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1. AMUNKA ELOZMENYEI, A KITUZOTT CELOK

A mikotoxinok, a penészgombdk madsodlagos anyagcseretermékei, széles korben
elterjedt mikroszennyezdk, kiemelt figyelmet érdemelnek rendkiviil stulyos akut és kronikus,
human ¢és allati egészségkarositdo 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 hatdsukban rejlik. A tudomany altal leginkdbb vizsgalt mikotoxin az
Aspergillus spp. penészgombak altal termelt aflatoxin-B1 (AFB1), amely human karcinogén
hatasa mellett, mutagén és citotoxikus hatassal is rendelkezik. Vilagviszonylatban a masik
igen nagy gondot okoz6 mikotoxin a zearalenon (ZEA), mely hormonhdztartast zavar6 hatasa
miatt reprodukcids és szaporodasbioldgiai betegségeket okoz. Ezen két toxin emlitett hatdsai
miatt fontos, hogy azokat az élelmiszerekbdl, valamint az allati takarmanyokbol lehetdség
szerint minél hatékonyabb modszerekkel eltavolitsuk.

A mikotoxinok elimindladsara a fizikokémiai eljarasok mellett egyre szélesebb korben
alkalmazzdk a mikotoxinok detoxifikéladsara irdnyuld bioldgiai modszereket. Az ilyen
kutatdsok egyik legigéretesebb agat a bioldgiai lebontdson alapul6é eljarasok képezik. Sorra
jelennek meg olyan tudomanyos cikkek, amelyek a mikotoxinok lebontasara képes
mikroorganizmusok izoldldsar6l és identifikdldsarél szoélnak, ¢és mar kereskedelmi
forgalomban is kaphatd olyan enzimalapi takarmény-adalékanyag, amely képes egyes
mikotoxinok (zearalenon, ochratoxin) bontdsara. Szakirodalmi adatok alapjan ismert, hogy
egyes Rhodococcus nemzetségbe tartozd Dbaktérium torzsek kivalo aflatoxin-bontod
képességgel rendelkeznek, de a =zearalenon ¢és ochratoxin eltavolitdséhoz hasonld
biodetoxifikacids rendszer kialakitdsa mindezidaig varat magara. Ennek lehetséges okai a
megfeleld screening rendszerek hidnya €s a toxinszint mérési eljarasok jelentds koltsége.

A toxinok vizsgalatdra 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 hatdsaira is képesek
fényt deriteni (bontési koztitermékek, egymadssal 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

kovethetbdek.



Munkam soran célom volt:

Biomonitoring rendszerek fejlesztése az aflatoxin-B1 és a zearalenon vizsgalatara.
Takarmény alapanyagok (pl. kukorica mintdk) toxintartalméanak vizsgélatira alkalmas
megbizhatd, gyors bioldgiai hatdsmérésen alapul6 tesztek kialakitasa.

A kialakitott biomonitoring rendszerek adaptaldsa biodegradacids eljarasokhoz,
amelyekkel az aflatoxin-B1 és a zearalenon bontasa a bioldgiai hatdsuk valtozasanak
mérésével jellemezheto.

A jo6 bontasi potenciallal rendelkez6 torzsek koziil azok szelekcidja, amelyek toxikus
metabolitok termelése nélkiil képesek az aflatoxin-B1l, valamint a zearalenon

crer

kovetése, és az esetlegesen fellépd kockazatok detektalasa.



2.ANYAG ES MODSZER
2.1 A mikotoxinok biologiai hataselemzésére alkalmazott tesztek

2.1.1 SOS-Chromo genotoxicitas teszt

Az SOS-Chromo teszt az Eserichia coli PQ37 jelzésti torzset alkalmazza
tesztszervezetként, amely esetében mutagén anyag hatasara indukalt SOS valaszreakcioval
egylitt a f-galaktozidaz enzim termelésért felelds génszakasz traszkripcidja is megtorténik. A
teszt lehetové teszi indirekt genotoxinok vizsgalatat, amelyek hatdsuk kifejezéséhez
metabolikus aktivalasara van sziikség (S9 patkdnymdj enzimkivonat alkalmazasa a tesztben).
Az SOS-Chromo teszt (Environmental Bio-Detection Products, Kanada) alkalmazasa a gyarté
utmutatasai szerint tortént. Az enzimaktivitast (f-galaktozidaz és alkalikus foszfataz) (BioTek
Inctruments) 620 és 405 nm-en hataroztuk meg, majd a genotoxikus aktivitas kifejezésére az
eredményeket indukcids faktorban (IF) adtuk meg. A genotoxikus aktivitas kifejezésére

szolgald IF érték az egyes koncentracios szinteken az alabbi egyenlettel szamszerisitheto:

A405nk x A620¢ ahol, A405: abszorbancia 405 nm-en (alkalikus foszfatdz)

A620: abszorbancia 620 nm-en (B-galaktozidaz)
A405tx A620nk nk:  negativ kontroll

t: adott szerkoncentracioju tesztelt oldat

Szakirodalmi adatok alapjan genotoxikusnak szamit az a minta, amely egy adott
koncentracioban 1,5 vagy annal nagyobb IF értéket mutat

Az elOkiséreltek sordn a toxinokat 1:2-es higitasi sorban vizsgaltunk, azaz AFB1-et
10-0,078 pg/ml, a ZEA-t 10—1,25 pg/ml koncentracidban.

Az AFB1 biolégiai 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
szereplé mikrobamentes kontroll mintdk, az SOS-Chromo teszt esetében, mint pozitiv

genotoxikus kontroll szerepeltek.

