and amidase-producing microorganisms. ligkhpMicrobiology and Biotechnology
Sep;72(3):600-6. Epub 2006 Jan 10.

143KooPMAN F, WIERCKX N, DE WINDE JH, RUIJSSENAARSHJ. (2010): Identification and characterization
of the furfural and 5-(hydroxymethyl)furfural degeation pathways ofupriavidus basilensisiMF14.
Proceedings of the National Academy of Science.lA.307, 4919-4924. p.

144KovAcs F. (2001): Penészgombak—mikotoxinok 13-20. p. Iravécs F. (szerk) Penészgombak,
mikotoxinok a taplaléklanchan. MTA Agrartudomany@sztalya, Budapest, 212. p.

145KOVACS, F.,, SANDOR, G., VANYI, A., DOMANY, S.,, ZOMBORSZKY-KOVACS, M. (1995): Detection of

ochratoxin A in human blood and colostrum. Actaéretaria Hungarica, 43, 393-400. p.

146 KovAcs, M., (2004): Mikotoxinok taplalkozas-egészségligynatkozasai. Orvosi Hetilap 145. évf. 34.
szam 1739-1746. p.

147 KRIFATON Cs., KRISZT, B., SZOBOSZLAY, S.,CSERHATI, M., SzUCS, A., KUKOLYA, J. (2011): Analysis of
aflatoxin-B1-degrading microbes by use of a comtbitexicity-profiling method. Mutation Research
726, 1-7. p.

148 KRIFATON, Cs,, KRISZT, B., RISA, A., SZOBOSZLAY, S.,CSERHATI, M., HARKAI, P.,ELDRIGE, M., WANG,

J., KukoLya, J., 2012. Application of a yeast estrogen reposyestem for screening zearalenone
degrading microbes. Journal of Hazardous Mate?idds-245, 429-435. p.

149 KRIFATON Cs, KUKOLYA J, SZOBOSZLAY S, CSERHATI M, Sz(ics A, KRIszT B (2010): Adaptation of
bacterial biotests for monitoring mycotoxins. WITahsactions on Ecology and the Environment:
Environmental Toxicology Ill. 132, 143-154. p.

150KRISTOFJ. (szerk.) (2000): Kémiai analizis Il. (Nagiszeres analizis). Veszprémi Egyetemi Kiado,
Veszprém, 192 p.

151KRUSE W., (1896): Systematik der Streptothrickeen und tBaén. In: Flugge C (ed) Die
Mikroorganismen, vol 2. FCW Vogel, Liepzig, 48—§5.

152 KRUTSAY M., (1980): Szévettani technika, Medicina Kiado,. Bf. p.

125



153KuUNDU D, HAZRA C, DANDI N., CHAUDHARI A., (2013): Biodegradation of 4-nitrotoluene with
biosurfactant production by Rhodococcus pyridinaree NT2: metabolic pathway, cell surface

properties and toxicological characterization. Bigahdation.

154 KUNIHIRO N, HARUKI M, TAKANO K, MORIKAWA M, KANAYA S (2005): Isolation and characterization
of Rhodococcus sp. strains TMP2 and T12 that degtadb, 10, 14-tetramethylpentadecane (pristane)
at moderately low temperatures. Journal of Biote@igy 115, 129-136. p.

155LACzAY, P. (2004): Allati eredét élelmiszereink kémiai-toxikoldgiai biztonsaga JolBgiai eredei

szennyeé anyagokMagyar Allatorvosok Lapja 126, 371-380. p.

156 LANGEVIN S.,VINCELETTE J.,BEKAL S.,GAUDREAU C., (2011): First Case of Invasive Human Infection
Caused by Cupriavidus metallidurans, Published dheaf print 24 November, doi:
10.1128/JCM.01947-10 Journal of Clinical Microligy Februaryol. 49 no. 2 744-745. p.

157 LARKIN, M.J., ALLEN, C.C.R.AND KuLAKOV, L.A. (2006): Biodegradation by members of the genus
Rhodococcus biochemistry, physiology and genetic adaptatiddvances in Applied Microbiology,
vol 59.

158LARKIN, M.J., DE MoT, R., KuLakov, L.A. AND NAGY, I. (1998): Applied aspects dkhodococcus
genetics. Antonie van Leeuwenhoek, 74, 133-15@eview)

1591 ARKIN, M.J., KuLAKOV, L.A. AND ALLEN, C.C.R. (2005): Biodegradation amhodococcus masters
of catabolic versatility. Current Opinion in Biotewlogy, 16(3), 282 - 290. p.

160LEEM, KiM M, SINGLETON |, GOODFELLOWM, LEE S (2006): Enhanced biodegradation of diesel oil by
a newly identifiedRhodococcus baikonurendtdN3 in the presence of mycolic acid. Journal oplkex
Microbiology 100, 325-333. p.

161LEGAULT, R., BLAISE, C., ROKOSH D. & CHONG-KIT R. (1994): Comparative Assessment of the SOS
Chromotest Kit and the Mutatox Test with tl$almonellaplate Incorporation (Ames Test) and
Fluctuation Test for Screening Genotoxic Agentsyitonmental Toxicology and Water Quality, 9 (1)
45-57. p.

162LETEK M., GONZALEZ P.,MACARTHUR ., RODRIGUEZH., FREEMAN T. C.,VALERO- RELLO A., BLANCO
M., BUCKLEY T., CHEREVACH |., FAHEY R., HAPESHI A., HOLDSTOCK J., LEADON D., NAvVAS J.,
OcamMPO A., QUAIL M. A., SANDERS M., SCORTTIM. M., PRESCOTTJ. F., FOGARTY U., MEUERW. G.,
PARKHILL J., BENTLEY S.D., VAZQUEz-BoLAND J.A., (2010): The Genome of a Pathogenic
RhodococcusCooptive Virulence Underpinned by Key Gene Acdigiss, PLoS Genet, September;
6(9): €1001145., Published online September 30.1dbi371/journal.pgen.1001145

163LETEK M, OCAMPO-SOSA AA, SANDERS M, FOGARTY U, BUCKLEY T, LEADON DP, GONZALEZ P,
SCORTTI M, MEIJER WG, PARKHILL J, BENTLEY S, VAZQUEZ-BOLAND JA (2008): Evolution of the
Rhodococcus equiap pathogenicity island seen through comparigdrost-associated vapA and vapB

virulence plasmids. Journal of Bacteriology 1909 B#5805. p.

16411 B., FURIHATA K., DING L.X. AND YOKOTA A. (2007): Rhodococcukyotonensissp. nov., a novel
actinomycete isolated from soil. International Jaurof Systematic and Evolutionary Microbiology.
57, 1956-1959. p.

126



165L1Y, KAWAMURA Y, FUJIWARA N, NAKA T, LIu H, HUANG X, KOBAYASHI K, EzAKI T (2004):Rothia
aeria sp. nov.,Rhodococcus baikonurenssg. nov. andArthrobacter russicusp. nov., isolated from
air in the Russian space laboratory Mir. Internadio Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology 54, 827-835. p.

166L1 J., ZHAO G.Z.,LONG L.J., WANG F.Z., TIAN X.P., ZHANG S. AND LI W.J. (2012): Rhodococcus
nanhaiensissp. nov., an actinobacterium isolated from marsegliment. International Journal of

Systematic and Evolutionary Microbiology 62, 251522. p.

167L101, M. B., SANTORO, A., BARBIERI, R., SALZANO, S. & URSINI, M. V. (2004): Ochratoxin A and
zearalenone: a comparative study on genotoxic tsfied cell deaths induced in bovine lymphocytes.
Mutation Research, 557 (1) 19-27. p.

168LUHE A, HILDEBRAND H, BACH U, DINGERMANN T, AHR HJ. (2003): A new approach to studying
ochratoxin A (OTA)-induced nephrotoxicity: expreassiprofiling in vivo and in vitro employing cDNA

microarrays. Toxicology Science.73(2), 315-28. p.

169LYKIDIS A., PEREZPANTOJAD., LEDGERT, MAVROMATIS K, ANDERSONI.J.,IVANOVA N.N, D. HOOPER
S.D.,LAPIDUS A., LUCAS S.,GONZALEZ B., KYRPIDESN.C., (2010): The complete multipartite genome

sequence ofupriavidus necatodMP134, a versatile pollutant degrader. PLoS ONESZ29.

170MAAROUFI, K., CHEKIR, L., CREPPY, E. E., ELLOUZ, F. & BACHA, H. (1996): Zearalenone induces

modifications in haematological and biochemicalgpagters in rats. Toxicon, 34, 534-540. p.

171 MACDONALD’S, CASTLE L, (1996): A UK retail survey of aflatoxin in herlasd spices and their fate
during cooking. Food Additives and Contaminant{1)3121-128. p.
172MAKKAR N.S. AND CASIDA JR. L.E.(1987): Cupriavidusnecator gen. nov., sp. nov.. a nonobligate

bacterial predator of bacteria in soil. Internaéibhournal Sysematic Bacteriology, 37, 323-326. p.

173MAMBER, S.W., OkASINSKI, W.G., PINTER C.D., & TUNAC, J.B..(1986): The Escherichia coliK-12
SOS Chromotest agar spot test for simple, rapidatieh of genotoxic agents. Mutation Reseafldt,
83-90. p.

174 MANN, R. & REHM, H.J. (1977): Degradation of aflatoxin-B1 by variguikroorganisms. Zeitschrift fur
Lebensmittel-Untersuchung und —Forschung, 163 $143. p.

