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JELOLESEK, ROVIDITESEK JEGYZEKE

4NQO 4-nitro-quinoline-oxid

AFBI1 aflatoxin-B1

AFB2 aflatoxin-B2

AFGl1 aflatoxin-G1

AFG2 aflatoxin-G2

AFP1 aflatoxin-P1

AFM1 aflatoxin-M1

AFM?2 aflatoxin-M2

AFQI1 aflatoxin-Ql

CYP citokrém P

DHFF dihidro-furano-furan

DON deoxinivalenol

EC20 20%-os hatast kivalto koncentracios érték

EC50 50%-os hatast kivalté koncentracios érték

ELISA Enzimhez kapcsolt immunszorbens vizsgélat (Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay

EPA Amerikai Egyesiilt Allamok Kornyezetvédelmi Hivatala (Environmental
Protection Agency)

FBI fumonisin-B1

GSH glutation

FMN flavin-mononukleotid

HPLC High-Performance Liquid Chromatography

IARC Nemzeti Rakkutatéo Ugynokség

1C20 20%-os gatlast kifejezd koncentracios érték

OTA ochratoxin-A

T-2 T-2 toxin

THFF tetrahidro-furano-furan

ZEA zearalenon



1. BEVEZETES

A mikotoxinok, a penészgombdk madsodlagos anyagcseretermékei, széles korben
elterjedt mikroszennyezdk, kiemelt figyelmet érdemelnek rendkiviil sulyos akut és kronikus
human ¢és allati egészségkarositd hatasuk miatt, és ezaltal jelenlétiikkel komoly gazdasagi
karokat is okoznak. Veszélylik a sejtekre gyakorolt mutagén és citotoxikus, valamint a
szervezetekre  gyakorolt karcinogén, teratogén, endokrin rendszert zavard és
immunszupressziv, hatasukban rejlik. A tudomény éaltal leginkabb vizsgélt mikotoxin az
Aspergillus spp. penészgombak altal termelt aflatoxin-B1, amely humén karcinogén hatésa
mellett mutagén ¢€s citotoxikus hatassal is rendelkezik. Vilagviszonylatban a masik igen nagy
gondot okozd mikotoxin a zearalenon, mely hormonhdaztartist zavar6 hatdsa miatt
reprodukcios és szaporodasbiologiai betegségeket okoz. Ezen két toxin emlitett hatasai miatt
fontos, hogy azokat az élelmiszerekbdl, valamint az allati takarményokbol lehetdség szerint
minél hatékonyabb maddszerekkel eltavolitsuk.

A mikotoxinok eliminalasara a fizikokémiai eljarasok mellett egyre szélesebb korben
alkalmazzdk a mikotoxinok detoxifikéldsara irdnyuld bioldgiai modszereket. Az ilyen
kutatdsok egyik legigéretesebb agat a bioldgiai lebontason alapuld eljarasok képezik Sorra
jelennek meg olyan tudomanyos cikkek, amelyek a mikotoxinok lebontasara képes
mikroorganizmusok izolaldsarol ¢és identifikdldsar6l szolnak ¢és mar kereskedelmi
forgalomban is kaphatd olyan enzimalapi takarmény-adalékanyag, amely képes egyes
mikotoxinok  (zearalenon,  ochratoxin)  bontasira  (CFP/EFSA/FEEDAP/2009/01).
Szakirodalmi adatok alapjan ismert, hogy egyes Rhodococcus nemzetségbe tartoz6 baktérium
torzsek kivalo aflatoxin-bontd képességgel rendelkeznek (TENIOLA ET AL., 2005, ALBERTS ET
AL., 2006), de a zearalenon és ochratoxin eltavolitasahoz hasonld biodetoxifikacios rendszer
kialakitdsa mindeziddig varat magara. Ennek Ilehetséges okai a megfelel6 screening
rendszerek hianya és a toxinszint mérési eljarasok jelentds koltsége.

A toxinok vizsgéalatdra alkalmazott kémiai- és immunanalitikai modszerek mellett
egyre nagyobb szerepet kapnak a bioldgiai hatasmérésen alapuld mérési rendszerek. Az ilyen
biotesztek egyik elénye éppen az, hogy olyan anyagok ¢és folyamatok hatasaira is képesek
fényt deriteni (bontési koztitermékek, egymassal reakcioba 1épd anyagok kolcsonhatasainak
termékei, illetve antagonista és szinergista hatdsok a természetes rendszerekben), amelyek
kémiai analitikai mddszerekkel nem vagy csak igen koltséges modon mutathatoak ki, illetve

kovethetdek.



Munké&m soran célom volt:

e Biomonitoring rendszerek fejlesztése az aflatoxin B1 és zearalenon vizsgalatara.

e Takarmanyalapanyagok (pl. kukorica mintdk) toxintartalmanak vizsgélatara alkalmas
megbizhatd, gyors bioldgiai hatdsmérésen alapul6 tesztek kialakitésa.

e A kialakitott biomonitoring rendszerek adaptdldsa biodegradacios eljardsokhoz,
amelyekkel az aflatoxin-B1 és a zearalenon bontasa a bioldgiai hatdsuk valtozasanak
mérésével jellemezheto.

e A jo bontési potencidllal rendelkezd torzsek koziil azok szelekcidja, amelyek toxikus
illetve ezzel Osszefiiggésben a biodegradacid folyamatdnak nyomon kovetése, €s az

esetlegesen fellépd kockazatok detektalasa.

A kitlizott célok megvaldsuldsa esetén olyan eredményekre szamithatunk, amelyek
hozzédjarulnak egy megbizhato, gyors, koltséghatékony biomonitoring rendszer
kifejlesztéséhez, amely akéar gyorsértékelési rendszerként szolgalhat élelmiszer-, takarmany-,
¢s kornyezetbiztonsagi teriileten; illetve amelyekkel megbizhatoan valaszthatoak ki a kéaros
metabolitok nélkiili aktiv aflatoxin €s zearalenon degradaciora képes torzsek.

A doktori értekezésben bemutatott eredmények és tézisek sajat laboratdriumi
vizsgalatokon és méréseken alapulnak, az eredmények Gsszevetéséhez pedig az dsszegylijtott

¢s értékelt, hivatkozott szakirodalom szolgalt alapul.



2. IRODALMI ATTEKINTES

A mikotoxinok  kiilonb6zé  penészgombdk  altal  termelt  masodlagos
anyagcseretermékek, amelyek a kornyezeti hatdsokkal szemben igen rezisztensek. Ellenallnak
a magas homérsékletnek, akar 100-200°C-nak, illetve a gyomornedv sosav tarmalmanak,
ezért mérgezd tulajdonsaguk a szervezetben is megmarad. A szervezeten beliil kiilonféle
szervekben akkumuldlodhatnak (vese, m4j), valamint a sejtekre mérgezd hatassal vannak. A
kiilonb6zé gombatoxinoknak szdmos karos tulajdonsdga van, amelyeket a gazdasagi
veszteségek, és human-egészségiigyi vonatkozasok (mutagén, teratogén, immunszupressziv,
endokrin rendszert zavar6, citotoxikus) miatt figyelembe kell venni (MEZES, 1997; AMBRUS
& SZzEITZNE, 2008). A kutatdsok eredményeként tobb mint 1000 mikotoxint ismeriink,
amelyek koziil kiemelt humén- és allategészségligyi jelentdsége 15-20 toxinnak van, koziiliik
az egyik legveszélyesebb hatasi az Aspergillus-fajok altal termelt aflatoxin-B1, amely az
egyik legerdsebb természetes eredetii mutagén (IARC, 1993, IARC, 2002; RAFAI, 2003;
KovAcs, 2001). A mérsékelt éghajlatii orszdgokban, igy Magyarorszdgon is elsdsorban a
Fusarium-fajok éltal megtermelt toxinok okoznak jelentds dallat- és humdn-egészségiigyi
kockazatot (HTTP1), koziilik kiemelkedik a zearalenon, amely szarmazékaival egyiitt
szaporodasbioldgiai és ivarzasi problémat okoz, mivel kémiai szerkezetiikben hasonloak a
természetes Osztrogénvegyiiletekhez, és sokszor erdsebb Osztrogénhatdssal birnak azokkal

szemben (GROMADZKA ET AL., 2008).

2.1 Mikotoxinok csoportositasa

A mikotoxinokat tobbféle mdédon csoportosithatjuk. A csoportositast neheziti, hogy
egy nemzetségbe tartozd gombdk is termelhetnek eltérd kémiai szerkezetli toxinokat,
ugyanakkor egymastol taxonomiailag tdvol all6 fajok is termelhetnek azonos toxint. A
mikotoxinok csoportositasa torténhet azok bioszintézise, kémiai szerkezete, vagy az okozott
farmakologiai hatas alapjan:

¢ A mikotoxinok valtozatos kémiai Osszetétele miatt a bioszintézisiik is sokféle lehet.
A legelfogadottabb csoportositas a mikotoxinok bioszintézisének prekurzorai alapjan
torténd felosztas (acetil-CoA és malonil-CoA kondenzacidjabol poliketidek és
rubratoxinok, mavelonat rendszerb6l a szeszkviterpének, aminosavakbol
szarmaztathatd N-heterociklikus vegyliletek és ciklikus polipeptidek) (SMITH &
Moss, 1985).



e A toxinok kémiai szerkezetébdl add6dd rokonsdg alapjan vald rendszerezés: pl.

furano-kumarin szarmazékok (pl. aflatoxinok); trichotecénvazasok (pl. Fusarium

penészek altal termelt toxinok).

¢ A magasabb rendii ¢ldlényekre gyakorolt farmakoldgiai hatéds alapjan, rangsorolva az

¢lettani veszélyességet (KOVACS, 2001; RAFA12003)

o

Rakkelté (karcinogén) hatdsa az aflatoxinoknak, az ochratoxin-A, a
fumonizin, a sztreigmatocisztin és a patulin mikotoxinnak van. Ma4jrak
kialakulasat, illetve sejtszaporodasi zavarokat okoznak. Novelik a noéi
egyedekben ¢és a leany utddaikban az emlérak megjelenésének esélyét.
Fejlodési rendellenességet okozé (teratogén) hatisa az aflatoxin-Bl,
ochratoxin-A, és a rubratoxin-B mikotoxinoknak van. Toxikus hatasuk noveli
a halvasziiletések szamat és a magzatok fejlédésében zavarokat okoznak.
Sziiletési rendellenességeket és csokkent sziiletési sulyt eredményeznek. T-2
toxin jelenlétében az ochratoxin hatdsa felerésodik.

Ellenallo képesség csokkenté (immunszupressziv) hatdssal elsdsorban a
trichotecének rendelkeznek, melyek rovidebb-hosszabb behatast kdvetden
karositjdk az immunrendszert; egyrészt az elsédleges ¢és masodlagos
immunszervek sejtes elemeire hatnak karosan, masrészt csokkentik a falosejtek
(makrofagok) aktivitasat.

Emésztési zavarok, ételmérgezések alakulhatnak ki, ha a takarmany T-2,
deoxinivalenol, patulin és ochratoxin-A toxinnal szennyezett. Elsddlegesen a
takarmany visszautasitdsa, illetve nagy koncentracid6 esetén hanyinger
jelentkezik. A patulin elsdsorban az emésztdszerveket karositja.

Idegrendszeri artalmakért felelések a trichotecének (T-2, deoxinivalenol),
amelyek az agy vérellatdsdban ¢és a kozponti idegrendszer miikodésében
okoznak zavart. Az ochratoxin karosodast okoz az idegszdvetek fejlédésében
¢s az idegsejtek kozotti kapcsolatban.

Hormonrendszert zavaré hatdsa, azon beliil 6sztrogén mimetikus hatisa a
zearalenon ¢és az aurofuzarin mikotoxinoknak van. N6i nemi szervek
(petefészek, méh) abnormalis mukodését, ¢és vembhesiilési zavarokat
okozhatnak.

Dermatotoxikus hatdsa kifejezetten a T-2 toxinnak van. A bdrrel vagy a

nyalkahartyaval érintkezve gyulladésos elhalas alakul ki.



2.2 Mikotoxinokat termelo fonalas gombak

A toxintermelés tobb tényezOtol fiigg: egyrészt magatdl a gombafajok toxintermeld
képességétol, masrészt pedig az egyes fajok eltérd Okoldgiai kdrnyezetben kiillonbozd
toxinokat termelhetnek, vagy a toxintermelést fel is fliggeszthetik. Azonban az egy fajba
tartozd gombak is termelhetnek eltérd kémiai szerkezetii toxinokat, illetve eltérd taxondmiai
besorolasu fajok is termelhetnek azonos toxint (2.1 sz. tabldzat). A gombak mikotoxin-
termelése fligg a gazdanovénytdl, illetve a gazdanovény termésének kémiai Osszetételétol. A
gomba szaporodasanak optimalis feltételei altaldban nem azonosak a toxintermelés optimalis
feltételeivel. Az optimalis oxigén ellatottsdg, a pH ¢és a relativ nedvességtartalom
megvaltozasa a legfobb tényezdi a mikotoxin termelésnek. A romlo kornyezeti feltételek a
penészgombak szamara élettani stresszt jelentenek, mivel gatoltak a ndvekedésben és az
anyagfelvételben. Ennek eredményeként beindul a masodlagos metabolizmus folyamata.
Kémiailag bonyolult szerkezetli metabolitok (pl.: antibiotikumok, alkaloidok, toxinok)
termelddnek, melyek nem sziikségesek a gomba életfolyamataihoz (RAFAI, 2003; MEZES,
2009), ezért régebben ugy gondoltdk a szekunder metabolitok funkcido nélkiili
melléktermékek. Mara vilagossa valt szerepiik a toxintermeld gombak versenyképességének
fokozéséban, legyen sz6 a gazdandvénybe jutas eldsegitésérdl, vagy a mikrobak kozotti
kompeticiorol (KELLER ET AL., 2005; LUDEWIG ET AL., 2005).

A penészgombak a fentebb részletezett egészségkarositd hatasok (2.1. fejezet) mellett
a novényi részeket fertézhetik, ezzel csokkentve a beltartalmi értékiiket. Megjelenésiik és a
kartételiik jellegzetességei alapjan, illetve az eltérd életfeltételek alapjan szant6foldi és raktéri
gombakra osztjuk (CHRISTENSEN & KAUFMANN, 1969).

o Szantéfoldi penészfajok: Elsdsorban szantofoldi ndovénykulturdkban fordulnak eld.
Fejlodésiikhoz nagy nedvességtartalom (20-30%) sziikséges. Rendszerint még a
vetésteriileten karositjadk a novényeket. A szant6foldi gombéak szaporitd képletei a
légmozgas hatasara konnyedén szallitddnak ¢és a levegd éllandd képleteiként
tekinthetiink rajuk (RAFAL 2003). A legfontosabb szant6foldi penészgombatajok a
Fusarium, az Alternaria és a Stachybotrys-fajok.

e Raktari penészfajok: ElsOsorban a tarolt terményt fertézik. A szdnt6f6ldon torténd
raktari penészgomba fertdzés veszélye minimalis, de talajlaké életformajuknak
koszonhetden a spoéraik a légmozgassal, mind a labonalld6 ndvényeket, mind a
raktarozott terményt fertézhetik. A legkisebb relativ nedvességtartalom mellett
(14%) az Aspergillus sp., ennél valamivel magasabb pératartalom mellett (~16%) a

Penicillium-fajok fertéznek, 20% felett pedig a Mucor-télék (MEZES, 1997).
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2.1. sz. tablazat: A leggyakoribb mikotoxinokat termel6 penészgombak és az altaluk termelt mikotoxinok

(MEZES, 2009)

Penészgomba nemzetség

Aspergillus

Penészgonba fajok Mikotoxin(ok)

A. flavus aflatoxin B1, B2, G1, G2
A. parasiticus ochratoxin A

A. nominus patulin

A. flavus ciklopiazonsav

A. versicolor

Fusarium

F. verticilloides
F. moniliforme
F. proliferatum

Fusarium B1, B2, B3

F. graminearum
F. avanaceum

F. culmorum

F. poae

F. equiseti

F. acuminatum

F. sambucinium
F. sporotrichoides

trichothecén vazasok:
T-2 toxin, HT-2 toxin, nivalenol, DON

F. graminearum
F. culmorum
F. sporotrichoides

zearalenon

Penicillum

. Verrucosum
. viridicatum

ochratoxin A

. citrinum
Verrucosum

citrinin

. roqueforti

roquefortin, PR toxin

cyclopium
camamberti

ciklopiazonsav

. expansum
. claviformae
. roqueforti

s ~Ba~lia-Bacliav]ia-BavllavBiav

patulin

Stachybotrys

S. chartarum

trichothecén vazasok

Alternaria

A. alternata

alternariol, alternariol-metil-éter, altenuen,
tenuazon-sav

2.3 Aflatoxinok

A vildgon az egyik legtobb gondot okoz6d mikotoxin az aflatoxin-B1 (AFB1). Az

aflatoxin szennyezésnek tulajdonithaté éves gazdasagi veszteség kozel 1 milliard dollaros

nagysagrendi az élelmiszer - és takarmanyiparban (WU,
2004). A magyarorszagi éghajlati viszonyok kozott az
aflatoxinokkal ritkdn lehet szamolni, hiszen csak nagy
paratartalmii és tartésan magas
termelddnek. Az aflatoxin szennyezéssel érintett orszdgok
példaul: Kina, USA, Brazilia, az afrikai kontinens orszagai
(Kenya, Mozambik). Az aflatoxinokat termelé gombak —

Aspergillus flavus (2.1. sz. kép), A. parasiticus, A. nominus,

A. pseudotanasii — legnagyobb mennyiségben az olajos

magvakon (foldimogyoro, szodja, gyapotmag, napraforgd)

hémérséklet mellett

2.1. sz. kép: Aspergillus flavus
konidium mikroszképikus felvétele
(HTTP2)
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¢s a gabonandvényeken (kukorica, rizs) taldlhatok, de elszaporodhatnak a k&vén, paprikan és
egyéb tropusi, szubtropusi termékeken is. Ebbdl addéddéan hazankban az aflatoxin
eléfordulasaval foként az import termékekben taldlkozhatunk. A hazai gabonafélékben
kordbban az Aspergillus flavus toxintermelésével nem taldlkoztak. Valoszinileg a
klimavaltozas, vagyis a mind melegebb ¢és nagyobb nedvességtartalmiu kornyezet
eredményeként a toxint, ugyan csak nyomokban, de mar a hazdnkban termesztett és tarolt
gabonafélékben is ki lehetett mutatni (KOvAcs, 1990; KOVAcs, 2010; DOBOLYIET AL., 2011).

Az aflatoxinok kimutatdsira irdnyuld kutatasok soran vékonyréteg kromatografias
vizsgalattal négy jol elkiiloniild tipust kaptak, amelyeknek ultraviola (UV) fényben mutatott
fluoreszcencia sziniik alapjan a B1, B2, G1 és G2 jelzéseket adtak (B=kék szin, G=z06ld szin).
A tehén és juhtej vizsgalata sordn pedig egy kékeslila szinnel fluoreszkalo AFB1 metabolitot
fedeztek fel, amelyet eredete (milk) alapjan M1-nek neveztek el. A tejjel kivalasztodo
aflatoxin-M1 linedris Osszefiiggést mutat a naponta felvett AFB1 mennyiségével. A juhok
vizeletébdl pedig egy az M1-hez nagyon hasonl6 felépitésii vegyiiletet talaltak, amit aflatoxin
M2-nek neveztek el (D’MELLO & MACDONALD, 1997).

A metabolikus tton létrejové és a tejben megjelend aflatoxin-M1, és a vizeletben
megjelend aflatoxin-M2 toxinon kiviil mas végtermékek is kialakulnak. Az emldsok
anyagcsere folyamatai soran lezajlo biotranszformaciok eredményeként, az adott aflatoxin
csoportnak megfelelden, aflatoxin-P1 és aflatoxin-Q1 vegyiiletek jonnek létre (MCLEAN &

DUTTON, 1995). Az AFB1 kiilonb6z0 tipusainak kialakulasat az 2.1. sz. abra szemlélteti.
e ]T\.'% ededih| I-I.:I'I'I'rll:'lli."-"i.;..;l A
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2.1. sz. abra: Az AFBI1 atalakulasanak folyamatai az allandé testhdmérsékletiiek szervezetben (MEZES,
1997)
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Szerkezetiiket tekintve az aflatoxinok kumaringylriit (2.2 sz 4bra) tartalmaznak, a

csoport tagjai furano-kumarin (2.3. sz. abra) szarmazékok:

. B1, G1 és M1: dihidro-furano-furan (DHFF)
. B2, G2, M2: tetrahidro-furano-furan (THFF)

Ty ~

0" o —
2.2. sz. 4bra: A kumarin gyiirii szerkezeti 2.3. sz. abra: A furano-kumarin szerkezeti
képlete (HTTP3) képlete (HTTP4)

Az AFBI1 és B2 bifurdnnal és pentatongytriivel, illetve az aflatoxin-G1 és G2

bifurannal és egy hattagu laktongytiriivel kondenzalt. Az aflatoxin-M1, M2 az AFBI1 ¢és B2

hidroxilacigjabol keletkezik. Az elébbiekben felsorolt aflatoxin formak kémiai szerkezeti

felépitését a 2.4. sz. abra mutatja.

CH, CH,

Aflatoxin G, “CH,

Aflatoxin M, O Affatoxin M O..
\CHg CH,

2.4, sz. abra: Az aflatoxin tipusai és szerkezeti felépitése (HTTPS)
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2.3.1 Az aflatoxin-B1 karos hatasai

A szakma altal leginkabb vizsgalt mikotoxin az AFBI, kdszonhetden mutagén,
karcinogén, teratogén, immunmodulans ¢és citotoxikus tulajdonsaganak. A rakkeltd hatast
kifejezd karcinogenitasi meredekségi faktor (cancer slope factor) az Amerikai Egyesiilt
Allamok Kornyezetvédelmi Hivatala (Environmental Protection Agency — EPA) altal
meghatarozott a lakossagot érinté veszélyre vonatkoztatott becsiilt érték, az aflatoxin-Bl
esetében CSF: 2900 mg/kg/nap (FJELD ET AL., 2007). Minél nagyobb ez a szam, vagyis minél
meredekebb a gorbe, annal kisebb dozis, ill. alacsonyabb koncentracié kell adott
daganatkockazati szint eléréséhez. Ugyanezen CSF érték pl. a benzol esetében szdjon at
torténd felvételnél: 0,055; inhalacié esetén: 0,029; illetve a krom (VI) rakkelté hatisara
jellemzd CSF érték inhalacio esetén 41. A Nemzetkozi Rakkutato Ugynokség (IARC,
International Agency for Research on Cancer) 1982-ben I. kategéridba sorolta, tehat
bizonyitottan human karcinogénnek tekinti az AFB1-et. Mutagén hatasan kiviil ismeretes erds
citotoxikus hatasa is; els6sorban hepatotoxikus vegyiilet. Ez abban nyilvanul meg, hogy
emlésokben, madarakban és halakban majgyulladast és majdaganat kialakulasat idézi eld
(ROBENS & RICHARD, 1992; MILLER & WILSON, 1994). Az AFB1 tovdbbd mitdzisgatld
hatasara vezethetd vissza tovabba, immunmoduléns, valamint teratogén tulajdonsdga is

(SZEITZNE, 2010).

2.3.2 Az aflatoxin-B1 metabolizmusa

Az aflatoxin-molekuldnak feltehetéen két reaktiv helye van, a dihidrofurdan rész
telitetlen vége és a lakton gyliri kumarin része. Ahhoz, hogy a felvett AFB1 genotoxikus
hatast tudjon gyakorolni egy szervezetre, at kell alakulnia reaktiv epoxidda. Ezt az atalakitast
a mono-oxigenaz enzim rendszer citokrom P450 végzi. Ezek az enzimek a szervezetbe keriilt
idegen anyagok (aflatoxin) 1. fazisii metabolikus folyamataiban jatszanak szerepet. A majban
torténik az AFB1 aktivalasa, ahol a mono-oxigenazok altal AFB1-8,9-epoxidda oxidalodik,
melynek két izomere van, az exo ¢és az endo forma. Az exo izomer kialakulasat a CYP3A4
citokrom oxiddz enzim végzi, amely oxirdn-szarmazékot képez, és egy oxigénatom
kapcsolodik a 8. és 9. szamu szénatomra. A 1étrejott AFB1-8,9-exo-epoxid molekula nagy
affinitassal kotddik a nukleinsavak guanin bazisdhoz, igy AFB1-N7-guanint formalva. Az
orokitd anyaghoz vald kapcsolddast a 2.5. sz. dbra szemlélteti. Ez a kotddés guanin-timin
baziscserét, mutaciot, DNS és RNS karosodast okozhat. A szervezetben zajlé metabolizacids
folyamatok masodik fazisdnak, amely a konjugécios kapcsolatok létrejottében vesz részt,
nagy szerepe van az AFB1-8,9-exo-epoxid DNS-hez valo kotddésének megakadalyozasaban.
A konjugécios kapcsolatot az epoxiddal a glutation-S-transzferdz képes kialakitani. A
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kapcsolat eredményeként AFB1-GSH-konjugat jon létre, amely mar nem képes a szervezettel
reakcidba 1épni, és amit a szervezet kivalasztd folyamatai révén a vesén keresztiil a vizelettel

kitirit (WANG & GROOPMAN, 1999; BEDARD & MASSEY, 2006).

H, H

OMe H O OMe

2.5. sz. abra: Az AFB1 enzimatikus oxidacioja és az adduktum képzodése a DNS-sel (GYORGY ET AL.,
2008)

2.3.3 Az aflatoxinra vonatkozé szabalyozas

Az Europai Unié a Bizottsdg 1881/2006/EK rendelete (2006. december 19.) illetve
annak moddositasa (Bizottsag 165/2010/EU rendelete) alapjan szabalyozza az élelmiszerekben
eléforduld egyes szennyezd anyagok megengedhetd mennyiségét, koztiik az aflatoxinok felsé
hatarértékeit is (2.2 sz. tablazat). Az Eurdpai Unioba érkez6 nem 4allati eredetii takarmanyok
¢s ¢élelmiszerek behozatalara vonatkozo hatdsagi ellenérzések kotelezd végrehajtasat a
669/2009/EK rendelet szabalyozza. A hazai élelmiszerekre vonatkozo szabéalyozast a 17/1999.
(VL.16.) EiiM rendelet 4. szdmi melléklete eléremutatdé mddon szabdlyozta a mikotoxin

hatarértékeket mar a csatlakozas elott is (2.3 sz. tdblazat).