2.1.2 Aliivibrio fischeri citotoxicitas teszt

Az akut biolumineszcencia tesztet Sarter és mtsi (2008) alapjan moddositottuk, majd
mikrotiter-lemezre adaptaltuk a modszert. A biolumineszcens Aliivibrio fischeri (DSM-7151)
baktériumot a Mikroorganizmusok ¢és Sejtkulturdk Német Nemzeti Gylijteményébdl (DSMZ —
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH) rendeltiik. A liofilizalt
(fagyasztva szdéritott) baktériumot rehidratdlds utan Bacto Marine (BM) tapoldatban
szaporitottuk és 4°C-on tartottuk fenn BM ferde agaron.



A  mobdszer elve az Aliivibrio fischeri fénykibocsatas-gatlasanak egyedi
elegyvizsgalatban vald meghatarozdsa, amelyet a tesztminta ¢és a tesztorganizmus
szuszpenzionak egyesitésével torténik. Az alapkisérletek soran a tesztszervezet érzékenységét
kivantam megéllapitani az AFB1 és ZEA toxinokra. A vizsgélatokat 100 pl A. fischeri
tesztkultirdval BM tépoldatban végeztem, amely sejtsiirliségét bedllitottuk OD=0,1-re
allitottam be. A mikotoxin-mentes kontroll mintdk tartalmaztak a tesztszervezet folyé¢kony
kultarajat és a higitd oldatnak hasznalt acetont. A vizsgalatban résztvevd kontrollokat, az
AFB1 (20-10-5-2-1 pg/ml) ¢és a ZEA (20-15-10 pg/ml) mintdk mindegyikét héarom
parhuzamos rendszerben vizsgaltam 3,5-10-15-25 o6rés kontaktidd utan.

A kapott fénykibocsajtasi értékekbdl megallapitottam a hatasos koncentracio

értékeket, illetve kiszamitottdm Froehner és mtsai (2002) alapjan a toxinok altal kifejtett

gatlast:
Kix — Mtx ,ahol K: parhuzamos kontrollok fénykibocsatasanak atlagértéke
Gatlas (%)= (—j *100 M: parhuzamos mintak fénykibocsatasanak atlagértéke
tx: kontaktido

2.1.3 BLYES/BLYR hormonhatas elemz6 tesztreszdszer

A Saccharomyces cerevisiae BLYES ¢és BLYR tesztszervezetek (Tennessee
University, USA) szaporitdsdhoz wuracil és leucin szelektiv tapoldatot (YMMuyr-, ieu-)
alkalmaztam. A tenyészeteket -80°C-on taroltam a tovabbi vizsgalatokig.

Az elOkisérletek soran megallapitottam a tesztszervezetek érzékenységét zearalenonra.
A BLYES ¢és BLYR tesztszervezeteket 24 oran keresztiil inkubaltam (30°C, 200 rpm) ¢és
sejtstriségét 600 nm-en (ODggo) 1-re allitottam be. Pozitiv kontrollként 17-B-6sztradiolt
alkalmaztam, higité oldatként metanolt hasznaltam. Két negativ kontroll hasznalata is
sziikséges a vizsgdlat sordn: a higitashoz hasznalt metanolt és a tesztszervezetet tartalmazo
kontroll, valamint magat a tesztszervezetet tartalmazo kontroll.

A ZEA biologiai lebontasanak vizsgalata céljabol a BLYES/BLYR tesztet adaptaltam
toxinbontasi kisérletekhez. A vizsgalatok soran pozitiv kontrollként a bontési kisérletbol
szarmazo6 pozitiv kontroll oldatot alkalmaztam.

A bontasi kisérlet feliilisz6 mintai esetében egy lumineszcencia intenzitasi értéket
hataroztam meg a 2.1.2 fejezetben megadott, de mddositott egyenlet alapjan, amely szerint az
eredeti egyenlet reciprok értékének alkalmazasaval nem biolumineszcencia gatldsi, hanem
intenzitasi értékben adtam meg szazalékos ardnyban a kontrollhoz viszonyitott fénykibocsatas

valtozast.



2.2 Hazai kukorica mintakbdl izolalt Aspergillus flavus torzsek aflatoxin-
B1 termelésének kimutatasa SOS-Chromo teszttel

A biologiai tesztek gyakorlati hasznositdsaként magyarorszagi terméteriiletekrol
izolalt Aspergillus torzsekkel fertézott kukoricdbdl szarmazdé mintdkat vizsgaltam. Az A.
flavus altal beszOtt kukoricaszem-tomeg aflatoxin tartalmanak kimutatdsdra biologiai
hataselemzést végeztem SOS-Chromo teszttel, amely eredményeket ELISA, HPLC-FLD

modszerekkel vetettem Ossze.

2.3 A biodegradacios kisérletekben felhasznalt mikroorganizmusok és
tenyésztési korillmények

Vizsgéalataim sordan az Agruniver Holding Kft. és a Szent Istvan Egyetem
Kornyezetvédelmi és Kornyezetbiztonsagi Tanszék torzsgylijteményében taladlhatoé baktérium
torzseket hasznaltam fel, amelyek eldzetesen igazolt mikotoxin-bontd képességgel
rendelkeznek, illetve nemzetkozi torzsgylijteményekbdl szarmazé referencia torzseket vontam
kisérletbe.

A bontasi kisérletre valasztott, -80°C-on téarolt torzseket LB agarra szélesztve
inkubdltam (28°C) 72 6ran keresztiil. A telepek tisztasaganak ellenérzése utdn 50 ml LB
tapoldatot oltottam be egyetlen tiszta telepbdl szarmazé inokulummal és razattam (28°C, 170

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

2.4 Az aflatoxin-B1 és a zearalenon biologiai lebontasanak vizsgalata

A biodegradacios kisérletek Erlenmeyer lombikban (300 ml), 50 ml LB tapoldatban
folytak, 3 péarhuzamos rendszer bedllitdsaval, amelynek paramétereit 2.1. sz. tablazat
tartalmazza. A bontasi rendszereket 28°C, 170 rpm razatas mellett inkubaltam és 24 6ranként
mintaztam azokat. A mintakat lecentrifugdltam (15000 rpm, 4°C, 20 min.), a feliilaszot
dekantaltam és a pellettdl kiilon taroltam -20°C-on a tovabbi vizsgalatokig.