175MARAGOS, C.M. (1997): Measurement of mycotoxins in food watffiber-optic immunosensor. Journal
of Clinical Lig. Assay. 20, 136-140. p.

176 MARASAS, W.F.O. (1995): Fumonisins: their implications farrhan and animal health Natural Toxins,
3197-198. p.

177 MARQUARDT, R.R., FROHLICH, A.A. (1992): A review of recent advances in understapd
ochratoxicosis. Journal of Animal Science, 70, 38688. p.

178 MARTINKOVA, L., UHNAKOVA, B., PATEK, M., NESVERA J. & KREN, V. (2009): Biodegradation
potential of the genus Rhodococcus. Environmemtrihattional 35, 162-177. p.

179MARUYAMA T, ISHIKURA M, TAKI H, SHINDO K, KAsAI H, HAGA M, INOMATA Y, MISAWA N. (2005):
Isolation and characterization of o-xylene oxygengesnes fronRhodococcus opactisKN14. Applied

andEnvironmental Microbiology. 71(12) 7705-15. p.
127



180MATSUMURA E, OolI S, MURAKAMI S, TAKENAKA S, Aokl K (2004): Constitutive synthesis,
purification, and characterization of catechol Hi@ygenase from the aniline-assimilating bacteriu

Rhodococcus sp. AN-22. Journal of Bioscience amgBjeneering 98, 71-76. p.

181 MATSUYAMA H, YumOTO I, KuDO T, SHIDA O (2003):Rhodococcus tukisamuensg. nov., isolated
from soil. International Journal of Systematic &wblutionary Microbiology 53, 1333-1337. p.

182MATRAI T., RAFAI P. & SzIGETI G (2003): A takarmanyok penészgombds &eittségének allat-
egészségiigyi jeleftége 208-229. p. In: Rafai P. (szerk.): Allathigaé Agroinform Kiadd, Budapest,
343. p.

183 MAURICE, O. M. (1983): Mycotoxins. Mycological Research. 10035%23. p.

184 MAYILRAJ S, KRISHNAMURTHI S, SAHA P, SAINI HS (2006):Rhodococcus kroppenstedsip. nov., a
novel actinobacterium isolated from a cold desérthe Himalayas, India. International Journal of

Systematic and Evolutionary Microbiology 56, 979298.

185McLEoD, M. P.,ET AL. (2006): The complete genomeRiiodococcusp. RHAL provides insights into
a catabolic powerhouse. Proceedings of the Natidnatlemy of Science U. S. A. 10B5582-15587.

p.

186 MEGHARAJ, M., GARTHWAITE, |., THIELE, J.H. (1997): Total biodegradation of the oestrogeni

mycotoxin zearalenone by a bacterial culture, Istte Applied Microbiology 24 (5), 329-333. p.

187MEzESM. (1997): Takarmanyartalmak, takarmanytoxikolodidzent Istvan Egyetem Mégazdasag-

és Kornyezettudomanyi Kar Takarmanyozasi Tanszékoo, 60. p.

188 MEzZESM. (2009): Mikotoxikdzisok. In: Mézes M. (szerk.aKarmanytoxikologia. Egyetemi Jegyzet,
Godolls, 99. p.

189MEZES M., BALOGH K., & TOTH K. (2010): A takarméany alapanyagok mikotoxin tartéhak és a
mikotoxin szennyezettség altabrlézett toxikus hatasok mérséklésére alkalmas réafehddszerek.

In: Kovacs M. (szerk.): Aktualitasok a mikotoxintktasban. Agroinform Kiadé Budapest 141-147. p.

190MEZES M., BARTA, M., NAGY, G. (1998): Comparative investigation ont he effetct-2 mycotoxin on
lipid peroxidation and antioxidatn status of diffat poultry species. Research in Veterinary Sciétce
19-23. p.

191 MILLER, J.D. (1995): Fungi and mycotoxins in grain: implicat$ofor stored product research. Journal of
Stored Product Resear@1, 1-16. p.

192 MOLNAR O., SCHATZMAYR, G., FUCHS, E., PRILLINGER, H. (2004):Trichosporon mycotoxinivorans sp.
nov.,, A New Yeast Species Useful in Biological Detication of Various Mycotoxins. Systematic and
Applied Microbiology, 27 (6) 661-671. p.

193MORIILS., SAWAMOTO,S., YAMAUCHI,Y., MIYAMOTO,M., IwAMI,M., ITAGAKI,E. (1999): Steroid
monooxygenase of Rhodococcus rhodochrous: sequentitne genomic DNA, and hyperexpression,

purification, and characterization of the recombinenzyme, Journal of Biochemistry 126 (3) 624-631.

p.

128



194 MORIMOTO,S., TOGAMI, K., OGAWA,N., HASEBEA. AND FuJI, T. (2005): Analysis of a bacterial
community in 3-chlorobenzoate-contaminated soil YR-DGGE that targets 16S rDNA and the
benzoate 1,2-dioxygenase gene (benA), Microbesr&mvient 20, 151-159. p.

195 MORTENSENGK, STROBELBW, HANSENHCB, (2006): DEGRADATION of zearalenone and ochratoxin A
in three Danish agricultural soils. Chemospherel®&Z,3—-80. p.

196 Moss M.0. (1996): Mode of formation of ochratoxin a. Foattgives and contaminants, 13 (suppl.):
5-9.pr.

197NALLI S, CooPER DG, NiceELL JA. (2002): Biodegradation of plasticizers by Rhoatrus
rhodochrous. Biodegradation. 2002;13(5) 343-52. p.

198 NIMAICHAND S., SANASAM S., ZHENG L.Q., ZHU W.Y., YANG L.L., TANG S.K., NINGTHOUJAM D.S.
AND L1 W.J.(2013):Rhodococcuganchipurensisp. nov., an actinomycete isolated from a limeston

deposit site. International Journal of Systematit Bvolutionary Microbiology, 63, 114-118. p.

199NIYo, K. A., RICHARD, J.L., NIvO, Y., TIFFANY, L. H. (1988): Effects of T-2 mycotoxin ingestion on
phagocytosis of Aspergillus fumogatus conidia blghit alveolar macrophages and on hematologic,
serum biochemical, and pathologic changes in rabBinerican Journal of Veterinary Research. 49,
1766-1773. p.

200NORRED. W. P, Voss K.A. (1994): Toxicity and role of fumonisins in animakeéases and human

esophageal cancer. Journal of Food ProtectionB7-527. p.

201NOUMURA T, HABE H, WIDADA J, CHUNG JS, YOSHIDA T, NoJIRI H, OMORI T (2004): Genetic
characterization of the dibenzofuran-degrading Wattiacteria carrying the dbfA1A2 gene homologues
isolated from activated sludge. FEMS Microbiologstters 239, 147-155. p.

202 0ECD. (2007 A).Uterotrophic Bioassay in Rodents: A short-term epieg test for oestrogenic

properties.

2030ECD (2007 B). Additional data supporting the T&atideline on the Uterotrophic Bioassay in

rodents. OECD Environmental Health and Safety leabbn Series on Testing and Assessment No. 67.

204 OGAWA,N. AND MIYASHITA K. (1999): The chlorocatechol-catabolic transpo$ab707 of Alcaligenes
eutrophus NH9, carrying a gene cluster highly hagous to that in the 1,2,4-trichlorobenzene-
degrading bacterium Pseudomonas sp. strain P5Tersothe ability to grow on 3-chlorobenzoate

Applied andEnvironmental Microbiology65 (2) 724-731. p.

2050LsEN, R. H., ARBOR, A. (1985): Pseudomonaslegradation of hydrocarbons. United States Patent,
4508824, 1-6. p.

206 PASCALE, M., HAIDUKOWSKI, M., VISCONTI, A. (2003). Determination of T-2 toxin in cereal = by
liquid chromatography with fluorescence detectioftera immunoaffinity column clean-up and
derivatization with 1 anthroylnitrile, Journal ohf®matography A, Vol. 989, No. 2, 257-264, ISSN
0021-9673. p.

129



207 PATEK, M., PAVLIK ,A., KRACIK,M., NESVERAJ. (2012): Rhodococcus erythropolis CCM2595 alohexi
dehydratase, amidase and nitrile hydratase genesteclu(oxd, nhr2, nhrl, ami, nhal,
nha2,nhr3)Unpublished, Submitted (11-nov-2011)itunst of Microbiology CAS

208PATERSON R. R. M., & LIMA, N. (2010): How will climate change affect mycotoxim food? Food
Research International, 43(7) 1902-1914. p.

209PATERSON R.R.M.,LIMA, N. (2011): Further mycotoxin effects from climateange, Food Research
International 44, 2555-2566. p.

210PEARSONK. (1896): Mathematical Contributions to the Theof Evolution. 1ll. Regression, Heredity
and Panmixia, Philosophical Transactions of thedR&pciety A., 187, 253-318. p.

211PEINADO, M.T., MARISCAL, A., CARNERO-VARO, M. FERNANDEZ-CREHUET, J. (2002): Correlation of
two bioluminescence and one fluorogenic bioassayhf® detection of toxic chemicals. Ecotoxicology
and Environmental Safeg§8, 170-177. p.

212 PEREZPANTOJA D, DE LA IGLESIA R, PIEPER DH, GONZALEZ B. (2008): Metabolic reconstruction of
aromatic compounds degradation from the genomehefamazing pollutant-degrading bacterium
Cupriavidus necatodMP 134. FEMS Microbiology Review. 32, 736-794. p.