2.2. sz. tablazat: Az élelmiszerekben eléfordulé aflatoxinok felsé hatarértékeinek meghatarozasara
vonatkozé szabalyozas az Eur6pai Uniéoban (165/2010/EU)

Elelmiszer Felsd hatarérték (ug/kg)
Aflatoxinok Bl B1+B2+G1+G2 | Ml
2.2.1 | Az emberi fogyasztds vagy élelmiszer-osszetevoként torténd | 8,0 15,0 -

felhasznalas el6tt valogatasnak vagy egyéb fizikai kezelésnek
alavetett foldimogyor6 (mogyord) és egyéb olajos magvak, kivéve
a kovetkezdket: finomitott novényi olaj készitéséhez ziuzasra szant
foldimogyor6 (mogyord) és egyeb olajos magvak

222 | Az emberi fogyasztds, vagy ¢lelmiszergyartasnal élelmiszer- | 12,0 15,0 -
Osszetevoként torténd felhasznalds eldtt valogatandd, vagy mas
fizikai  kezelésnek aldvetendd mandula, pisztacia és
sargabarackmag

2.23 | Emberi fogyasztas, vagy ¢élelmiszer-osszetevoként torténd | 8,0 15,0 -
felhasznalas el6tt valogatasnak vagy egyéb fizikai kezelésnek
alavetendd mogyoro ¢€s brazildid

2.2.4 | Az emberi fogyasztds vagy élelmiszer-osszetevoként torténd | 5,0 10,0 -
felhasznalas el6tt valogatasnak vagy egyéb fizikai kezelésnek
alavetendé mas, a 2.1.2. és a 2.1.3. pontban nem felsorolt, fan
termO héjas gyiimolcsiliek

2.2.5 | Kozvetlen emberi fogyasztasra vagy Osszetett élelmiszerek | 2,0 4,0 -
Osszetevojeként torténd felhasznaldsra szant foldimogyord
(mogyoro) és egyéb olajos magvak kivéve a kovetkezdket:

- finomitasra szant nyers novényi olajok

- finomitott n6vényi olajok

2.2.6 | Kozvetlen emberi fogyasztisra vagy Osszetett élelmiszerek | 8,0 10,0 -
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Osszetevojeként torténd felhasznalasra szant mandula, pisztacia és
sargabarackmag

2.2.7

Kozvetlen emberi fogyasztisra vagy Osszetett élelmiszerek
Osszetevojeként torténd felhasznaldsra szant mogyoro és brazildid

5,0

10,0

2.2.8

Kozvetlen emberi fogyasztasra vagy Osszetett élelmiszerek
Osszetevojeként torténd felhasznalasra szant mas, a 2.2.6. és a
2.2.7. pontban fel nem sorolt, fan termd héjas gyiimolesiiek, és
ezek feldolgozott termékei

2,0

4,0

229

Az emberi fogyasztds vagy ¢lelmiszer-Osszetevoként torténd
felhasznalas el6tt valogatasnak vagy egyéb fizikai kezelésnek
alavetendé szaritott gyiimdlcs

5,0

10,0

2.2.10

Kozvetlen emberi fogyasztasra vagy Osszetett élelmiszerek
Osszetevojeként torténd felhasznalasra szant szaritott gyiimoles és
annak feldolgozott termékei

2,0

4,0

2.2.11

Valamennyi gabonaféle és a gabonafélékbél szarmazod
valamennyi termék, beleértve a feldolgozott gabonatermékeket is,
a 2.2.12., 2.2.15. és 2.2.17. pontban felsorolt élelmiszerek
kivételével

2,0

4,0

2.2.12

Az emberi fogyasztds vagy élelmiszer-Osszetevoként torténd
felhasznalas el6tt valogatasnak vagy egyéb fizikai kezelésnek
alavetend6 kukorica és rizs

5,0

10,0

2.2.13

Nyers tej ( 6 ), hokezelt tej és tejalapt termékek eldallitasdhoz
hasznalt tej

0,05

2.2.14

Az alabbi fliszerfajtak:

- Capsicum spp. (ezekbdl késziilt szaritott gyiimolcsok,
egészben vagy Orolve, beleértve a chilipaprikat, a
chilipaprikaport, a cayenne borsot és a paprikat is)

- Piper spp. (ezek gyiimdlcsei, beleértve a fehér- és a
feketeborsot is)

- Mpyristica fragrans (szerecsendid)

- Zingiber officinale (gyombér)

- Curcuma longa (kurkuma)

Az emlitettek koziil egy vagy tobb fliszert tartalmazo

filszerkeverékek

5,0

10,0

2.2.15

Csecsembék ¢és kisgyermekek szamara késziilt gabonaalapt
¢lelmiszerek és bébiételek

0,1

2.2.16

Anyatej-helyettesitd és anyatej-kiegészit tapszerek, beleértve a
tejalapu anyatej-helyettesitd tapszert ¢€s a tejalapu anyatej-
kiegészit tapszert

0,025

2.2.17

Specialis gyogyaszati célokra szant diétds élelmiszerek
kifejezetten csecsemoOk szamara

0,1

2.3. sz. tablazat: Az élelmiszerekben eléfordulé aflatoxinok felsé hatarértékeinek meghatarozasara
vonatkozé szabalyozas Magyarorszagon (17/1999. (V1.16.) EUM)

Termék

Fels6 hatarérték (ng/k

s

)

0,025

Aflatoxinok

Bl

B1+B2+G1+G2

M1

2.3.1

Di6, mogyord, mandula, gesztenye, szaritott gyiimolesok és ezek
feldolgozott termékei (kdzvetleniil emberi fogyasztasra vagy
¢élelmiszer-0sszetevoként valo felhasznalasra)

2

4

2.3.2

Foldimogyor6 (ha emberi fogyasztas vagy ¢élelmiszer-
Osszetevoként valo felhasznalas el6tt valogatassal vagy mas
fizikai kezeléssel tisztitjak)

15

233

Di6, mogyord, mandula, gesztenye, szaritott gyiimolcs és zoldség
(ha emberi fogyasztas vagy ¢lelmiszer-0sszetevoként valo
felhasznalas eldtt valogatassal vagy mas fizikai kezeléssel
tisztitjak)

10

234

Edesipari termékek

235

Gabonafélék (beleértve a hajdinat, Fagopyrum spp.) és
gabonadrlemények (kdzvetlen emberi fogyasztasra vagy
¢élelmiszer-6sszetevoként valo felhasznalasra)

2.3.6
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Gabonafélék (beleértve a hajdinat, Fagopyrum spp.) a kukorica




kivételével (kdzvetlen emberi fogyasztasra vagy ¢élelmiszer-
Osszetevoként valo felhasznalasra)

2.3.7 | Fuszerek 5 10 -
e paprika (Capsicum spp) egész vagy 6rolt, beleértve a csilit,
csiliport

e  bors (Piper spp.) fehér és fekete
e szerecsendid (Myristica fragrans)
o gyOmbér (Zingiber officinale)

e  kurkuma (Curcuma longa)

2.3.8 | Tej és tejtermékek (a felhasznalt tej ardnyanak megfeleléen) - - 0,05

A takarmanyok AFBI1 tartalmat EU-n beliil a 2002/32/EK rendelet szabalyozza (2.4.
sz. téablazat), amely a takarmanyokban el6forduld nemkivanatos anyagokrol szol.
Magyarorszdgon ezt honositja a 44/2003.(IV.26.) FVM rendelet és annak modositasa a
20/2004.(I1. 27.) FVM rendelet (2.5. sz. tablazat).

2.4. sz. tablazat: A takarmanyokban eléfordulé aflatoxin-B1-re vonatkozo szabalyozas az Eurodpai
Unioban (2002/32/EK)

Takarmanyozasra szant termék Hatarért¢k (mg/kg)*

Takarmany-alapanyagok, kivéve: 0,05

o foldimogyord, kopra, palmamag, gyapotmag, babaszumag, kukorica és az ezek 0,02
feldolgozasabol szarmazo termékek

Teljes értékli marha-, juh és kecsketakarmanyok, kivéve: 0,05

e tejeld teheneknek szant takarmanyok 0,005

e  borju- és baranytakarmanyok 0,01

Teljes értékti sertés- és baromfitakarmanyok (kivéve a nodvendék allatoknak szant 0,02

takarmanyt)

Mas teljes értékii takarmanyok 0,01

Kiegészitd marha-, juh- és kecsketakarmanyok (kivéve a tejeld allatoknak, borjaknak és 0,05

baranyoknak szant kiegészit6 takarmanyt)

Kiegészitd sertés- és baromfitakarmanyok (kivéve a ndvendék allatoknak szant 0,03

kiegészitd takarmanyt)

Mas kiegészitd takarmanyok 0,005

Jelmagyarazat

*12 %-o0s nedvességtartalmu takarmanyra vonatkozdan

2.5. sz. tablazat: A takarmanyokban eléfordulé aflatoxin-B1-re vonatkozo szabalyozas (44/2003 FVM
rendelet és modositasa 20/2004. (IL. 27.) FVM rendelet)

Takarmanyozasra szant termékek Hatarérték (mg/kg)*
Osszes takarmany-alapanyag 0,02
Teljes értékli szarvasmarha-, juh- és kecsketakarmany, kivéve: 0,02
e tejhasznositasu allatok teljes értékii takarmanya 0,005
o teljes értékli borji- és barany-takarmany 0,01
Teljes értékii sertés- és baromfi-takarmany (névendékek kivételével) 0,02
Egyéb teljes értékii takarmany 0,01
Szarvasmarha, juh és kecske kiegészitd takarmany (kivéve tejhasznositasu allatok, 0,02
borjak és baranyok kiegészitd takarmanyait)

Sertés €s baromfi kiegészitd takarmanyok (n6vendékek kivételével) 0,02
Egyéb kiegészitd takarmanyok 0,005
Jelmagyarazat

*12 %-os nedvességtartalmu takarmanyra vonatkozéan
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2.4 Zearalenon

A zearalenon (ZEA), vagy mas néven F-2 toxin a Fusarium nemzetségbe tartozo
fonalas gomba fajok 4altal termelt rezorcilsav-lakton. Szarmazékai tobbek kozott a
természetben eloforduld alfa-zearalenol, beta-zearalenol, zearalanon, 3’-hidroxizearalenon,
8’-hidroxizearalenon, 5-formilzearalenon (2.6. sz. dbra) (SHIER, 1998). A leggyakoribb ZEA-
termeld fajok a kovetkezok: F. avenacum, F. equiseti, F. graminearum, F. culmorum, F.

lateritium, F. crookwellense, F. semitectum (BETINA, 1989; BENNETT-KLICH, 2003).

OH Cr CH =l | =] =H
HO
Zearalenion alfa-Zearalenol heta-Zearalenal
OH ] CH H < <H &H [ =]
[ ] EH OH
Fearalation alfa-~Zearalanol heta-Zearalanaol

2.6. sz. abra: A zearalenon és szarmazékainak szerkezeti felépitése (HTTP6)

2.4.1 A zearalenon karos hatasa

A ZEA biologiai hatasait tekintve igen valtozatos képet mutat. Szarmazékaival egytitt
foként szaporodasbiologiai és ivarzasi problémat okoznak, mivel kémiai szerkezetiikben
hasonloak a természetes Osztrogén vegyiiletekhez, ¢és sokszor ezeknél erdsebb
Osztrogénhatassal birnak (GROMADZKA ET AL., 2008). Elsésorban az endometrium, vagyis a
méhnyalkahartya, a petefészek, a tejmirigyek, a hipotalamusz, a hipofizis eliils6é lebenyének
sejtjein talalhatd Osztrogén receptorokhoz kapcsolddnak, és ezeken keresztiil tudjak kifejteni a
hatasaikat. A ZEA altal okozott korképet mar 1927-ben megfigyeltek az USA-ban sertéseken,
Magyarorszagon pedig a hatvanas évek o6ta van jelen. Osztrogénszerii hatasat befolyasolja a
receptorok tipusa és eloszlasa is. Ez okozza az eltérd érzékenységet a fajok kozott. Sokszor a
fuzdrium toxinok szinergizmus révén felerésitik egymds hatasat, még sulyosabb
szaporodasbioldgiai zavarokat okozva (CSEH & KOVACS, 2010).

A 70-es években egy magyar kutatocsoport bizonyitotta a ZEA hormon- és
reprodukcios rendszert zavard hatasat. A kisérletben szerepld allatok hosszu ideig szennyezett
takarménnyal torténd etetése kovetkeztében zavarok Iéptek fel a tlisz6érésben, a
spermatogenezis soran, valamint a termékenységben is (RUZSAS ET AL., 1979). Erre iranyulo

tovabbi kutatdsok eredményei is igazoljak a ZEA azon hatisat, mely szerint csokkenti a
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tesztoszteron és spermium mennyiségét, és fokozza az elndiesedést (ETIENNE & DOURMAD,
1994), tobb esetben pedig leirtak fiatal lanyok korai ivarérését. A toxin elsdsorban a kukorica
¢s a buza alapanyagu termékekbdl keriilhet a szervezetbe (KOVACS, 2010).

A ZEA tovabbi kéros bioldgiai hatdsa a haematotoxicitds, vagyis vérmérgezd
tulajdonsdga (MAAROUFI ET AL., 1996). Genotoxikus és mutagén hatasat illetden 2004-ben
Lioi és munkatarsai vizsgalataik soran kromoszématoréseket tapasztaltak (LIOI ET AL., 2004).
Mindezeken feliil egyes vizsgalatok alapjan leirtdk majkarositod hatasat is, melynek oka, hogy
a toxin megvaltoztat kiilonbozd biologiai markereket; valamint immunotoxicitdsa is ismert

(ZINEDINE, 2005).

2.4.2 A zearalenon metabolizmusa

A ZEA — mint ahogyan a tobbi trichotecénvazas mikotoxin — atalakuldsa soran
toxikusabb masodlagos metabolitok keletkeznek. A toxin szervezetbe keriilését kovetden
konnyen megkdtddik a bélrendszerben, majd a sejteken beliil tovabb alakul metabolitjaira,
melyek aztan a gliikkuronsavval kapcsoldodnak. Ez a gliikkoz oxidaciojaval keletkezd szerves
sav fontos szerepet jatszik az idegen anyagok kivalasztasaban, igy a ZEA esetében is. Ugyanis
a glikuronid megkdtddik a bélnyalkahdrtya-sejtjeiben, majd a majba onnan pedig a
véraramba kerlil. Ez a hepatikus keringés okozza a toxin elhtizodd visszatartasat, igy gatolja
eliminaciojat és fokozza a karos hatdsok idotartamat (GROMADZKA, 2008). A ZEA
metabolitjai az alfa-zearalenol, amely a ZEA-nal négyszerte aktivabb (MATRAI ET AL., 2003),
¢s a beta-zearalenol (szerkezete megegyezik az alfa-zearalenoléval, de az atomok
kapcsolodési sorrendjében térnek el, tehat a béta az alfa sztereoizomer parja), amely a ZEA-
val megegyez0 toxicitds (FITZPATRICK ET AL., 1989, SHIER ET AL 2001). Vizsgalatok
kimutattak, hogy az allatfajok koziil leginkabb a sertés érzékeny a ZEA-ra, mert szemben a
tobbi allatfajjal, ennek szerveztében a metabolizacid kovetkeztében alfa-zearalenol keletkezik,

ahogyan az emberében is.

2.4.3 A zearalenonra vonatkozé szabalyozas

A ZEA-ra vonatkozoan az élelmiszerekben el6forduld egyes szennyezd anyagok felso
hatarértékeit az 1881/2006/EK rendelet és ennek modositasa az 1126/2007/EK rendelet
tartalmazza (2.6. sz. tdblazat). Az hazai élelmiszerekre vonatkoz6 szabélyozéas (17/1999.
(VL16.) EiM rendelet) az ¢élelmiszerek zearalenon tartalmat 100 pg/kg koncentracidban
maximalta. Hazadnkban a forgalomban 1év0 gabona Orleményekben a ZEA mennyisége 75—

200 pg/kg, miizlikben pedig 50 pg/kg lehet (Kovécs, 2010).
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2.6. sz. tablazat: Az élelmiszerekben eléfordul6 zearalenon felsé hatarértékeinek meghatarozasara
vonatkozé szabalyozas az Eurépai Unioban(1126/2007/EK)

Elelmiszer Felso hatarérték (ng/kg)
2.6.1. Feldolgozatlan gabonafélék 100
2.6.2. Feldolgozatlan kukorica, a nedves 6rlésre szant feldolgozatlan kukorica 350
kivételével
2.6.3. Kozvetlen emberi fogyasztasra szant gabonafélék, gabonaliszt, korpa és 75

csira mint kdzvetlen emberi fogyasztisra szant késztermék, a 2.6.6.,
2.6.7.,2.6.8.,2.6.9. és 2.6.10. pontban felsorolt élelmiszerek kivételével

2.6.4. Finomitott kukoricaolaj 400

2.6.5. Kenyér (beleértve a kis pékarukat), tésztafélék, keksz, gabonaszeletek és 50
reggeli gabonapelyhek, kivéve a kukoricaszeleteket és kukoricaalapu
reggeli pelyheket

2.6.6. Kozvetleniil emberi fogyasztasra szant kukorica, kukoricaalapu szeletek 100
¢s kukoricaalapu reggeli pelyhek

2.6.7. CsecsemOk ¢és kisgyermekek szamara késziilt feldolgozott gabonaalapu 20
¢élelmiszerek és bébiételek (a feldolgozott kukoricaalapu élelmiszerek
kivételével)

2.6.8. Csecsemok és kisgyermekek szamara késziilt feldolgozott kukoricaalapu 20
¢lelmiszerek

2.6.9. A kukorica 1103 13 vagy 1103 20 40 KN-kod ala tartozd, 500 mikronnal 200

nagyobb méretl érlési frakcioi és kukoricabol szarmazo egyéb, nem
kozvetlen emberi fogyasztasra szant, az 1904 10 10 KN-kod ala tartozo,
500 mikronnal nagyobb méretii 6rlési termékek

2.6.10. | A kukorica 1102 20 KN-kod ala tartozo, legfeljebb 500 mikron méretii 300
Orlési frakcioi és kukoricabol szarmazo egyéb, nem kozvetlen emberi
fogyasztasra szant, az 1904 10 10 KN-kod ala tartozo, legfeljebb 500
mikron méretl 6riési termékek

Az Eurépai Uni6 altal elfogadott, takarmanyokban mérhetd legmagasabb ZEA
koncentraciot a 2006/576/EK szabalyoza (2.7. sz. tdblazat). Az eurdpai unids hatarértékeket a
magyar takarmanykdodex kotelezd alkalmazasarol szold 44/2003 FVM rendelet 2. melléklete

szerint, Magyarorszag teljes egészében atvette az unio eldirasait.

2.7. sz. tablazat: A zearalenon allati takarmanyozasra szant termékekben vald el6fordulasara vonatkozé
szabalyozas az Eurépai Unidéban (2006/576/EK)

Takarmany Fels6 hatarérték (mg/kg)
2.7.1. Gabonafélék és gabonakészitmények, kivéve a kukorica melléktermékeket 100
2.7.2. kukorica melléktermékek 3
2.7.3. kiegészit6 és teljes értékil takarmanyok malacoknak és kocasiildéknek 0,1
2.7.4. tenyészkocaknak és hizdsertéseknek 0,25
2.7.5. borjaknak, tejelé teheneknek, juhoknak (beleértve a baranyokat) és 0,5
kecskéknek (beleértve a gidakat)

2.5 Mikotoxinok kimutatasara alkalmazott modszerek

2.5.1 Kémiai analitika

A toxinok elvalasztasara szamos kromatografias modszer (vékonyréteg kromatografia,
gazkromatografia-tomeg spektrometria, magasnyomasu-folyadékkromatografia)
alkalmazhatd, amelyek kozlil pontossdganak ¢és megbizhatosdganak koszonhetden a
magasnyomasu-folyadékkromatografia (HPLC) a legszélesebb korben alkalmazott kémiai

analitikai mddszer a toxinok kvalitativ és kvantitativ kimutatdsara. Ebben az esetben a
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mintaval kapcsolatba 1épd mozgofazis folyadék. A mérés sordn a folosleges gézokat
eltavolitjadk. A HPLC vizsgalatoknal kétféle detektort alkalmaznak. Az egyik tipus a
mozgofazis azon tulajdonsagait vizsgélja, mely a mintaval valo érintkezés kovetkeztében
megvaltozik. Ilyen lehet a siirliség vagy a torésmutatd. A masik tipus a minta egyedi
tulajdonsagat, ugy, mint UV abszorbancidjat vagy fluoreszcencidjat méri (KRISTOF, 2000). A
HPLC fluoreszcencids detektalasi modja sikeresen alkalmazhaté a ZEA ¢és szarmazékai
esetében, koszonhetéen azok természetes fluoreszkalasdnak (GROMADZKA ET AL., 2008).
Tobb toxin vizsgalatara alkalmas modszer is létezik, ilyen az dsszetett HPLC-MSMS, mely
egy kromatografias elvalasztast alkalmaz kiegészitve a tovabbi szelekciot lehetové tevd kettd
tomeg spektrométerrel (BUzA & MARTHNE, 2010).

A mikotoxinok élelmiszerekbdl és takarmanyokbol vald kimutatdsara vonatkozo hazai

¢s nemzetdzi szabvanyok HPLC vagy vékonyréteg kromatografias modszereken alapszanak.

2.5.2 Immunanalitika

Széles korben alkalmazott modszer az enzimhez kapcsolt immunszorbens vizsgalat
ELISA — Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), mely megbizhatéan alkalmazhato
mikotoxin vizsgalatok esetében is. A moddszer alapja az antitestek azon tulajdonsaga, mely
szerint  kivdloan meg tudjdk  kiilonboztetni a  mikotoxinok  hiromdimenzios
szerkezetét(GROMADZKA ET AL., 2008).

A mérés elve folyadék fazisu antigén-antitestkotésen alapul. A biotin-streptavidin a
legerdsebb ismert fehérje-ligandum kolesonhatds. A mikrotitrdld lemez celldiba, amelyek
streptavidinnel fedettek bemérjiik a toxin-standardokat, vagy mintakat; tovabba a toxinnal
konjugalt torma peroxidazt (konjugatum). A toxin és a konjugatum az ezt kdvetden bemért,
biotinnal kapcsolt, toxin-specifikus antitest antigén-kotd helyeiért vetélkedik (kompetitiv
enzim-immunoassay) kezdetben a folyadék fazis teljes térfogataban. Ezzel egy idében a
biotinilalt antitest, amely igen erdsen kotddik a Streptavidinhez, a vetélkedd komponenseket a
cellak felszinéhez koti. Az inkubalast kdvetd mosédssal minden nem koétédott komponens
eltavolitunk a rendszerbdl. Igy a cellakba mért szintelen szubsztratot csak a kotve maradt
konjugatum képes kék termékké alakitani, ami az ellenanyaghoz ko6tddott szabad toxin
mennyiségével forditott aranyban all. Az enzimreakciot ledllitd stop oldat a kék szint sargara
valtoztatja. Ennek optikai denzitasa mikroplate-fotométerrel mérhet6. A 450 nm-en mért
nyert kalibracidés gorbe (x: Ig(konc.), y: OD450) segitségével a mintdk koncentracidja

egyértelmiien meghatarozhatd. (HTTP7).
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2.5.3 Biologiai hatasmérésen alapulo tesztek

Az emberi felhaszndlasbol a kornyezetbe keriilt vegyi anyagok, illetve a természetes
anyagok feldusulasa kiilonds veszélyt jelent az éldlényekre, igy az egész Okoszisztémara
nézve is. Ezen anyagok ¢l6 szervezetekre gyakorolt hatasait vizsgdld és azok
valaszreakcioival foglalkozé tudoméanyag a toxikologia. A toxikologia tehat mérgekkel,
mérgezést okoz6 hulladékokkal, anyagok toxicitasanak kimutatasaval,
hatdasmechanizmusukkal foglalkozik (HTTP8). Az 0kotoxikoldgia célja pedig, hogy szennyez6
anyagok bioldgiai modszerekkel vizsgalt hatdsait az Okoszisztémara vetitsiik, tehat a
kornyezetbe keriil6 anyagok a kdrnyezet él6lényeire gyakorolt hatdsat tanulményozuk egyed
feletti biologiai szervezddési szinten (CALOW, 1993). Mind a toxikologiai, mind az
okotoxikologiai tesztszervezeteket, tesztrendszereket alkalmaz bioindikacios modszerrel,
hogy kovetkeztetéseket vonjon le adott anyag karos hatdsat illetden. (HTTPS).

A karos hatas a terhelés, illetve a koncentracié fliggvénye, hiszen szdmos asvanyi
elem — mely szilikséges az ¢l0 szervezet szamara — mérgezové vagy karossa valik annak
tulsulya esetén. Ez a hatds fligg a kornyezetben eléfordulé mas anyagoktol, a lehetséges
kolesonhatasoktol (Kéadar, 1998). Azt az aktualis anyagmennyiséget, amely kiilonb6z6
expozicios utvonalakon bekeriil egy organizmusba, dozisnak nevezziik. Vizsgalhatjuk a d6zis-
valasz Osszefiiggést, amely vegyi anyagok esetében kis dozisban sokszor stimuldlod hatasu.
Mas esetekben kiiszobérték tapasztalhatd, tehat a ndvekvd koncentracid ellenére egy

kiiszobértékig nincs kovetkezmény.

A biologiai tesztrendszereket alkalmazo modszerek elonyei és hatranyai

A Dbiologiai tesztrendszerek szdmos elénnyel birnak: gyorsak, pontosak, jol
reprodukdlhatok és a kémiai analitikdhoz viszonyitva altaldban olcsobbak is. Mindezek
mellett a kisérletek nem vetnek fel etikai problémat, kiilonosen az alacsonyrendii
tesztszervezetek (pl. mikrobak) hasznalatakor. A vizsgélati modszerekre jellemz6, hogy minél
bonyolultabb a rendszer annal nagyobb a kornyezeti realizmusa, de ezzel egyiitt egyre inkabb
nd a hely-, id6- és koltségigénye. A bioldgiai tesztrendszerek hatrdnya, hogy sokszor a
laborban kapott eredmények nem vonatkoztathatok ténylegesen a kdrnyezetben lejatszodo
folyamatokra, igy alkalmazasuk csak az analitikai modszerekkel egyiittesen vezetnek célhoz
(CALow, 1993).

A bioldgiai tesztrendszerek kivaloan alkalmasak kornyezeti mintak vizsgélatara,
ugyanis altaluk olyan hatasokra is fény deriilhet, melyek a fizikai-kémiai modszerek szdmara
rejtve maradnak, mivel a vizsgalt paraméterek kozott nem szerepelnek. Az biologiai

hatasvizsgalatok ¢és kémiai analitikai vizsgalatok egylittesen alkalmasak annak a
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megallapitdsara, hogy mekkora kockézattal, milyen valtozas bekdvetkeztével és milyen
hatassal jar az ¢l6 szervezetekre kiilonb6z6 szennyezok felszabaduldsa. Az bioldgiai €s kémiai
analitikai eredmények a kovetkez6 modon térhetnek el egymastdl (DURA & GRuUIz, 2001):

e Az analitikai eredmények nagy szennyezdanyag koncentraciét mutatnak, mig az
bioldgiai hatas kicsi. Ennek oka lehet, hogy a vegyi anyagok olyan kotott allapotban
vannak, hogy kiold4suk bioldgiai folyamatokkal nem lehetséges, nem hozzaférhetd.
Az ilyen eset vezet a kémiai iddzitett bomba lehetdéségéhez. Abban az esetben, ha
egy kiils6 kornyezeti hatds megvaltoztatja valamelyik paramétert, akkor a
szennyezdanyag hozzaférhetdvé valik az él6lények szdmara, igy komoly kérnyezeti
veszélyforrassa valhat.

o El6fordulhat az a jelenség is, hogy a kémiai analitikai eredmények nem tdmasztjak
ald a tapasztalt biologiai hatast. Ennek oka lehet, hogy olyan 1) ismeretlen anyag
okozza a toxikus hatast, amely jelenlétét nem sejtjiik, igy analitikai mddszerekkel
nem is vizsgaljuk. Ezen kiviil a fentebb emlitett, természetben tapasztalhato
antagonista/szinergista hatasok is okozhatnak olyan toxikus koriilményeket, amelyek

analitikai modszerekkel nem elemezhetbek.

A biologiai hatasméro teszteknél alkalmazott mérési végpontok

Kiilonb6z6 mérési végpontok kiilonboztethetdk meg a kronikus és akut vizsgalatok
kapcsan. Ezen vizsgalatok soran a kiilonb6z6 szennyezd anyagok koncentracioiban adjuk meg
a kivalasztott tesztorganizmusokon mért hatdst (fénykibocsatas-valtozas, mozgasképtelenség,
halal). A kiilonb6zé koncentraciok mellett végpontként szolgalhat a kiillonb6z6 enzimek

aktivitasanak csokkenése is (GRUIZ ET AL., 2001).