A feliiltiszo és a pellet mikotoxin-tartalmat akkreditalt kémiai analitikai laboratorium
vizsgalta (Wessling Hungary Kft.) nagy teljesitményii folyadék kromatografia moddszerrel
(HPLC), illetve a Soft Flow Hungary Kft. ELISA mddszerrel. A degradacids kisérlet
feliilusz0 mintdit az adaptalt biomonitoring rendszerekkel vizsgaltam a maradék

geno/citotoxikus és Osztrogén hatds meghatarozasa céljabol.

2.1. sz. tablazat: A toxinbontasi-kisérlet beallitisanak paraméterei

AFB1 ZEA
Toxintartalom 2 pg/ml 1 pg/ml
Inkubacios id6 3 nap 7 nap
Bioldgiai hataselemzés SOS-Chromo teszt BLYES/BLYR teszt



3. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK
3.1 Az aflatoxin-B1 és a zearalenon biologiai hataselemzése

3.1.1 SOS-Chromo genotoxicitas teszt

Az AFBI toxint 10-0,078 pg/ml, mig a ZEA toxint 10-1,25 pg/ml koncentracios
tartomanyban vizsgaltam. Az eredményeket a 3.1. sz. dbran foglaltam 0Ossze, amelyrdl
leolvashatd, hogy az SOS-Chromo teszt kevésbé hatékony modszernek bizonyult a ZEA
bioldgiai hatdsdnak elemzésére. Ebben az esetben a nativ és az aktivalt mikotoxinok kozotti
kiilonbség nem volt szamottevé (10 pg/ml-es koncentraciondl IF=1,7; 5 pg/ml-es
koncentracional IF=1,540,1). Az AFB1 esetében viszont az aktivalt toxin mar 0,078 pg/ml-es
koncentracioban indukalta az sfiA gént és eredményezett egy viszonylag magas IF=2 értéket,
szemben a metabolikus aktivalas nélkiil vizsgalt toxinnal, amely ebben a koncentracidban
minddsszesen [F=1,22 értékkel volt jellemezhetd, amely szakirodalmi adatok alapjan nem

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

e

mutathat6 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 kimutathat6 AFB1 mennyiséget 1,56 pg-ban adtdk meg. Tehat a
mikrotiteres verzié valamivel érzékenyebb, a kimutathatosagi hatar 50%-kal alacsonyabb

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

3.1.2 Aliivibrio fischeri citotoxicitas teszt
Az elvégzett kisérletek eredményeit a 3.2. sz. abran foglaltam 0Ossze, amelyrdl
leolvashato, hogy a 10 pg/ml AFBI1 koncentraci6 esetében, 10 és 15 6ras kontaktidénél tobb

mint 80%-o0s gatlast tapasztaltam, amely eredmények korrelalnak a Sarter és mtsai altal mért

9



eredményekkel, akik kozel 100%-os inhibicidt tapasztaltak. Mindazonaltal a sajat mérési
eredményeim 3,5 ¢és 25 oOrds kontaktid6 esetében jelentésen nagyobb gatlast mutattak. A
lengyel kutatécsoport ezen kontaktidé esetében még 40%-os gatlast sem mért, addig a
laboratoriumi méréseim kozel 80%-os gatlast mutattak, tovabba a szélesebb koncentracios
tartomanyban végzett tesztnél, még 1 pg/ml-es koncentricioban is kimutathaté gatlast
tapasztaltam.

A ZEA 15 pg/ml-es koncentracioban 50%-al gatolta a tesztbaktérium
lumineszcencidjat. Vizsgélataim alapjan az A. fischeri tesztszervezet 10-15-25 Oras

kontaktidovel alkalmas a ZEA detektalasara.

3.2. 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 koncentracio szintet is, amely 10, 20, és 50%-0s lumineszcencia gatlast okoz a
tesztszervezet szamara (ECio, 20, 50)-

3.1. sz. tablazat: Az A. fischeri tesztszervezet aflatoxin-B1-re meghatarozott EC értékei 3,5-10-15-25 éras
kontaktidé esetében

EC, EC, ECs
Kontaktidé (ng/ml) (ug/ml) (ug/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 3.1. sz. tablazatbol lathatd, hogy az EC értékek alapjan a 10 és 15 oras
kontaktidonél bizonyult az A. fischeri tesztszervezet az AFB1 hatdséara a legérzékenyebbnek.
Ezen kontaktidok esetében az ECsy érték 3 illetve 3,8 pg/ml, mikdzben az akut standard
vizsgalat esetében 15 perces kontaktidével az EC50(15 min) érték 23,3 ug/ml. A vizsgalataink

alapjan a karosan még nem hato AFBI szint 0,9 pg/ml koncentréacio alatt adhaté meg.

10



UJ TUDOMANYOS EREDMENY (a 3.1.2 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; EC505,=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 (EC50(15min=23,3
pg/ml).

UJ TUDOMANYOS EREDMENY (a 3.1.1 és 3.1.2 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
felhasznilhatoak toxinbont6 mikroorganizmusok biolégiai hatasmérésen alapulo

screening vizsgalatara.