213PesSTKA, J.J., TAl, J.H. , WITT, M. F., DIXON, D. E., FORSELL, J. H. (1987): Supression of immune
response int he B6C3F1 mouse after dietary exposuithe Fusarium mycotoxins deoxynivalenol
(vomitoxin) and zearalenon. Food and Chemical Tarigy. 25, 297-304. p.

214 PETRUSMA M., HESSELSG., DIJKHUIZEN L., VAN DER GEIZE R., (2011) Multiplicity of 3-Ketosteroid-9a
-Hydroxylase Enzymes in Rhodococcus rhodochrous &89 for Specific Degradation of Different

Classes of Steroids, Journal of Bacteriology., 198(3931. p.

215PIOTROWSKA M, ZAKOWSKA Z. (2005): The elimination of ochratoxin A by lacticid bacteria strains.
Polish Journal of Microbiology 54(4), 279-86. p.

216 PLACINTA, C. M. , MELLO, J. P. F. , MACDONALD, A. M. C. (1999): A review of worldwide
contamination of cereal grains and animal feed Htlsarium mycotoxins. Animal Feed Science
Technology 78, 21-37. p.

217PLASENCIA, J. AND MIROCHA, C.J. (1991): Isolation and characterization of zearatensulfate
produced byrFusarium sppApplied and Environmental Microbiology 57, 14661%.

218POEHLEIN A, KUSIAN B, FRIEDRICHB, DANIEL R, BOwWIEN B. (2011): Complete genome sequence of the
type strainCupriavidus necatoN-1. Journal of Bacteriology. 193, 5017. p.

219POHLMANN, A., FRICKE, W. F., REINECKE, F., KUSIAN, B., LIESEGANG H., CRAMM, R., EITINGER, T.,
EWERING, C., POTTER, M. (2006): Hydrogen-based biotechnology: genomeaisece of the bioplastic-
producing “Knallgas” bacteriuRalstonia eutroph&i16. National Biotechnology 24, 1257-1262. p.

220Q1 Y, ZHAO L, OLUSHEYI OZ, TAN X (2007) Isolation and preliminary characterizatioh a 3-

chlorobenzoate degrading bacteria. Journal of Bnmrent Science (China) 19 (3), 332-337. p.

221 QUATRINI P, SCAGLIONE G, DE PASQUALE C, RIELA S,PuGLIA AM (2008) Isolation of gram-positive n-
alkane degraders from a hydrocarbon-contaminateditbteanean shoreline. Journal of Applied

Microbiology 104, 251-259. p.
130



222 QUILLARDET, P., HOFNUNG, M., (1985): The SOS Chromotest, a colorimetric baat assay for
genotoxins: procedures, Mutation Research, 147,8%6%-.

223 QUILLARDET, P.,HUISMAN, O., D’ARI, R. & HUFNUNG M. (1982): SOS Chromotest, a direct assay of
induction of SOS function ifEscherichia coliK-12 to measure genotoxicity. National Academy of
Sciences 79, 5971-5975. p.

224 RAFAI P. (2003): Allathigiénia, Agroinform Kiado, Budape343. p.

225RAPER, K.B. AND FENNELL, D.l. (1965) The genus Aspergillus. Williams and Mifis Company,

Baltimore.

226 REFAI, M.K., Aziz, N.H., EI-FAR, F. & HASsSAN, A.A. (1996): Detection of ochratoxin produced by
Aspergillus ochraceus in feedstuffs and its conibiolY radiation. Applied Radiation and Isotopd3
(7) 617-621. p.

227 REHFUSS M, URBAN J (2005): Rhodococcus phenolicusp. nov., a novel bioprocessor isolated
actinomycete with the ability to degrade chlorotesre; dichlorobenzene and phenol as sole carbon

sources. Systematic and Applied Microbiology 28&-6801. p.

228REPETTQ G., Jos, A., HAZEN, M.J., MOLERO, M.L., DEL PESQ, A., SALGUERO, M., DEL CASTILLO, P.,
RODRIGUEZVICENTE, M.C. AND REPETTQ M. (2001): A test battery for ecotoxicological evafion of
pentachlorophenol. Toxicology in Vitro 15, 503-509.

229RiBO, J.M. & KAISER, K.L.E. (1983). Effects of selected chemicals to tphaminescent bacteria and

their correlation with acute and sublethal effegioother organisms. Chemosphere 12, 1421-1442. p.

230RICHARD, J. L. — BRAY, G. A. — RYAN, D. H. (1991): Mycotoxins as immunomodulators in animal
systems. Mycotoxins, cancer and health. Penning@emtre Nutrition Series, Vol. 1, 196-220.
ROSENSTEIN Y. — LAFARGE-FRAYSSINET, C. (1983): Inhibitory effect of Fusarium T-2 toxion
lymphoid DNA and protein synthesi&pplied Pharmacology 70, 283-288. p.

231 ROTTERBA, PRELUSKY DB, PESTKA JJ, (1996): Toxicology of desoxynivalenol (Vomitoxi Journal of
Toxicology and Environmental Health 48, 1-34. p.

232 ROUTLEDGE, E.J. & SUMPTER J.P. (1995): Estrogenic activity of surfactants and some of rthei
degradation products assessed using a recombireast ysreen, Environmental Toxicology and
Chemistryl5 (3) 241-248. p.

233RowBOTHAM TJ, CROSS T (1977): Rhodococcus coprophilus sp. nov.: an ldermocardioform
actinomycete belonging to the ‘rhodochrous’ complurnal of General Microbiology 100, 123-138.
p.

234 RuUzsAsC., BIRO-GOSZTONYI M., WOLLER L., MESSB. (1979): Effect of the fungal toxin (zearalenone)
on the reproductive system and fertility of malel damale rats. Acta biologica, Academia Scientia
Hungarica, 30 (4) 335-345. p.

235SAHIN N, Isik K, TAMER AU, GOODFELLOW M. (2000) Taxonomic position of "Pseudomonas
oxalaticus" strain Ox1T (DSM 1105T) (Khambata andaB 1953) and its description in the genus
ralstonia as ralstonia oxalatica comb. nov. Systiendgoplied Microbiology 23, 206-209. p.

131



236.SALYI G. — GLAVITS R. (1995): A barbari kacsa kisérletesedidgzett T-2 toxikézisa. Magyar
Allatorvosok Lapja 50, 202-208. p.

237 SAMSON, R.A., HOUBRAKEN, J.A.M.P., KUIJPERS A.F.A., FRANK, JM. AND FRISVAD, J.C. (2004): New
ochratoxin or sclerotium producing speciesApergillussectionNigri. Studies in Mycology50, 45-
61. p.

238.SANSEVERING, J., ELDRIDGE, M.L., LAYTON, A.C., EASTER, J.P.,YARBROUGH, J., SCHULTZ, T.W. &
SAYLER, G.S. (2009). Screening of potentially hormonallyivecchemicals using bioluminescent yeast

bioreporters. Toxicologycal Sciences 107, 122-134.

239SARTER, S.,METAYER, |., ZAKHIA (2008): Effects of mycotoxins, aflatoxin-B1 ancodgnivalenol, ont
he bioluminescence &fibrio Fischeri World Mycotoxin Journal 1 (2) 189-193. p.

2405ATO Y., NISHIHARA H., YOSHIDA M., WATANABE M., RONDAL J.D.,CONCEPCIONR.N. AND OHTA H.
(2006) Cupriavidus pinatubonensissp. nov. andCupriavidus laharis sp. nov., novel hydrogen-
oxidizing, facultatively chemolithotrophic bactetigolated from volcanic mudflow deposits from Mt.

Pinatubo in the Philippines. International JourBgstematic Evolutionary Microbiology, 56, 973-978.
p.

241SauL DJ,AisLABIE JM, BROWN CE,HARRISL, FOGHT JM (2005): Hydrocarbon contamination changes
the bacterial diversity of soil from around Scotid®, Antarctica. FEMS Microbiol Ecol 53, 141-155.
p.

242 SCHATZMAYR, G., HEIDLER D., FUCHS, E., MOHNL, M., TAUBEL. M., LOIBNER, A.P., BRAUN, R. &
BINDER E.M., (2003): Investigation of different yeast steafor the detoxification of Ochratoxin A.
Mycotoxin Research 19 (2) 124 -128. p.

243 SCHWARTZ, P.,THORPE K. L., BUCHELI, T. D., WETTSTEIN, F. E., BURKHARDT-HOLM, P. (2010).Short-
term exposure to the environmentally relevant @stinac mycotoxin zearalenone impairs reproduction
in fish. Sci Total Environ409, 326-33. p.

244 ScoTT, P. M. (1989): The natural occurence of trichotecen@sasley, V.R. (ed):Trichotecene
mycotoxicosisPathophysiologic effects. Volume I., CRC Press Bmca Raton, 1-26. p.

245 SHIERW.T. (1998): Estrogenic mycotoxins. Revue de Médediétérinaire, 149, 599-604. p.

246 SHIH, C.N., MARTH, E.H. (1975): Aflatoxin can be degraded by the mycelium Aspergillus
parasiticus, Zeitschriff fur Lebensmittel-Untersuoly und -Forschung 158, 361-362. p.

247SHIMA J, TAKASE S, TAKAHASHI Y, IwAl Y, FUIMOTO H, YAMAZAKI M, OcHI K (1997): Novel
detoxification of the trichothecene mycotoxin deoxaalenol by a soil bacterium isolated by
enrichment cultureApplied andEnvironmental Microbiologg3, 3825-3830. p.

248SMILEY R.D., DRAUGHON F.A., 2000, Preliminary evidence that degradatidnaflatoxinB1 by

Flavobacteruim aurantiacum is enzymatic, Journ&laufd Protection, 63, 3, 415-418. p.