2.5.3.1 Enzimaktivitas mérésen alapulo tesztek

A diagnosztikus céli enzimaktivitds mérések soran nem magara az enzimre, hanem az
altala jelzett sejt-, illetve szOvetkarosodasra vagyunk kivancsiak. Az orvosi céla
vizsgalatokhoz hasonldéan az Okotoxikoldgiaban/toxikologidban is az enzimek bioindikator

szerepet tolthetnek be a karos hatas vizsgalata soran.

SOS-Chromo teszt — genotoxicitas mérése

A mutagén anyagok kimutatasara hasznalt SOS-Chromo teszt a S-galaktozidaz és az
alkalikus foszfatdz enzim aktivitds mérésén alapuld egyszer(i kolorimetrids mérés. A teszt az
Escherichia coli K12-bol szarmazo PQ37 mutans torzsét haszndlja tesztszervezetként. A teszt
azon az elven alapul, hogy a legtobb genotoxikus vegyiilet indukalja az SOS hibajavito

tendszert a baktériumban. Az SOS-repair rendszer az erdsen karosodott DNS-szal javitasara
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az utolso "esélyt" adja, ahol mar nem a hiba korrekt javitdsa a cél, hanem egy valamennyire is
hasznalhato, folytonos DNS elkészitése, mely a késobbiekben esélyt biztosit a tulélésre.

A tesztszervezetben a normal /ac gént — a f-galaktozidaz struktirgénje — torolték a
genombol, és athelyezték az sfiA gén kontrollja ald, amely részt vesz a sejtosztodasban ¢€s
tobb beépitett génnel egylitt az SOS valaszreakcioért is felelds.

A sejt a DNS javitdsa sordn az sfiA::lacZ operont a genotoxicitds nagysaganak
megfeleléen tobbszor atirja. Az atirdsok szamanak novekedése egyenesen aranyos a lacZ altal
kodolt f-galaktozidaz enzim mennyiségével. Normal allapotban egy gatlofehérje (represszor)
megakadalyozza az sfiA gén és ezzel egyiitt a lacZ gén kifejez6dését. Abban az esetben, ha a
sejt valamilyen mutagén anyaggal keriil kapcsolatba, a sejt elindit egy SOS jelet, amely
hatasara egy rekombinans fehérje (RexA) hasitja a represszort (LexA) és megtorténik az sfiA
gén atirddasa, amellyel egylitt a /lacZ gén is atirddik, tehat megindul a p-galaktozidaz
termelddés (2.7. sz. abra.). A PQ37-es mutans torzsben tehat, a fentebb emlitett /ac-operon
athelyez6dés miatt, a galaktozidaz termelddés csak az sfiA expresszidja utan indulhat be.

A tesztszervezet tovabbi két mutans gént hordoz. A vad tipusi uvrA excizids-repair
elem lehetévé tenné a DNS karosodas gyors megsziintetését, igy az SOS-valasz elmaradésat.
Ennek mutéaciojaval a PQ37 torzs sokkal érzékenyebbé valt a DNS hibak SOS-rendszeren
keresztiil torténd kimutatasara. Az uvrA mutacionak azonban van egy negativ kovetkezménye
is, ami a tesztmikroba fokozott fény és UV érzékenységében nyilvanul meg. Emiatt a PQ37
torzset kiilondsen dvatosan kell kezelni, fénytdl elzarva kell a kisérletet folytatni. A maésik
mutans gén az rfa, amely a baktériumsejt lipopoliszacharid részére hat és ndveli a

sejtmembran ateresztd képességét (QUILLARDET ET AL., 1982; LEGAULT ET AL., 1994).
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2.7. sz. abra: Az SOS-Chromo teszt miikodésének sematikus rajza (QUILLARDET ET AL., 1985 alapjan)

A teszt alkalmas a genotoxikus, és DNS karositd anyagok kornyezeti mintdkban,
talajban, levegdben, vegyiiletekben, élelmiszer 0Osszetevokben, kozmetikumokban, vagy
biologiai folyadékokban vald kimutatasara (LEGAULT ET AL., 1994). Szakirodalmi adatok
alapjan a teszttel kimutathaté az AFB1 mutagén hatdsa (QUILLARDET ET AL., 1985;
QUILLARDET & HOFNUNG, 1985 AUFFRAY ET AL., 1984), illetve nagyban korrelal (60-100%)
a széles korben alkalmazott Ames teszttel (AUFFRAY ET AL., 1984; MAMBER ET AL., 1986;

BRAMS ET AL., 1987; EDER ET AL., 1989; VON DER HUDE ET AL., 1988; XU & SCHURR, 1990).

YES teszt — hormonhatas mérése

Széles korben alkalmazott modszer a YES (Yeast Estrogen Screen) teszt, mely
kivaléan alkalmas kiilonb6z0 anyagok Osztrogénhatasanak kimutatasara. A Saccharomyces
cerevisiae ¢éleszt6 DNS-ébe egy human Osztrogén receptort integraltak, illetve a sejt
plazmidon kodolt Osztrogén valasz elemeket tartalmaz, mely szabdlyozza a lacZ gén
atirddasanak folyamatat. A receptor és az Osztrogén valasz elem kapcsolodasat kovetden a
lacZ gén expresszidja elindulhat. Annak érdekében, hogy a receptorok aktivitdsa mérhetéveé
valjon, sziikség van egy szubsztrat, a voros szinl klorofenol- 3-D-galaktopiranozid (CPRG)
hozzéadasra, melyet a képz6dd f3-galaktozidaz fog hidrolizalni. Ez a sargabol vordsbe valtd
kolorimetrias reakci6 mérhetd fotometridsan, 540 nm-en (2.8. sz. dbra). A reakcid 3-5 napos
inkubécio alatt zajlik le, illetve a folyamatot bonyolitja az emlitett szubsztrat hozzdadasa is

(ROUTLEDGE & SUMPTER, 1995).
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2.8. sz. abra: A YES-teszt miikodési sematikus rajza (ROUTLEDGE & SUMPTER, 1995)

A modszer Routledge ¢s Sumpter (1995) leirasa alapjan a YES teszt megbizhato
valaszreakciot ad 17-B 0Osztradiolra 0,3072—0,0000015 pg/ml kozott, és az intenziv f-
galaktozidaz termelddés 0,000003 pg/ml koncentraciotdl tapasztalhatd. Schwartz és
munkatérsai (2010) a 17-B 6sztradiol mellett, amelynek 50%-o0s hatdsos koncentracid értékét
(ECsp) 0,002 pg/ml-ben hataroztdk meg, a zearalenont is vizsgaltdk, amely ECs, értékét 0,5

pg/ml koncentracidban adtdk meg.

2.5.3.2 Biolumineszcencia mérésen alapulo tesztek

A biolumineszcencia €16 szervezetek altali fénykibocsatas, melyet enzimek
katalizalnak. Fénykibocsatasra képes €16 szerveztek tobbek kozott a baktériumok, gombak,
halak, algédk, rovarok, stb. (MEIGHEN, 1993).

A folyamatot a luciferdz enzim katalizdlja, a felhaszndlt szubsztrat pedig a luciferin. A
biolumineszcencidhoz sziikséges tovabbd egy hosszi szénlancu alifas aldehid és flavin-
mononukleotid (FMN), valamint az oxigén, illetve a folyamatban az elsddleges elektron
donor a NADH. A fénykibocsatast a lumineszcencia rendszer vezérli, melynek meghatirozo
lux génjeit izolaltdk példaul Vibrio sp. €és Photobacterium sp., valamint a széarazfoldi
Xenorhabdu-fajokbol. A biolumineszcens baktériumok a /uxCDABE operont tartalmazzak,
mely egy heterodimer luciferaz enzimet (luxAB), valamint annak szubsztratjat, egy hossza
szénlancu zsiraldehidet el64llitd enzimkomplexet (/uxCDE) kédol. A luciferaz a zsiraldehidet

¢s a redukalt flavin-mononukleotidot (FMNH,) oxidéalja, mely reakcié soran az energia
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kékeszold, 490 nm koriili hulliamhosszi fény formdajaban szabadul fel, az alabbi egyenlet

alapjan.

FMNH; + O, — FMN + RCOOH + H,0 + fény

A luciferaz és a szubsztratok keveredése gyorsan zajlik le. Ezt kovetden az enzim
keresztiilmegy egy korfolyamaton, mely alatt a fénykibocsatas eléri a maximumat. Ha a
FMNHj; ellatasa a sejtben folyamatos, akkor a fény allando szinten marad. A bakterialis lux
kazetta (luxCDABE) altal inditott fénykibocsatashoz nincs sziikség kiilsé szubsztratra, igy
viszonylag gyors reakciorol beszélhetiink.

A biolumineszcencia szoros kapcsolatban all a sejt életképességével, metabolikus
allapotaval. Ennek koszonhetden egy szennyezdanyaggal kapcsoltba keriilve, a sejten beiili
valtozasokra utalva kovetkezik be a fénykibocsatds; igy tehat az emlitett szervezetekbdl
izolalt [ux gének alkalmazasaval vizsgalt biolumineszcencia egy gyors, megbizhatd ¢&s

érzékeny indikatora lehet kiilonféle szennyezéanyagoknak (MEIGHEN, 1993).

Aliivibrio fischeri — citotoxicitas mérése

Az Aliivibrio fischeri taxon6miai besorolasa (URBANCZYK, 2007)
e Divizi6: Gracilicutes (Gram-negativ baktériumok)
e Osztaly: Scotobacteria
e (Csalad: Vibrionaceae

e Nemzetség: Aliivibrio

Az Aliivibrio fischeri (kordbbi nevén
Vibrio fischeri) egy fakultativ anaerob, palcika
alaki  baktérium, amely polaris ostorok
segitségével mozog. A mérsékelt ¢és a
szubtropusi  tengerekben  taldlhatd  meg,
leggyakrabban Hawaii sekély vizeiben ¢é16
Eupryma scolopes mélytengeri polip
szimbiontajaként. Tengeri baktérium Iévén

halofil, szaporodasa és fénykibocsatasa egyarant

befolyasolt a sokoncentraciotol, ami 2% mellett

2.2. sz. kép: Az A. fischeri vilagité tesztszervezet
(forras: a szerzo sajat felvétele, 2011)

1dealis.
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A baktériumnak a fentebb emlitett folyamatoknak koszonhetd fénykibocsato
tulajdonsagat (2.2. sz. kép) hasznaljuk fel a kornyezetvédelmi gyakorlatban vizmintak
toxicitasanak megallapitasara; toxikus kdzegben ugyanis enzimgatlas kovetkezik be. Ez a
gatlasi mechanizmus aranyos a szennyezettség mértékével, és fotométerrel mérhetd. A teszt
kivitelezését az ISO/EN/DIN 11348 nemzetkdzi szabvany is leirja. Az A. fischeri
biolumineszcencia gatlason alapulo6 vizsgalatoknak az akut teszten kiviil kronikus valtozatat is
kifejlesztették, igy lehetdség nyilik olyan toxikus szennyezOk vizsgalatara is, amelyek
hatéideje hosszabb (KOVATS ET AL., 2005). A teszt szdmos szerves szennyezd toxikus
hatasanak kimutatdsara alkalmas. A nehézfémekre mutatott érzékenységével kapcsolatban a
szakirodalmi adatok eltérdek. Egyesek szerint a teszt kevésbé érzékeny fémekre (VAAJASAARI
ET AL., 1998), mas szerzOk viszont kimutatattdk a nehézfémekre mutatott érzé¢kenységét is
(WONG ET AL., 1997), valamint korrelaciot talaltak a fényintenzitas gatlas és a toxikus fémek
(As, Cr, Cu, Hg, Ni, Pb, Zn) koncentracidi kozott (KOVATS ET AL., 2005). A Szent Istvan
Egyetem, Kornyezetvédelmi €s Kornyezetbiztonsagi Tanszékén 2005-ben végzett vizsgalatok
is azt tamasztjak ald, hogy az A. fischeri baktérium viszonylag érzékeny tesztszervezet a
rézzel ¢és nikkellel kapcsolatban, bar mas, a talajéletben meghatdrozd szerepet betdltd
organizmusokhoz képest kisebb érzékenységet mutattak (NAGY, 2005).

A legtjabb vizsgélatok arra is ramutattak, hogy a tesztszervezet alkalmas lehet a
mikotoxinok vizsgalatara is. Az akut biolumineszcencia-vizsgalatot, amely a toxinokra
kevéssé érzékeny (2.8 sz. tdblazat) egy lengyel kutatocsoport adaptalta mikotoxinokra,
kutatasaik soran az AFBl-et 10 pg/ml és DON-t 20 pg/ml koncentracioban vizsgaltak.
Eredményeik alapjan a tesztszervezet lumineszcencidja az elsd hat oraban drasztikusan
csOkkent, mind a mikotoxinokat, mind a higité oldatot tartalmazé kontrollban. Az AFBI
hatasara a lumineszcencia nem emelkedett, s6t a kontrollhoz viszonyitott teljes gatlas volt
tapasztalhatd a 10. és a 15. oraban. A 10. orara a DON hatasara a tesztszervezet
lumineszcencidja meghaladta a kontroll értékét. A DON-nal végzett vizsgalatokban a
kontrollhoz viszonyitott 200%-0s lumineszcencia intenzitas is tapasztalhaté volt (SARTER ET
AL., 2008). Hasonl6 hormézis hatdst mar kordbban is tapasztaltak bakterialis
biolumeneszcencia mérésnél, abban az esetben, ha a mikroorganizmust stressz hatas éri,
amely DNS karosodast okoz. Weiser és munkatarsai (1981) kimutattdk, hogy a DNS-sel
reakcioba 1ép6 bizonyos vegyiiletek a Photobacterium leiognathi nem-lumineszkaldé mutans
torzsét stabil lumineszkalo sejtté valtoztattak. Czyz és munkatéarsai (2002) pedig az A. ficheri
biolumineszcencia intenzitdsdt mutattak ki négy oraval azutdn, hogy mutagén anyaggal
reagaltattadk, magasabb koncentracidban viszont ezek az anyagok gatoltdk az A. fischeri

tesztszervezet életmiukodését.
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2.8. sz tablazat: Az ISO 11348 szabvany szerint végzett vizsgalatok eredményei egyes mikotoxinokra a
TerraTox adatbazis (2007) alapjan

Toxin Koncentracio (pg/ml)
5 perces kontaktidd 15 perces kontaktidd 30 perces kontaktidd

AFBI 22,0 23,3 n.a.
AFB2 55,0 59,9 62,7
AFG1 41,5 39,0 35,6
AFG2 68,7 74,0 69,5
OTA 18,5 16,2 16,3

T-2 150,0 143,0 173,0

Jelmagyarazat

n.a.: nincs adat

Eleszto alapu bioriporter rendszer — hormonhatashatas mérése

A moddszer a Saccharomyces cerevisiae nevi ¢€lesztotorzs genetikailag modositott
valtozatat hasznalja tesztszervezetként a hormonhatdsi anyagok kimutatdsira (hasonléan a
YES teszthez), ami eredeti allapotban nem képes biolumineszcenciara, de a /ux génkazetta
sejtbe integraladsaval 1étrehoztak a biolumineszcencia alapt BLYES (Bioluminescent Yeast
Esrtogen Screen) tesztet (Tennessee University, Knoxville, Tennessee, USA). A BLYES
teszt esetében a human 6sztrogén receptor génjét (hER-a) integraltdk a genomba. Emellett a
folyamatban két plazmid jatszik szerepet, a pUTK407 és a pUTK404, amelyek tartalmazzak a
Photorhabdus luminescens nevii mikrobabol izolalt lux géneket és a Vibrio harveyi
baktériumbol kinyert fip gént, ami a FMN redukcidért felelés. A pUTK404 plazmid egyszerre
expresszalja a luxA és luxB géneket; ezzel egylitt a masik plazmid (pUTK404) tartalmazza az
aldehid szintézisért felelds luxC, -D, -E és a FMN redukcidért felelds fip géneket (GUPTA ET
AL., 2003).

Mindkét plazmidon divergens (szétdgazo) promodterek (GDP és ADHI1) talalhatoak,
igy az atirds egyszerre kétiranyu folyamatban jatszodik le. A pUTK407 prométerei kozé
beillesztettek tandem (egymas utdn ismétlddd) osztrogén valasz elemeket, amelyek elinditjak
a plazmid atir6dasat, és egyszerre expresszaljak a /uxA és luxB géneket. Ezzel egyiitt a masik
plazmidra (pUTK404) egy kdzbens6 riboszéma belépési hely (IRES) lett integralva, amely az
eukariota szervezeteken az Osszetett gének atirddasahoz sziikséges. Igy lehetséges a

plazmidon a /uxC, -D, valamint a /uxE és az frp gének egyiittes atirdsa (2.9. sz. abra).
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2.9. sz. abra: A BLYES-teszt sematikus abraja (SANSEVERINO ET AL., 2005 alapjan)

A BLYES torzzsel egyiddben egy konstitutiv kontroll torzs vizsgalata sziikséges,
amely a citotoxicitds mérésére alkalmas S. cerevisiae BLYR torzs. A BLYR torzs esetében a
biolumineszcenciaért felelds gének atirddasa allando, viszont a sejt életfeltételeire kdrosan
hat6 anyagok kovetkeztében lumineszcencia gatlas tapasztalhatd (ELDRIGE ET AL., 2007).

A BLYES teszt esetében a 17-p osztradiol kimutathaté 1,36*10°-6,81%10"% pg/ml
kozott, illetve az 50%-o0s lumineszcencia intenzitast okozé koncentracio (ECsg) 1,72+0,65%10
" ng/ml. A ZEA esetében az ECs érték 0,60 pg/ml. Osszehasonlitasként, a korabban
széleskorben alkalmazott DDT nevli novényvéddszer EC,y érték 118,46 pg/ml, mig
bomléstermékének ECsg értéke 14,19 ug/ml. A napjainkban sokat vitatott €s a mindennapi
életiink részét képezd ftalatok koziil a benzil-butil ftalat ECsy értéke 14,6 pg/ml. Szintén a
milanyagokbol kioldodo szamos egészségligyi problémat okozod biszfenol-A ECy értékét 142
pg/ml koncentracidoban allapitottdk meg, mig a nonilfenol ECsy értéke 0,0361 pg/ml
(SANSEVERINO ET AL.,2009).

A BLYR teszt esetében 20%-os lumineszcencia gatlasi értéket (ICy0) hataroztak meg.
Ilyen lumineszcencia gatlas a 17-B dsztradiol, a DDT és DDE, benzil-butil ftalat, biszfenol-A
esetében nem jelentkezett, viszont a ZEA esetében 0,56 pg/ml, nonilfenol esetében 211 pg/ml

(SANSEVERINO ET AL.,2009).
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2.6 Mikotoxinok detoxifikacioja

A mikotoxinokat detoxifikalé illetve degradaldé dagensek szamos gyakorlati
felhasznéldsa a gazdasagi allatokndl indirekt médon a human egészségvédelem egyik eszkoze
is lehet, ugyanis az ily mdédon mentesitett allati termékek az emberi szervezetbe jutva mar
nem okoznak semmilyen karos hatast (BOUDERGUE, 2009).

Léteznek olyan takarmanyadalékok, melyek a takarmanyok mikotoxin-mentesitésére
szolgalnak. Ezek olyan anyagok, amelyek csokkentik a mikotoxin szennyezést a
takarmanyokban azaltal, hogy gatoljak azok felszivodasat, segitik kivalasztédasukat vagy
megvaltoztatjdk azok mikodését. Ezeket nevezziikk mikotoxin detoxifikdldo anyagoknak.
Miukodési elviik eltérd. A lehetséges detoxifikdldo modszerek a kovetkezok (BOUDERGUE,
2009):

e Adszorbensek: Olyan nagy molekulasulyG anyagokrél van sz6, melyek
megkotddnek a  mikotoxinok feliiletén, igy csokkentik azok biologiai
hozzéaférhetdségét. Ez a folyamat anélkiil jatszodik le, hogy az éllat bélrendszerét
karositand, és az lriilékkel tdvoznak. Lehetnek szilikon alapt szervetlen vagy szén-
alapu szerves polimerek, tejsav baktérium vagy akar éleszt6 sejtfal.

o Fizikai modszerek: A gabonaszemek mikotoxin-tartalma jelentdsen csokkenthetd
mechanikai szeparacid, strliség szerinti kiillonvalasztas, szin szerinti osztdlyozas
révén. Egyszerli atmosasi eljarasok (vizzel vagy Na-karbonat oldattal) csokkentik a
alkalmaznak még hdkezelést (fumonizin Bl) 150-200°C-on ¢és mikrohulldmi
kezelést (trichotecének). Tovabbad gamma-sugarzassal sikeresen kontrollaltak a
takarmény ochratoxin-szintjét (REFAIET AL., 1996).

e Kémiai modszerek: Szamos vegyliletet (pl. kalcium-hidroxid-monometilamin,
natrium-biszulfit, 6zon, klérgaz, hidrogénperoxid, aszkorbinsav, hidroklérsav, kén-
dioxid, formaldehid, ammoénia ¢és ammonium-hidroxid) hatdsosnak taldltak tobb
mikotoxinnal szemben (deoxinivalenol, zearalenon, T-2 toxin, aflatoxin és a
fumonizin). Az aflatoxinnal szennyezett takarmany detoxifikdlasara a
legelfogadottabb modszer az ammonizalds, amit az USA-ban, Franciaorszagban,
Nagy-Britannidban és Afrikdban sikeresen alkalmaznak is. Az Eurdpai Kozdsségben
nem engedélyezik a kémiai kezelést olyan arucikkek setében, melyeket emberi
fogyasztasra szannak. A vegyszerek a kovetkezd csoportokba sorolhatok: savak,
bazisok (ammonia, natrium-hidroxid), oxidaloé reagensek (hidrogénperoxid, 6zon),

redukalo agensek (biszulfid, cukrok), klorozo agensek (klor), sok és kevert reagensek
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(formaldehid). A kémiai mddszereket gyakran kombinaljak a fizikai modszerekkel,
hogy tovabb emeljék a dekontaminéci6 hatékonysagat (VARGA—TOTH, 2005).

¢ Biologiai modszerek: ezek soran a mikotoxinok lebomlanak vagy atalakulnak egy
nem vagy kevésbé toxikus metabolittd. Az aktiv dgensek lehetnek baktériumok,
gombdk vagy kiilonb6z6 enzimek is (Az ismert biotranszformacids eljardsok

attekintését a 2. melléklet tartalmazza).

2.6.1 Biodegradacio

A biodegradacié kifejezés tagabb értelemben magéba foglalja a mikroorganizmusok
altal végzett biologiai-biokémiai folyamatok sorozatan keresztiil megvalosuld lebontasi
(katabolitikus), illetve atalakitasi (transzformécios) folyamatok Osszességét (SZOBOSZLAY,
2003).

A biodegradacios folyamatokat két csoportra oszthatjuk. Megkiilonboztetiink teljes
illetve részleges lebontést. Az elsé esetben a kiindulési szerves vegyiiletek szén-dioxidra és
vizre oxidalodnak biomassza keletkezése mellett, ekkor mineralizaciorél beszéliink. A
részleges biodegradacido esetében el6fordulhat, hogy (i) hianyzik a degradacidohoz
nélkiilozhetetlen valamely enzim, ezért a folyamat megreked egy kozti terméknél, a képzodott
energiat a mikroorganizmusok hasznositjak; (ii) a kiindulési vegyiilet részlegesen modosul, de
a mikrobdk nem hasznositjak a felszabaduld energidt (kometabolizmus); (iii) harmadik
esetben a kiindulasi vegyiiletek atalakulnak, és komplexebb, stabilabb vegyiiletek keletkeznek

(SZOBOSZLAY ET AL., 2002).

2.6.1.1 Aflatoxin-B1 és zearalenon biodegradacidja

Ahogy azt bemutattuk, a mikotoxinok altaldban aromds gytiriit tartalmazo vegyiiletek.
Azon mikrobdk, amelyek aromasgylri-bontd képességgel rendelkeznek, nagy
valoszintiséggel hatékonyan képesek bontani a mikotoxinokat. A szakirodalom alapjan ismert

AFBI1 ¢és ZEA bont6 mikroorganizmusokat a 2.9. sz. tdblazat tartalmazza.
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2.9. sz. tablazat: Az aflatoxin és zearalenon bontdsiara képes mikroorganizmusok ésszefoglalasa

Toxin Mikroorganizmus Forras
AFB1 Nocardia corynebacteroides (Flacobacterium aurantiacum) | CIEGLER, 1966
HAO & BRACKET, 1988
Mycobacterium fluoranthenivorans HORMISCH, 2004
Corynebacterium rubrum MANN, 1977
SHIH, 1975
Rhodococcus erythropolis TENIOLA ET AL., 2005
Aspergillus parasiticus WUET AL., 2009
ZEA Rhizopus sp. KAMIMURA, 1986
Gliocladium roseum (syn. Clonostachys rosea) EL-SHARKAWY & ABUL-HAJJ 1988A
Absidia coerulea EL-SHARKAWY & ABUL-HAJJ, 1988B
Absidia spinosa
Aspergillus niger

Fusarium oxisporum, F. avenaceum

Mucor bainieri

Penicillum stipitatum

Streptomyces griseus, S. rutgersensus, S. rimosus

Rhizopus arrhizus EL-SHARKAWY & ABUL-HAIJJ, 1991
Fusarium sp. PLASENCIA & MIROCHA, 1991
BERTHILLER ET AL., 2009
Clonostachys rosea TAKAHASHI-ANDO ET AL., 2002
Clonostachys rosea zdh101 génje transzformalva TAKAHASHI-ANDO ET AL., 2004

e . coli baktériumba
o Saccharomyces cerevisiae élesztObe

e rizsbe
Trichosporon mycotoxinivorans MOLNAR ET AL., 2004
VEKIRU ET AL., 2010
Kevert baktériumtenyészet MEGHARAJ ET AL., 1997
MORTENSEN ET AL., 2006
YUKSEL ET AL., 2005
Rhizopus stolonifer, R. oryzae, R. microsporus VARGA ET AL., 2005
Pseudomonas putida ZEA-1 ALTALHI, 2007
ALTALHI &EL-DEEB, 2009
Acinetobacter sp. SM04 YUETAL., 2011

A fuzarium penészek altal termelt mikotoxinok szerkezeti képlete tartalmaz egy
ugynevezett 12,13-epoxid csoportot, amely a toxikussagért felelds, illetve az AFB1 oxidacios
utvonalon torténd atalakuldsa soran 8-9-epoxid csoportot tartalmazd vegylilet képzddik,
amely képes a DNS-hez kotddni. Az epoxid redukcidja jol ismert folyamat, amelyet a kérédzd
allatok benddjében €16 mikrobidlis epoxiddz enzimek bontanak. Napjainkban mar tobb
hasonld képességgel bird baktériumot ismeriink; pl. az Eubacterium-fajok is képesek hasonlod
epoxidaz enzimek szintézisére, melyet baromfiban a T-2 toxin esetében be is bizonyitottak
(MEZES ET AL., 2010).