3.1.3 BLYES/BLYR hormonhatas elemz6 tesztrendszer
A vizsgalatok sordn a teszt-mikroorganizmus érzékenységét ellendriztem a ZEA

toxinra. Az eredményeket a 3.3. sz. dbran foglaltam 6ssze.
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3.3. sz. abra: A BLYES tesztszervezet zearalenon hatasara mutatott biolumineszcencia értékei 0—6 oras
kontaktido elteltével

A 33. sz. 4bran a ZEA koncentracié filiggvényében abrazoltam a BLYES
tesztszervezet biolumineszcencia valtozasat. A koncentracio-valasz fliggvény linearis részébdl
meghataroztam az ECsy és a LOEC értékeket. Az abrardl leolvashatd, hogy a BLYES
amely a tesztben 0,099 ng/ml ZEA toxinnak felel meg (a 10%-ra higulést figyelembe véve,

amelyet a tesztszervezet hozzaadasa okoz). A legkisebb kimutathato ZEA koncentracid pedig
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méréseink alapjan 0,003 pg/ml a tesztben, amely 0,03 pg/ml oldatkoncentracionak felel meg.
Az abrardl leolvashatd, hogy az 5. és 6. oOra kozotti fénykibocsatas-kiilonbség mar
elhanyagolhatd mértékli, igy a tovabbi vizsgalatok soran az 5 o6ras eredményeket vettiik
alapul.

A fentiek alapjan a BLYES modszer 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 bonté6 mikroszervezetek screening vizsgalatara.
Eredményeim alapjan a késébbiekben elvégzett mikrobidlis 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 erdsddott valaszreakceiot detektalni tudtam.

Meéréseink alapjan a ZEA a vizsgalt koncentracid tartomdnyban nem gatolja a S.

cerevisiae BLYR tesztszervezet szaporodasat.

UJ TUDOMANYOS EREDMENY (a 3.1.3. fejezetben bemutatott eredmények alapjan):
(3. tézis) Az EDC (0sztrogén) hatas detektalasara alkalmazott Saccharomyces cerevisiae
teszt (BLYES) alkalmas a zearalenon toxin 0,03 pg/ml-es koncentracidig torténo
kimutatasara; igy a teszt Kkimutatasi hatara megfelel az Eurdpai Unio
takarmanybiztonsagi hatarértékeire vonatkozo ajanlasainak. Mindemellett a modszer
felhasznalhaté toxinbont6 mikroorganizmusok bioldgiai hatasmérésen alapul6 screening

vizsgalatara is.

3.2 Hazai kukorica mintakbol izolalt Aspergillus flavus torzsek aflatoxin-
B1 termelésének kimutatasa SOS-Chromo teszttel

A vizsgalt mintak kémiai- és immunanalitikai eszkdzokkel mért AFB1 tartalmat a 3.2.
sz. tablazat tartalmazza Osszehasonlitva az SOS-Chromo teszt eredményekkel.

A 3.2. sz. tablazatbol lathatd, hogy egyrészt nem volt kimutathatd genotoxikus hatés
azon kukorica mintdk esetében, amelyek az Zt27 és Zt66 jelzésti 4. flavus torzsekkel lettek
beoltva; masrészt ezek a torzsek a HPLC és az ELISA mérések eredményei alapjan kevesebb,
mint 100 pg/kg AFBl-et termeltek. A Zt64 jelzésii torzzsel beoltott mintabdl késziilt
extraktum olyan magas genotoxikus potencidllal jellemezhetd (IF=2), amely érték az AFBI
standard sort és a metanollal torténd 25-sz6rds higitast figyelembe véve 1950 pg/kg AFB1
koncentracionak felelne meg; tovabba még 50%-o0s higitas esetében is genotoxicitast mutatott.
Mindezek ellenére az analitikai eredmények ennél joval alacsonyabb toxinkoncentraciot

mutattak ki (ELISA: 293,2 pg/kg; HPLC=397,7 pg/kg). Ellentmondéasos tovabba, hogy a
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7t64 esetében magasabb genotoxikus hatdst tapasztaltam, mint a Zt55 jeli minta esetében,
amely A. flavus torzs az analitikai mérések alapjan magasabb AFB1 termeld képességgel
rendelkezik (2031 pg/kg; 575 ng/kg). Feltételezhetden a Zt64 jelzésh torzs az AFB1-en kiviil
mas mutagén hatdsu metabolitokat is termelt. Vizsgalataim alapjan a Zt80 jelzésii torzzsel
inokulalt kukorica minta volt a legnagyobb genotoxikus potencidllal jellemezhetd; a
metanollal extrahalt minta igen magas indukcios faktort mutatott (IF=3,8); az 50%-o0s higitas
[F=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.

3.2. sz. tablazat: A magyarorszagi teriiletekrol izolalt A. flavus torzsek aflatoxin-B1 termelésének
értékelése immunanalitikai (ELISA) és kémiai analitikai (HPLC) modszerekkel, és 6sszehasonlitva az
SOS-Chromo teszttel

. ELISA HPLC-FLD SOS-Chromo teszt
A. flavus torzs

(ng/kg) (ng/kg) (IF)
727 2,8 0,1 1,20
7166 28,3 72, 1,27
7164 293,2 397,7 2,01*
Zt55 2031,0 575,0 1,59*
Zt80 6228,0 2774,0 3,81*

* genotoxikus minta (IF>1,5)

Ezen eredmények hangsulyozzdk az analitikai mérések mellett a biotesztek
alkalmazasanak fontossdgat, hiszen olyan veszélyes, példaul mutagén hatasra hivhatjak fel a

figyelmet, ami az analitikai mérések el6tt rejtve marad.

UJ TUDOMANYOS EREDMENY (a 3.2. fejezetben bemutatott eredmények alapjan):

(4. tézis) Az SOS-Chromo teszt alkalmas hazai kukorica mintakbdl szarmazo Aspergillus
flavus izolatumok aflatoxin-B1 termel6é képességének kimutatasara. A modszer
segitségével, hazankban eddig a tudomanyos kozvélemény altal nem létezonek tekintett,

kiugréoan magas aflatoxin B1 termel6 Aspergillus flavus torzsek keriiltek kimutatasra.