249SMITH, J.E.& Moss M.O. (1985): Mycotoxins. Formation, analysis and significancehrd Wiley &
Sons, Chichester, UK. 148. p.
250SMITH, T.K. (1980): Influence of dietary fiber, protein and liteoon zearalenon toxicosis in rats and

swine. Journal of Animal Science 50, 278-285. p.

132



251 SOLYANIKOVA [P, GOLOVLEV EL, LISNYAK OV, GOLOVLEVA LA. (1999). Isolation and characterization
of catechol 1,2-dioxygenases from Rhodococcus rhadrain 135 and Rhodococcus rhodochrous
strain 89: comparison with analogous enzymes ofbtldeary and modified ortho-cleavage pathways.
Biochemistry Moscow 64 (7) 824-31. p.

252 STAMPER DM, RADOSEVICH M, HALLBERG KB, TRAINA SJ,TUOVINEN OH. (2002):Ralstonia basilensis
M91-3, a denitrifying soil bacterium capable ofngsis-triazines as nitrogen sources. Canadian Journa
of Microbiology 48, 1089-1098. p.

253 STANDER, M.A., BORNSCHEURER U.T., HENKE, E. AND STEYN, P.S. (2000): Screening of commercial
hydrolases for the degradation of ochratoxin A.rdaliof Agricultural Food Chemistry, 48, 5736-5739.

254 STEINLE P., STUCKI G., STETTLER W., HANSELMANN K.W., (1998): Aerobic Mineralization of 2,6-
Dichlorophenol byRalstoniasp. Strain RK1, Applied and Environmental Microloigy, 2566-2571. p.

255 STEINLE, P.,STUCKI, G., STETTLER, R. & HANSELMANN, K. W. (1999: Ralstonia basilensis spov. In
Validation of the Publication of New Names and Néambinations Previously Effectively Published

Outside the IJSB, List no. 7Ihternational Journal of Systematic Bacteriology ¥®5-1326 p.

256 STEYN, P.S. (1995): Mycotoxins, general view, chemistry atrdicture Toxicology Letters 82/83, 843-
851. p.

257 STOECKER MA, HERWIG RP, STALEY JT (1994) Rhodococcus zopfgp. nov., a toxicant-degrading
bacterium. International Journal of Systematic Baotogy 44, 106-110.

258 STOEV, S.D., (1998): The role of ochratoxin A as a possitduse of Balkan Endemic Nephropathy and
its risk evaluation. Veterinary and Human Toxicol@), 352—360. p.

259 STOKER, T. E.,PARKS, L. G., GRAY, L. E., AND COOPER R. L. (2000). Endocrinedisrupting chemicals:
Prepubertal exposures and effects on sexual matorand thyroid function in the male rat. A focus o
the EDSTAC recommendations. Critical Review in Takogy. 30, 197-202. p.

260SUN, Y., CHAO, Y., QIAN, S., SHENG, W., BAO, W. X. (2003): Study on the degradation pathway of
biphenyl byRhodococcus pyridinovoram4.Acta Microbiologica Sinic#3, 653-8. p.

261 SZEITZNE-SZABO M. ESKOVACS M. (2007): Mikotoxin hatarértékek szabalyozasa:segégvédelem
kontra szabalyozas. Magyar Allatorvosok Lapja, ¥#57. p.

262 TAKAHASHI-ANDO, N., OHSATO, S.,SHIBATA, T., HAMAMOTO, H., YAMAGUCHI, ., KIMURA, M. (2004):
Metabolism of Zearalenone by Genetically Modifiedg@nisms Expressing the Detoxification Gene

from Clonostachys rosea. Applied and Environmeitiatobiology, 70 (6) 3239-3245. p.

263 TAKEDA H, SHIMODAIRA J, YUKAWA K, HARA N, KAsAI D, MIYAUCHI K, MASAI E, FUKUDA M.( 2010):
Dual two-component regulatory systems are invohiedaromatic compound degradation in a
polychlorinated-biphenyl degrader, Rhodococcus iijosRHALl. Journal of Bacteriology.
Sep;192(18):4741-51. doi: 10.1128/JB.00429-10. E3Q40 Jul 9.

264 TAKEUCHI M, HATANO K, SEDLACEK |, PACOVA Z (2002):Rhodococcus jostsp. nov., isolated from a
medieval grave. International Journal of Systematid Evolutionary Microbiology 52, 409-413. p.

133



265TANCSICS A., SZOBOSZLAY, S., KRISZT, B., KUKOLYA, J., BAKA, E., MARIALIGETI, K., REVESZ S.
(2008): Applicability of the functional gene catetii,2-dioxygenase as a biomarker in the deteatfon
BTEX-degradingRhodococcuspecies. Journal of Applied Microbiology 10®26-33. p.

266.TAUBEL, M., (2005): Isolierung und Charakterisierung von kMbrganismen zur biologischen
Inaktivierung von Fumonisinen. Doctoral Thesis. wmsity of Natural Resources and Applied Life
Sciences, Vienna, Austria.

267TENIOLA, O.D., ADDO, P.A., BROST, |.M., FARBER, P.,JANY, K.-D., ALBERTS, J.F.,VAN ZvL, W.H.,
STEYN P.S.,HoLzAPFEL, W.H. (2005): Degradation of aflatoxin-B1 by cele& extracts oRhodococcus
erythropolis and Mycobacterium fluoranthenivorans sp. novnternational. Journal of Food
Microbiology 105 (2) 111-117. p.

268.THIERRY, S., MACARIE, H., l1ZUKA, T., GEIRDORFER W., ASSIH, E. A., SPANEVELLO, M., VERHE, F.,
THOMAS, P., Fubou, R., MONROY, O., LABAT, M., OUATTARA, A. S. (2004):Pseudoxanthomonas
mexicanasp. nov. and®’seudoxanthomongaponensissp. nov., isolated from diverse environments,
and emended descriptions of the geRseudoxanthomonakinkmann et al. 2000 and of its type
species. International Journal of Systematic anallnary Microbiology, 54(6) 2245-2255. p.

269 TINTELNOT K, TEGTMEYERF, KLOTZ M, (2011): Trichosporon mycotoxinovorafsssword of Damocles

for patients with cystic fibrosis. Mycoses, 54333. p.

270TIRADO, M. C., COHEN, M. J.,ABERMAN, N., MEERMAN, J.,& THOMPSON B. (2010): Addressing the
challenges of climate change and biofuel producfaomfood and nutrition security. Food Research
International, 43(7) 1729-1744. p.

271TISCHLERD., EULBERG,D., LAKNER,S., KASCHABEK,S.R.,VAN BERKEL,W.J., SCHLOMANN,M. (2009):
Identification of a novel self-sufficient styreneonmooxygenase from Rhodococcus opacus 1CP, Journal
of Bacteriology 191 (15) 4996-5009. p.

272TREADWAY SL, YANAGIMACHI KS, LANKENAU E, LESSARD PA, STEPHANOPOULOSG, SINSKEY AJ
(1999) Isolation and characterization of indenecbiosersion genes from Rhodococcus strain 124.
Applied Microbiology and Biotechnology 51, 786—793.

273TREFAULT N., DE LA IGLESIA R, MOLINA AM, MANZANO M, LEDGERT, PEREZPANTOJA D, SANCHEZ
MA, STUARDO M, GONZALEZ B. (2004) Genetic organization of the catabolicspiad pJP4 from
Ralstonia eutropha JMP134 (pJP4) reveals mecharg$mdaptation to chloroaromatic pollutants and
evolution of specialized chloroaromatic degradafiathways. Environmental Microbiology 6 (7) 655-
68. p.

274TRENHOLM, H. L. HAMILTON, R. M. G., FRIEND, D. W., THOMPSON B. K., HARTIN, K. E. (1984):
Feeding trials with vomitoxin (deoxynivalenol)-cantinated wheat: Effects of swine, poultry and dairy

cattle. Journal of the American Veterinary MediBakociation 185, 527-531. p.

275.TSUBOUCH], H., YAMAMOTO, K., HISADA, K., SAKABE, Y. AND UDAGAWA, S. (1987): Effect of roasting on
ochratoxin A level in green coffee beans inoculatgtth Aspergillus ochraceusMycopathologia97,
111-115. p.

276 TSUKAMURA M (1974): A further numerical taxonomic study ofetimhodochrous group. Japanese

Journal of Microbiology 18, 37—44. p.
134



277UENO, Y. (1968): Inhibition of protein synthesis in anihwells by nivalenol and related metabolites.
Toxic principles of rice infested with Fusarium al®. Proc. First U.S. — Japan Conf. Toxic

Microorganisms, 76-79. p.

278UENOY, NAKAYAMA K, ISHII K, TASHIRO F, MINODA Y, OMORI T, KOMAGATA (1983): Metabolism of
T-2 toxin in Curtobacterium sp. strain 114-2., Apdland Environmental Microbiology.; 46 (1120—
127.p.

279VANDAMME P, GORISJ, COENYE T, HOSTEB, JANSSEN®, KERSTERSK, DE VOS P, FALSEN E. (1999).
Assignment of Centers for Disease Control group-2Mo the genus Ralstonia as Ralstonia paucula sp.
nov. International Journal Systematic Bacteriold§y 663-669. p.

280VAN DER GEIZE, R., DIUKHUIZEN L.. (2004): Harnessing the catabolic diversity of rhammé for
environmental and biotechnological applicationstr&ut Opinion in Microbiology. ,7255-261. p.