Az AFBI1 mikotoxint illetden napjainkig az aktinomicétak korében volt bizonyitott a
degradacios képesség. Szakirodalmi forrasok beszamoltak a Nocardia corynebacteroides
(CIEGLER, 1966), a Mycobacterium fluoranthenivorans (HORMISCH, 2004) ¢és a
Corynebacterium rubrum (MANN, 1977; SHIH, 1975), aflatoxin-bontd képességérdl. Teniola
(2005) részletesen foglalkozott annak tanulmanyozéséaval, hogy az AFB1 degradécio egyben a

mutagén hatds megsziinésével jar-e. Kisérleteiben a Rhodococcus erythropolis sejtkivonataval
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kezelt 1 pg/ml AFBl-et. Kromatografids vizsgalatokkal nem volt kimutathaté az AFBI1
bomlasi termékeinek kialakuldsa, amely arra enged kovetkeztetni, hogy az AFBI kémiai
tulajdonsagaitol teljesen eltéré termékek keletkeztek, valamint Ames teszttel tortént vizsgalat
utan bebizonyosodott, hogy a biodegradacio a mutagenitasi potencial megsziinésével is jart.

(1986) a Rhizophus sp. ZEA-bontd tulajdonsagat irta le, majd El Sharkawy és Abul-Hajj
(1988) irtak le a ZEA eredményes bontasat, melynek soran a Gliocladium roseum nevi
gombafaj bontotta a toxin gyliriis rendszerét. Kisebb mértékii bontést tapasztalt a szerzOparos
a Streptomyces griseus, S. rutgersensus, Rhizopus arrhizus torzs esetében, amely
mikroorganizmusok 18, 25, 40%-4at képesek voltak a toxinnak o-zearalenonné alakitani (EL-
SHARKAWY & ABUL-HAJJ, 1988B). Takahashi-Ando és munkatérsai (2004) a ZEA mennyiségének
felelds laktonohidroldz enzim génjét, a zhd101-et, amelyet E. coli és S. cerevisiae
mikroorganimusokba transzformaltak, igy eldallitva ZEA bontadsra képes genetikailag
modositott szervezeteket; ezen kiviil a zhd101 gént GM rizsbe iiltetve is értékelték a ZEA-
detoxifikcio hatékonysagat. Az E. coli altal végzett degradacio hatékonynak bizonyult, mig a
S. cerevisiae kisebb aktivitdst mutatott. A GM rizzsel bedllitott kisérletek soran is jelentds
toxinmennyiség csokkenést mutattak ki (TAKAHASHI-ANDO ET AL., 2004). Tovabbi
mikroorganizmusrol is bizonyitott ZEA-bont6 képessége. A Trichosporon mycotoxinivorans
¢lesztdgombafaj leirdsa utdn bizonyitottdk annak ZEA- és ochratoxin-bontd képességét is,
valamint, hogy a biodegradaciés végtermék mar nem rendelkezett Osztrogén hatéssal
(MOLNAR ET AL., 2004; VEKIRU ET AL., 2010). A prokariétdk ZEA bontd képess€gérol mar
kevesebb szakirodalmi adat 1étezik. 2007-ben egy Pseudomas putida ZEA-1 jelzést torzsérol
irtak le, hogy képes a zearalenont egyediili szénforrasként hasznositani, illetve Artemia salina
tesztszervezettel vizsgaltdk a maradék toxikus hatast. Tovabbi vizsgdlatokban azonositottdk a

ZEA bontasért felelds plazmidon kédolt géneket.
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1 A mikotoxinok biologiai hataselemzésre alkalmazott tesztek

A kisérletekhez az AFB1 és ZEA toxint a Fermentec Ltd-t6l (Izrael) szereztiik be €s
acetonban oldottuk. Torzsoldatot készitettlink 1000 pg/ml-es koncentracidban, amelyet a
kiilonbozé  vizsgalati irdnyokhoz megfeleld koncentracioban adagoltam a kisérleti

rendszerekhez.

3.1.1 SOS-Chromo genotoxicitas teszt

Az SOS-Chromo tesztet Quillardet és munkatarsai 1982-ben fejlesztették ki egy
egyszer(l kolorimetrids vizsgalatként a genotoxikus anyagok detektalasara. A teszt eredetileg
kémcesdében kivitelezhetdé moddszer, amelynek gyartoi kiszerelésben kaphatd verzidjat 1984-
ben az Orgenics (Yavne, Israel) fejlesztette ki és jelenleg az EBPI (Envintonmental Bio-
detection Product Inc., Kanada) forgalmazza.

Ahogy azt az irodalmi attekintésben bemutttam ebben a modszerben az E. coli PQ37
jelzésii torzs esetében a mutagén anyag hatasara indukalt SOS valaszreakcioval egyiitt a f-
galaktozid4dz enzim termelésért felelds génszakasz traszkripcidja is megtorténik. A modszer
soran a f-galaktozidaz termelddés mellett, amely a genotoxikus potencialra utal, mérjiik az
alkalikus foszfatdz aktivitasat is, ami a sejt ¢életképességét mutatja. A két enzim
kolorimetridsan mérheté a megfeleld szubsztrat hozzadadasaval. A f-galaktozidaz szubsztratja
az 5-bromo-4-kloro-3-indolil-B-D-galaktopiranozid (X-gal), amely hidrolizis utdn intenziv
kék szinli és 620 nm-en, fotometridsan mérhetd; mig az alkalikus foszfatdz enzim a para-
nitrofenil foszfat (pNPP) szubsztrattal sarga szinreakciot ad, ami 405 nm-en mérhetd. A két
hullamhosszon mért abszorbancia értékekbol (ELx800 — ELISA reader, BioTek Instruments,
Inc.) az enzimaktivitasok kvantitativan meghatdrozhatéak. A f-galaktozidaz és az alkalikus
foszfatdz enzim relativ koncentracidjabol kovetkeztethetliink a minta mutagén tulajdonséagara.
Az eredmények kifejezésére alkalmazhatdé az indukcios faktor (IF), amely a genotoxikus
aktivitas kifejezésére szolgadl az egyes koncentracid szinteken, és az aldbbi képlettel
hatarozhaté meg:

[ A405nk x 46201
A4051x A620nk

ahol, A405: abszorbancia 405 nm-en (alkalikus foszfataz)
A620: abszorbancia 620 nm-en ([3-galaktozidaz)

nk: negativ kontroll

t

crer
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Szakirodalmi adatok alapjan genotoxikusnak szamit az a minta, amely egy adott
koncentracioban 1,5 vagy annal nagyobb IF értéket mutat (LEGAULT ET AL., 1994).

Adott vegylilet dozis-hatas (IF) fliggvényében a linedris rész meredekségébol
allapitjuk meg az indukcios potencialt (SOSIP). Az eredmények standardizalasdhoz egy
korrekcios faktort alkalmazunk, mely soran a tesztben 4-nitro-quinoline-oxid (tovabbiakban
4NQO) -ra meghatarozott SOSIP értéket hasonlitjuk a szakirodalomban publikalt SOSIP=71
értékhez (QUILLARDET ET AL., 1982)

Az SOS-Chromo tesztben lehetdség van a genotoxinok metabolikus aktivalassal
torténd vizsgalatara is, S-9 mix alkalmazasaval, amely mutagén kezeléssel (Aroclor 1254)
provokalt patkdnymadj-enzimkivonatot tartalmaz (Sprague Dawley® Rat). A metabolikus
aktivalas beiktatdsa a kisérletbe, az emldsok szervezetében végbemend metabolikus
folyamatok modelljeként szolgal.

A teszt kivitelezése a gyartd Gtmutatasai szerint tortént. A kontrollok és mintdk 10 pl
mennyiségét adagoljuk a mikrotiter-lemez megfeleld részeibe, amelyekhez 100 pl
tesztszervezetet adagolunk, majd 1,5 o6ran keresztiil inkubéljuk 37°C-on. A megfeleld
szubsztratkeverék (X-gal és pNPP) hozzaadasa utan, Gjabb inkubécio kovetkezik (90 min,
37°C). Végiil ellendrizziik az abszorbanciat 405 és 620 nm-en.

A vizsgalat soran két pozitiv kontroll alkalmazasaval ellenérizziik a teszt megfeleld
miikodését. A 4NQO a direkt hatasu genotoxinokra alkalmazott kontroll, amely segitségével
lehetdség van a teszteredmények standardizdldsara. A 2-amino-antracén (tovabbiakban 2AA)
az indirekt genotoxinok vizsgéalatakor haszndlatos kontroll vegyiilet (QUILLARDET ET AL.,
1985; EBPI, 2008). Mindezek mellett alkalmazunk egy higitdé oldatot tartalmazo negativ
kontrollt és egy mikrobamentes vakot is.

Az elOkiséreltek sordn a toxinokat 1:2-es higitasi sorban vizsgaltunk, azaz AFB1-et
100,078 pg/ml, a ZEA-t 10-1,25 pg/ml koncentracidoban. A kisérlet soran a toxinokat
metabolikus aktivalas nélkiil és metabolikus aktivalassal is vizsgaltuk.

Az AFB1 biologiai lebontasanak vizsgalata céljabol az SOS-Chromo tesztet
adaptaltam toxinbontasi kisérletekhez. Ennek soran az SOS-Chromo teszt kivitelezése a
fentiekben leirt modon tortént, azzal a kiilonbséggel, hogy a biodegradécios kisérletben
szerepld mikrobamentes vak mintak, az SOS-Chromo teszt esetében, mint pozitiv genotoxikus
kontroll szerepeltek. A biodegradacios kisérlet rendszereinek mintait, a kontroll mintdit és a
vakot 10 pl térfogatban adtam a mikrotiter-lemez megfeleld iiregeibe és vizsgaltam SOS-
Chromo teszttel, illetve hasonlitottam 0ssze a parhuzamos miiszeres €és immunanalitikai

tesztekkel.
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3.1.2 Aliivibrio fischeri citotoxicitas teszt

A kisérlethez sziikséges Aliivibrio fischeri (DSM-7151, NRLLB-11177) baktériumot a
Mikroorganizmusok és Sejtkultirak Német Nemzeti Gylijteményébdl (DSMZ — Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH) rendeltiik. A liofilizalt (fagyasztva
szaritott) baktériumot rehidratalas utan Bacto Marine tapoldatban szaporitottuk és 4°C-on
tartottuk fenn Bacto Marine ferde agaron.

Az ISO 11348 szabvanysorozatnak megfeleld A. fischeri vizsgalat alkalmazhato
szennyvizre, vizes extraktumokra és csurgalékvizekre, édesvizekre (felszini és talajvizre)
vagy sOs ¢és enyhén soOs vizre. A modszer elve az A. fischeri fénykibocsatas-gatlasanak egyedi
elegyvizsgalatban vald meghatarozdsa, amelyet a tesztminta ¢és a tesztorganizmus
szuszpenzionak kiivettaban vald egyesitésével végzik. A teszt 5-15-30 perces valaszthato
érintkezési 1d6t kdvetden mért lumineszcencia-valtozas, egy korrekcids faktor figyelembe
vételével, amely a kontroll mintdk expozicios idén beliili intenzitasvaltozasdnak a mértéke, €s
amivel a higitasi sorok eredményeit is korrigalni kell. A minta altal okozott gatlast azzal a
higitassal fejezziik ki, amely a vak értékéhez képest 20% és 50% fénycsokkenést eredményez.
Ezeket az értékeket interpolaljuk a higitasi sorozatokon beliil. Ezzel ellentétben az AFBI1
vizsgalata sordn Sarter és munkatarsai (2008) altal kidolgozott mddszer alapjan, hosszabb (25
oras) kontaktid6t alkalmaztak. A kisérlet végrehajtasa soran az A. fischeri tesztszervezetet
Bacto Marine (BM) agarra (Difco 2216) szélesztett 24 6ras tenyészetét oltottdk 50 ml BM
oldatot tartalmazd Erlenmeyer lombikba. A baktérim szuszpenziot ,razd vizfiirddben”
inkubaltdk (25°C, 30 rpm), és a sejtsiiriséget 550 nm-en OD=0,1-re allitottdk be. Az
aflatoxint megfeleld koncentracioban adagoltdk a tesztszervezethez (1 mg/ml toxin-
torzsoldatbol 200 ul), illetve a kontroll mintakhoz hasonlo térfogatu oldoszert (acetont)
adagoltak. A mintdk fénykibocsatdsit a kezdd iddpillanatban illetve 3,5-10-15-25 Oras
kontakidd utan ellendrizték. A kapott fénykibocsajtasi értékekbdl kiszamitottdk Froehner és

mtsai (2002) alapjan a toxinok altal kifejtett gatlast:
Ktx — Mt
Gatlas (%)= Huj * 100}
Kitx

,ahol Kix:  parhuzamos kontrollok fénykibocsatasanak atlagértéke x kontakidd utan
Mtx: parhuzamos mintak fénykibocsatasanak atlagértéke x kontaktidénél.

Ezt, a Sarter és munkatarsai (2008) altal kifejlesztett vizsgalatot tovabbfejlesztettem
mikrotiter-lemezen végezhetdé moddszerré. Az alapkisérletek sordn a tesztszervezet
érzékenységét kivantam megallapitani az AFB1, ZEA toxinokra. A vizsgalatokat 100 pl 4.
fischeri tesztkulturaval BM tépoldatban végeztem, amely sejtstiriségét beallitottuk OD=0,1-
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re. A mikotoxin-mentes kontroll mintak tartalmaztik a tesztszervezet folyékony kultirajat és
a higité oldatnak hasznalt acetont. A vizsgalatban résztvevo kontrollokat, az AFB1 (20-10-5-
2-1 pg/ml) és ZEA, (20-15-10 pg/ml) mintdk mindegyikét harom parhuzamos rendszerben
vizsgaltuk 3,5-10-15-25 6ras kontakidd utan.

3.1.3 BLYES/BLYR hormonhatas elemzo tesztreszdszer

A tesztszervezeteket az amerikai Tennessee Egyetem munkatarsai fejlesztették ki és
hivatalos egylittmiikddési szerzédés keretében Gary S. Sayler professzor, a Center for
Environmental Biotechnology vezetdje bocsatotta rendelkezésemre.

Az ¢élesztdk szaporitdsdhoz uracil és leucin szelektiv tapoldatot (YMMuym., i1eu-)
alkalmaztam, amelyet 5 tovabbi oldattal egészitettem ki: vitamin oldat (mely tiamint,
piridoxint, pantoténsavat, inozitolt és biotin oldatot tartalmaz), 20%-os gliikkéz oldat, L-
aszparaginsav oldat, L-treonin oldat és réz-szulfat oldat. A tenyészeteket -80°C-on taroltam a

tovabbi vizsgalatokig.

3.1. sz. kép: A BLYES torzs szelektiv taptalajra 3.2.sz. kép: A BLYR torzs szelektiv taptalajra
szélesztve (forras: a szerzo felvétele, 2011) szélesztve (forras: a szerzo felvétele, 2011)

A BLYES (3.1 sz. kép) és BLYR (3.2. sz. kép) tesztszervezeteket 250 ml-es
Erlenmeyer lombikban szaporitottam 30 ml tdpoldatban, majd termosztitban inkubéltam
(30°C, 200 rpm) 24 oran keresztiil és sejtstiriségét 600 nm-en (ODgoo) 1-re allitottam be
(SANSEVERINO ET AL., 2009). A vizsgalatokat fehér mikrotiter-lemezeken végeztem. Pozitiv
kontrollként 17-B-0sztradiolt alkalmaztam, amely esetében a vizsgalati koncentracio
Sanseverino és munkatarsai (2009) leirasat kovetve 2,7E-1 pg/ml (1E-06 mol/dm?) volt és
6,8E-7 pug/ml (2,5E-12 mol/dm®) végsé koncentracioig jutottunk el. A ZEA esetében a
vizsgalt koncentracié 31,84 pg/ml- rél (1E-04 mol/dm’) indult és 3,18E-05-re (2,5E-010

mol/dm®) higitottuk. Higité oldatként metanolt hasznaltam. Két negativ kontroll hasznélata is
g g g
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sziikséges a vizsgalat sordn: a higitashoz hasznalt metanolt és a tesztszervezetet tartalmazo
kontroll, valamint magat a tesztszervezetet tartalmazo6 kontroll.

A mintdk és kontrollok kiadagolasa (20 pl/well) utan a bedllitott sejtstirliségii
tesztszervezet 200 pl-ét adagoltuk a mikrotiter-lemez megfeleld részeibe €s a mikrotiter-
lemezt 30°C-on inkubdltam 5 6ran keresztiil. Ellendriztem a kezdd fénykibocsatast, majd
oranként mértem VictorX Multilabel Plate Reader (Perkin Elmer Inc.) segitségével.

Az eredmények értékelése soran elsd 1épésként kiszdmitottam a negativ kontrollok
szdzalékos aranyat, hogy meggydzddjek értékeink hitelességérdl. Ez az ardny hatirozta meg
azt, hogy a mérés soran kapott eredmények hitelesek illetve elfogadhatdéak-e. Amennyiben ez
az érték meghaladja a 150%-ot, akkor a higitd oldat nagy valdszinliség szerint tartalmaz
valamilyen szervezetre hatd anyagot, igy a mérést meg kell ismételni.

A BLYES tesztszervezet értékelése soran meghatdroztam a pozitiv kontroll ECsy
értékét. A hormonhatas és citotoxicitds meghatarozasa sordn elsd 1épésként felrajzoltam a
mért értékekbdl kapott grafikonokat, melyek szabalyos szigmoid alakot mutattak. Az S-gorbe
egyenes szakaszara linedrist illesztettem, melynek egyenlete alapjan kaptam meg a minta
fénykibocsatasanak 50%-os emelkedését eredményezd toxicitasi értéket.

A BLYR esetében a tapasztalt hatast gatlasi szazalékban, ICy értékkel fejeztiik ki. Az
IC (Inhibitory Concentration) azt a tesztminta-koncentracidt jelenti, amely a 20%-os

inhibicidt valt ki.

A ZEA bioldgiai lebontasanak vizsgalata céljabol a BLYES/BLYR tesztet adaptaltam
toxinbontasi kisérletekhez. A vizsgadlandd mintakbodl 1:2-es higitasi sort készitettem, majd 20
pl-t adagoltam a mikrotiter-lemez megfeleld részeibe. A vizsgalatok sordn pozitiv
kontrollként a bontési kisérletbdl (lasd 3.5 fejezet) szarmazod pozitiv kontroll (vak) oldatot
alkalmaztam.

A bontasi kisérlet feliilisz6 mintai esetében egy lumineszcencia intenzitasi értéket
hataroztam meg Froehner és munkatarsai altal kidolgozott (2002), de modositott egyenlet
alapjan, amely szerint az eredeti egyenlet reciprok értékének alkalmazdsdval nem
biolumineszcencia gatlasi, hanem intenzitdsi értékben adtam meg szazalékos ardnyban a

kontrollhoz viszonyitott fénykibocsatas valtozast.
Intenzitasi értek (%) = K@j*loo} *(=1)

,ahol Kix:  parhuzamos kontroll mintdk fénykibocsatasanak éatlagértéke adott kontakidénél

Mtx: parhuzamos mintak fénykibocsatasanak atlagértéke adott kontakidénél
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3.2 Hazai kukorica mintakbol izolalt Aspargillus flavus torzsek aflatoxin-
B1 termelésének kimutatasa SOS-Chromo-teszttel

3.2.1 A mintak begyiijtése, tenyésztés, izolalas

Munkédnk soran Magyarorszadg kiilonb6zé régidibol szarmazod a kukoricamintdk
penészgomba-fertdzottségének  felmérése céljabol  kiilonb6zd  termeldktdl, illetve
beszallitoktol szdrmazod, egymastol idOben és térben elkiilonitetten tarolt szallitasi tételeket
(Csuka Gabona Kft., Vac) vizsgaltunk. A tételek mintazasa, a mintdk tovabbi kezelése a
mikrobiologiai céli mintafeldolgozas szabalyai szerint torténtek. A szemekbdl kozvetleniil
kindtt telepekbdl tiszta tenyészeteket készitettiink (Zt27, Zt66, Zt64, Zt55, Zt80) és az igy
nyert torzseket a Szent Istvan Egyetem, Kornyezetvédelmi és Kdrnyezetbiztonsagi Tanszék

gyljteményébe deponaltuk.

3.2.2 Aflatoxin-termelés vizsgalata

Eldzetesen nyirkosra nedvesitett, autoklavban sterilezett 100-100 g szemes kukoricat
oltottunk be az egyes torzsek 1E+06 mennyiségli konidiumaval és inkubaltuk 26°C-on 10
napig. Negativ kontrollként inokulummentes kukorica minta szolgalt. A mintdk aflatoxin
tartalmat szaraz stlyra adtuk meg. A mintanként 25-25 g kukoricamintat alaposan atdaraltuk,
majd dsszekevertiik, hogy liszt finomsadgu homogén vizsgalati anyagot kapjunk. A 25 g daralt
mintdhoz 5 g NaCl-ot, adtunk, majd 125 ml metilalkohol-desztillalt viz 70:30 aranyt
elegyével 2 percig homogenizaléban extrahaltuk. A toxin extrakcidjat a beméré lombikba
atfejtett mintak tovabbi kétoras, 30°C-os razdéinkubatorban torténd razatasaval fejeztiik be.

Az A. flavus-szal beszott kukoricaszem-tomeg aflatoxin tartalménak kimutatdsra
biologiai hataselemzést végeztem SOS-Chromo teszttel, amely eredményeket ELISA, HPLC-
FLD és HPLC-MS és modszerekkel vetettem Ossze.

3.3 A biodegradacios kisérletekben felhasznalt mikroorganizmusok és
tenyésztési koriilmények
Vizsgélataim soran az Agruniver Holding Kft. és a Szent Istvan Egyetem
Kornyezetvédelmi és Kdrnyezetbiztonsagi Tanszék torzsgylijteményében taladlhatd baktérium
torzseket hasznaltam fel, amelyek eldzetesen igazolt mikotoxin-bontd képességgel
rendelkeznek, illetve nemzetkozi torzsgylijteményekbdl szarmazé referencia torzseket vontam

kisérletbe (3.1. sz. tdblazat)
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3.1. sz. tablazat: A bontasi kisérletekbe vont mikroorganizmusok besoroldsa és szarmazasa

Faj Torzs Forras

Rhodococcus ruber N361 M Goodfellow
Rhodococcus globerulus N58 M Goodfellow
Rhodococcus globerulus AK36 Agruniver Holding Kft.
Rhodococcus rhodochrous NI2 I. Nagy

Rhodococcus rhodochrous ATCC 12674  E.R. Squibb & Sons, Inc.
Rhodococcus erythropolis AK35 Agruniver Holding Kft.
Rhodococcus erythropolis AK42 Agruniver Holding Kft.
Rhodococcus erythropolis GD2A Agruniver Holding Kft.
Rhodococcus erythropolis GD2B Agruniver Holding Kft.
Rhodococcus erythropolis BRBIAB Agruniver Holding Kft.
Rhodococcus erythropolis NIl I. Nagy

Rhodococcus pyrdinivorans AK 37 Agruniver Holding Kft
Rhodococcus pyridinivorans K402 Agruniver Holding Kft.
Rhodococcus pyridinivorans K403C Agruniver Holding Kft.
Rhodococcus pyridinivorans K404 Agruniver Holding Kft.
Rhodococcus pyridinivorans K405 Agruniver Holding Kft.
Rhodococcus pyridinivorans K408 Agruniver Holding Kft.
Rhodococcus aetherivorans AK44 Agruniver Holding Kft.
Streptomyces heliomycini K2 Agruniver Holding Kft.
Streptomyces cavourensis K14 Agruniver Holding Kft.
Chryseobacterium formosense UA 58 Agruniver Holding Kft.
Chryseobacterium hydrocarbonovorans  TN4 Agruniver Holding Kft.
Gordonia paraffinivorans NZS6 Agruniver Holding Kft.
Pseudomonas pseudoalcaligenes FEH28 Agruniver Holding Kft.
Pseudomonas citronellolis ZS1 Agruniver Holding Kft.
Pseudomonas azelaica TN5 Agruniver Holding Kft.
Pseudomonas monteilii ZV6 Agruniver Holding Kft.
Pseudomonas putida DNI1 Agruniver Holding Kft.
Pseudomonas stutzeri KO5 Agruniver Holding Kft.
Microbacterium esteraromaticum NZS9 Agruniver Holding Kft.
Microbacterium barkeri EL1 Agruniver Holding Kft.
Pseudoxanthomonas suwonensis NZS6 Agruniver Holding Kft.
Pseudoxanthomonas kalamensis H4 Agruniver Holding Kft.
Arthrobacter protophormiae J4 Agruniver Holding Kft.

A Dbontasi kisérletre valasztott, -80°C-on tarolt torzseket LB agarra szélesztve
inkubaltam (28°C) 72 6ran keresztiil. A telepek tisztasdganak ellenérzése utan 50 ml LB
tapoldatot oltottam be egyetlen tiszta telepbdl szarmaz6 inokulummal és razattam (28°C, 170

rpm) 72 dran keresztiil. Az inokulumok sejtstirliségét ODgoo=0,6-ra allitottam be.

3.4 Az aflatoxin-B1 bioldgiai lebontasanak vizsgalata

A Dbiodegradacios kisérletek 50 ml Erlenmeyer lombikban (300 ml) folytak, 3
parhuzamos rendszer beallitasaval. A bontasi kisérletek kozege 2 pg/ml AFBI1-et tartalmazé
LB tapoldat (45 ml) volt, amelyet 5 ml inokulummal oltottam be. A bontés soran alkalmaztam
egy AFBI1 bont4sra nem alkalmas E. coli torzset, illetve egy mikrobamentes kontrollt (vak),
amely szintén 2 pg/ml AFB1-vel kontaminalt 50 ml LB tapoldatot tartalmazott.

A kisérleti rendszereket 3 napon keresztiil inkubaltam (28°C, 170 rpm), majd a

parhuzamos bontasi rendszereket mintaztam. A mintdkat lecentrifugaltam (15000 rpm, 4°C,
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20 min.), a feliilusz6t dekantaltam és a pellettdl kiilon taroltam -20°C-on a tovabbi
vizsgélatokig.

A feliiluszo és a pellet mikotoxin tartalmat akkreditalt kémiai analitikai laboratérium
vizsgalta (Wessling Hungary Kft.) nagy teljesitményli folyadék kromatografia moddszerrel
(HPLC, High Performance Liquid Chromatography), illetve a Soft Flow Hungary Kft. ELISA
modszerrel. A degradacios kisérlet feliiliszoé mintdit SOS-Chromo teszttel vizsgaltam a

maradék genotoxicitds meghatarozasa céljabol.

3.5 A zearalenon bioldgiai lebontasanak vizsgalata

A biodegradacids kisérletek 50 ml Erlenmeyer lombikban (300 ml) folytak, 3
parhuzamos rendszer bedllitasaval (3.3. sz. kép). Az 1 pg/ml ZEA-val kontaminalt LB
tapoldatot (45 ml) 5 ml inokulummal oltottam be. A kisérlet sordn alkalmaztam
mikrobamentes kontrollt (vak), amely szintén 1 pg/ml ZEA-val kontaminalt 50 ml LB
tapoldatot tartalmazott.

3.3. sz. kép: Biodegradaciés kisérlet razatott tenyészetei (forras: a szerzoé felvétele, 2011.)

A kisérleti rendszereket 7 napon keresztiil inkubdltam (28°C, 170 rpm), majd a
parhuzamos bontasi rendszereket 24 6ranként mintaztam. A mintakat lecentrifugaltam (15000
rpm, 4°C, 20 min.), a feliilluszot dekantaltam ¢€s a pellettdl kiilon taroltam -20°C-on a tovabbi
vizsgalatokig.

A feliiluszot és pelletet akkreditalt kémiai analitikai laboratorium vizsgélta (Wessling
Hungary Kft.) nagy teljesitményii folyadék kromatografia modszerrel (HPLC), illetve a Soft
Flow Hungary Kft. ELISA mddszerrel. A feliilisz6 mintait pedig biologiai hataselemzés ala
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vontam, amely sordn két biolumineszcens ¢élesztd alapu bioriporter tesztszervezetet, a BLYES
(hormonhatast vizsgald) és a BLYR (citotoxikus hatast vizsgald) tesztorganizmust
alkalmaztam.