3.3 Aflatoxin-B1 és zearalenon biologiai lebontasanak vizsgalata
Az analitikai eredmények alapjan a mikroorganizmusokat mikotoxin bontasi
képességiik szempontjabol harom csoportra osztottam:
L. kivalo (>90%-o0s) toxinbontasi képességgel rendelkezo torzsek
II. 10 (50-90%-o0s) toxinbontasi képességgel rendelkezd torzsek

I11. elégtelen (<50%-0s) toxinbontasi képességgel rendelkezd torzsek

3.3.1 Az aflatoxin-B1 biologiai lebontasanak vizsgalatara iranyulé elokiséreltek
A kisérletek soran 16 mikroorganizmus AFB1 degradacios képességét hataroztam

meg. A bontési rendszereket 24 6ranként mintdztam, amely mintakat a 2.4. fejezetben leirt
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moédon kezeltem. A feliilisz6 mintdk genotoxicitasat indukcios faktorral (IF) kifejezve 24
oranként hataroztam meg az SOS-Chromo teszt segitségével, mig az ELISA-teszt és HPLC
eredményeket bontdsi szdzalékban adtam meg a bontasi kisérlet végén, amely ELISA ¢és
HPLC tesztek eredményei szoros egyenes aranyu Osszefliggést (Pearson-féle korreldcios

értek: 0,98) mutattak. A kapott eredményeket a 3.3. sz. tdblazatban foglaltam dssze.

3.3. sz. tablazat: Az aflatoxin-B1 (2 ng/ml) bioldgiai lebontasinak eredményei a mikrobak biodegradacios

képessége (HPLC, ELISA teszt) és a genotoxicitds (SOS-Chromo teszt) alapjan
SOS-Chromo teszt HPLC ELISA-teszt
Indukcios Faktor Bontasi % Bontasi %
Faj neve Lab‘].’:l“‘zté"’srei“mi 24 h degradicié 48 h degradicié 72 h degradacié | 72 hdegradicié | 72 h degradicio
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 NI11* 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

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

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

*

A pellet kémiai analitika vizsgalata alapjan a minték az eredeti AFB1 koncentracionak
kevesebb, mint 1%-4t tartalmaztak, igy kizarhato az AFBI1 sejtfalhoz torténd adszorpcioja,
tehat a mért toxin koncentracio csokkenések a torzsek metabolikus aktivitdsanak
tulajdonithatok.

A 3.3. sz. tablazatbol kiolvashat6, 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), koziilik 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 aranyu 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
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80%-nal nagyobb bontési potenciallal rendelkezd torzsek sikeresen megsziintették az AFB1
mutagén hatdsat, mig a negativ kontroll E. coli és a két alacsony bontdsi képességgel
rendelkezd rhodococcus (N361, N58) AFB1 bontasa soran a mintdk genotoxicitdsa nem

csokkent (IF>1,5).

3.3.2 Kombinalt toxikologiai 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 kisérletek Osszeallitdsa soran bizonyos valtoztatasokat eszkozoltem:
a mikroba torzsek szaporitdsat egy moddositott BM oldatban végeztem, amelynek 0sszso-
koncentracioja a felére csokkent, igy optimalizdlva a tenyésztési koriilményeket mind a
kétszeresére emeltem (4 pg/ml), mivel az eldkisérletek soran tobb mikroorganizmus is képes
volt azt 72 ora alatt teljesen eliminalni (lasd 3.3.1 fejezet). Tovabba vizsgalatba vontam AFB1
mentes negativ kontrollokat, annak érdekében, hogy a bontotorzsek altal termelt
anyagcseretermékek A. fischeri-re mutatott gatld hatasardl kapjunk informéciot. Mindezek
mellett az eldkisérletek alapjan a toxint bontani nem képes torzsek, mint nem bontd kontroll
mikroorganizmusok keriiltek alkalmazasra. A bontdsi rendszereket a 72 o6ra inkubéciod 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 kezddé fénykibocsatast, majd a mintakat
razd termosztatban 25°C-on, 30 rpm-en inkubaltam, és a mintak altal kifejtett gatlo hatast a
2.1.2 pontban leirt médon allapitottam meg.

Az elokisérletek eredményeire alapozva, amely soran az ELISA teszt eredményei
nagyban korreldltak a HPLC eredményekkel (3.3.1 fejezet), a kombinalt toxikoldgiai profil
eredményeit parhuzamos ELISA tesztekkel timasztottam ala.

Az ¢értékelési rendszerben harmincharom AFBI1 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

(3.4. sz. tablazat).
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3.4. sz. tablazat: Az AFB1 (4 pg/ml) biodegradacioé (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  -135,74 + 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
N minden adatpont két parhuzamos mérés atlagat mutatja
minden adatpont harom parhuzamos mérés atlagat mutatja
* genotoxikus minta (IF>1,5)
piros nagyobb mint 50% biolumineszcencia gatlast okoz6 minta
AFBI degradacio <50%
AFBI degradacié 50-90%
AFBI degradacio >90%

b

Az elégtelen degradacios képességgel (<50%) rendelkezd torzsek (N58, N361)
mindkét biotesztben a mikrobamentes kontrollal (vak) 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%) bontési képességgel rendelkezd torzsek nem
tudtak egyik esetben sem megszintetni a genotoxicitast (AK42, K2, K14, UAS8, 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 kivald (>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 kivaldo 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 szazalékot mutattak az ELISA tesztben, és bontasi termékei nem mutattak citotoxikus
hatast sem az A. fischeri tesztszervezetre nézve. Erdekes modon a R. pyridinivorans K403C
magas degradacids potencial (94,5%) mellett megsziintette a genotoxikus hatast (IF=1,46),

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

UJ TUDOMANYOS EREDMENY (a 3.3.2. fejezetben bemutatott eredmények alapjan):
(5. tézis) A biodetoxifikacios eljarasok értékeléséhez végzett modszerfejlesztés, illetve az
adaptalt SOS-Chromo teszt és az Aliivibrio fischeri tesztek felhasznalasaval kialakitott
kombinalt toxikoldgiai 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.