281VAN DER GEIZE, R., HESSELSG. I., VAN GERWEN R, VAN DER MEIDEN P., DIJKHUIZEN L. (2002).:
Molecular and functional characterizationkshAandkshB encoding two components of 3-ketosteroid
9 -hydroxylase, a class IA monooxygenase,Rinodococcus erythropolistrain SQ1. Molecular

Microbiology

282VARGA, I., MATYASOKSZKY, K., SOHAR J. (2000): Mycotoxin contamination of food items &dson

investigations in Hungarfgészségtudomang4, 224-241. p.

283VARGA, I, RIGO, K., TEREN J. MESTERHAZY, A. (2001): Recent advances in ochratoxin research I.

Production, detection and occurrence of ochratoXdeseal Research Communications, 29, 85-92. p.

284VARGA, J., KONCZ, Z., KOCSUBE S., MATRAI, T., TEREN, J., OSTRY, V., SKARKOVA, RUPRICH J,
KusaTova A, KozakiEwicz Z. (2007): Mycobiota of grapes collected in Hungariand Czech
vineyards in 2004. Acta Alimentaria, 36(3) 329-341.

285VARGA, J., RIGO, K., TOTH, B., MESTEHAZY, A., TEREN, J. (2002): A mikotoxin kutatas djabb
eredményei. Elelmezési Ipar. 56, 139-145. p.

286VARGA J. & TOTH B. (2005): Novel strategies to control mycotoxins in feeds.réview. Acta
Veterinaria Hungarica, 53 (2), 189-203. p.

287VEIKO,V.P., YANENKO,A.S., ALEKSEEVAM.G., SINTIN,A.A., GULKO,L.B., RATMANOVA K.I.,
OVCHAROVA,L.V., ASTAUROVA,O.B., POLJAKOVA,I.N., PAUKoV,V.N., VORONIN,S.P.,DEBABOV,V.G.
(1995): Cloning,nucleotide sequence of nitrile tatdse gene from Rhodococcus rhodochrous M8,

Journal Biotekhnologiia (Mosc.) 5, 3-5. p.

288VEKIRU, E., HAMETNER, C. MITTERBAUER, R., RECHTHALER, J.,ADAM, G., SCHATZMAYR, G., KRSKA,
R., SCHUMACHER, R. (2010): Cleavage of zearalenone Trychosporon mycotoxinivoran® a novel

non-estrogenic metabolite. ApplietidEnvironmental Microbiology, 76 (7) 2353—-2359. p.

289 WANG, E.,NORRED, W.P.,BACON, C.W.,RILEY, R.T.,MERILL, A.H. (1991): Inhibition of sphingolipid
biosynthesis by fumonizins: Implications for diseasssociated with Fusarium verticillioides. Journa
of Biological Chemistry 266, 14480-14490. p.

135



290WANG, G.,ZHANG, J.,WANG, L., LIANG, B., CHEN, K., L1, S.,JANG, J. (2010): Co-Metabolism of DDT
by the Newly Isolated BacteriurRseudoxanthomonap. Wax. Brazilian Journal of Microbiology, 41,
431-438. p.

291 WANG, J.S.,GROOPMAN, J.D. (1999): DNA damage by myxotoxins. Mutation &ash424 (1-2) 167—
181. p.

292WANG Y.X., WANG H.B., ZHANG Y.Q., XU L.H., JANG C.L. AND L1 W.J.: Rhodococcugunmingensis
sp. hov., an actinobacterium isolated from a riphese soil. International Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology, 2008, 58, 1467-1471. p.

293WANG Z., Xu J.,L1Y., WANG K., WANG Y., HONG Q., LI W.J.AND LI S.P.:Rhodococcugalingiae sp.
nov., an actinobacterium isolated from sludge ofcabendazim wastewater treatment facility.

International Journal of Systematic and Evolutigridicrobiology, 2010, 60, 378-381. p.

294 WESTLAKE K, MACKIE R |, DUTTON M F (1987): T-2 toxin metabolism by ruminal bacteaiad its
effect on their growth. AppliedndEnvironmental Microbiology. 53(3), 587-592. p.

295WHO (1998): Safety evaluation of certain food aidég and contaminants. Prepared by the forthy-
ninth meeting of the joint FAO/ WHO Expert comméten Food Additives (JECFA) WHO Food

Additives Series no. 40. Geneva

296 WHO/FAO (2000): Safety evaluation of certain myocats in food. WHO Food Aditive Series: 47,
FAO Food and Nutrition Paper No. 74., WHO, Gen®&9. p.

297WiLLiAMS WA, LoBosJH, CHEETHAM WE (1997): A phylogenetic analysis of aerobic polyctiated
biphenyl-degrading bacterialnternational Journabyétematic Bacteriology 47, 207-210. p.

298 WILLUMSEN P, JOHANSEN J, KARLSON U, HANSEN B (2005): Isolation and taxonomic affiliation of N-
heterocyclic aromatic hydrocarbon-transforming beat Applied Microbiology and Biotechnology 67,
420-428. p.

299WoLF, C. J., OsTtBY, J. S., AND GRAY, L. E., JR. (1999). Gestational exposure to 2,3,7,8-
tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) severely alteeproductive function of female hamster offspring.

Toxicology Science 51, 259-264. p.

300Wu, Q.K.,JEZKOVA, A., YUAN, Z., PAVLIKOVA , L., DOHNAL, V., & Kuca, K., (2009): Biological

degradation of aflatoxins. Drug metabolism revié, 1-7. p.

301Xu, H.H. & SCHURR, K.M. (1990) Genotoxicity of 22 pesticides in microtitration sosromotest.

Toxicity assessment, 5-14.p.

302Xu J,HE J,WANG ZC, WANG K, LI WJ, TANG SK, L1 SP (2007)Rhodococcus gingshengip. nov., a
carbendazim-degrading bacterium. International dllunf Systematic and Evolutionary Microbiology
57, 2754-2757. p.

303.YAN, J.Y. (2013): Comparison of the complete genome sequenfcBhodococcugrythropolis PR4
and Rhodococcus opacus B4, submitted (04-JAN-20QBnese Academy of Agricultural Sciences

Feed Research Institute

136



304.YASSIN A (2005): Rhodococcus triatomasp. nov., isolated from a blood-sucking bug. Iné&tional
Journal of Systematic and Evolutionary Microbioldgfy, 1575-1579. p.

305.YASSIN AF, SCHAAL KP (2005): Reclassification dflocardia corynebacterioideSerrano et al. 1972
(Approved Lists 1980) afkhodococcus corynebacterioide®mmb. nov. International Journal of

Systematic and Evolutionary Microbiology 55, 134348. p.

306.YOONJH,CHO YG, KANG SS,KIM SB, LEE ST,PARK YH (2000 A): Rhodococcus koreensp. nov., a
2,4-dinitrophenol-degrading bacterium. Internationdournal of Systematic and Evolutionary
Microbiology 50, 1193-1201. p.

307YOON, J. H., KANG, S. S., CHO, Y.G., LEE, S. T., KHO Y. H., ET AL. (2000 B): Rhodococcus
pyridinivorans sp. nov., a pyridine-degrading bacterium. Intaomatl Journal of Systematic and

Evolutionary Microbiology, 50, 2173-80. p.

308.YOsHIMOTO T, NAGAI F, (2004). Degradation of estrogens by Rhodocoeopdii and Rhodococcus
equi isolates from activated sludge in wastewateatinent plants. Appliecand Environmental
Microbiology. 70 (9) 5283-9. p.

309Young J. C., Zhou T., Yu H.,Zhu H., Gong J., (20@&gradation of trichothecene mycotoxins by
chicken intestinal microbes, Food and Chemical ¢oligy 45, 136-143. p.

310YuU Y., Qu, L., Wy, H., TANG, Y., YU, Y., LI, X,, Liu, M. (2011):Degradation of zearalenone by the
extracellular extracts dkcinetobacter spSM04 liquid cultires. Biodegradatip82 (3) 613—-622. p.

311YUKSEL C, BULLERMAN LB. (2005): Cytotoxicity of Fusarium mycotoxins taammalian cell cultures
as determined by the MTT bioassay. Food and Chém@acology; 43, 755-64. p.

312ZELIEZK D, DOMWAN AM, PERAICA M. (2006) DNA damage by Ochratoxin-A in rat kidnaysessed
by the alkaline comet assay. Brazilian Journal efiMal and Biological Resear88(12) 1563-8. p.

313ZHA0 G.Z., L1 J.,ZHU W.Y., TIAN S.Z.,ZHAO L.X., YANG L.L., Xu L.H. AND LI W.J.: Rhodococcus
artemisiaesp. nov., an endophytic actinobacterium isolatednfthe pharmaceutical plaArtemisia

annual. International Journal of Systematic and Evalnéry Microbiology 2012, 62, 900-905. p.

314ZHANG Y.Q., LI W.J.,KROPPENSTEDTR.M.,KIM C.J.,CHEN G.Z.,PARK D.J., XU L.H. AND JANG C.L.:
Rhodococcugunnanensisp. nov., a mesophilic actinobacterium isolatednfiforest soil. International
Journal of Systematic and Evolutionary Microbiolog905, 55, 1133-1137. p.

315ZHANG J, ZHANG Y, X1AO C, LIu Z, GOODFELLOW M (2002): Rhodococcus maanshanensfs nov., a
novel actinomycete from soil. International JourafIlSystematic and Evolutionary Microbiology 52,
2121-2126. p.