A tesztszervezetek elokészitése a 3.1.3 fejezetben leirtaknak megfeleléen tortént. A
vizsgalanddé mintakbol 1:2 higitdsi sort készitettem, majd 20 pl-t adagoltam a mikrotiter-
lemez megfeleld részeibe. A vizsgalatok soran pozitiv kontrollként a bontasi kisérletbol
szarmazd pozitiv kontroll (vak) oldatot alkalmaztam, illetve a tesztet a 3.1.3. fejezetben
ismertetett modon kiviteleztem.

A bontasi kisérlet feliilisz6 mintai esetében egy lumineszcencia intenzitasi értéket
hataroztam meg Froehner és munkatarsai altal kidolgozott (2002), de modositott egyenlet
alapjan. Az eredeti egyenlet reciprok értékének alkalmazasaval nem biolumineszcencia
gatlasi, hanem intenzitasi értékben adtam meg szazalékos aranyban a kontrollhoz viszonyitott

fénykibocsatas valtozast.
Intenzitas (%) = K@j*loo}*(—l)

,ahol Kix:  parhuzamos kontroll mintdk fénykibocsatasanak atlagértéke adott kontakidénél

Mtx: parhuzamos minték fénykibocsatasanak atlagértéke adott kontakidénél

3.6 Kémiai analitika

A kémiai analitikai méréseket a Wessling Hungary Kft. akkreditalt laboratdriuma
végezte. A vizsgalatok sordn az AFBI1 toxinszennyezettséget standard etanol moddszerrel
allapitottdk meg. Immunaffinitas oszlopos (VICAM-AflaTest) tisztitast és trifluor-ecetsavval
torténd szarmazékképzést kovetden folyadékkromatografias elvalasztas kovetkezett (AOAC
990.30). Az eluens viz:acetonitril:metanol (68:16:16) keveréke volt izokratikus aramlassal.
Az injektalds 100-50-10 pl oldattal tortént a HPLC-késziilékbe. Az egyes toxin
komponenseket C18-as oszlopon (Supelco, 250 mm x 4,6 mm x 5 um) valasztottak el, 25°C-
on, és fluoreszcens detektorral detektaltak (Agilent 1100 HPLC-FLD) 365 nm (emisszid) €s
440 nm (extinkcid) hullamhosszon.

A vizsgalatok soran a ZEA toxinszennyezettséget standard etanol modszerrel
allapitottdk meg. Immunaffinitds  oszlopos (VICAM-ZearalaTest) tisztitast és
szarmazékképzést kovetden folyadékkromatografias elvalasztas kovetkezett. A metanol-viz
1:1-es keverékébdl allo higitas utdn a minta 50 ul mennyiségét injektaltak HPLC-késziilékbe.
Az eluens viz:acetonitril (45:55) keveréke volt izokratikus aramlassal. Az egyes toxin

komponenseket C18-as oszlopon (Vydec Denali, 4 150 mm x 4,6 mm x 5 pm) 25°C-on
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valasztottak el és fluoreszcens detektorral (Agilent 1100 HPLC-FLD) detektaltak 274 nm

(extinkcid) és 440 nm (emisszio) hullamhosszon.

3.7 Immunanalitika

A toxinkoncentraciok meghatarozdsa ELISA Kittel, Toxiwatch rendszerben tortént
(Soft Flow Hungary Kft.). A vizsgalatok a gyartd itmutatasai szerint folytak.

A toxin extrakcidja 75%-0s metanol oldattal tortént. Mivel a metanol — elsdsorban
fehérjedenaturacios hatasa miatt — befolyasolja az antigén-antitest kotodést, igy a mintak
preciz mérése érdekében fontos, hogy mind a standard sor, mind a mérendd mintdk azonos
mennyiségli metanolt tartalmazzanak, amely a ZEA esetében 7,4%, az AFB1 esetében 9,4%.
A mérés soran az ELISA-lemezt 250 ul WASH oldattal mostak. A megfeleld mintahigitast
kovetden bemérték a standard sor elemeit €s mintdkat, majd bemérték a konjugatumot
(CONYJ), végiil minden zsebbe 100-100 pl antitest oldatot pipettaztak. A mikrotiter-lemezt
szobahdémérsékleten sotétben inkubaltak (i). Az ELISA-lemezt 250 ul WASH oldattal mostak
5-szor, majd bemértek 150 pul TMB-szubsztrait (SUB) oldatot. A mikrotiter-lemezt
szobahdémérsékleten sotétben inkubaltak (ii), majd bemértek 50 ul STOP oldatot a reakcid
leallitdsdhoz, majd 450 nm-en megmérték az OD értékeket. Végiil a kalibracios gorbe alapjan
kiszamitjak a minték toxinkoncentracioit.

3.2. sz. tablazat: Az ELISA Toxiwatch rendszer mérés paraméterei AFB1 és ZEA esetén

AFB1 ZEA
Minta 75 wl/well 50 pl/well
Konjugatum 25 pl/well 50 pl/well
Inkubécio (i) 1 6ra 15 perc
Inkubécio (ii) 15 perc 10 perc

3.8 Statisztikai modszerek

A Dbiodegradéacios kisérletek eredményei kozotti kapcsolatrendszer vizsgalatat
statisztikai modszerekkel végeztem. A statisztikai vizsgalatok mindegyikét a STATISTICA 7
(StatSoft Hungary Kft.), PAST (HAMMER ET AL., 2001), Microsoft EXCEL (Microsoft Inc.)
¢s Toxicity Response Analysis and Testing (ToxRat Solutions GmbH.) szoftverek

felhasznalasaval végeztem.

Statisztikai osszefiiggések

A korrelacio szamitasaval két tetszoleges valtozo értékei kozotti kapesolat vizsgalhato.

Amennyiben a két valtozo értékei kozott pozitiv, szignifikdns korrelacié mutathatd ki azt
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mondhatjuk, hogy a két valtozo egymastdl fiiggd, értékeik kdzott egyenes aranyossag all fenn;
amennyiben negativ korrelacio all fenn, Ggy a két valtozé egymastol fiiggd, értékeik kozott
forditott ardnyossag all fenn. Amennyiben a két valtoz6 kozotti korrelacio értéke nulla, akkor
azok nem korrelalhatok. A korrelacio maximalis értéke +1, minimuma -1 lehet. A statisztikai
értékelésnél Pearson—féle korrelacids egyiitthatéot allapitottam meg, amely az Osszetartozo
értékparok linearis kapcsolatat jellemzd, dimenzi6 nélkiili szdm. Amennyiben szoros egyenes
aranyu kapcsolat fedezheto fel a valtozok kozott, gy az egyiitthaté 0,6—1 kozott helyezkedik
el, mig szoros forditott aranyl 0sszefliggés esetében az egyiitthato (-1)—(-0,6) kozotti értéket
kapunk (PEARSON, 1896). Munkam sordn az egyes mintdk kémiai analitikai (HPLC),
immunanalitikai (ELISA) és a bioldgiai hataselemzése (SOS-Chromo teszt, A. fischeri teszt,
BLYES/BLYR teszt) eredményeivel végeztiink korrelacioszamitast a Pearson-féle korrelacio
felhasznalaséaval.

A pontdiagram segitségével két vagy hdrom valtozo kozotti grafikus Osszefliggés
grafikus abrazolasat végezhetjiik el és informaciot kaphatunk az Osszefiiggés jellegérol és a

kiugro értékekrol is (YULE & KENDALL, 1950).

A okotoxikoldogiaban hasznalatos statisztikai becslés

A toxikus végpontok becslésére a probit mddszer terjedt el legszélesebb korben, amely
az adatokat valdszinliségi egységgé (probability unit) transzformalja.

Hatasos koncentracio érték (Effect Concentration): a minta azon koncentracioja,
amely a mérési vagy vizsgalati végpont 10, 20, 50, 90 %-os csokkenését okozza. Ez az érték
minél kisebb, adott minta annal toxikusabbnak mindsiil.

Karos hatiast még nem mutaté vegyi anyag koncentraci6 (No Observed Effect
Concentration; NOEC): az a legnagyobb koncentracio, amelynek még nincs megfigyelhetd
hatasa.

Karos hatast mar mutaté vegyi anyag koncentracié (Lowest Observed Effect

Concentration, LOEC): az a legkisebb koncentracié, amelynek mar van megfigyelhetd hatésa.
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1 Az aflatoxin-B1 és a zearalenon bioldgiai-hataselemzése

4.1.1 SOS-Chromo genotoxicitas teszt

Az AFBI toxint 10-0,078 ug/ml (lasd 4.1. sz. kép), mig a ZEA toxint 10-1,25 pg/ml

koncentracios tartomanyban vizsgaltam. Az eredményeket a 4.1. sz. dbran foglaltam 6ssze.

a szerzo felvétele, 2009.)

A 4.1. sz. abrarol leolvashatd, hogy az SOS-Chromo teszt kevésbé hatékony
modszernek bizonyult a ZEA bioldgiai hatasdnak elemzésére. Ebben az esetben a nativ és az
aktivalt mikotoxinok kozotti kiilonbség nem volt szamottevd (10 pg/ml-es koncentracional
IF=1,7; 5 pg/ml-es koncentracional IF=1,5+0,1). Az AFBI esetében viszont az aktivalt toxin
mar 0,078 pg/ml-es koncentracioban indukalta az sfiA gént és eredményezett egy viszonylag
magas [F=2 értéket, szemben a metabolikus aktivalas nélkiil vizsgalt toxinnal, amely ebben a
koncentracioban minddsszesen IF=1,22 értékkel volt jellemezhetd, amely szakirodalmi adatok

alapjan nem tekintheté genotoxikusnak.
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4.1. sz. abra: A aflatoxin-B1 (AFB1) és a zearalenon (ZEA) vizsgalata SOS-Chromo teszttel a metabolikus
aktivalashoz sziikséges enzimek nélkiil és azok jelenlétében

crer

mutathato ki az SOS-Chromo teszttel, amely tiszta AFB1-re vonatkoztatva 0,78 pg-nak felel
meg. Quillardet és munkatarsai (1985) az eredetileg kémcsoben kivitelezett SOS-Chromo
tesztben a minimalisan kimutathaté AFB1 mennyiséget 1,56 pg-ban adtdk meg. Tehat a
mikrotiteres verzid valamivel érzékenyebb, a kimutathatosagi hatar 50%-kal alacsonyabb

(0,78 ng) az eredetileg kialakitott vizsgalati rendszerben mérthez képest (1,56 pg).

Vizsgalati eredményeimet dsszehasonlitottam az egyik leginkabb elterjedt mutagenitas
vizsgalattal, az Ames teszt AFB1-re mutatott eredményeivel.

Ueno és munkatarsai (1978) az AFB1-et vizsgaltdk Ames-tesztben a S. typhimurium
TA 98 és TA 100 torzzsel. A maximalis genotoxikus hatast az egy agarlemezre vonatkoztatott
100 ug AFBI1 esetében tapasztaltak. A legkisebb vizsgalt anyagmennyiség, aminél az AFB1
genotoxikus hatdsat vizsgaltdk 10 pg volt. Dunn és munkatdrsai 1982-ben az AFBI1
mutagenitasat vizsgalta szintén az Ames-tesztben a S. fyphimurium tesztszervezet 5
kiilonboz6 torzsével. Az igy kimutathatd AFB1 mennyiségre szintén 10 pg-ot kaptak. Hasonld
értéket kaptak Carvajal és munkatarsai (2004) a TA 98-as torzzsel.

A felsorolt kutatok altal elvégzett kisérletek és a sajat eredményeimet figyelembe véve
az SOS-Chromo teszt AFBl-re mutatott érzékenysége hozzéavetdlegesen 2 nagysagrenddel
nagyobb, mint az Ames-teszt, Petri-csészés modszerének publikaciokban kozolt
eredményeinek érzékenysége. Mindazok ellenére, hogy az SOS-Chromo teszt mar 0,078

crer

takarmanyvizsgalatokra, mivel az csak a vonatkozé hatarértékek (0,02—0,005 mg/kg kozott,
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amely megfelel 0,020,005 pg/ml kozotti koncentracionak — 2.2.3 fejezet) felett képes az
AFB1 detektalasara (0,078 pg/ml). Alkalmas lehet viszont screening moddszerként vald
alkalmazasra biodegradacios kisérletekben, hiszen a mikotoxin-bontés elemzésére alkalmazott
koncentraci6 — ami a kornyezetben el6forduld koncentracidnak megfelelden bedllitott

szintnek felel meg — kimutatasara alkalmas.

4.1.2 Aliivibrio fischeri citotoxicitas teszt

Célom volt, hogy az A. fischeri tesztbaktérium segitségével informaciot kapjak az
AFB1 ¢és ZEA toxinok citotoxicitasarol. Irodalmi kutatdsaink szerint ezidaig egyetlen
publikdcié (SARTER ET AL., 2008) foglalkozott a mikotoxinok ilyen irdny( vizsgalataval,
amelyben a szerzok az AFB1-et 10 pg/ml-es koncentracioban, a deoxinivalenolt 20 pg/ml-es
koncentracioban vizsgaltak.

Az elvégzett kisérletek eredményeit a 4.2. sz. abran foglaltam 0Ossze, amelyrdl
leolvashato, hogy a 10 pg/ml AFB1 koncentraci6 esetében, 10 és 15 6ras kontaktidénél tobb
mint 80%-o0s gatlast tapasztaltam, amely eredmények korrelalnak a Sarter és mtsai altal mért
eredményekkel, akik kozel 100%-os inhibiciot tapasztaltak. Mindazonaltal a sajat mérési
eredményeim 3,5 ¢és 25 6Ords kontaktidd esetében jelentdsen nagyobb gatlast mutattak. A
lengyel kutatdcsoport ezen kontaktidd esetében még 40%-os gatlast sem mért, addig a
laboratériumi méréseim kozel 80%-os gatlast mutattak, tovabba a szélesebb koncentracios
tartomanyban végzett tesztnél, még 1 pg/ml-es koncentracidban is kimutathatd gatlast
tapasztaltam.

A ZEA 15 pg/ml-es koncentracidban 50%-al gatolta a tesztbaktérium
lumineszcenciajat. Vizsgéalataim alapjan az A. fischeri tesztszervezet 10-15-25 Oras
kontaktiddvel is alkalmas a ZEA detektalasara.

Fentiek alapjan azonban az A. fischeri teszt kimutatasi érzékenysége nem teszi
lehetéveé az élelmiszerbiztonsdgi célokra torténd alkalmazast, hiszen egy nagysdgrenddel
nagyobb tartomanyban képes kimutatni az AFBl-et, mint a jelenleg hatalyban 1évo
hatarértékek, de alkalmas lehet AFB1-bontd mikroszervezetek toxinbontasanak értékelésére

az SOS-Chromo teszthez hasonldan.
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4.2. sz. abra: Az aflatoxin-B1 (AFB1) és a zearalenon (ZEA) vizsgalata Aliivibrio fischeri teszttel

Az aflatoxin-B1 esetében meghatdroztam a 3,5-10-15-25 6ras kontaktidénél azt a
hatasos koncentracié szintet is, amely 10, 20, és 50% lumineszcencia gatlast okoz a
tesztszervezet szdmara (ECjo, 20, s0). A szoréds és konfidencia intervallum értékeit metrikus
adatok alapjan Aallapitottam meg (CHRISTENSEN & NYHOLM, 1984). Az EC értékeket
kiilonb6z6 kontaktidonél a 4.1. sz. tablazat, illetve a részletes szamitast a statisztikai

jellemzokkel a 3. sz. melléklet tartalmazza.

4.1. sz. tablazat: Az A. fischeri tesztszervezet aflatoxin-B1-re meghatarozott EC értékei 3,5-10-15-25 o6ras
kontaktid6 esetében

ECy ECy EC;
Kontaktidé (pg/ml) (pg/ml) (ng/ml)
3,5h 0,9 2,4 17,1
10 h 0,9 1,4 3,0
15h 1,0 1,6 3,8
25h 4,2 5,5 9,1

A 4.1. sz. tablazatbol lathatdé, hogy az EC értékek alapjan a 10 és 15 oras
kontaktidonél bizonyult az A. fischeri tesztszervezet az AFBI1 hataséara a legérzékenyebbnek.
Ezen kontaktid6k esetében az ECs érték 3 illetve 3,8 pg/ml, mikozben az akut standard
vizsgalat esetében 15 perces kontaktidével az EC50(15 min) ért€k 23,3 pg/ml. A vizsgalataink

alapjan a kdrosan még nem haté AFBI szint 0,9 pg/ml koncentréci6 alatt adhaté meg.
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UJ TUDOMANYOS EREDMENY (a 4.1.2 fejezetben bemutatott eredmények alapjan):

(1. tézis) A mikrotiter-lemezen végzett Aliivibrio fischeri teszt alkalmas az aflatoxin-B1
toxin 1 pg/ml-es koncentracioig torténé detektalasara (EC50¢on=3 pg/ml; EC50(s1,=3,8
pg/ml), mig az akut szabvanyos Aliivibrio fischeri lumineszcencia-gatlasi teszt (ISO

11348) alkalmazasa esetén az aflatoxin-B1 kimutatasi hatara 20 pg/ml (EC5015min=23,3
pg/ml).

UJ TUDOMANYOS EREDMENY (a 4.1.1 és 4.1.2 fejezetben bemutatott eredmények
alapjan):

(2. tézis) Az SOS-Chromo és az Aliivibrio fischeri teszt alkalmas az aflatoxin-B1
mikotoxin geno- és citotoxikus hatasanak detektalasara, igy ezek a vizsgalatok
felhasznalhatéak toxinbonté mikroorganizmusok biolégiai hatismérésen alapulo

screening vizsgalatara.

50



4.1.3 BLYES/BLYR hormonhatas elemzo tesztrendszer

A vizsgalatok soran a teszt-mikroorganizmus érzékenységét ellendriztem ZEA toxinra.
Az eredményeket a 4.3 és a 4.4. sz. abrakon foglaltam 0ssze, valamint a vizsgalathoz tartozo
pozoitiv kontroll (17-8 dsztradiol) biolumineszcencia értékeit a 4.3/a és 4.4/b abran mutatom

be az 0sszehasonlithatosag kedvéért.

1,00E+06

2

=3

N2

= 1,00E+05

-5 ==(0h

g

g =& 1h

§ ~e=2h

‘g —<=3h

S 1,00E+04 -

= =ie=4h

M =0—5h
====06h

LOEC=0,003 || EC50=0,099
1,00E+03 . — : . : .
7z 7z Z Z 7z Z
g7 g7 g7 g7 g7 g7 g7 g7
25 % 2 28 % % 9, 9>
Koncentracié (ng/ml)

4.3. sz. abra: A BLYES tesztszervezet zearalenon hatasara mutatott biolumineszcencia értékei 0—6 oras
kontaktido elteltével
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4.3/a sz. abra: A BLYES tesztszervezet 17-3 6sztradiol hatasara mutatott biolumineszcencia értékei 0—6
oras kontaktido elteltével

A 43. sz. dbran a ZEA koncentracid fiiggvényében éabrazoltam a BLYES
tesztszervezet biolumineszcencia valtozasat. A koncentracio-valasz fiiggvény lineéris részébol
meghataroztam az ECsp és LOEC értékeket. Az abrardl leolvashatd, hogy a BLYES
amely a tesztben 0,099 ug/ml ZEA toxinnak felel meg (a 10%-ra higulast figyelembe véve,
amelyet a tesztszervezet hozzdadasa okoz), igy a szakirodalmi adatokhoz képest (ECs,=0,6
pg/ml SANSEVERINO ET AL., 2009), az altalam kivitelezett tesztben az érzékenység
tekintetében 0,5 pg/ml eltérés volt tapasztalhatd. A legkisebb kimutathatdé ZEA koncentracid
pedig méréseink alapjan 0,003 pg/ml a tesztben, amely 0,03 pg/ml oldatkoncentracionak felel
meg. Az abrardl leolvashatd, hogy az 5. és 6. ora kozotti fénykibocsatas-kiilonbség mar
elhanyagolhatd mértékli, igy a tovabbi vizsgalatok sordn az 5 Ords eredményeket vettiik
alapul.

A fentiek alapjan a BLYES moddszer érzékenysége a ZEA-t tekintve megfelel a ma
hatadlyban  1évé  takarmanybiztonsadgi  hatarértékeknek, amely  gabonafélék  ¢és
gabonakészitmények esetében 2 mg/kg, kukorica melléktermékek esetében pedig 3 mg/kg;
tovabba a teszt alkalmas lehet mikotoxin bonté mikroszervezetek screening vizsgalatara.
Eredményeim alapjan a késobbiekben elvégzett mikrobialis ZEA bontési kisérletek kiindulasi
koncentraciojat az élesztdé érzékenységéhez igazitva (ECsy értéke 0,99) 1 pg/ml
koncentraciora allitottam be, igy a koncentracio-valasz fiiggvény alapjan mind a csokkent,

mind az er0sodott valaszreakcidt detektalni tudtam.
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A BLYR tesztszervezet esetében a tesztszervezetre 20%-os gatlast szakirodalmi
adatok (SANSEVERINO ET AL., 2009) alapjan a ZEA 5,7 pg/ml-es koncentracidja okoz. Sajat
méréseink szerint a ZEA a vizsgalt koncentracié tartomanyban nem gatolja a S. cerevisiae

tesztszervezet szaporodasat (4.4. sz. abra).
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4.4. sz. abra: A BLYR tesztszervezet zearalenon koncentracio mutatott biolumineszcencia értékei 0—6 oras
kontakido elteltével
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4.4/a sz. abra: A BLYR tesztszervezet 17-8 6sztradiol hatasara mutatott biolumineszcencia értékei 0—6
oras kontaktido elteltével
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UJ TUDOMANYOS EREDMENY (a 4.1.3.fejezetben bemutatott eredmények alapjan):

(3. tézis) Az EDC (6sztrogén) hatas detektalasara alkalmazott Saccharomyces cerevisiae
teszt (BLYES) alkalmas a zearalenon toxin 0,03 pg/ml-es koncentracioig torténéd
kimutatasara; igy a teszt Kkimutatasi hatira megfelel az Eurépai Unié
takarmanybiztonsagi hatarértékeire vonatkozo ajanlasainak. Mindemellett a modszer
felhasznalhaté toxinbont6é mikroorganizmusok biologiai hatasmérésen alapulo screening

vizsgalatara is.
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4.2 Hazai kukorica mintakbdl izolalt Aspargillus flavus torzsek aflatoxin-
B1 termelésének kimutatasa SOS-Chromo teszttel

A vizsgalatokat a 3.2. fejezetben leirt médon végeztiik el, az eredményeket a 4.5. sz.

abran foglaltam 0ssze, mig a vizsgalt mintdk kémiai- és immunanalitikai eszkdzokkel mért

AFBI1 tartalmat a 4.2. sz. tablazat tartalmazza.

4.5. sz. abra: Hazai kukorica mintakbobdl izolalt Aspergillus flavus torzsek aflatoxin-B1 termel6
képességének kimutatasa SOS-Chromo teszttel

A 4.5. sz. abrarol és a 4.2. sz. tablazatbol lathato, hogy egyrészt nem volt kimutathato
genotoxikus hatds azon kukorica mintadk esetében, amelyek az Zt27 és Zt66 jelzést A. flavus
torzsekkel lettek beoltva; masrészt ezek a torzsek a HPLC és ELISA mérések eredményei
alapjan kevesebb, mint 100 pg/kg AFBIl-et termeltek. A Zt64 jelzésii torzzsel beoltott
mintabol késziilt extraktum olyan magas genotoxikus potenciallal jellemezhet6 (IF=2), amely
érték az AFBI standard sort (lasd 4.1. sz. dbra) és a metanollal torténd 25-sz6rds higitast
figyelembe véve 1950 pg/kg AFB1 koncentracionak felelne meg; tovabba még 50%-os
higitas esetében is genotoxicitast mutatott. Mindezek ellenére az analitikai eredmények ennél
joval alacsonyabb toxinkoncentraciot mutattak ki (ELISA: 293,2 ng/kg; HPLC=397,7 ng/kg).
Ellentmondasos tovabba, hogy a Zt64 esetében magasabb genotoxikus hatast tapasztaltam,
mint a Zt55 jelli minta esetében, amely A. flavus térzs az analitikai mérések alapjan magasabb
AFBI1 termeld képességgel rendelkezik (2031 pg/kg; 575 pg/kg). Feltételezhetden a Zt64
jelzésii torzs az AFBIl-en kiviil mas mutagén hatasti metabolitokat is termelt. Vizsgalataim
alapjan a Zt80 jelzésli torzzsel inokuldlt kukorica minta volt a legnagyobb genotoxikus

potenciallal jellemezhetd; a metanollal extrahalt minta igen magas indukcios faktort mutatott
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(IF=3,8); az 50%-os higitas IF=2,67; s6t az 1:4-es higitas is mutagénnek bizonyult (IF=1,64).

A nem inokulalt kontroll minta nem indukalta az SOS-repair rendszert a baktériumban.

4.2. sz. tablazat: A magyarorszagi teriiletekrél izolalt 4. flavus torzsek toxintermelésének értékelése
immunanalitikai (ELISA) és kémiai analitikai (HPLC) médszerekkel

A. flavus torzs ELISA HPLC-FLD SOS-Chromo teszt
i (ng/kg) (ng/kg) (IF)
7127 2.8 0,1 120
7166 28,3 72,6 127
7464 293.2 397,7 2,01+
7t55 2031,0 575,0 1 5o+
7180 6228,0 2774,0 381%
Jelmagyarazat

* genotoxikus minta (IF>1,5)

Ezen eredmények hangsulyozzdk az analitikai mérések mellett a biotesztek
alkalmazasénak fontossagat, hiszen olyan veszélyes, példaul mutagén hatasra hivhatjék fel a

figyelmet, ami az analitikai mérések el6tt rejtve marad.

UJ TUDOMANYOS EREDMENY (a 4.2 fejezetben bemutatott eredmények alapjan):

(4. tézis) Az SOS-Chromo teszt alkalmas hazai kukorica mintakbdl szarmazo Aspergillus
flavus izolatumok aflatoxin-B1 termelo képességének kimutatasaira. A modszer
segitségével, hazankban eddig a tudomanyos kozvélemény altal nem létezének tekintett,

kiugréan magas aflatoxin B1 termeld Aspergillus flavus torzsek keriiltek kimutatasra.
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4.3 Aflatoxin-B1 és zearalenon biologiai lebontasanak vizsgalata

A vizsgalatokba a 3.3. fejezetben felsorolt mikroorganizmusokat vontam be, amelyek
mikotoxin bontd képessége korabban meghatarozasra kertilt.

Az analitikai eredmények alapjan a mikroorganizmusokat mikotoxin bontasi
képességiik szempontjabol harom csoportra oszttottam:

L. kivalo (>90%-o0s) toxinbontasi képességgel rendelkezo torzsek

I1. j6 (50-90%-0s) toxinbontasi képességgel rendelkezd torzsek

I11. elégtelen (<50%-0s) toxinbontasi képességgel rendelkezd torzsek
A kovetkezd fejezetekben leirt kisérleteim soran a vizsgalt mikroorganizmusok toxinbontasi
eredményeit hasonlitottam Ossze a mikroorganizmusok azon képességével, hogy milyen

mértékben sziintetik meg vagy csokkentik a karos biologiai hatasokat.