3.3.3 Zearalenon bioldgiai lebontasanak nyomon kovetése éleszto alapu
bioriporter rendszerrel

Az értékelési rendszerben tizenkét mikroba torzs vizsgalata tortént, amelynek
értekelését a BLYES/BLYR éleszt6 alapt bioteszt segitségével végeztem, €s az eredményeket
parhuzamos HPLC és ELISA vizsgélatokkal hasonlitottam 0ssze (3.4. sz. abra). A HPLC és
ELISA eredmények kozott szoros egyenes aranyu Osszefiiggés tapasztalhatd, amelyet
bizonyit, hogy a Pearson-féle korrelacids érték 0,98 volt. Az eredmények soraban 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. A bontasi kisérletek sordn nem tapasztaltam a BLYR tesztszervezettel

sejtnovekedést gatld hatést.
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A BLYES tersztszervezettel végzett vizsgalataim alapjan elmondhato, hogy a
hormonhatas-eredmények, a kémiai analitika valamint az ELISA teszt eredményei korrelalnak
egymassal. A statisztikai értékelésnél az ELISA és a BLYES teszt minden higitas esetben -
0,91 ¢és -0,97 kozott volt, tehat igen szoros forditott ardnyt Osszefliggés tapasztalhatd; mig
valamivel alacsonyabb korrelacios értéket (-0,87 és -0,97 kozott) kaptunk a kémiai analitika
¢s a BLYES teszt higitasait elemezve, amelynek részleteire a 3.5. sz. abran visszatériink.
Mindazonaltal elmondhat6, hogy a vizsgalt mikroorganizmusok tobbségénél a rosszabb
degradacios képesség a BLYES tesztszervezetnél magasabb lumineszcencia értékkel jar, tehat

kifejezettebb hormonhatas tapasztalhato.

3.4. sz. abra: A zearalenon bontasi kisérletbdl szarmazo mintak 6sztrogénhatasanak elemzése BLYES
teszttel

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

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

A kivald bontadsi képességgel rendelkezd torzsekkel folytatott kisérletek végén a
hormonhatés, egy kivételtdl eltekintve, a mintdkban nem kimutathat6. A H4 jelzésli torzs
esetében lumineszcencia gatlas kovetkezett be, ami alapjan egy citotoxikus hatds lenne
feltételezhetd. A BLYR tesztszervezettel viszont nem volt kimutathat6 ilyen hatés. Ebben az
esetben a H4 torzs olyan sotétbarna pigmentet valasztott ki, melynek arnyékolo hatdsa miatt
nem volt detektalhatdo a lumineszcencia valtozéds. Erés pigmentet termeld mikroba torzsek

esetén a tesztrendszer nem alkalmazhatd, annak tovabbi modositasa sziikséges. A Gordonia
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paraffinivorans NZS6 jelzésli mikroba a kémiai analitika alapjan kiemelkedd, 98,20%-os
bontasi potenciallal jellemezhetd, mig az ELISA eredmények csupéan 78,89% ZEA csokkenést
jeleztek, tovabba 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 ¢és
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 egylittesen ad teljes felvilagositast a valtozok viselkedésérdl. A 3.5 sz. abran
egyértelmilen latszik egy kiugro érték, ami az NZS6 jelzésti mintanak felel meg. Mindezek
alapjan elmondhat6, hogy az NZS6 jelzésti G. paraffinivorans torzs képes a ZEA kémiai
szerkezetének megbontasara, de a keletkezett bontasi termékek tovabbi bontasara mar nem,
ami maradék hormonhatdst eredményezett. A vizsgalt mikroba torzsek koziil tovabbi
biodetoxifikacios célra a S. cavourensis K14 jelzésii torzs javasolt, amely a HPLC és ELISA
tesztekben is kimagaslo ZEA lebontasi eredményeket mutatott, valamint nem eredményezett a
bontés folyaman kimutathatd kéros metabolitokat; illetve a R. pyridinivorans K402 és K404
szintén magas bontasi potencidl mellett képes volt a ZEA 0Osztrogén hatdsanak

megsziintetésére a bontasi folyamat végére.

Scatterplot (Spreadsheet1.sta 10v*14c)
BLYES (mintakoncentracié 100%) = 331,0529-3,0518*x; 0,9 Pred.Int.
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3.5. sz. abra: A bontasi Kisérletb6l szirmazé mintak HPLC és BLYES teszt eredményeinek statisztikai
osszefiiggése és a kiugro értékek

UJ TUDOMANYOS EREDMENY (a 3.3.3 fejezetben bemutatott eredmények alapjan):
(6. tézis) A biodetoxifikacios eljarasok értékeléséhez végzett modszerfejlesztés és az
adaptalt, éleszt6 alapu bioriporter BLYES teszt alkalmas a zearalenon mikotoxint a
leghatékonyabban és a legkisebb maradék hormonhatassal lebont6, gyakorlati
alkalmazasokra felhasznalhaté mikroba torzsek kivalasztasara, amelyek a vizsgalatok

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

A szakirodalomban egyre tobb szerzd targyalja az AFB1 vagy a ZEA bontdsara
alkalmas mikroorganizmusok degradacidos képességét, amelyek leginkdbb egy olyan
biodetoxifikacids rendszer (Mycofix® Plus) kialakitasat célozzak, amilyet a Biomin Ltd. mar
létrehozott ZEA és OTA esetében. Ezen célok megvalositisa érdekében az els6 feladat
optimalis screening rendszerek kialakitdsa, amely az AFBI1 esetében a genotoxikus és
citotoxikus hatéast, a ZEA esetében az Osztrogén hatast képes detektalni. Ennek érdekében az
AFBI ¢és a ZEA legjellemzobb karos bioldgiai hatasanak vizsgalatara kiilonbozo bioteszteket
alkalmaztam és ezek modszerfejlesztését végeztem el.