316ZILOUEI H, SOARES A, MURTO M, GUIEYSSE B, MATTIASSON B. (2006): Influence of temperature on
process efficiency and microbial community respashagng the biological removal of chlorophenols in

a packed-bed bioreactor. Applied Microbiolgy andtBchnology. 72, 591-599. p.

317 ZINEDINE, A., JUAN, C.,IDRISS| L., MANES, J. (2007 A): Occurence of ochratoxin A in breadstoned

in Morocco. Microchemical Journal, 87, 154-158. p.

137



318ZINEDINE, A., JUAN, C., SORIANO, J.M.,MOLT®, J:C.,IDRISS|, J;, MANES, J.(2007 B): Limited survey for
the occurance of aflatoxins in cereals and pod#eds from Rabat, Morocco. International. Jourral o
Food Microbiology, 115, 124-127. p.

319ZINEDINE, A., SORIANO, J. M., MoLTO, J. C., MANES, J. (2005): Review on the toxicity, occurrence,
metabolism, detoxification, regulations and intafeearalenone: An estrogenic mycotoxin. Food and

chemical toxicology. 45 (1) 1-18. p.

320ZopPFW., (1891): Ueber ausscheidung von fettfarbsoffeépachromen) seitens gewisser spaltpilzes.
Ber Deut Bot Gesell 9, 22-28. p.

Eqgyéb hivatkozasok:

7/1999. (VI. 16.) EGM rendeletének 4. szamu medltsk(mddositas: 9/2003 EszCsM rendelet)
44/2003. (IV. 26.) FVM rendelet a Magyar Takarmabgéx koteleé elsirasairol

20/2004. (1. 27.) FVM rendelet a Magyar Takarmabgéx koteled eldirasairél sz6lé 44/2003. (1V. 26.) FVM
rendelet modositasardl

98/53/EC COMMISSION DIRECTIVE of 16 July 1998 lagidown the sampling methods and the methods of

analysis for the official control of the levels fogrtain contaminants in foodstuffs

01/466/EC ©MMISSION REGULATION 466/2001 of 8 March 2001 setting maximum levels @®rtain

contaminants in foodstuffs

2002/32/EK: Az Europai Parlament és Tanacs 200BRK2iranyelve (2002. majus 7.) a takarmanyban

eléforduld nemkivanatos anyagokroél

2006/576/EK: A Bizottsag ajanlasa (2006. auguskuya deoxinivalenol, a zearalenon, az ochratéxia-T-2,

a HT-2 és a fumonizinek allati takarmanyozasra tsiamékekben valé &ordulasardl

1126/2007/EK: A Bizottsag 1126/2007/EK rendelet®@0@2 szeptember 28.) az élelmiszerekbeifostiuld
egyes szennyézanyagok fel§ hatarértékeinek meghatarozaséarol szolé 1881/2606éEdeletnek a
kukoricaban és kukoricakészitményekbenéfaeHulé Fusariumtoxinok tekintetében toréén

modositasarol

HTTPL1: http://softflow.hu/Letoltesek/PDF_Toxi_ELISAf - letdltés ideje 2013 junius 2.
HTTP2: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/statipitine.html

HTTP3:https://asas.org/membership-services/premsmgress-release-interpretive-summary-archive/badte

supplement-could-help-young-pigs-fight-diseasetoltés ideje 2013 majus18.

HTTP4: http://www.biosite.dk/leksikonletdltés ideje 2013 junius 20.

138



2. szamu melléklet: ARhodococcusiemzetség tagjainal eddig leirt biodegradacios kégsegek és feltart enzimek,

géenek
Faj Eddig leirt biodegradacids képesség Teljes genom | Eddig azonositott enzimek és azt kddold gének
projekt
R. aetherivorans| alkan (QUATRINIET AL., 2008) Igen Alkb (QUATRINIET AL., 2008)
butan (RASCARIET AL., 2006) szuperoxid dizmutaz (sodA),
metil t-butiléter (®ODFELLOW ET AL, 2004) alkil hidroperoxid reduktaz protein C (ahpC),
gazolaj (AUFFRET ET AL, 2009) katalaz/peroxidaz (katG)
BTEX (TANCSICS ET AL, 2008) monooxigenaz (AFFRET ET AL, 2009)
alkan hidroxilaz (AFFFRET ET AL, 2009)
Katekol 1,2-dioxigenaz (@ANCSICS ET AL, 2008)
R. baikonurensis| gazolaj (Leg, 2006) n. a.
R. cercidiphylli | dibenzofuran (bAET AL., 2002) n. a. Extradiol dioxigenazifia et AL., 2002)
azaarén (NPAH) (WLUMSEN ET AL., 2005)
R. coprophilus | fenol, ftalat (INET AL., 2010) n. a. ftalat dioxigenaz gén K@o ET AL., 2006)
R. equi ciklohexil ecetsav (WAKI ET AL ., 2008) Igen putativ korizmat mutaz enzim,
anthranilat sintdz enzimek
aromas gfiriihasité dioxigenaz @TEKET AL., 2008)
R. erythropolis | aflatoxin B1 (TENIOLA ET AL., 2005) Igen deszulfurizalé gének,
2,4-D (ASPRAY ET AL, 2005), flavin reduktaz gén
benzol, n-alkanok, alkil-benzol Ry ET AL., 2006) 2,3-dihidroxi-bifenil 1,2-dioxigenaz (bphC5) génaf@LL Et
bifenil (WILLIAMS ET AL ., 1997) al., 2005)
BTEX (HENDRICKX ET AL., 2006) tmoA/xyIM/xylE1 (HENDRICKX ET AL., 2006)
ciklohexil ecetsav (WAKI ET AL ., 2008) nitril hidrataz gén klaszter fREx ET AL., 2012)
2,6,10,14-Tetrametilpentadekan (pristanyiiiro ET AL., 2005), ThcG (thcG) és kloroperoxidaz (thcF) génele @HRIIVER
3-klorobenzoat (QeT AL.,2007) ET AL., 1997)
dibenzofuran (BTAMATAET AL ., 2002), sox (DENIS-LAROSE ET AL, 1997)
dibenzotiofén (BNIS-LAROSE ET AL, 1997), 3-ketoszteroid 9-hidroxildz/&N DER GEIZE ET AL., 2002)
nitril (HEALD ET AL., 2001)
hexahidro-1,3,5-trinitro-1,3,5-triazin (RDX) EBNSTEIN ET AL, 2010)
szteroidok YAN DER GEIZE ET AL., 2002)
R. fascians dibenzofuran (bAET AL., 2002), n. a. dbfA1A2 (MDUMURA ET AL., 2004)
szénhidrogének (&L ET AL., 2005) dioxigenaz (bbA ET AL., 2002),
sugarzas rezisztensyEDRICKSON ET AL, 2004)
R. globerulus aromas szennyék, n. a. extradiol dioxigenaz (HppB)
3-(3-hidroxi-fenil)propionat (3HPP) (BRNES ET AL, 1997) Katekol 1,2-dioxigendz @ANCsICS ET AL, 2008)
R. imtechensis | nitrofenol (G1osH ET AL, 2006) Igen nitrofenol degradalé gén klaszteH(BH ET AL, 2010)
R. jostii lignin, poliklérozott bifenil (McLEOD ET AL., 2006) Igen vanillin dehidrogenaxzdh) ,
szteroidok (McLEOD ET AL, 2006) vanillat O-demetilaz yanAB),
festék-szintelendt peroxidaz enzimek
bifenil 2,3-dioxigenaz (\WWNG ET AL., 2008)
dehidrogenaz (AKEDA ET AL., 2010)
transzpozaz (AKEDA ET AL., 2010)
2,4-diklorofenol 6-monooxigenaz AKEDA ET AL., 2010)
KshAB, KstD, TesAaAb, TesB (BLEOD ET AL, 2006)
R. koreensis alkan (QUATRINI ET AL., 2008) n. a. Alkb (QUATRINIET AL., 2008)
2,4 dinitrofenol (YooNJ-HET AL., 2000) dioxigenaz (ANG ET AL., 2005)
xilol (WANG ET AL., 2008 , ANG ET AL. 2005)
R. marinonascenis n. a. poliketid szintaz (i T AL., 2007b)
R. opacus fenildekan (MbLDER ET AL, 2011) Igen Monooxigenaz (BMARCO ET AL., 2004)
TCE (DEMARCO ET AL., 2004) o-xilén oxigenaz gén (MRUYAMA ET AL ., 2005)
xilol (WANG ET AL., 2008) trehaléz szintaz (WN, 2013)
kloro-fenol hidroxilaz (ROENING ET AL, 2008)
katekol 1,2-dioxigenaz (@ENING ET AL, 2008)
sztirén monooxigenaz (JCHLER ET AL, 2009)
alanin dehidrogenaz ¢NGER ET AL, 2003)
taurin-piruvat aminotranszferaz §BGER ET AL, 2003)
naftalén dioxigenaz (BDGENNARO ET AL, 2010)
p-nitrofenol degradalé gén klaszten{KcAwA ET AL ., 2004)
R. percolatus 2,4,6-trikl6rfenol (BRIGLIAET AL., 1996) n. a.
R. phenolicus fenol, klérbenzol, diklérbenzol @iFuss EURBAN., 2005) n. a.
R. pyridinivorans| alkil-éter (Kim ET AL., 2007b) n. a. Katekol 1,2- dioxigenaz @sumurA ET AL. 2004)
anilin (MATSUMURA ET AL., 2004) 3-ketoszteroid-&-hidroxilaz gén (BTRUSMA ET AL, 2011)
benzotiazolok (@A ESKNAPP, 1997) dfdA1A2A3A4 oxigenaz (Ay ET AL., 2008)
dibenzofuranok (Ay ET AL., 2008) bifenil katabolikus gének bphABCD (8 ET AL., 2003)
xilol, toloul (WANG ET AL., 2008) nitril hidrataz (KoHYAMA ET AL ., 2006)
4-nitrotoloul (KuNDU ET AL., 2013) dioxigenaz (WANG ET AL., 2008)
bifenil (SUN ET AL., 2003)
acetonitril (KOHYAMA ET AL ., 2006)
szteroidok (BTRUSMA ET AL, 2011)
R. gingshengii | gazolaj, n. a.
karbendazim, (\WNG ET AL, 2010)
triazin,
2,6,10,14-Tetrametil-pentadekan #HIRO ET AL., 2005),
aciklikus aminok (Km ET AL., 2006)
R. rhodnii fenol (SOLYANIKOVAET AL. 1999) n. a. Katekol 1,2-dioxigenaz enzimek
3- és 4-methil-pirokatekol enzimek qSYANIKOVA ET AL .
1999)
R. rhodochrous | bis 2-etilhexil adipat (BEHA), dioctil ftalat (DOP) n. a. Katekol 1,2-dioxigenaz enzimek
és dioctil tereftalat (DOTP), hexadekam(Mi ET AL ., 2002) 3- és 4-methilpirokatekol enzimek dSrANIKOVA ET AL .
fenol (SOLYANIKOVA ET AL . 1999) 1999)
2-aminobenzotiazol (ABT) (€0RAO ET AL, 2009) szteroid monooxigenaz (@RI ET AL., 1999)
nitril hidrataz (\EIko ET AL., 1995)
R. ruber alkan (QUATRINI ET AL., 2008) Igen Alkb (QUATRINIET AL., 2008)
alkil-éter (Kim ET AL., 2007b) Citokrom P450 alkd monooxigenazigkeT AL., 2007b)
ciklohexil ecetsav (VAKI ET AL ., 2008) ciklohexan monooxigenaz BRRATHYBAY ET AL., 2011)
szteroidok (ERNANDEZ ET AL, 2009) 3-ketoszteroid-delta-1-dehidrogendefRANDEZ ET AL,
2009)
R. wratislaviensig hexahidro-1,3,5-trinitro-1,3,5-triazin (RDX) EBNSTEIN ET AL, 2010) n. a.
terbutilazin, s-triazin (BENNI ET AL., 2009)
gazolaj (AJFFRET ET AL, 2009)
R. yunnanensis | karbendazim (VNG ET AL, 2010) .a