4.3.1 Az aflatoxin-B1 biologiai lebontasanak vizsgalatara iranyulo elékiséreltek

A kisérletek sordn 16 mikroorganizmus AFB1 degradacids képességét hataroztam
meg.. A bontasi rendszereket 24 o6ranként mintaztam, amely mintakat a 3.4. fejezetben leirt
modon kezeltem. A feliiliszé6 mintdk genotoxicitasat indukcios faktorral (IF) kifejezve 24
oranként hatdroztam meg az SOS-Chromo teszt segitségével, mig az ELISA-teszt és HPLC
eredményeket bontasi szdzalékban adtam meg a bontasi kisérlet végén, amely ELISA és
HPLC tesztek eredményei szoros egyenes aranyu Osszefliggést (Pearson-féle korrelacios
érték: 0,98) mutattak. A kapott eredményeket a 4.3. sz. tdblazatban foglaltam Gssze.

A pellet kémiai analitika vizsgélata alapjan a mintak az eredeti AFB1 koncentracionak
kevesebb, mint 1%-4t tartalmaztak, igy kizarhatdo az AFBI1 sejtfalhoz torténé adszorpcioja,
tehat a mért toxin koncentracio csokkenések a torzsek metabolikus aktivitdsdnak

tulajdonithatok.
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4.3. sz. tablazat: Az aflatoxin-B1 (2 pg/ml) biologiai lebontasanak eredményei a mikrobak biodegradacios

képessége (HPLC, ELISA teszt) és a genotoxicitas (SOS-Chromo teszt) alapjan
SOS-Chromo teszt HPLC ELISA-teszt
Indukcios Faktor Bontasi % Bontisi %
Faj neve Lab‘j’zl“‘;é"’;i“mi 24 h degradicié 48 h degradacié 72 h degradicié | 72 h degradacié | 72 h degradicié

VAK*® 2,43* £ 0,04 2,38%+ 0,01 2,40% £ 0,03 <20 <20+ 0,00

E. coli TOP10* 2,42*%+0,07 2,13*+ 0,15 2,32*%+ 0,06 <20 <20 £+ 0,00

R. erythropolis N11° 1,98*+ 0,05 1,36 + 0,02 1,29+0,18 89,35+7,79 97,67 0,30
AK35* 2,56* £ 0,08 1,73* £ 0,04 1,44 +0,29 96,73 + 0,90 94,31 £0,45
AK42* 3,06% £ 0,03 1,87* + 0,30 1,42 +0,08 87,14 +£ 0,00 90,77 £0,21
GD2A* 2,90* + 0,14 1,51%+0,19 1,39 £ 0,25 96,25 + 5,24 96,04 +2,07
GD2B* 2,71% £ 0,06 1,48 +0,16 1,34 +£0,21 99,96 + 0,00 92,85 £0,73
BRB1AB* 2,85%+0,01 1,53*+0,2 1,37+0,15 99,96 + 0,00 93,64 +0,00

R. ruber N361° 2,81*%+ 0,02 2,89* + 0,02 3,00* + 0,03 <20 £+ 0,00 <20+ 0,00

R. globerulus N58* 2,60* + 0,04 2,43* + 0,03 2,56* £ 0,05 <20+ 0,00 20,79 +0,00
AK36° 2,89% + 0,06 1,60%£ 0,03 1,40+ 0,35 91,46 + 2,38 86,24 +1,94

R. rhodochrous NIR2* 1,83*+£0,13 1,26 + 0,03 1,22+0,13 99,98 + 0,00 97,97 £ 0,00
ATCC 12674" 2,30* + 0,05 1,4 +0,05 1,23 £ 0,08 96,05 + 1,29 97,90 £0,11

R. pyridinivorans K402° 2,70* +£ 0,22 1,92*%+0,21 1,38 +0,27 99,92 + 0,00 97,60 +0,05
K403C* 2,45%+0,37 1,85% + 0,04 1,41 +0,29 92,00 +£2,23 90,35 +£0,34
K404* 2,39*%+0,10 1,86*%+ 0,16 1,38 +0,35 82,06 +2,59 89,80 +0,97
K405° 2,01*+0,14 1,38 +£ 0,04 1,39 +0,35 99,92 + 0,00 92,81 +1,00
AK37* 2,97* £ 0,02 1,58*%+0,21 1,42 +0,19 87,78 £ 1,50 87,73 £1,61

Jelmagyarazat

N minden adatpont harom parhuzamos mérés atlagat mutatja
* genotoxikus minta (IF>1,5)

minta a vakhoz viszonyitott <50% AFBI1 degradacioval
minta a vakhoz viszonyitott 50-90% AFBI1 degradacioval
minta a vakhoz viszonyitott >90% AFB1 degradacioval

A 4.3. sz. tablazatbdl kiolvashatd, hogy tizennégy Rhodococcus torzs képes volt
lebontani az AFBl-et 72 ora alatt kozel 100%-ban (NI1, AK35, AK42, GD2A, GD2B,
BRBI1AB, AK36, NI2, ATCC 12674, K402, K403C, K404, K405, AK37), kozilik 6t (NI1,
GD2B, NI2, ATCC 12674, K405) képes volt megsziintetni az AFB1 genotoxikus hatasat 48
oOra alatt. A 72 6ras mintak SOS-Chromo teszt eredményei szoros forditott ardnyt korrelaciot
mutattak a HPLC és ELISA eredményekkel (Pearson-féle korrelacios érték: -0,96), tehat a
nagyobb bontasi potencial kisebb genotoxicitast eredeményezett a vizsgalt mintdkban. A
80%-nal nagyobb bontasi potenciallal rendelkez torzsek sikeresen megsziintették az AFBI
mutagén hatdsat, mig a negativ kontroll E. coli és a két alacsony bontasi képességgel
rendelkezd rhodococcus (N361, N58) AFBI bontidsa soran a mintdk genotoxicitdsa nem

csokkent (IF>1,5).
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4.3.2 Kombinalt toxikoldgiai profil kialakitasa az aflatoxin-B1 biologiai
lebontasanak vizsgalatara

Az AFBI1 biodegradacios kisérletek komplex értékelése érdekében vizsgiltam az
AFBI1 bioldgiai lebontédsa soran esetlegesen jelentkezd genotoxikus €s citotoxikus hatast.

A biodegradacios kisérleteket 0Osszedllitdsa soran bizonyos valtoztatasokat
eszkozoltem: a mikroba torzsek szaporitdsit egy modositott BM oldatban végeztem,
amelynek 0Osszsd-koncentracigja a felére csokkent, igy optimalizdlva a tenyésztési
koriilményeket mind a bontdtorzsek, mind az A. fischeri tesztszervezet szamara, illetve az
mikroorganizmus is képes volt azt 72 dra alatt teljesen eliminalni (lasd 4.3.1 fejezet). Tovabba
vizsgalatba vontam AFB1 mentes negativ kontrollokat, annak érdekében, hogy a bontotorzsek
altal termelt anyagcseretermékek A. fischeri-re mutatott gatld hatasarol kapjunk informaciot.
Mindezek mellett az eldkisérletek alapjan a toxint bontani nem képes torzsek, mint nem bontd
kontroll mikroorganizmusok keriiltek alkalmazasra. A bontasi rendszereket a 72 6ra inkubaciod
utan mintaztuk.

A teszt soran a feliilisz6 mintdk 100 pl-ét adagoltam a mikrotiter-lemez megfeleld
részeibe, a modositott BM oldatbol hianyzd sokat visszapotoltam, majd hozzdadtam az A.
fischeri tesztszervezet folyékony tenyészetét (100 pl), amely sejtstirliségét ebben az esetben
OD=0,2-re allitottam be 550 nm-en. Ellendriztem a kezdd fénykibocsatast, majd a mintakat
razé termosztatban 25°C-on, 30 rpm-en inkubaltam, és a mintak altal kifejtett gatlo hatast a
3.1.2 pontban leirt mddon allapitottam meg.

Az elokisérletek eredményeire alapozva, amely soran az ELISA teszt eredményei
nagyban korreldltak a HPLC eredményekkel (4.3.1 fejezet), a kombinalt toxikoldgiai profil
eredményeit parhuzamos ELISA tesztekkel timasztottam ala.

Az ¢értékelési rendszerben harmincharom AFB1 bontasra képes mikroba torzs
vizsgalata tortént két bakteridlis bioteszt, az A. fischeri teszt és az SOS-Chromo teszt
segitségével, amely eredményeket parhuzamos ELISA vizsgélatokkal hasonlitottam Ossze

(4.4. sz. tablazat, 4.6. sz. abra).
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4.4. sz. tablazat: Az AFB1 (4 pg/ml) biodegradacio6 (72 h) eredményei a mikrobak biodegradacios
képessége (ELISA teszt) és a kombinalt toxikologiai profil alapjian

Aliivibrio fischeri teszt SOS-Chromo teszt | ELISA teszt

Gatlas (%) Indukcios Faktor Bontasi %

Faj Torzs 10 h kontaktidé 15 h kontaktido

VAK? 74,75 £ 5,62 65,88 £4,01 3,66% + 0,08 <20+0,00
R. erythropolis N1* 6,50 + 8,36 14,68 = 21,65 2,13%+0,01 93,91 +0,13
AK35* 32,33+ 4,67 46,27 +5,49 1,72*% £ 0,02 96,45 + 0,86
AK42° 36,04 + 10,99 58,91 + 8,23 2,69* £ 0,05 79,25 + 3,06
GD2A* 41,50 + 11,62 57,81 +10,97 2,23%+0,11 92,08 + 0,38
GD2B* 74,21 £9,16 92,92 +2,15 1,75* £ 0,05 96,97 + 0,12
BRBIAB* 53,08 £16,25 62,08 + 16,62 1,73* £ 0,09 97,60 £ 0,78

R. ruber N361° 60,78 + 8,04 65,89+ 7,95 3,62% + 0,03 <20+ 0,00

R. globerulus N58* 67,29 +0,17 66,44 + 8,45 3,24*%+0,13 <20 £ 0,00
AK36" 30,33 £21,29 50,27 + 18,85 2,02*%+ 0,10 93,15+ 0,45
R. rhodochrous NR2? -35,72+7,56 -66,79 + 1,07 1,50 £ 0,02 99,05 + 0,06
ATCC 12674* 3,14 £ 4,45 35,02 +£2,81 1,87* £ 0,07 95,74 £ 1,55
R. pyridinivorans K402* -42,29 + 12,9 -66,41 + 49,96 1,56* £ 0,05 97,00 £ 0,55
K403C* 76,17 + 2,60 85,10 + 6,43 1,46 £ 0,01 94,50 + 4,58
K404° 32,80+ 5,87 45,83 +10,19 1,94*%+ 0,38 93,06 + 5,72
K405° 81,93 +£0,20 89,93 +0,16 1,54*%+ 0,01 97,84 + 0,23
K406° 43,82 +0,02 40,84 2,14 1,58*%+0,02 96,16 + 0,81
K408* 33,89 + 7,94 34,18 + 8,50 1,72*%+ 0,28 95,81 +3,27
AK37* 14,93 £12,34 15,25+9,53 2,70% £ 0,01 70,77 + 0,68
Streptomyces heliomycini. K2° 7,95 +4,29 1,12 +3,87 2,59% + 0,03 59,75+ 7,45
Streptomyces cavourensis K14° -138,17 +£20,15 -135,7 4 +20,67 2,69% + 0,03 80,22 + 1,20
Chryseobacterium formosense UA58® -12,16 £ 6,10 -16,84 +£10,82 2,36% + 0,07 76,79 + 1,52
Chryseobacterium hydrocarbonovorans TN4® 9,82 +£10,46 13,57+ 7,84 1,75%+ 0,27 56,88 + 1,59
Pseudomonas citronellolis ZS1° -5,75+9,25 -32,41 £39,09 1,96* + 0,03 91,24 +£ 0,61
Pseudomonas pseudoalcaligenes FEH28" -1,16 £5,83 -42.24 + 34,31 1,78* £ 0,04 97,61 + 0,04
Pseudomonas azelaica TN5® -11,28 £9,31 -56,68 +49,79 2,19%+ 0,07 86,65+ 0,26
Pseudomonas monteilii VA% -14,93 £9,52 -62,51 £51,71 2,24*% + 0,05 80,14 + 0,78
Pseudomonas putida DN1° -17,05+ 10,29 -22,86 + 14,33 1,42 +0,07 90,80 + 0,18
Pseudomonas stutzeri KO5® -0,69 + 7,36 -7,47 11,07 1,95% + 0,03 91,44 +0,19
Microbacterium esteraromaticum NZS9° 4431 +£4.31 57,68 6,30 2,11*+0,02 64,80 4,01
Microbacterium barkeri EL1® 62,15+ 8,64 49,92 + 6,17 1,87* + 0,08 74,19 + 0,96
Pseudoxanthomonas suwonensis NZS6° 36,63 + 4,56 15,22 + 6,62 2,17% £ 0,08 76,75+ 1,51
Pseudoxanthomonas kalamensis H4® 27,79 + 6,05 33,54 +4,29 2,02*% + 0,04 70,89 + 4,09
Arthrobacter protophormiae I4° -11,03 £3,32 -51,00 + 7,37 2,05% + 0,08 77,07 + 1,44

Jelmagyarazat

b

* genotoxikus minta (IF>1,5)

piros

minden adatpont két parhuzamos mérés atlagat mutatja
minden adatpont harom parhuzamos mérés atlagat mutatja

nagyobb mint 50% biolumineszcencia gatlast okozo minta

AFBI degradacio <50%
AFBI degradici6 50-90%
AFBI1 degradacio >90%
Az elégtelen degradacios képességgel (<50%) rendelkezd torzsek (N58, N361)
mindkét biotesztben a mikrobamentes vakkal kozel azonos eredményeket mutattak, tobb mint
60%-os gatlast az A. fischeri, illetve az IF>3 genotoxicitast az SOS-Chromo tesztben.

Az ELISA teszt alapjan jo (50-90%) bontasi képességgel rendelkezd torzsek nem
tudtdk egyik esetben sem megsziintetni a genotoxicitast (AK42, K2, K14, UAS58, TN4, TNS,
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ZV6, NZS9, EL1, NZS9, EL1, NZS6, H4, J4). A citotoxicitas tekintetében azonban egyik
torzs bontasi termékei sem okoztak jelentds, tobb mint 50%-os gatlast az A. fischeri
tesztszervezet szamara; Ot torzs esetében (K14, UASS, TNS, ZV6, J4) pedig lumineszcencia
intenzitast tapasztaltam, amely olyan metabolitok termelddésére utalhat, amelyek stimulalo
hatassal vannak a tesztszervezetre vagy a lux géncsaldd expresszidjara.

Négy kivételtl (GD2B, BRB1AB, K403C, K405) eltekintve a kivalo (>90%) bontasi
képességgel rendelkezd torzsek nem okoztak jelentés gatlast, némely esetben pedig
lumineszcencia novekedést okoztak (NI2, K402, K14, UASS8, ZS1, FEH28, TNS5, ZV6, DNI,
KO5). Harom térzs (GD2B, K403C, K405) szignifikdnsan nagyobb gatlast okozott, mint a
mikrobamentes vak. A kivalo bontotorzsek koziil csak a R. rhodochrous NI2, a R.
pyridinivorans K403C, és a P. putida DN1 tudta megsziintetni a kiinduldsi 4 pg/ml AFBI
genotoxikus hatasat 72 ora alatt, amelyek koziil az NI2 és DN jelzési torzsek magas (>90%)
bontasi szdzalékot mutattak az ELISA tesztben €s bontdsi termékei nem mutattak citotoxikus
hatast sem az A. fischeri tesztszervezetre nézve. Erdekes modon a R. pyridinivorans K403C
magas degradacios potencial (94,5%) mellett megsziintette a genotoxikus hatast (IF=1,46),

viszont bontasi termékei citotoxikus hatdssal voltak (>70% gatlas) az A. fischeri tesztben.

UJ TUDOMANYOS EREDMENY (a 4.3.2. fejezetben bemutatott eredmények alapjan):
(5. tézis) A biodetoxifikacios eljarasok értékeléséhez végzett modszerfejlesztés, illetve
adaptalt SOS-Chromo teszt és az Aliivibrio fischeri tesztek felhasznalasaval kialakitott
kombinalt toxikoldégiai profil alkalmas az aflatoxin-B1 mikotoxint a leghatékonyabban
és a legkisebb maradék toxicitassal lebontd, gyakorlati alkalmazasokra felhasznalhato
mikroba torzsek kivalasztasara, amelyek a vizsgalatok alapjan a Pseudomonas és a

Rhodococcus nemzetség képviseldi.
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4.6. sz. abra: Az aflatoxin-B1 bontasi kisérletb6l szarmazoé mintak kombinalt toxikolégiai profilja




4.3.3 Zearalenon bioldgiai lebontasanak nyomon kovetése éleszté alapu
bioriporter rendszerrel

Az értékelési rendszerben tizenkét mikroba torzs vizsgdlata tortént, amelynek
értekelését a BLYES/BLYR éleszt6 alapli bioteszt segitségével végeztem, €s az eredményeket
parhuzamos HPLC ¢s ELISA vizsgalatokkal hasonlitottam 6ssze (4.5. sz. tablazat).

A HPLC ¢és ELISA eredmények kozott szoros egyenes aranya Osszefliggés
tapasztalhatd, amelyet bizonyit, hogy a Pearson—féle korrelacios érték a HPLC és ELISA
eredmények tekintetében 0,97 volt. Az eredmények sordban egyetlen esetben volt
tapasztalhatd nagyobb eltérés. Az NZS6 jelzésii torzs esetében a HPLC mérések alapjan
98,2% bontasi képességet tapasztaltam, mig az ELISA eredmények alapjan ez az érték
78,89% volt.
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4.5. sz. tablazat: A zearalenon (1 pg/ml) biolégiai lebontasanak eredményei a mikrobak biodegradacios képessége (HPLC, ELISA teszt) és a hormonhatas (BLYES teszt),
valamint citotoxikus hatds (BLYR teszt) alapjin

HPLC ELISA BLYES teszt BLYR teszt
Mintakoncentraci6
100% 50% 25% 125% | 625% | 3,13%

Faj Torzs Bontasi % Biolumineszcencia intenzifikicié (%)

VAK* <20,00 £ 0,00 | <20,00 £ 0,00 | 269,37 + 20,54 269,37 £ 246,28 + 215,24 + 168,83 + 121,38 + TS
S. cavourensis® K14 98,53 £0,00 | 92,99 £ 1,75 0,4+ 14,72 0,40 + 6,51 1,22 +4,15 -2,03 + 4,67 -2,38+0,86 | -6,63+3,76 43
P. kalamensis® H4 98,20+0,00 | 97,70£0,00 | -58,64£8,98 | -58,64 + 13,88 | -42,39 + 10,71 | -26,38 +7,46 | -20,00+5,74 | -14,41 +6,81 n.g
G. paraffinivorans® ~ NZS6 | 98,20+£0,00 | 78,89 +4,80 | 164,31 +11,44 161,31 +18,12| 118,14+ 11,61 | 73,86 11,20 | 39,53 +7,50 | 23,22+6,74 n.g
R. pyridinivorans® K402 | 93,63+4,31 | 93,02+0,76 0,41 + 6,62 0,41 +2.,83 2,09 + 5,06 -0,18 £2,83 -0,88 +4,13 | -0,37 6,96 n.g
R. pyridinivorans® K404 | 90,93+0,53 | 93,00+ 0,36 9,06 + 9,95 9,06 9,82 -1,09 + 1,82 -0,40 +3,94 -5,92+591 | -14,24+2.23 n.g
R. pyridinivorans® K408 | 87,85+2,69 | 8539+1,02 | 75,69+9,67 | 75,69+1537 | 52,75+12,67 | 34,46+4,44 | 23,02+1,49 5,79 £ 4,63 n.g
P. pseudoalcaligenes FEH28 | 86,96 +0,74 | 82,69+ 1,14 | 52,93 +£841 52,93+7,07 | 30,63 +3,84 14,36 +4,73 9,47 +4,18 0,07 £ 4,44 n.g
R. erythropolis* NIl 75,95+ 1,00 | 70,93 +2,56 | 112,33 +37,33 | 112,33 £31,58 | 74,41 £20,64 | 61,83 +13,29 | 37,38 +£10,57 | 16,62 + 1,86 n.g
R. pyridinivorans® AK37 | 61,14+2,77 | 63,02+2,64 | 199,64 +8,30 | 199,64 + 13,70 | 149,64 +7,92 | 104,64 +7,58 | 62,44+5,64 | 37,19+2,63 n.g
R. ruber® N361 54,70 £3,46 | 54,60+3,33 | 192,83 +18,17 | 192,83 + 14,80 | 163,15+7,02 | 117,49 +4,86 | 70,79+ 11,81 | 50,22 +2,53 n.g
R. aetherivorans® AK44 | 27,12+224 | 30,64 +2,13 | 257,75+7,60 | 257,75+8,76 | 196,23 +5,31 | 183,91 £17,80 | 138,30 £2,44 | 87,34+ 1,65 n.-g
R. gluberulus® N58 26,24 +£20,93 | 19,92 + 15,87 | 264,07 £12,20 | 264,07 £ 11,62 | 222,25 + 14,85 | 178,78 £8,91 | 120,39 + 13,61 | 75,87 + 13,34 n-g

Jelmagyarazat

n.k.

AFB1 degradacio <50%
AFBI degradaci6 50-90%
AFBI degradacié >90%
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minden adatpont harom parhuzamos mérés atlagat mutatja
nem volt gatlas tapasztalhato




BLYR teszt

Az eldkisérletek soran nem tapasztaltam a ZEA esetében az alkalmazott 1 pg/ml-es
koncentracidban citotoxikus hatast, ennek ellenére a bontasi kisérlet sordn folyamatosan
vizsgaltam a mintdkat a BLYR tesztszervezettel is, hiszen elképzelhetd volt olyan
melléktermékek keletkezése, amelyek gatld hatdssal vannak a tesztszervezetre.

A bontasi kisérletek soran sem tapasztaltam a BLYR tesztszervezettel sejtndvekedést
gatld hatdst, amely eredményeket extrapolalva magasabb szervezddési szintekre, azt
feltételezhetjiik, hogy nincs karos citotoxikus hatds. Mindezek mellett, ezen eredmények azt is
jelentik, hogy az alkalmazott S. cerevisiae tesztszervezetre a mintak nem fejtenck ki gatld
hatést, tehat a hormonhatas vizsgalatara alkalmazott BLYES torzs eredményei megbizhatéan

fogjak a hormonhatast jelezni.

BLYES teszt

A 4.7-4.18. sz. abrak a zearalenon bontési kisérlet feliillisz6 mintaiban tapasztalt
hormonhatést mutatjdk a 7 napos kisérlet folyaman, ahol a hdrom parhuzamos mintak kozotti
szorast Y hibasavokkal jeloltem. Minél nagyobb lumineszcencia intenzitdst mutat adott

mikroba esetében a minta, annal inkabb kifejezett a minta 0sztrogén hatasa.

I. Kivalé zearalenon bontasi képességgel rendelkezé mikroba torzsek

Mind a kémia analitikai eredmények, mind a BLYES teszt alapjan a legjobb hatasfokt
torzsnek a Streptomyces cavourensis K14 bizonyult, amelynek feliilluszoja a bontési kisérlet
végére egyaltalan nem mutatott hormonhatast. Hatékonysaga jol lathat6 a 4.7. sz. abran,
amely megmutatja, hogy a mintdban csak az elsé két nap soran volt tapasztalhatd dsztrogén

hatas, a harmadik naptol a torzs megsziintette a ZEA karos biologiai hatasat.
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4.7. sz. abra: A BLYES teszt soran mért hormonhatas-valtozas a Streptomyces cavourensis K14 zearalenon
metabolizacidja soran

A Rhodococcus pyridinivorans K402 és K404 torzsek estében hasonlosag mutatkozik.

A 4.8-4.9. sz. abrakon lathato, hogy mindkét torzs esetében a zearalenon bioldgiai hatdsanak

megszinése csak a 6. napon kovetkezett be. Az elsé harom napon a mintdk hormonhatasa

csokkeni kezdett, bar a valtozas kismértéki volt. A negyedik, 6tddik napon kismértekii

emelkedést mutatott, végiil az utols6 két napra a mintdk Osztrogén hatdsa nagymértékben

lecsokkent.

4.8. sz. abra: A BLYES teszt soran mért hormonhatas-valtozas a Rhodococcus pyridinivorans K402
zearalenon metabolizacidja soran
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4.9. sz. abra: A BLYES teszt soran mért hormonhatas-valtozas a Rhodococcus pyridinivorans K404
zearalenon metabolizaciéja soran

A 4.5. sz. tablazat szerint a Gordonia paraffinivorans NZS6 jelzési torzsnél volt
egyediil eltérés a kémiai analitikai és az immunkémiai mérések adatai kozott. Kivaldo ZEA
bontési potenciallal rendelkezik a HPLC vizsgalat alapjan (98%), mig az ELISA csupan 79%-
os bontast jelzett. Ugyanakkor a bioldgiai hatdsmérés eredményei alapjan nem sziint meg a
hormonhatés. A 4.10. sz. abran jol lathatd, hogy a toxin bontasa megindult, ami egészen a
kisérlet kozepéig tartott, majd a 6. naptél a hormonhatids Gjra emelkedni kezdett, mely
valoszintiisithetéen az 6sztrogén hatast metabolitok termelésével magyarazhato.

A kémiai, immunanalitikai tesztek soran tapasztalt ellentmondéas felolddséara
magyarazatot adhat a ZEA ¢és annak metabolitjai kozott lejatszodo keresztreakciok az ELISA
mérés soran. A tesztben alkalmazott 201072-88 monoklondlis antitest szakirodalmi adatok
alapjan a kovetkezd keresztreakcidkat mutatja: zearalanon (138 %), a-zearalenol (91%), B-
zearalenol (21%), o-zearalanol (69%), PB-zearalanol (6%). Tehat a teszt a képzodo
metabolitokat is érzékeli, igy a ZEA-ra adott végkoncentracid e vegyiileteket is tartalmazhatja
— szemben a HPLC vizsgélat eredményeivel. Ezen hormonhatasi metabolitok megjelenését

tadmasztja ala a BLYES teszt is a tapasztalt 150%-os biolumineszcencia intenzifikacoval.
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4.10. sz. abra: A BLYES teszt soran mért hormonhatas-valtozas a Gordonia paraffinivorans NZS6
zearalenon metabolizacidja soran

A Pseudoxanthomonas kalamensis H4 jelzésli torzset a kivaléan bontod torzsek kozé
soroltam az analitikai eredmények szerint (~ 98% bontas), viszont a biologiai hatdsmérés
alapjan ez nem allithato teljes bizonyossaggal. A 4.11. sz. dbran lathatd, hogy lumineszcencia
gatlas kovetkezett be, ami alapjan egy citotoxikus hatds lenne feltételezhet6. A BLYR
tesztszervezettel viszont nem volt kimutathato ilyen hatas. Ebben az esetben a H4 t6rzs olyan
sOtétbarna pigmentet valasztott ki (4.2. sz. kép), melynek arnyékolod hatdsa miatt nem volt
detektalhaté a lumineszcencia valtozas. Erds pigment termeld mikroba torzsek esetén a

tesztrendszer nem alkalmazhatd, annak tovabbi médositasa sziikséges.