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

Az A. fischeri tesztszervezet széles korben alkalmazott kornyezeti mintdk
okotoxicitasanak megallapitasara, de a mikotoxinokra mutatott érzékenysége még alig
felderitett. Ezidaig mindossze egyetlen publikacio foglalkozott ennek a modszernek
mikotoxinokra alkalmazott vizsgalataval, ahol az AFBI1 toxint 10 pg/ml, a DON toxint 20
pg/ml koncentracidban vizsgaltak a tesztszervezet 50 ml-es tenyészetével, 3,5-10-15-25 orés
kontaktidokkel. A modszerfejlesztés soran mikrotiter-lemez alkalmazasat vezettem be,
amellyel lehetévé valt nagy mennyiségli minta egy idében torténd gyors tesztelése. Szélesebb
koncentraciotartomanyokban vizsgdlva a mikotoxinokat megallapitottam, hogy az AFBI 1
pg/ml-es koncentracidban is gatlo hatdssal van a tesztszervezetre. A kifejlesztett modszerrel
meghatdrozasra keriiltek az AFB1 esetében az ECS50 értékek (EC50(0n=3,0 pg/ml,
EC50(15n=3,8), amelyeket Osszehasonlitva az ISO 11348 szabvanysorozat szerinti mérés
eredményével (EC50(15 min=23,3 ng/ml), megallapithatd, hogy az érzékenység jelentdsen
javithato. Ugyanakkor a teszt direkt takarmany/élelmiszer monitoringra nem alkalmazhato,
mivel az érzékenysége a jelenleg hatdlyban 1évd jogszabdlyban meghatarozott aflatoxin
hatarérték felett van; viszont alkalmas mikotoxin-bonté mikrooganizmusok vizsgalatara.

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,

e

kozeliti a jelenleg hatalyos élelmiszer- €s takarmany-alapanyagokra vonatkozo hatarértékeket.
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Az SOS-Chromo tesztet a kutatdsok mellett gyakorlati célokra is alkalmaztam,
miszerint 4. flavus hazai izoldtumainak AFB1 termeld képességét mutattam ki vele
Magyarorszagon elsdként. Vizsgalataim ramutattak a biotesztek alkalmazédsanak fontossagara,
hiszen A. flavus torzsek analitikai modszerekkel meghatarozott AFB1 termeld képességérol
deriilt ki, hogy egy kevésbé intenziven AFB1-et termeld torzs is képes volt nagyobb mutagén
hatés kivaltasara. Kovetkeztetésként az is levonhato, hogy a megvaltozott éghajlati jellemzdk
hatasara szembesiiliink eddig nem tapasztalt problémakkal, a teriiletileg nem jellemzo karositd
gombdk teret nyerhetnek hazankban, azaz AFB1 jelenlétével mar szdmolnunk kell
Magyarorszagon is.

A fentebb emlitett mindkét moddszer alkalmas mikotoxin-bontd mikrobak
screenelésére. Az SOS-Chromo teszt az AFBI legveszélyesebb biologiai hatdsanak
kimutatdsara alkalmas, igy szelektdlhat6ak azok a mikroba torzsek, amelyek mutagén hatasa
metabolitok termelése nélkiill képesek az AFB1 biodegradacidjara. Az A. fischeri
lumineszcencia teszt biodegradacios vizsgalatokhoz torténé modifikalds utan kivaldan
alkalmas mikroba torzsek biodetoxifikacios tulajdonsaganak vizsgalatara, hiszen jol mutatja
az AFBI jelenlétét és/vagy elimindlodéasat a bontasi rendszerekbdl. A két bioteszt egyidejii
alkalmazasaval kialakitottam egy kombindlt toxikologiai profilt, amelynek segitségével
kivalasztottam a legaktivabb ¢és biztonsdgos — karos metabolitokat nem termeld -
mikroorganizmusokat tovabbi biodetoxifikacios célokra. A vizsgaltak koziil harom mikroba, a
R. rhodochrous NI2, R. pyridinivorans K403C és a P. putida DN1 sziintette meg az AFBI1
mutagén hatasat 72 ora elteltével. Erdekes eredményeket adott a lumineszcencia vizsgélat,
miszerint a rhodococcus-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 meghaladtak (R. erythropolis GD2B, R. pyridinivorans
K403C, K405); mig a Pseudomonas nemzetségbe tartozd torzsek szinte teljesen
megszintették a citotoxikus hatast. Ez a felismerés elérevetiti, hogy az AFB1 metabolizacid
nem csak genuszok kozott, hanem genuszon beliill is kiilonbozhet, s6t kiilonbozo
Rhodococcus torzsek kiilonbozd lebontasi utvonalakat hasznalhatnak az AFB1 degradacidja
soran. Egyes esetekben lumineszcencia intenzifikacidt is tapasztaltam. Egyrészrdl ismeretes
az a tény, hogy toxikus anyagok kis do6zisa stimulald hatast lehet, masrészrdl a termel6dott
bontasi melléktermékek is mimikalhatnak egy szubsztratot, amely stimuldlé hatassal bir.
Hasonlé lumineszcencia intenzifikéciot tapasztaltak Sarter és munkatdrsai (2008) a DON
esetében.

A kombinalt toxikoldgiai profil alapjan a R. rhodochrous NI2 bizonyult a

legmegfelelobb torzsnek tovabbi felhasznalasra, mivel a legmeggy6zobb toxinbontast végezte
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a kisérletekben (AFB1 koncentracio 2 pg/ml és 4 pg/ml) és a bontas utan nem volt sem geno-,
sem citotoxicitds tapasztalhat6. A P. putida DN1 és a R. pyridinivorans K402 torzsek — az
elso kisebb degradacids potenciallal, a masodik maradék gyenge mutagén hatassal — szintén
alkalmasak lehetnek tovabbi biodegradacids célokra.

Az SOS-Chromo teszt és az A. fischeri teszt egyiittes alkalmazasa nagy jelentdséggel
bir, hiszen ramutat arra, hogy a toxindegradacié soran veszélyes metabolitok keletkezhetnek,
nagyaranyu toxinbontas mellett is lehetséges maradék cito- és genotoxicitds a bontési
rendszerekben.