R.

zopfii

17-8sztradiol, 6sztron, dsztriol, etinil-6sztradiglosHIMOTO ET AL, 2004)

n.a.= nincs adat
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3. szamu melléklet: A vizsgalt baktérium térzsek fpszerinti eloszlasa és jelélésuk

Vizsgalt torzs fajneve

Vizsgalt torzs jelolése

Ideifikalas 16S rDNS alapjan (bazispar)

Szarmazasi he

Rhodococcus. aetherivorans AK 44 100% (1492) Agruniver Holding Kft
Rhodococcus coprophilus N774 - Dr. Michael Goodfelow
AK 36 100% (1492) Agruniver Holding Kift
Rhodococcus globerulus N58 - Dr. Michael Goodfelow
Rhodococcus gordoniae AK 38 100% (1492) Agruniver Holding Kft
Rhodococcus erythropolis NI ) Dr. Nagy Istvén
AK35 100% (1492) Agruniver Holding Kft
AK 40 100% (1492) Agruniver Holding Kft
AK 42 100% (1492) Agruniver Holding Kft
GD-1 98% (1252) Sajét izolatum
BRB 1BB 99% (1378) Sajat izolatum
BRB 1AB 98% (1122) Sajat izolatum
GD-2A 99% (1284) Sajat izolatum
GD-2B 100% (1089) Sajat izolatum
NCIMB 9784 - Nemzetkozi gyljtemény
DSM 43060 - Nemzetkozi gyljtemény
DSM 1069 - Nemzetkozi gyljtemény
DSM 743 - Nemzetkozi gyljtemény
L88 - Nemzetkozi gyljtemény
OR9 99% (1212) Sajat izolatum
OR 13 99% (1203) Sajat izolatum
IFO 12538 - Nemzetkozi gyljtemény
OM 7-2 97% (1351) Dr. Szab6 Istvan
ZFM 23,1 98% (1206) Dr. Szab6 Istvan
Rhodococeus pyridinivorans AK 37 100% (1492) Agruniver Holding Kft
K402 99% (985) Agruniver Holding Kft
K404 99% (883) Agruniver Holding Kft
K408 99% (1023) Agruniver Holding Kift
NI2 - Dr. Nagy Istvan
Rhodococcus rhodochrous ATTC 12674 - Nemzetkozi gyljtemény
4S8 99% (1032) Dr. Szab6 Istvan
N361 - Dr. Michael Goodfelow
Rhodococcus ruber AKA41 100% (1492) Agruniver Holding Kift
1 nemzetség, 8 faj, 33 torzs
Arthrobacter protophormiae J4 99% (615) SZIE-MKK-KKBT
Chryseobacterium formosense UA5/8 98% (741) SZIE-MKK-KKBT
C. hydrocarbonovorans TN4 99% (825) SZIE-MKK-KKBT
BRB 6A 99% (678) Sajat izolatum
Cupriavidus basilensis OR16 100% (1492) Sajat izoldtum
Gordonia paraffinivorans NZS 14 99% (689) SZIE-MKK-KKBT
Microbacterium barkeri EL1 98% (847) SZIE-MKK-KKBT
M. esteraromaticum NZS 9 98% (965) SZIE-MKK-KKBT
Ochrobactrum tritici DT2 98% (789) SZIE-MKK-KKBT
Paracoccus sp. csz4 95% (412) SZIE-MKK-KKBT
B7S10 95% (461) SZIE-MKK-KKBT
Pseudomonas azelaica TN5 99% (785) SZIE-MKK-KKBT
Pseudomonas citronellolis ZS1 99% (899) SZIE-MKK-KKBT
Pseudomonas monteilii ZV 6 99% (695) SZIE-MKK-KKBT
Pseudomonas putida DN1 98% (864) SZIE-MKK-KKBT
Pseudomonas pseudoalcaligenes FEH 28 98% (947) SZIE-MKK-KKBT
Pseudomonas stutzeri K65 98% (769) SZIE-MKK-KKBT
Pseudoxanthomonas kalamensis H4 98% (879) SZIE-MKK-KKBT
Pseudoxanthomonas suwonensis NZS6 98% (889) SZIE-MKK-KKBT
Raoultella terrigena TT6 98% (982) SZIE-MKK-KKBT
Serratia liqguefaciens OR10 98% (779) Sajat izoldtum
Sphingopyxis chiliensis K610 99% (985) SZIE-MKK-KKBT

12 nemzetség, 21 faj, 22 torzs

Osszesen 13 nemzetség, 29 faj, 55 torzs
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4. szamu melléklet: ARhodococcusiemzetségbe tartozé térzsek mikotoxinbontd képegsg® %-ban kifejezve