4.11. sz. abra: A BLYES teszt soran mért hormonhatas-valtozas a Pseudoxanthomonas kalamensis H4
zearalenon metabolizacidja soran
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4.2. sz. kép: A Pseudoxanthomonas kalamensis H4 torzs zearalenon-bontasi kisérlet mintainak (7. nap)
higitasi sora és vizsgalata BLYES teszttel (forras: a szerzé sajat felvétele, 2011)

I1. J6 zearalenon bontasi képességgel rendelkezé mikroba torzsek

A R. pyridinivorans K408 mikroba esetében tapasztalt bontés lathat6 a 4.12. sz. abran.
Erdekes médon az elsé napra hormonhatas emelkedés volt tapasztalhat6 a kiindulasi értékhez
képest, majd a kovetkezd két nap folyaman a mintadk hormonhatasa csokkent, a 4. napon ismét
egy kiugré emelkedés volt tapasztalhatdo. A kisérlet masik felében viszont Gjra jelentds
csOkkenés figyelhetd meg. A torzs jol bontotta a ZEA-t, de ahogyan az analitikai eredmények
is mutattak, nem volt annyira hatékony, mint a fentebb emlitett kivaléan bonté harom torzs, a

S. cavourensis K14, a R. pyridinivornas K402 és a R. pyridinivorns K404.

4.12. sz. abra: A BLYES teszt soran mért hormonhatas-valtozas a Rhodococcus pyridinivorans K408
zearalenon metabolizacidja soran
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A 4.13. sz. abrardl leolvashato, hogy a Pseudomonas pseudoalcaligenes FEH28 torzs
bar nem sziintette meg a hormonhatést, de mar az 1. napra jelentds csokkenést eredményezett

¢s ez az érték volt jellemzd a bontasi kisérlet végéig.

4.13. sz. abra: A BLYES teszt soran mért hormonhatas-valtozas a Pseudomonas pseudoalcaligenes FEH28
zearalenon metabolizacidja soran

R. erythropolis N11 és a R. pyridinivorans AK37 torzsek esetében is jol latszik a 4.14-
15. sz. 4bran, hogy a kezdeti értékekhez képest tortént bizonyos mértékii bioldgiai hatas
csOkkenés, am nem sziintették meg a teljes hormonhatast. Az AK37 esetében nem volt
folyamatos a hormonhatas csokkenés, hiszen egy emelkedés is volt tapasztalhatd a 4. napon,

bar kisebb mértékii, mint a korabbi K408 jelzésii torzs esetében.
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4.14. sz. abra: A BLYES teszt soran mért hormonhatas-valtozas a Rhodococcus pyridinivorans AK37
zearalenon metabolizaciéja soran

4.15. sz. abra: A BLYES teszt soran mért hormonhatas-valtozas a Rhodococcus erythropolis NI1
zearalenon metabolizicidja soran

A R. ruber N361 a kémiai- és immunoanalitikai eredmények alapjan 50% felett
bontotta a ZEA-t, de a 4.16. sz. abrarol leolvashato, hogy csak kismértékben csokkent a minta
hormonhatésa a kisérlet soran. Az eldbbi példdkhoz hasonléan (K4078, AK37) ebben az
esetben is volt hormonhatas novekedés az 5. napon, mely rdadéasul a kezdeti értékhez képest is

magasabb volt. A hormonhatés csokkenése végiil a 6. napon kdvetkezett be.
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4.16. sz. abra: A BLYES teszt soran mért hormonhatas-valtozas a Rhodococcus ruber N361 zearalenon
metabolizacidja soran

111. Elégtelen bontasi potenciallal rendelkez6 torzsek

Az analitikai eredményekkel Osszhangban a BLYES teszt alapjan is két torzs a
Rhodococcus aetherivorans AK44 és a R. globerulus N58 bizonyult a legkevésbé

alkalmasnak a ZEA bontasara.

A R. globerulus N58 jelzésli torzset mutatdo 4.17. sz. dbran jelentds hormonhatas
ingadozast figyelhetiink meg. Mar a 2. naptol kezdve bekdvetkezett egy csokkenés, viszont a
4. napon mért biolumineszcencia intenzifikicio elérte az 1. napon mért értéket. Ezt a
megemelkedett hatdst a torzs mar nem tudta megsziintetni a bontdsi kisérlet végére, igy

hatékonysaga elégtelennek bizonyult.
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4.17. sz. abra: A BLYES teszt soran mért hormonhatas-valtozas a Rhodococcus globerulus N58 zearalenon
metabolizacidja soran

A R. aetherivorans AK44 torzset mutatd 4.18. sz. dbran megfigyelhetjiik, hogy bar az

elsd napra csokkent a hormonhataés, a kisérlet 7. napjara a kiindul6 ponttal megegyezd hatast

meértiink.

4.18. sz. abra: A BLYES teszt soran mért hormonhatas-valtozas a Rhodococcus aetherivorans AK44
zearalenon metabolizacidja soran

4.3.4 A zearalenon bontasi kisérlet végpontjan tapasztalt hormonhatas 6sszegzo
értékelése és 0sszevetése a kémiai- és immunanalitikai vizsgalatokkal

A kiilonb6z6 mikroorganizmusokkal végzett zearalenon bontési vizsgalatok sordn a
BLYES teszttel a kisérletek végén (7. nap) mért hormonhatasok értékeit a 4.19. sz. abra
grafikonja foglalja 6ssze.
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A zearalenon hontasi kisérlethol (7. nap) szarmazo mintak higitasi sora

4.19. sz. abra: A zearalenon bontasi kisérletb6l szirmazo mintak 6sztrogénhatasanak elemzése BLYES teszttel




A 4.19. sz. ébra és a vizsgalataim alapjan elmondhatd, hogy a hormonhatas-
eredmények, a kémiai analitika valamint az ELISA teszt eredmények korrelalnak egymassal.
A statisztikai értékelésnél a HPLC ¢és ELISA eredméynek tekintetében a Pearson-féle
korrelacios egyiitthatd 0,98; az ELISA ¢és BLYES teszt minden higitas esetben -0,91 és -0,97
kozott volt, tehat igen szoros forditott aranyu Osszefliggés tapasztalhatd; mig valamivel
alacsonyabb korrelacios értéket (-0,87 és -0,97 kozott) kaptunk a kémiai analitika és a a
BLYES teszt higitasait elemezve, amelynek magyarazatira a 4.20. sz. dbran visszatériink.
Mindazonaltal elmondhat6, hogy a vizsgalt mikroorganizmusok tobbségénél a rosszabb
degradacios képesség a BLYES tesztszervezetnél magasabb lumineszcencia értékkel jar, tehat
kifejezettebb hormonhatés tapasztalhato.

A zearalenon bontasara alkalmas mikroorganizmusok részletes értékelése alapjan
megallapithatd, hogy az elégtelen bontasi képességgel rendelkezd torzsek (N58, AK44)
bontasi folyamatabol szarmazo feliiliszé mintdk hormonhatisa kozelit a mikrobamentes
kontroll (vak) hatasahoz.

A j6 bontasi képességgel rendelkezd mikrobdk esetében tapasztalt lumineszcencia
intenzitas kisebb, mint a rosszul bont6 torzseknél tapasztalt, de nagyobb, mint a kivald bontasi
képességgel rendelkezd mikroba torzsek esetében.

A kivalé bontadsi képességgel rendelkezd torzsekkel folytatott kisérletek végén a
hormonhatés, egy kivételtdl eltekintve, a mintdkban nem kimutathatd. A Gordonia
paraffinivorans NZS6 jelzésti mikroba a kémiai analitika alapjan kiemelkedd, 98,20%-os
bontasi potenciallal jellemezhetd, mig az ELISA eredmények csupéan 78,89% ZEA csokkenést
jeleztek, tovabbd a hormonhatds esetében is inkdbb a gyengébb bontasi képességgel
rendelkezd mikroorganizmusokhoz hasonl6d eredményeket kaptunk, azaz a kisérlet végére a
ZEA 06sztrogén hatdsa nem sziint meg teljes mértékben. Azt, hogy az analitikai eredmények ¢€s
a BLYES tesztek korreldlnak egymassal, mar korabban leirtam, de a korrelacié szdmszerti
értéke mellett érdemes a valtozok pontfelhd (scatter plot) diagramjat is megnézni, mert a két
informécio egyiittesen ad teljes felvildgositast a valtozok viselkedésérdl. A 4.20 sz. abran
egyértelmiien latszik egy kiugro érték, ami az NZS6 jelzésii mintanak felel meg. Mindezek
alapjan elmondhat6, hogy az NZS6 jelzésti G. paraffinivorans torzs képes a ZEA kémiai
szerkezetének megbontasara, de a keletkezett bontéasi termékek tovabbi bontasara mar nem,

ami maradék hormonhatést eredményezett.
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Scatterplot (Spreadsheet1.sta 10v*14c)
BLYES (mintakoncentracio 100%) = 331,0529-3,0518*x; 0,9 Pred.Int.
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4.20. sz. abra: A bontasi kisérletbdl szarmazé mintak HPLC és BLYES teszt eredményeinek statisztikai
osszefiiggése és a kiugro értékek

A vizsgalt mikroba torzsek koziil tovabbi biodetoxifikécios célra a Streptomyces
cavourensis K14 jelzést torzs javasolt, amely a HPLC és ELISA tesztekben is kimagaslo
ZEA lebontasi eredményeket mutatott és teljes mértékben megsziintette a toxin karos

Osztrogén hatésat.

UJ TUDOMANYOS EREDMENY (a 4.3.3 fejezetben bemutatott eredmények alapjan):
(6. tézis) A biodetoxifikacios eljarasok értékeléséhez végzett modszerfejlesztés és az
adaptalt, éleszté alapu bioriporter BLYES teszt alkalmas a zearalenon mikotoxint a
leghatékonyabban és a legkisebb maradék hormonhatassal lebonto, gyakorlati
alkalmazasokra felhasznalhaté mikroba torzsek kivalasztasara, amelyek a vizsgalatok

alapjan a Streptomyces és a Rhodococcus nemzetség képviseloi.
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5. KOVETKEZTETESEK, JAVASLATOK

A szakirodalomban egyre tobb szerzé targyalja az AFB1 vagy a ZEA bontédséara
alkalmas mikroorganizmusok degradacids képességét (TENIOLA ET AL., 2005; ALBERTS ET
AL., 2006; ALTALHI & EL-DEEB, 2009; YU ET AL., 2011), amelyek leginkabb egy olyan
biodetoxifikacids rendszer (Mycofix® Plus) kialakitasat célozzak, amilyet a Biomin Ltd. mar
1étrehozott ZEA és OTA esetében (HTTP9). Ezen célok megvalositisa érdekében az elsd
feladat optimalis screening rendszerek kialakitasa, amely az AFB1 esetében a genotoxikus és
citotoxikus hatast, a ZEA esetében az Osztrogén hatast képes detektalni. Ennek érdekében az
AFBI ¢és a ZEA legjellemzobb karos bioldgiai hatasdnak vizsgalatara kiilonb6zo bioteszteket

alkalmaztam ¢és ezek modszerfejlesztését végeztem el.

A mikotoxinok biomonitoringja céljabdl alkalmazott bakterialis biotesztek kozott
szerepelt a citotoxicitds vizsgalatra alkalmas A. fischeri lumineszcencia gatlasi teszt, a
genotoxicitds vizsgalatra alkalmas SOS-Chromo teszt, és a hormonhatds detektalasat célzo
eukaridta sejtet alkalmaz6 biolumineszcencia alapu vizsgalati rendszer (S. cerevisiae BLYES)
a hozza tartoz6 konstitutiv kontroll (S. cerevisiae BLYR) torzzsel.

Az A. fischeri tesztszervezet széles korben alkalmazott kornyezeti mintadk
okotoxicitdsanak megallapitasara, de a mikotoxinokra mutatott érzékenysége még alig
felderitett. Eziddig minddssze egyetlen publikacié foglalkozott ennek a modszernek
mikotoxinokra alkalmazott vizsgalataval, ahol az AFBI toxint 10 pg/ml, a DON toxint 20
ug/ml koncentracidban vizsgaltdk a tesztszervezet 50 ml-es tenyészetével Erlenmeyer
lombikokban, 3,5-10-15-25 o6ras kontaktidokkel (SARTER ET AL., 2008). A mddszerfejlesztés
soran mikrotiter-lemez alkalmazéasat vezettem be, amellyel lehetévé valt nagy mennyiségii
minta egy idében torténd gyors tesztelése. Szélesebb koncentracidtartomanyokban vizsgalva a
mikotoxinokat megéllapitottam, hogy az AFB1 1 pg/ml-es koncentracidban is gatld hatéssal
van a tesztszervezetre, mig a ZEA 15 pg/ml-es koncentracioban mutatott 50%-os gatld hatast
a tesztszervezetre. A kifejlesztett modszerrel meghatarozasra keriiltek az AFB1 esetében az
EC50 értekek (EC503sn=17,1 pg/ml, EC50(0n=3,0 upg/ml, EC505,=3,8 pg/ml,
EC500s5n=9,1 ng/ml), amelyeket Osszehasonlitva az ISO 11348 szabvéanysorozat szerinti
mérés eredményével (EC5045 min=23,3 pg/ml), megallapithato, hogy az érzékenység
jelentdsen javithatd. Ugyanakkor a teszt direkt takarmany vagy élelmiszer monitoringra nem
alkalmazhat6, mivel az érzékenysége a jelenleg hatalyban 1évé jogszabalyban meghatarozott
aflatoxin hatarérték felett van egy nagysagrenddel; viszont alkalmas mikotoxin-bontd

mikrooganizmusok vizsgalatara.
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A genotoxicitas vizsgalatra alkalmazott SOS-Chromo teszt méréseim alapjan kevésbé
alkalmas a ZEA biomonitoringjara, hiszen csak 10 pg/ml-es koncentracioban indukalta az E.
coli PQ37 tesztszervezet SOS-repair rendszerét, viszont alkalmas az AFB1 vizsgalatara,
kozeliti a jelenleg hatalyos élelmiszer- €s takarmany-alapanyagokra vonatkozo hatarértékeket.

Az SOS-Chromo tesztet a kutatdsok mellett gyakorlati célokra is alkalmaztam,
miszerint Aspergillus flavus hazai izolatumainak AFB1 termeld képességét mutattam ki vele
Magyarorszagon elséként. Vizsgalataim ramutattak a biotesztek alkalmazéasanak fontossagara,
hiszen A. flavus torzsek analitikai modszerekkel meghatarozott AFB1 termeld képességérol
dertilt ki, hogy egy kevésbé intenziven AFB1-et termeld torzs is képes volt nagyobb mutagén
hatas kivaltasara. Kovetkeztetésként az is levonhato, hogy a megvaltozott éghajlati jellemzdk
hatasara szembesiiliink eddig nem tapasztalt problémakkal, a teriiletileg nem jellemz6 karositod
gombak teret nyerhetnek hazankban, azaz AFB1 jelenlétével mar szémolnunk kell

Magyarorszagon is (DOBOLYIET AL., 2011)

A fentebb emlitett mindkét moddszer alkalmas mikotoxin-bontd mikrobak
screenelésére. Az SOS-Chromo teszt az AFBI1 legveszélyesebb biologiai hatdsanak
kimutatasara alkalmas, igy szelektalhatoak azok a mikroba torzsek, amelyek mutagén hatast
biodegradacids vizsgalatokhoz torténd modifikalas utan kivaloan alkalmas mikroba torzsek
biodetoxifikacids tulajdonsaganak vizsgalatara, hiszen jol mutatja az AFB1 jelenlétét és/vagy
eliminalodasat a bontasi rendszerekbdl. A két bioteszt egyideji alkalmazasaval kialakitottam
egy kombindlt toxikologiai profilt, amelynek segitségével kivalasztottam a legaktivabb és
biztonsagos — karos metabolitokat nem termelé — mikroorganizmusokat tovéabbi
biodetoxifikacids célokra. A vizsgaltak koziil harom mikroba, a Rhodococcus rhodochrous
NI2, R. pyridinivorans K403C ¢és a Pseudomonas putida DNI1 sziintette meg az AFBI
mutagén hatasat 72 ora elteltével. Erdekes eredményeket adott a lumineszcencia vizsgélat,
miszerint a rthodococcus-ok, két kivételtdl (R. rhodochrous NI2, R. pyridinivorans K402)
eltekintve gatoltak az A. fischeri fénykibocsatasat, néhany esetben ezek a gatlasok még a
mikroba mentes negativ kontrollét is meghaladtdk (Rhodococcus erythropolis GD2B,
Rhodococcus pyridinivorans K403C, K405); mig a Pseudomonas nemzetségbe tartozo
torzsek szinte teljesen megsziintették a citotoxikus hatast. Ez a felismerés elérevetiti, hogy az
AFBI1 metabolizacié nem csak genuszok kozott, hanem genuszon beliil is kiilonbozhet, sét

kilonbozé Rhodococcus torzsek kiulonbozo lebontasi utvonalakat haszndlhatnak az AFB1
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degradadcioja sordan. Egyes esetekben lumineszcencia intenzifikdciot is tapasztaltam.
Egyrészrél ismeretes az a tény, hogy toxikus anyagok kis ddzisa stimulald hatasu lehet,
masrészrol a termelddott bontasi melléktermékek is mimikalhatnak egy szubsztratot, amely
stimulalé hatassal bir. Hasonld lumineszcencia intenzifikdcidt tapasztaltak Sarter ¢és
munkatérsai (2008) a DON esetében.

A kombinalt toxikoldgiai profil alapjan a R. rhodochrous NI2 bizonyult a
legmegfelelobb torzsnek tovabbi felhasznalasra, mivel a legmeggy6zobb toxinbontast végezte
a kisérletekben (AFB1 koncentracid 2 pg/ml és 4 pg/ml) és a bontds utdn nem volt sem geno-,
sem citotoxicitas tapasztalhatdo. A P. putida DN1 ¢és a R. pyridinivorans K402 torzsek — az
elso kisebb degradacios potenciallal a masodik maradék gyenge mutagén hatdssal — szintén
alkalmasak lehet tovabbi biodegradacids célokra.

Az SOS-Chromo teszt és az A. fischeri teszt egyiittes alkalmazasa nagy jelentdséggel
bir, hiszen ramutat arra, hogy a toxindegradacid sordn veszélyes metabolitok keletkezhetnek,
nagyaranyu toxinbontds mellet is lehetséges maradék cito- és genotoxicitds a bontasi

rendszerekben.

A ZEA vizsgalata soran egy olyan biolumineszcencidn alapuld hormon és citotoxicitas
vizsgélatra alkalmas tesztrendszert (BLYES, BLYR) alkalmaztam, amely akar direkt
takarmanybiztonsagi célokra is felhaszndlhatd, hiszen a BLYES tesztszervezet a jelenleg
érvényes hatarértékek alatt képes a ZEA kimutatasara.

Ezt a biologiai hataselemzd rendszert adaptaltam a toxinbontasi kisérletekhez. A
kevés esetben bizonyitott a hormonhatds megsziinése is, amelyet két kutatdcsoport bizonyitott
az utébbi években (YU ET AL., 2011; VEKIRU ET AL., 2010). Munkdm sordn célom volt egy
olyan bakteridlis biodegradacion alapuld toxinmentesitési eljaras kezdeti 1épéseinek
kifejlesztése, amely a hormonhatds megsziinésével is jar. Ennek érdekében egy olyan
screening eljarast dolgoztam ki, amellyel akar tobb szdz tételbdl allo torzsgyiijtemény
biodegradacids potenciallal rendelkezd tagjainak gyors és hatékony kivalasztasa érhetd el. Ez
a komplex vizsgéalati rendszer integralja a kémiai analitikai, az immunanalitikai ¢és a
toxikologiai eljardsokat. A kialakitott modszerrel kivalaszthatok azok a ZEA mikrobialis
bontasara alkalmazhato baktériumtorzsek, amelyek karos melléktermékek nélkiil képesek a
toxin bontasara. Az altalam vizsgalt torzsek koziil a ZEA bontédsdra a S. cavourensis K14
jelzésli torzs bizonyult a legalkalmasabbnak, amely a HPLC és ELISA tesztekben is
kimagaslo, tobb mint 90%-0s bontasi hatékonysaggal volt jellemezhetd, valamint nem

eredményezett a bontas folyaméan kimutathaté karos metabolitokat. A R. pyridinivorans K402
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¢és K404 szintén magas bontasi potencial (HPLC eredmények alapjan tobb mint 85%, ELISA
eredmények alapjan tobb mint 90%) mellett képes volt a ZEA 0Osztrogén hatadsanak

megsziintetésére a bontasi folyamat végére.

Kisérleteim igazoltdk azt, hogy az analitikai eredmények 6nmagukban nem mindig
elégségesek, hiszen a bioldgiai rendszerekben olyan folyamatok jatszodhatnak le, amelyek
analitikai moddszerekkel mar nem kovethetdoek. A G. paraffinivorans NZS6 jelzésti torzs
HPLC eredményei alapjan kivald toxinbontassal rendelkezik. A ZEA 98%-ban eliminalddott
a biodegradacios rendszerbdl, viszont az ELISA mérések mar csupan 76%-os toxin-
degradéaciot mutattak. A ZEA bomlasa sordn keletkezd metabolitok megjelenésével az ELISA
tesztben alkalmazott monoklonalis antitest ezen koztitermékeket is ZEA-ként detektalta,
amely a keresztreakcidknak tudhato be. A keletkezd metabolitok jelenlétét a BLYES teszttel
is igazoltam, hiszen e torzs tekintetében tapasztaltam jelent6s maradék hormonhatast is, amely

a karos koztitermékek jelenlétét igazolja.

A biodegradacié soran hormonhatasii metabolitok keletkezésérdl nemcsak az NZS6
jelzésti baktérium torzs esetében beszélhetiink. A kisérletekben résztvevd torzsek koziil
tovabbiak esetében is megfigyelheté hormonhatds emelkedés a bontas soran (Rhodococcus
pyridinivorans K408, AK37, Rhodococcus ruber N361), am az emlitett NZS6 jelzésti G.
paraffinivorans baktérium torzzsel szemben ezek a mikroorganizmusok képesek voltak a
karos koztitermékeket is kisebb-nagyobb mértékben elbontani a toxinnal egyiitt, igy a
detoxifikacios folyamat végén a kéros hatds jelentdsen csokkent/megsziint. Fontos
megemliteni viszont, hogy a bontési folyamatban azokon a pontokon, ahol a hormonhatas
jelentésen megemelkedett kockazattal kell szamolni. Ezekkel szemben ki kell emelnem azt az
altalam vizsgélt két mikroba torzset, amelyek vizsgalata soran ilyen jellegli hormonhatas
novekedés nem volt megfigyelhetd, azaz kockazatértékelési szempontbdl a
legalkalmasabbnak mondhatok gyakorlati felhasznalasra. Ezek a kivaldan bontd Streptomyces

cavourensis K14 és a jol bontd Rhodococcus erythropolis NI1 jelzést torzsek voltak.

Fenti eredmények hangsulyozzdk az bioldgiai hatdsmérésen alapiuld tesztek
fontossagat a biodegradacios eljarasok értékelése soran. Az adaptalt és kifejlesztett bioldgiai
hataselemzd rendszerek a torzsgyljtemények vizsgéalata mellett, alkalmazhatdak genetikai
eszkozokkel javitott mikroorganizmusok screening vizsgélata céljabol is. Javasolhat6 egy UV
mutagenezissel kialakitott klonkonyvtar 1étrehozasa, majd az AFB1 esetében a kombinalt

toxikologiai profillal, ZEA esetében pedig az ¢élesztd alapu bioriporter rendszerrel értékelni a

80



mutans torzsek toxinbontd képességét. A vizsgalati rendszerekkel nagy biztonsdggal
kivalaszthatoak a megnovekedett bontési képességgel rendelkezd egyedek.

A kialakitott rendszer masik fontos felhasznaléasi teriilete lehet a ZEA és AFBI1
bioldgiai lebontasanak vizsgalata. Egy tizezer klonbdl 4ll6 transzpozon mutagenezis konyvtar
kialakitasa utdn, segitségével koltséghatékony modon kivélaszthatoak a nullmutinsok,
amelyeket tovabb vizsgalva beazonosithatok a mikotoxin bontasért felelés génszakaszok. Az
ilyen jellegi munkakat nagyban segitik az adott mikroba teljes genom adatai, amely a R.
pyridinivorans AK37 esetében mar rendelkezésiinkre allnak (KRISZT ET AL., 2011). Ezek a
szekvenciak lehetdségeket biztositanak eddig ismeretlen toxinbontasért felelds enzimgének
azonositasara is. Tovabbi cél lehet a kivalasztott, ipari folyamatokban hasznalhat6 enzimek
klénozasa, biokémiai jellemzése, szinergista moédon miikodd enzim-mixek kialakitasa és

optimalizalasa.
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6.0SSZEFOGLALAS

A mikotoxinok a mikroszkdpikus gombak masodlagos anyagcseretermékei, amelyek
emberekre és allatokra nézve is jelentds egészségligyi kockdzatot jelentenek. Ide tartozik az
Aspergillus spp. altal termelt aflatoxin-B1 (AFB1), ami az egyik legveszélyesebb mikotoxin,
koszonhetden mutagén, karcinogén, citotoxikus, teratogén ¢€s immunszupressziv
tulajdonsagénak; illetve a Fusarium-ok altal termelt zearalenon (ZEA), ami 6sztrogénszerii
hatasa miatt reprodukcios zavart okoz gerinces allatokban. E két mikotoxin erds biologiai
hatasa felveti olyan alternativ vizsgalati modszerek sziikségességét a hagyomanyos analitikai
mérések mellett, amelyek egy biomonitoring rendszer alkotorészeként képesek a kockéazatot
jelentd mikotoxin-szintek indikacidjara.

Az emlitett bioldgiai hatdsmérésen alapuld tesztek a monitoring mellett alkalmasak
lehetnek a biodetoxifikacios eljarasok hatékonysaganak mérésére is. Ugyanis a mikotoxin-
eliminalasi mddszerek egyik igéretes agat képezik a biodetoxifikacids eljarasok, amelyeken
beliil egyre nagyobb figyelmet kapnak a mikotoxinok lebontdsara képes mikroorganizmisok.
Azonban meglepden kevés, a biotranszformacids eljardsok biologiai hatdsat is értékeld,
szakirodalmi adat all rendelkezésre.

Munkam sordn az AFB1 ¢és ZEA bioldgiai hatdsat vizsgaltam pro- és eukariota
mikroba tesztrendszerekkel: egyrészt az Escherichia coli-ra optimalizalt genotoxicitast
elemzd SOS-Chromo teszttel (1), és a citotoxicitas vizsgalatara kialakitott, Aliivibrio fischeri
alapu modszerrel (2), masrészt az Osztrogén hatas vizsgalatara alkalmazott Saccharomyces
cerevisiae BLYES teszttel (3), illetve az ehhez tartozo, toxicitast méré, BLYR kontroll
torzzsel (4). Meghataroztam a tesztek érzékenységét a vizsgalt toxinokra és adaptiltam a
vizsgalatokat toxinbontasi eljardsok tamogatisara, annak érdekében, hogy a megfeleld
degradacios képességgel rendelkezd, de biztonsagos mikroorganizmusokat szelektaljam. A
toxinhatas monitorozasan és a mikroorganizmusokat detoxifikacios aktivitasnak sziirésén
kiviil az SOS-Chromo tesztet magyarorszagi gabonamintakrol szarmazd Aspergillus flavus
izolatumok toxintermelési kockazatanak elemzésére is felhasznéaltam.