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

Ezt a biologiai hatdselemzd rendszert adaptaltam a toxinbontdsi kisérletekhez. A
kevés esetben bizonyitott a hormonhatas megsziinése is, amelyet két kutatécsoport bizonyitott
az utdbbi években. Munkam sordn célom volt egy olyan bakteridlis biodegradacion alapulo
toxinmentesitési eljaras kezdeti 1épéseinek kifejlesztése, amely a hormonhatas megsziinésével
is jar. Ennek érdekében egy olyan screening eljarast dolgoztam ki, amellyel akar tobb széz
tételbol allo torzsgylijtemény biodegradacidos potenciallal rendelkezd tagjainak gyors és
hatékony kivalasztdsa érhetd el. Ez a komplex vizsgdlati rendszer integralja a kémiai
analitikai, az immunanalitikai és a toxikoldgiai eljardsokat. A kialakitott modszerrel
kivalaszthatok azok a ZEA mikrobidlis bontdsara alkalmazhatd baktériumtorzsek, amelyek
karos melléktermékek nélkiil képesek a toxin bontasara. Az altalam vizsgalt torzsek koziil a
ZEA bontasara a S. cavourensis K14 jelzésii torzs bizonyult a legalkalmasabbnak, amely a
HPLC és ELISA tesztekben is kimagaslo, tobb mint 90%-o0s bontasi hatékonysaggal volt
jellemezhetd, valamint nem eredményezett a bontds folyaman kimutathatdo karos
metabolitokat. A R. pyridinivorans K402 és K404 szintén magas bontasi potencial (HPLC
eredmények alapjan tobb mint 85%, ELISA eredmények alapjan tobb mint 90%) mellett
képesek voltak a ZEA 0sztrogén hatdsdnak megsziintetésére a bontasi folyamat végére.

Kisérleteim igazoltdk azt, hogy az analitikai eredmények onmagukban nem mindig
elégségesek, hiszen a bioldgiai rendszerekben olyan folyamatok jatszodhatnak le, amelyek
analitikai modszerekkel mar nem kovethetéek. A G. paraffinivorans NZS6 jelzésli 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 keletkez6 metabolitok megjelenésével az ELISA
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tesztben alkalmazott monoklonalis antitest ezen koztitermékeket is ZEA-ként detektalta,
amely a keresztreakcioknak tudhatd be. A keletkezd metabolitok jelenlétét a BLYES teszttel
is igazoltam, hiszen e torzs tekintetében tapasztaltam jelentés maradék hormonhatast is, amely
a kéros koztitermékek jelenlétét igazolja.

A biodegradacié sordn hormonhatdsu metabolitok keletkezésérél nemcsak az NZS6
jelzésti baktérium torzs esetében beszélhetiink. A kisérletekben résztvevd torzsek koziil
tovabbiak esetében is megfigyelheté hormonhatds emelkedés a bontds soran (R.
pyridinivorans K408, AK37, R. ruber N361), &m az emlitett NZS6 jelzésti G. paraffinivorans
baktérium torzzsel szemben, ezek a mikroorganizmusok képesek voltak a kéros
koztitermékeket is kisebb-nagyobb mértékben elbontani a toxinnal egyiitt, igy a detoxifikacios
folyamat végén a karos hatds jelentdsen csokkent/megsziint. Fontos megemliteni viszont,
hogy a bontidsi folyamatban azokon a pontokon, ahol a hormonhatds jelentdsen
megemelkedett kockazattal kell szdmolni. Ezekkel szemben ki kell emelnem azt az altalam
vizsgalt két mikroba torzset, amelyek vizsgalata sordn ilyen jellegli hormonhatas ndvekedés
nem volt megfigyelhetd, azaz kockézatértékelési szempontbdl a legalkalmasabbnak
mondhatok gyakorlati felhasznalasra. Ezek a kivaléan bont6 S. cavourensis K14 és a jol bonto
R. erythropolis NI1 jelzési torzsek voltak.

Fenti eredmények hangsulyozzdk az biologiai hatdsmérésen alapuld tesztek
fontossagat a biodegradacios eljarasok értékelése soran. Az adaptalt és kifejlesztett biologiai
hataselemz6 rendszerek a torzsgyiijtemények vizsgalata mellett, alkalmazhatéak genetikai
eszkozokkel javitott mikroorganizmusok screening vizsgélata céljabol is. Javasolhato egy UV
mutagenezissel kialakitott klonkonyvtar létrehozasa, majd az AFB1 esetében a kombinalt
toxikologiai profillal, a ZEA esetében pedig az ¢€lesztd alapu bioriporter rendszerrel értékelni
a mutdns torzsek toxinbontd képességét. A vizsgalati rendszerekkel nagy biztonsaggal
kivélaszthatoak a megndvekedett bontési képességgel rendelkezd egyedek.

A kialakitott rendszer masik fontos felhasznalasi teriilete lehet a ZEA és az AFBI1
bioldgiai lebontasanak vizsgalata. Egy tizezer klonbdl all6 transzpozon mutagenezis konyvtar
kialakitasa utdn, segitségével koltséghatékony modon kivélaszthatoak a nullmutinsok,
amelyeket tovabb vizsgilva beazonosithatok a mikotoxin bontasért felelds génszakaszok. Az
ilyen jellegi munkakat nagyban segitik az adott mikroba teljes genom adatai, amely a R.
pyridinivorans AK37 esetében mar rendelkezésiinkre 4allnak. Ezek a szekvencidk
lehetdségeket biztositanak eddig ismeretlen toxinbontasért felelés enzimgének azonositasara
is. Tovabbi cél lehet a kivalasztott, ipari folyamatokban hasznalhaté enzimek klonozésa,

biokémiai jellemzése, szinergista médon miikodé enzim-mixek kialakitasa és optimalizalasa.
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