Aflatoxin-B1 Zearalenon T-2 toxin Fumonisin-B1 | Ochratoxin
Faj Torzs ELISA HPLC SOS-Chromo teszt ELISA HPLC BLYES teszt ELISA HPLC HPLC ELISA
NI1 98,63+0,34 89,35+2,13 NG 52,39+2,64 60,55+ 3,53 NE 94,85+ 1,45 92,12+2,57 <5 <5
DSM 4306 98,57 £ 0,20 100+0,0 NG <5 - - 95,06 +2,45 93,27 £2,79 <5 <5
DSM 743 69,06 £0,82 70,34 +3,10 G <5 - - 95,46 +2,50 93,56 + 3,23 <5 <5
NCAIMB 9784 98,31+0,81 98,32+1,20 NG 19,21 +4,44 20,12 +2,77 - 94,87 +2,27 94,13+ 2,57 <5 <5
DSM 1069 91,03+150 81,34+1,74 G <5 - - n.d. n.d. <5 <5
IFO 12538 97,89+1,05 97,83+1,95 G <5 - - 93,91 +2,34 94,67 +1,56 <5 <5
L88 97,13+0,85 97,22+1,50 G <5 - - 93,31+2,74 94,58 +1,92 <5 <5
AK 35 98,62 £ 0,56 99,26 + 0,37 NG <5 - - 90,11 + 3,47 91,66 * 2,62 <5 <5
AK 42 98,28+0,88 98,2+1,31 NG <5 - - 90,98 +2,34 92,61+ 2,09 <5 <5
R. erythropolis (19) AK 40 68,34+1,92 70,21+2,70 G <5 - - 90,17 +2,62 89,82+ 2,62 <5 <5
OM 7-2 84,30+£1,30 79,20+ 1,96 G <5 - - n.d. n.d. <5 <5
ZFM 23,1 71,69 +3,70 72,87 +£3,60 G <5 - - n.d. n.d. <5 <5
GD1 96,11+2,47 96,5+2,12 NG <5 - - 92,04+1,96 93,16+ 1,95 <5 <5
GD 2A 97,39+1,90 98,44+1,50 NG 14,66 +£2,75 17,83+2,72 - 98,68 +0,47 97,58+1,76 <5 25,00 £ 2,57
GD 2B 98,67 £ 0,82 100+0,0 NG 19,95+5,43 24,23+2,75 - 98,65+1,51 96,37 +2,09 <5 <5
BRB 1AB 98,81 +0,73 100+0,0 NG 26,55+4,86 19,94+ 3,05 - 98,53+1,08 98,79+0,49 <5 34,01 £ 2,26
BRB 1BB 98,81 £ 0,85 100+ 0,0 NG <5 - - 91,44 +2,87 90,18 +254 <5 <5
OR9 97,78+ 1,27 98,55+1,31 NG <5 - - 93,92+2,66 90,25+2,53 <5 <5
OR 13 96,56 £ 2,04 98,45+ 0,97 NG <5 - - 93,58+2,68 92,14+ 2,65 <5 <5
K402 98,81+0,400 100+0,0 NG 59,51+4,75 69,4 +3,61 NE <5 - <5 22,74 £ 2,75
o K404 98,81 +0,883 98,56 +0,93 NG 62,62 +4,14 72,48+2,14 NE <5 - <5 <5
R. pyridinivorans (4)
K408 98,21 +1,425 98,57 +1,04 NG 67,84+246 77,54+2,37 NE <5 - <5 13,93+ 2,86
AK 37 97,7+2,032 98,29 +1,05 NG 49,82 +4,82 60,98 + 2,39 NE <5 - <5 <5
N361 <20 <20 G 59,41+4,00 62,32+2,29 E 61,33+2,93 67,34+4,18 <5 <5
R. ruber (3) AK 41 36,7+2,720 48,14 +2,2: G <5 - - <5 - <5 <5
4S-8 28,89 +4,238 43,03+2,3 G <5 - - <5 - <5 <5
N58 <20 <20 G 57,35+4,14 60,21+3,24 E 9485+1,6 9523+1,83 <5 <5
R. globerulus (2)
AK 36 98,81 +0,790 98,4+0,86 NG <5 - - 90,58 +3,16 89,10+ 2,63 <5 <5
CW 25 (NI2) 98,81+0,389 100+0,0 NG <5 - - 94,88 +2,13 93,23+ 2,97 <5 <5
R. rhodochrous (2)
ATTC 12674 98,77 £ 0,875 98,47 1,20 NG 30,44+2,62 3255+2,14 E 95,42 +1,911 98,35+0,73 <5 <5
R. coprophilus (1) N774 61,38 +1,715 62,05+ 4,08 32,53+3,89 33,75%4,19 - 95,25+1,31 97,27 +2,62 <5 <5
R. aetherivorans (1) AK 44 88,22 £2,613 90,23 +2,00 20,24+1,75 26,81+1,73 - 32,42 +2,11 38,72+4,46 <5 <5
R. gordoniae (1) AK 38 62,34 £ 3,551 63,33+2,71 G 25,87 +4,33 29,73+2,81 - 91,44+2,15 90,51+ 3,70 <5 <5

Jelmagyarazat;

NG: nem genotoxikus

G: genotoxikus

E: 6sztrogénhatasu

NE: nem dsztrogén hatasu

n.d. = no data
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5. szamu melléklet: Nem &Rhodococcusiemzetségbe tartozé izolatumok mikotoxinbontd kemsége, %ban kifejezve

Aflatoxin-B1 Zearalenon T-2 toxin Fumonizin-B1 Ochratoxin-A Deoxinivalenol

Faj Torzs SOS- BLYES

jelolés ELISA HPLC Chromo ELISA HPLC teszt ELISA HPLC HPLC ELISA HPLC ELISA

teszt

Arthrobacter protophormiae J4 77,07 +1,44 - G <5 - - 31,18 + 3,08 <5 <5 - 5 <
Chryseobacterium formosense UA 5/8 76,79 +1,52 - G 28,33+0,78 - - 50,50,2D - <5 <5 - <5
Chryseobacterium hydrocarbonovorans TN4 56,88 + 1,59 - G 30,24 + 3,32 - - <5 - <5 <5 - <5
Cupriavidus basilensis BRB 6A, 59,43 + 2,33 - G 10,32 +1,13 - - it 1,12 - <5 90,33+ 1,68 98,33 +1,0 <5
Cupriavidus basilensis OR 16 62,23 +1,62 - G 10,65 +2,24 - - 21,6085 - <5 98,11+ 0,24 99,00+ 0,2 <5
Gordonia paraffinivorans NZS 14 92,51+ 1,44 - G 90,21 + 3,23 - E <5 <5 5 < - <5
Microbacterium barkeri EL1 74,19 £ 0,96 - G 44,87 + 4,36 - - 90,90,18L <5 <5 - <5
Microbacterium esteraromaticum NZS 9 64,80 + 4,01 - G 7,26 + 0,99 - - 91,60 +1,18 <5 <5 - <5
Ochrobactrum tritici DT2 87,50+ 2,11 - G 44,58 + 1,66 - - 29,47+ 2,14 - <5 <5 - <5
Paracoccus sp. Csza 75,00 £ 1,66 - G 3155+1,72 - - 12,50+ 2,33 - <5 <5 - <5
Paracoccus sp. BZS10 82,50+ 2,14 - G 31,86 +1,32 - - <5 <5 <5 - <5
Pseudomonas azelaica TN5 86,65 + 0,26 - G 29,57 + 1,57 - - <5 - <5 <5 - <5
Pseudomonas citronellolis ZS1 91,24 +0,61 - G 20,88 + 2,67 - - 28,50 + 3,12 - <5 <5 - <5
Pseudomonas monteilii ZNV 6 80,14 £ 0,78 - G 28,43 + 3,26 - - <5 - <5 <5 - <5
Pseudomonas putida DN1 90,80+ 0,18 - NG 18,66 + 1,77 - - <5 <5 <5 - <5
Pseudomonas pseudoalcaligenes FEH 28 97,61+ 0,04 - G 77,70 £ 1,45 - NE 30,00231 - <5 <5 - <5
Pseudomonas stutzeri K65 91,44 £0,19 - G 40,48 £ 1,32 - - <5 <5 <5 - <5
Pseudoxanthomonas kalamensis H4 70,89 £ 4,09 - G 70,57 £2,34 - NE 14,00+ 1,3 <5 <5 - <5
Pseudoxanthomonas suwonensis NZS6 76,751,551 - G 65,59 + 3,11 - E 95,00 + 3,23 - <5 <5 - <5
Raoultella terrigena TT6 52,00 + 3,25 - G 20,53 + 2,67 - - <5 <5 <5 - <5
Serratia liquefaciens (1) OR10 86,00 + 1,92 - G 14,33+ 2,11 - - 24,60 + 3,61 - <5 <5 - <5
Sphingopyxis chiliensis K610 93,50+ 1,24 - G 42,54 + 1,34 - - 31,50+ 2,11 - <5 99,21 + 0,06 99,11 £ 0,35 <5

Jelmagyarazat:
NG: nem genotoxikus

G: genotoxikus
E: dsztrogénhatasu

NE: nem dsztrogénhatasu
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10. KOSzZONETNYILVANITAS

Az aladbbi személyeknek szeretném megkdszoni segitségiket és turelmuiket:
Kdszonom témavezé@nnek Dr. Kriszt Baldzsnak a végtelen tirelmét és kitargsiktori
munkam mellett.

Kdszondm Dr. Kukolya Jbézsefnek az utmutatast és segitségnylgtastutatasok
Kivitelezésénél.

A tanszéki munkatarsaim koziul haldval tartozom Dr. Krifaton CGeikaa biotesztek
kivitelezése és példamutatasa terén. Tovabba koszonom Dr. TéAosicsnak a genom
projektek ebkészitésében nyujtott segitséget.

A doktori munkam kapcsan kdszonbém az egylGkinas intézmények munkatarsainak
segitsegeét:

A brojlercsirke etetési kisérletet a Szent Istvan Egyetdlezégazdasag- és
Kornyezettudomanyi Kar, Allattudomanyi Alapok Intézet, Takaryodasi Tanszéke
munkatarsaival kdzésen végeztik. Ezuton is készéném Dr. Mézes Miklésnanéall
Dr. Erdélyi Martanak, Ancsin Zsoltnak a k6zds munkat.

* A hal etetési Kkisérletet a Szent Istvan Egyetem, Jdg@zdasag- és
Kdrnyezettudomanyi Kar, Kornyezet- és Tajgazdalkodasi Intdiakyazdalkodasi
Tanszéke és a Szabolcsi Halaszati Kft. munkatarsaival végezilin Koszonettel
tartozom Dr. Csenki-Bakos Zsoltnak.

* A patkdny- és egérkezelési modell kisérleteket a Kisém@tvostudomanyi
Kutatointézet Molekularis Endokrin Neurobioldgia Kutatocsoportjanak
munkatarsaival kozésen végeztik. Ezuton is készéndm Kriszt Rokusnak, valamint D
Ferenczi Szilamérnek a k6z6s munkét.

* A Soft Flow Kft. munkatarsainak, Dr. 8kge Zsuzsanak, Téth Marikanak, Toth
Szilvinek.

* A WIREC Kft. munkatarsainak.

A doktori kutatasaim megvaldsulasahoz az aldbbi projektek nyudjtottak tamogatast:
» Elelmiszer biztonsag fokozasa gabona alapanyagok mikotoxin szetisggéaek
csokkentésével (NKTH TECH_08-A3/2-2008-0385 MYCOSTOP)
« Uj moédszerek a hormonhaztartast karositd szemhydockazat elemikezeb
rendszerének fejlesztésére, Baross Gabor Program (HALEDCO09)
» Klimavaltozas hatdsa az emberi egészségre és a biose@érairel projekt (KTIA-
AIK-12-1-2013-0017)
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