Az AFBl-re vonatkozd vizsgilataim eredményeképpen megallapitottam, hogy az
SOS-Chromo teszt és az A. fischeri mikroorganizmussal végzett citotoxicitasi teszt
érzékenysége nem teszi lehetové élelmiszervizsgalati célokra torténd alkalmazasukat, hiszen
csak a jelenlegi szabdlyozési szintek felett képesek az AFBI1 kimutatdsira, de rendkiviil
hatékony eszkozok biodetoxifikdciora képes mikroba torzsek tesztelésére. Ennek érdekében
az SOS-Chromo tesztet €s az A. fischeri tesztet adaptaltam toxinbontési kisérletekhez és a két

teszt kombindldsdval kialakitottam egy toxikologiai értékelési rendszert (kombinalt
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toxikologiai profilt), amellyel kivalaszthatdoak egy standard vagy célzottan izolalt
torzsgarnitirabol az AFBI1 bontasra legalkalmasabb mikroorganizmusok. A kombinalt
toxikologiai profil alapjan az eddigi vizsgéalat szerint a Rhodococcus és a Pseudomonas
nemzetségbe tartozo torzsek bizonyultak a legmegfeleldbbeknek tovabbi biodetoxifikacios
felhasznaldsra, mivel a hatékony toxinbontas mellett esetiikben nem volt kimutathaté6 sem

geno-, sem citotoxikus metabolit.

A hormonhatés-vizsgalatok soran a BLYES tesztszervezet alkalmasnak bizonyult akar
direkt élelmiszer- és takarmanyvizsgalati célokra is, hiszen a jelenleg hatdlyos hatarértékek
alatt képes kimutatni a ZEA-t. Ezt az ¢élesztd alapi bioriportert adaptaltam toxinbontasi
kisérletekhez és kialakitottam egy komplex értékelési rendszert, ami integralja a kémiai
analitika, az immunanalitika és a bioldgiai hatdsmérd rendszerek eldnyeit. Az alkalmazott
komplex  értékelési  rendszerrel  sikeriilt  kivadlasztanom a  legmegfeleldbb
mikroorganizmusokat, amelyek maradék Osztrogén- és citotoxikus hatds nélkiil képesek a
toxin bontasara. Vizsgalataim alapjan ZEA-bontasra a legigéretesebb torzsek a Rhodococcus
¢s a Streptomyces nemzetséghez tartoznak.

A Dbiologiai tesztek gyakorlati hasznositdsaként magyarorszagi termdteriiletekrdl
izolalt Aspergillus torzsekkel fert6zott kukoricdbdl szdrmazd mintdkat vizsgaltam. A
genotoxikus hatast méré SOS-Chromo teszt segitségével Magyarorszagon elsoként igazoltuk
takarmanyalapanyagokbol izoldlt Aspergillus flavus torzsek jelentés mértékli aflatoxin

termelését.

Fentiek aldtdmasztjak a bioldgiai tesztek alkalmazasanak fontossagat a hagyomanyos
analitikai mddszerek mellett, hiszen olyan hatasokra mutatnak ra, amelyek a kémiai analitika
elott rejtve maradnak. Mindazondltal a biologiai modszerek gyors, koltségkiméld és
megbizhatd tesztek, amelyek alkalmazasaval akar tobb szaz torzsbol allo gytijtemények

screenelése is lehetové valik.
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7. ENGLISH SUMMARY

Mycotoxins are secondary fungal metabolites that pose serious health risks to humans
and animals as well. Among the most hazardous mycotoxins are the aflatoxin-B1 (AFB1)
produced by Aspergillus spp. due to its mutagenic, carcinogenic, teratogenic,
immunomodulant and cytotoxic effects, and zearalenone (ZEA) produced by Fusarium sp.
that causes various problems associated with reproduction thorough its estrogen effect.
Significant biological effect of these mycotoxins pose the necessity of alternative monitoring
methods beside conventional analitical methods; since biological monitoring systems are able
to indicate the hazardous mycotoxin levels.

To eliminate mycotoxins, recently innovated biological methods came into
prominance, taking advantage of the capability of certain microbes that utilize mycotoxins as
an energy source. However, insufficient data present that evaluate the residual biologcal effect
of biotransformation. The mentioned biological effect testing procedures, beside mycotoxin-
monitoring, are suitable for evaluating the effectiveness of biodetoxification processes

In the present work biological effect of AFB1 and ZEA were investigated by
procaryotic and eucaryotic test organisms: on the one hand with the genotoxicity testing SOS-
Chromotest optimized for Eserichia coli (1), and with the cytotoxicity testing method that is
based on Aliivibrio fischeri (2), on the other hand with the Saccharomyces cerevisiae BLYES
strain for testing estrogenic effect (3), and with the BLYR control strain for measuring
toxicity (4). Sensitivity of these tests was determined for AFB1 and ZEA and these biological
effect testing procedures were adapted to mycotoxin degradatation for secelting safe microbes
with the sufficient degradiong potential. Aside monitoring mycotoxins on the base of their
biological effect and screening microorganisms on the base of their biodetoxification activity,
SOS-Chromotest was applied for evaluating Aspergillus flavus isolates originated from
Hungarian corn samples.

Experiments to investigate sensitivity of the test-organisms for AFB1 showed that
SOS-Chromotest and A. fischeri test is not suitable for direct monitoring of food and feed
stuffs, as it works at a much higher concentration than the current limits, though these
biological effect testing procedures are effective tools for evaluating the biodetoxificaton
capacity of miroorganisms. For that reason SOS-Chromotest and A4. fischeri test were adapted
to mycotoxin degradation experiments. By the combination of the two modified assays, the
most appropriate microbes for AFB1 degradation were selected. On the base of this combined

toxicity-profiling method strains belonging to the Rhodococcus and the Pseudomonas genus
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proved to have effective toxin degradation without creating geno- and/or cytotoxic

metabolites.

Results of the estrogen tests proved the applicability of BLYES test organism for
direct monitoring of food and feed stuffs, as the thest is responsive for ZEA under the current
limits. The yeast based bioriporter was adapted to experiment for testin mycotoxin
biodegradation, and a comples evaluating system were created that integrates the advantages
of chemical, immunanalitical and biological methods. With the useage of this complex
evaluating method the most appropriate microorganisms with the weakest residual estrogen
and/or cytotoxic effest were selected. On the base of this complex evaluating method the most
promising strains belong to the Rhodococcus and the Streptomyces genus.

For utiliazing the biological effect testing prosedures for practical purposes, corn
samples that were contaminated with Aspergillus strains isolated from Hungarian fields were
examined. Foremost in Hungary, significant aflatoxin production of Aspergillus flavus strains

were proved by the SOS-Chromotest that measures genotoxicity.

Above mentioned results underline the neccessity of biological tests beside
conventional analitical methods, since those effects are revealed by these biological tests wich
can not be detected by analitical methods. Nevertheless, biological methods are fast, cost-
effective and reliable tests; moreover, strain collections with hundred of microbes can be

screened by the use of these biologocal effect testing procedure.
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letoltés ideje: 2011.06.23.

HTTPY9 http://www.biomin.hu/index elemei/Page464.htm, letdltés ideje: 2012.03.19
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Egvéb hivatkozasok

17/1999. (VI.16.) EUM rendelet az élelmiszerek vegyi szennyezettségének megengedhetd
mértékérdl

165/2010/EU: A Bizottsag 165/2010/EU rendelete (2010. februar 26.) az élelmiszerekben
eléforduld egyes szennyezd anyagok felsd hatarértékeinek meghatirozasarol szold
1881/2006/EK rendeletnek az aflatoxinok tekintetében torténd modositasarol

1126/2007/EK: A Bizottsdg 1126/2007/EK rendelete (2007. szeptember 28.) az
¢lelmiszerekben eléforduld egyes szennyezd anyagok felsd hatarértékeinek
meghatarozasarél  szold6  1881/2006/EK  rendeletnek a  kukoricaban  és
kukoricakészitményekben  eléfordulé6  Fusariumtoxinok tekintetében  torténd
modositasarol

2006/576/EK: A Bizottsag ajanlasa (2006. augusztus 17.) a deoxinivalenol, a zearalenon, az
ochratoxin-A, a T-2, a HT-2 és a fumonizinek 4&llati takarmanyozdsra szant
termékekben valo eléfordulasarol

2002/32/EK: Az Eurdpai Parlament ¢s Tanacs 2002/32/EK iranyelve (2002. majus 7.) a

takarmanyban el6forduld nemkivéanatos anyagokrol

44/2003. (IV. 26.) FVM rendelet a Magyar Takarmanykodex kotelez6 eldirasairol
20/2004. (II. 27.) FVM rendelet a Magyar Takarmanykdodex kotelezo eldirasairdl szolo
44/2003. (IV. 26.) FVM rendelet modositasarol

AOAC OFICIAL METHOD 990.33 Aflatoxins in corn and peanutbutter(KSZ-89)

CFP/EFSA/FEEDAP/2009/01: Review of mycotoxin-detoxifying agents used as feed
additives: mode of action, efficacy and feed/food safety

MSZ ENISO 11348-1:2000 Vizmindség. Vizmintak gatld hatdsanak meghatarozasa a Vibrio
fischeri fénykibocsajtasara (Lumineszcensbaktérium-baktérium teszt). 1. rész:

Vizsgalat frissen elokészitett baktériumokkal (ISO 11348:1:1998)
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2. melléklet: Biotranszformacios lehetéségek a szakirodalom alapjan

Kategoria Leiras Cég /labor Eredet Célzott mikotoxin Szakirodalom
Baktérium | Anaerob baktérium Eubacterium sp. BBSH 797 | Biomin Bend6 T-2 toxin, HT-2 toxin, | FUCHSET AL., 2002
T-2 tetraol, T-2 triol,
scirpentriol
Nocardia asteroides AFBI1 WU ET AL., 2009
Mycobacterium fluoranthenivorans sp. nov.
Rhodococcus erythropolis
Kevert tenyészet (Alcaligenes, Bacillus, ZEA MEGHARAJ ET AL., 1997
Achromobacter, Flavobacterium, és
Pseudomonas
Curtobacterium sp. strain 114-2 T-2 toxin UENO ET AL., 1983
Gomba Aspergillus niger, Eurotium herbariorum, AFBI1, Aflatoxiol NAKAZATO ET AL., 1990
Rhizopus sp., énem aflatoxin termel6 4. flavus
Aspergillus parasiticus NRRL 2999 és NRRL AFBI1 WUET AL., 2009
3000
Eleszté Trichosporon mycotoxinivorans OTA, ZEA, DON MOLNAR ET AL., 2004
SCHATZMAYR ET AL., 2006
Phaffia rhodozyma és Xanthophyllomyces OTA PETERIET AL., 2007
dendrorhous izolatumok
Mycotox® (Oxicinol, timol, éleszt6-sejtfal Aflatoxin SEHU ET AL., 2005
kivonat)
Mycofix® Plus (Toxin mentesité készitmény Biomin FB1, ZEA, DON, NIV, | AVANTAGGIATO ET AL., 2005

amely taralmazza a Trichosporon
mycotoxinivorans élesztot, és abszorpcios
tulajdonsagokat mutat, epoxidaz és laktanaz
aktivitassal kiegészitve.

DAS, T-2 toxin, OTA

DANICKE ET AL., 2002A
DANICKE ET AL., 2002B
DANICKE, 2002
DANICKE ET AL., 2003
DIAZET AL., 2002

DIAZ ET AL., 2005
HANIF ET AL.,2008
POLITIS ET AL., 2005
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Baktérium | Eubacterium BBSH 797 és Biomin OTA, ZEA HOFSTETTER ET AL., 2006

+ élesztd Trichosporon mycotoxinivorans

Enzimek Protease A Amano Inc.. | Aspergillus niger OTA ABRUNHOSA ET AL., 2006
Pancreatin Biocatalysts | Sertés hasnyalmirigy OTA ABRUNHOSA ET AL., 2006

Epoxidase from Eubacterium BBSH 797

ZEA, OTA, DON

SCHATZMAYR ET AL., 2006

Aflatoxin-detoxifizyme (ADTZ)

Armillariella tabescens

AFBI1

LIUET AL., 2001

Lactonohydrolase

Clonostachys rosea IFO 7063

ZEA

TAKAHASHI-ANDO ET AL., 2002
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3. melléklet: Az aflatoxin B1l-re szamitott EC értékek részletes
ismertetése a ToxRet program alapjan

Evaluation of a Metric Response
Effective Concentrations (ECx) with bioluminescens at 3.5 h

Probit analysis using Linear Max. Likelihood Regression

Treatm. [pg/ml] Log(x) %Decrease n Emp. Probit  Weight Probit
Control 0.0 3 excluded
1.0 0.000 15.0 3 3.962 0.226 3.781
2.0 0.301 12.1 3 3.831 0.428 4.079
5.0 0.699 34.5 3 4.603 0.757 4.473
10.0 1.000 38.1 3 4.698 0.948 4.770
15.0 1.180 46.0 3 4.900 0.997 4.944
20.0 1.300 55.1 3 5.128 0.995 5.067
excluded: value not in line with the chosen function
Parameters of the Probit analysis
Parameter Value
Computation runs: 3.0000
Slope b: 0.9886
Intercept a: 3.7814
Variance of b: 1.6459
Goodness of Fit
Chi2: 0.0538
Degrees of freedom: 4.0000
p(Chi?): 0.9996
Log EC50: -0.33937
Variance Log EC50: 13.8683
g-Criterion: 0.1745
Residual Variance (Chi?/df): 0.0135
2 0.9170
F: 44.1510
p(F) (df: 1;4): 0.0030
Results of the Probit analysis
Parameter EC10 EC20 EC50
Value [pug/ml] 0.9 2.4 17.1
lower 95%-cl 0.2 0.9 11.7
upper 95%-cl 1.8 3.9 334
lower 99%-cl 0.1 0.5 8.3
upper 99%-cl 4.1 6.5 47.2

n.d.: not determined due to mathematical reasons

Computation of variances and confidence limits was adjusted to metric data (Christensen &
Nyholm 1984).

Slope function after Litchfield and Wilcoxon: 10.268
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Range-to-standard-deviation-ratio Test on Normal Distribution

Treatm. [pg/ml] R s n R/s cl ch  Sign.
Control 21087.0 10924.64 3 1.930 1.758  1.999 -
1.0 7460.0 379047 3 1.968 1.758  1.999 -
2.0 101302.0 54415.16 3 1.862 1.758 1.999 -
5.0 20905.0 10543.98 3 1.983 1.758 1.999 -
10.0 32143.0 16731.23 3 1.921 1.758 1.999 -
15.0 8421.0 4568.48 3 1.843  1.758  1.999 -
20.0 18285.0 9778.51 3 1.870 1.758 1.999 -
+: significant; -: non-significant
One-way Analysis of Variance
Source SS df MSS F p(F)
Treatment 54629720064.00 6 9104953344.00 17.693  <0.001
Residuals  7204650496.00 14 514617888.00
Total 61834371072.00 20

+: significant; -: non-significant

p(F) is smaller than or equal to the selected significance level of 0.050; therefore, treatments

are significantly different.

Williams Multiple Sequential t-test Procedure

Treatm. [pg/ml] Mean S df LhM %MDD t t*  Sign.
Control  275134.0 22685.19
1.0 233976.3 22685.19 14 237879.3 289 -2.01 2.14 -
2.0 241782.3 22685.19 14 237879.3 299 -2.01 222 -
5.0 180123.3 22685.19 14 180123.3 302 513 224 +
10.0  170316.7 22685.19 14 170316.7 304 -5.66 226 +
15.0 148550.0 22685.19 14 148550.0 30.5 -6.83 226 +
20.0  123566.7 22685.19 14 123566.7 30.5 -8.18 227 +

+: significant; -: non-significant
A NOEC of 2.0 pg/ml is suggested by the program.
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Evaluation of a Metric Response
Effective Concentrations (ECx) with bioluminescens at 10 h

Probit analysis using Linear Max. Likelihood Regression

Treatm. [pg/ml] Log(x) %Decrease n Emp. Probit Weight Probit
Control 0.0 3 excluded
1.0 0.000 11.8 3 3.816  0.239 3.804
2.0 0.301 31.9 3 4.529  0.827 4.564
5.0 0.699 74.5 3 5.658 0.724 5.568
10.0 1.000 86.5 3 6.103  0.172 6.328
15.0 1.180 97.3 3 6.926  0.043 6.772
20.0 1.300 98.7 3 7.216  0.013 7.088
excluded: value not in line with the chosen function
Parameters of the Probit analysis
Parameter Value
Computation runs: 3.0000
Slope b: 2.5230
Intercept a: 3.8045
Variance of b: 5.2056
Goodness of Fit
Chi*: 0.0192
Degrees of freedom: 4.0000
p(Chi?): 1.0000
Log EC50: -0.14214
Variance Log EC50: 9.0471
g-Criterion: 0.0302
Residual Variance (Chi?/df): 0.0048
% 0.9850
F: 254.9680
p(F) (df: 1;4): 0.0000
Results of the Probit analysis
Parameter EC10 EC20 ECS50
Value [pg/ml] 0.9 1.4 3.0
lower 95%-cl 0.7 1.1 2.6
upper 95%-cl 1.1 1.6 34
lower 99%-cl 0.6 1.0 2.4
upper 99%-cl 1.4 1.9 3.7
n.d.: not determined due to mathematical reasons
Computation of variances and confidence limits was adjusted to metric data (Christensen &
Nyholm 1984).
Slope function after Litchfield and Wilcoxon: 2.491
Range-to-standard-deviation-ratio Test on Normal Distribution
Treatm. [pg/ml] R s n R/s cl ch  Sign.
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Control 572077.0 297103.75 3 1.926 1.758 1.999 -
1.0 520227.0 265894.66 3 1.957 1.758 1.999 -
2.0 617210.0 313090.59 3 1.971 1.758 1.999 -
5.0 312702.0 163728.77 3 1.910 1.758 1.999 -
10.0 395746.0 217804.64 3 1.817 1.758 1.999 -
15.0 27954.0 14466.96 3 1.932  1.758 1.999 -
20.0 30989.0 16756.83 3 1.849 1.758 1.999 -
+: significant; -: non-significant
One-way Analysis of Variance
Source SS df MSS F p(F)
Treatment 16040693071872.00 6 2673448845312.00 56.413 <0.001
Residuals ~ 663464771584.00 14 47390339072.00
Total 16704157515776.00 20

+: significant; -: non-significant

p(F) is smaller than or equal to the selected significance level of 0.050; therefore, treatments

are significantly different.

Williams Multiple Sequential t-test Procedure

Treatm. [pg/ml] Mean s df LhM %MDD t t* Sign.
Control 2261177.0 217693.22
1.0 1993877.6 217693.22 14 1993877.6 337 -1.5 214 -
2.0 15409704 217693.22 14 1540970.4 349 -4.05 222 +
5.0 576781.3 217693.22 14 576781.3 353 -948 224 +
10.0 305312.0 217693.22 14 305312.0 355 -11 2.26 +
15.0 61218.3 217693.22 14 612183 35.6 -12.38 2.26 +
20.0 30227.7 217693.22 14 30227.7 357 -12.55 227 +

+: significant; -: non-significant

A NOEC of 1.0 pg/ml is suggested by the program.
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Evaluation of a Metric Response
Effective Concentrations (ECx) with bioluminescens at 15 h

Probit analysis using Linear Max. Likelihood Regression

Treatm. [pg/ml] Log(x) %Decrease n Emp. Probit Weight Probit
Control 0.0 3 excluded

1.0 0.000 9.8 3 3.706  0.186 3.703

2.0 0.301 28.3 3 4.427  0.683 4.383

5.0 0.699 60.0 3 5254 0924 5.280

10.0 1.000 78.4 3 5.784  0.398 5.960

15.0 1.180 96.4 3 6.799  0.158 6.358

20.0 1.300 97.8 3 7.014  0.068 6.640

excluded: value not in line with the chosen function

Parameters of the Probit analysis

Parameter Value

Computation runs: 4.0000

Slope b: 2.2579

Intercept a: 3.7027

Variance of b: 3.5170

Goodness of Fit

Chi*: 0.0381

Degrees of freedom: 4.0000

p(Chi?): 0.9998

Log EC50: -0.11376

Variance Log EC50: 6.5928

g-Criterion: 0.0507

Residual Variance (Chi?/df): 0.0095

% 0.9740

F: 152.0460

p(F) (df: 1;4): 0.0000

Results of the Probit analysis

Parameter EC10 EC20 ECS50
Value [pg/ml] 1.0 1.6 3.8
lower 95%-cl 0.6 1.1 3.1
upper 95%-cl 1.4 2.0 4.5
lower 99%-cl 0.5 0.9 2.7
upper 99%-cl 1.8 2.5 5.1

n.d.: not determined due to mathematical reasons
Computation of variances and confidence limits was adjusted to metric data (Christensen &

Nyholm 1984).

Slope function after Litchfield and Wilcoxon: 2.773
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Range-to-standard-deviation-ratio Test on Normal Distribution

Treatm. [pg/ml] R s n R/s cl ch  Sign.
Control 989458.0 530656.19 3 1.865 1.758 1.999 -
1.0 1199019.0 656543.56 3 1.826 1.758 1.999 -
2.0 701154.0 384216.78 3 1.825 1.758 1.999 -
5.0 645430.0 323541.09 3 1.995 1.758 1.999 -
10.0 856086.0 435605.22 3 1.965 1.758 1.999 -
15.0 81558.0 45428.61 3 1.795 1.758 1.999 -
20.0 98061.0 53447.34 3 1.835 1.758 1.999 -
+: significant; -: non-significant
One-way Analysis of Variance
Source SS df MSS F p(F)
Treatment 45944145969152.00 6 7657357836288.00 46.223 <0.001
Residuals  2319238037504.00 14 165659852800.00
Total 48263382171648.00 20
+: significant; -: non-significant
p(F) is smaller than or equal to the selected significance level of 0.050; therefore, treatments
are significantly different.
Williams Multiple Sequential t-test Procedure
Treatm. [pg/ml] Mean S df LhM %MDD t t* Sign.
Control 3939539.0 407013.33
1.0 3554317.3 407013.33 14 35543173 362 -1.16 2.14 -
2.0  2823564.3 407013.33 14 2823564.3 375 -336 2.22 +
5.0 1574830.0 407013.33 14 1574830.0 379 -7.12 224 +
10.0 852856.3 407013.33 14 852856.3 38.1 -929 226 +
15.0 141952.0 407013.33 14 1419520 382 -11.43 226 +
20.0 86861.3 407013.33 14 86861.3 383 -11.59 2.27 +

+: significant; -: non-significant

A NOEC of 1.0 pg/ml is suggested by the program.
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Evaluation of a Metric Response
Effective Concentrations (ECx) with bioluminescens at 15 h

Probit analysis using Linear Max. Likelihood Regression

Treatm. [pg/ml] Log(x) %Decrease n Emp. Probit  Weight Probit
Control 0.0 3 excluded
1.0 0.000 6.7 3 3.504 0.000 1.277
2.0 0.301 -7.5 3 excluded
5.0 0.699 22.4 3 4.242 0.365 3.996
10.0 1.000 47.2 3 4.929 0.972 5.167
15.0 1.180 84.8 3 6.026 0.483 5.852
20.0 1.300 96.4 3 6.804 0.167 6.339
excluded: value not in line with the chosen function
Parameters of the Probit analysis
Parameter Value
Computation runs: 6.0000
Slope b: 3.8914
Intercept a: 1.2759
Variance of b: 15.9061
Goodness of Fit
Chi2: 0.1440
Degrees of freedom: 3.0000
p(Chi?): 0.9861
Log EC50: 0.5576
Variance Log EC50: 0.1060
g-Criterion: 0.5103
Residual Variance (Chi?/df): 0.0480
2 0.8690
F: 19.8410
p(F) (df: 1;3): 0.0210
Results of the Probit analysis
Parameter EC10 EC20 EC50
Value [pg/ml] 4.2 5.5 9.1
lower 95%-cl 0.4 1.1 5.0
upper 95%-cl 6.6 7.8 12.5
lower 99%-cl 0.1 0.5 34
upper 99%-cl 20.4 18.1 18.4

n.d.: not determined due to mathematical reasons

Computation of variances and confidence limits was adjusted to metric data (Christensen &

Nyholm 1984).

Slope function after Litchfield and Wilcoxon: 1.807
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Range-to-standard-deviation-ratio Test on Normal Distribution

Treatm. [pg/ml] R s n R/s cl ch Sign.
Control  470434.0  252873.39 3 1.860 1.758 1.999 -
1.0 289042.0 144684.88 3 1.998 1.758 1.999 -
2.0 1086857.0 578274.31 3 1.879 1.758 1.999 -
5.0 890348.0 504661.53 3 1.764 1.758 1.999 -
10.0  519099.0 264582.13 3 1.962 1.758 1.999 -
15.0 408403.0 214604.17 3 1.903 1.758 1.999 -
20.0 331831.0 189935.59 3 1.747 1.758 1.999 +
+: significant; -: non-significant
Kruskal-Wallis-test Procedure
Treatm. [pg/ml] Mean n Ri
Control 3894180.0 3 52.0
1.0 3632028.3 3 46.0
2.0 4186671.8 3 55.0
5.0 3021188.8 3 33.0
10.0 2057753.4 3 24.0
15.0 593749.7 3 14.0
20.0 1388327 3 7.0
+: significant; -: non-significant
Results:
df=6
H=18.459
p(H)=0.005
p(H) is smaller than or equal to the selected significance level of 0.050; therefore, treatments
are significantly different.
Williams Multiple Sequential t-test Procedure
Treatm. [pg/ml] Mean s df LhM  %MDD t t*  Sign.
Control 3894180.0  343531.52
1.0 36320283 343531.52 14  3909350.0 30.9 0.05 2.14 -
2.0 4186671.8 343531.52 14  3909350.0 32.0 0.05 222 -
5.0 3021188.8 343531.52 14  3021188.8 323 311 224 +
10.0 2057753.4 343531.52 14 20577534 325 -6.55 226 +
15.0 593749.7 343531.52 14 593749.7 326 -11.77 226 +
20.0 138832.7 34353152 14 138832.7 327 -13.39 227 +

+: significant; -: non-significant

A NOEC of 2.0 pg/ml is suggested by the program
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9. KOSZONETNYILVANITAS

Elsoként koszonettel tartozom témavezetomnek Dr. Kriszt Balazsnak, aki kitiintetett
bizalmaval és timogatasaval, valamint szakmailag és emberileg is példamutatést adott.

A munkam soran felmeriilé rengeteg kérésben segitségemre volt Dr. Kukolya Jozsef,
akinek szakmai iranymutatasaért és dllando tanacsaiért halaval tartozom.

Koszonetet mondok hallgatoimnak, igy Risa Anitanak, Sziics Adamnak a
kisérletekben nyujtott segitségiikért ¢és egylittmikodésiikért; illetve Cserhati Matyas
kollégdmnak, akinek munkéja megalapozta a disszertdiciomban bemutatott kisérleteket és
eredményeket.

Koszonom a Kornyezetvédelmi ¢és Kornyezetbiztonsdgi Tanszék, valamint a
Kornyezetipari Regiondlis Egyetemei Tudaskozpont munkatarsainak segitségiiket,
tdmogatasukat és azt, hogy 6rom veliik egytitt dolgozni.

Dolgozatomat sziileimnek ajanlom, akik lehetdvé tették szamomra, hogy tanuljak és
kiilonds figyelemmel, tiirelemmel voltak irdnyomba, még akkor is, ha én ezt nem tudtam

eléggé viszonozni.

A doktori kutatdsaim megvalosulsahoz az alabbi projectek nyujtottak tdmogatast:

o Elelmiszer biztonsag fokozdsa gabona alapanyagok mikotoxin szennyezettségének
csokkentésével (NKTH TECH_08-A3/2-2008-0385 MYCOSTOP)

e Piacorientalt kutatas-fejlesztési tevékenység tdmogatasa (KMOP 1.1.1.-07/1-2008-
0002)

e Uj modszerek a hormonhéztartast karositdo szennyezék kockézat elemzé/kezeld
rendszerének fejlesztésére, Baross Gabor Program (HALEDCO09)

e Az oktatds és kutatds szinvonaldnak emelését célzo (TAMOP-4.2.1.B-11/2/KMR-
2011-0003) kodszamu projekt
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