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LEGGYAKRABBAN ELOFORDULO JELOLESEK, ROVIDITESEK

JEGYZEKE

2AA 2-amino-antracén

4NQO 4-nitro-quinoline-oxid

AFB1 aflatoxin-B1

AFB2 aflatoxin-B2

AFG1 aflatoxin-G1

AFG2 aflatoxin-G2

AFM1 aflatoxin-M1

Bl biolumineszcencia intenzifikacié (%-ban kifejezve)

BG biolumineszcencia gatlas (%-ban kifejezve)

BLYES Bioluminescent Yeast Estrogen System

BP bazispar

DMSO dimetil-szulfoxid

dNTP dezoxi-nukleotid-trifoszfat

DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (Német
Nemzeti Mikroorganizmusok és Sejtkultirdk Gytijteménye)

EDC Endocrine Disrupting Chemicals (Endokrin rendszert zavar6 vegyi anyagok)

EDTA etilén-diamin-tetraecetsav

ELISA Enzyme linked Immuno Sorbent Assay (enzimhez kapcsolt immunszorbens
vizsgalat)

GYM Glucose, Yeast-extract, Malt-extract (gliikkoz, éleszt6- és malatakivonat)

IF indukcios faktor

[o]€ Immunoglobulin G

LB Luria-Bertani taptalaj

MB megabazis

oD Optical Density (optikai stiriség)

PCR Polimerase Chain Reaction (polimerdz lancreakcid)

PDA Potato Dextrose Agar (burgonya- dextrdz agar)

PHA poli-3-hidroxialkanoat

PHB poli-3-hidroxibutirat

PHVB poli-3-hidroxibutirat-ko-hidroxivalerat

SOSIP SOS-indukciods potencial

T-2 T-2 toxin

TBE Tris-Borate-EDTA

YMM Yeast Minimal Medium (nincs magyar megfelel6je)

ZEA zearalenon
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1. BEVEZETES

Napjaink egyik jelentés kihivasa az antropogén eredetii kémiai és biologiai szennyezések
csokkentése a kornyezetben. Toxikus anyagok keriilhetnek a kornyezetbe az ipar, a
mezOgazdasag, a kozlekedés és a kommunalis hulladék utjan. A szennyezd anyagok nemcsak
onmagukban okozhatnak problémat, hanem egylittes megjelenésiik kovetkezményeként tobb
toxikus anyag egymasra hatasa tovabbi veszélyt jelenthet az él6lényekre €és azok €l0helyeire. Az
ehhez hasonl6 kornyezeti problémék orvosldsara szamos karmentesitési modszer 1étezik, tobbek
kozott fizikai-kémiai, termikus, izolacids és biologiai eljarasok. A biologiai modszerrel végzett
karmentesitést bioremedidcionak nevezziik, melynek soran a talajokba, vizekbe és iiledékbe
keriilt, kozegészségiigyi szempontbol veszélyt jelentd szennyezdanyagokat biologiai Gton torténd
atalakitassal, bontassal (biodegradacio) tavolitjak el (CRAWFORD, 1996). A remediacios
technoldgia kivalasztasanal nemcsak a kornyezetpolitikai €s gazdasagi megfontolasok jatszanak
fontos szerepet, hanem a remedidcié soran, illetve eredményeképpen elérheté kornyezeti-,
okologiai- és human egészségkockazat csokkenése is. A bioremediacid egyik tipusa a
bioaugmentacio, melynek sordn olyan baktérium tdrzseket juttatnak a kornyezetbe, melyek
szennyezd vagy toxikus anyagokat képesek lebontani, és ezéltal a szennyezést vagy mérgezd
hatést korlatozott mértékben, illetve idedlis esetben teljesen megsziintetni (GUIMARAES et al.,
2010). A modszer komoly eldnye méas modszerekkel szemben, hogy amennyiben a bontas teljes
mértékben végbemegy, a kornyezetre veszélytelen bomlastermékek jonnek létre (SZABO,

2011).

A baktériumok ¢és mikroszkopikus gombak jelentds metabolikus repertoarjuknak, valamint
sz¢lsOséges kornyezettlirésiiknek €s nagyfok szaporodasuknak koszonhetéen a leggyakoribb
vizsgélni, hogy a mérgezd anyag koncentraciocsokkenése valoban a biologiai bontasnak
koszonhetd, ugyanis az akar megkotddhet a mikrobak sejtfalan is, illetdleg azt is érdemes
szamitasba venni, hogy a bontas soran masodlagos, és a Kiindulasi vegyiiletnél akar még

toxikusabb metabolitok is keletkezhetnek (VERHEECKE et al., 2016).

Tovabbi vizsgalatot igényel, hogy egyes baktériumtorzsek ugyan képesek valamilyen
kornyezetre artalmas szennyez0 vagy toxikus anyag bontasdra, de nem feltétleniil
alkalmazhatdak biodegradacids feladat ellatasara, mert példaul fakultativ ill. obligat patogén
szervezetek, illetve antimikrobialis anyagot is termelhetnek. Ha egy biodegradacios céllal a
kornyezetbe kijuttatott baktérium antimikrobialis hatast fejt ki, ezzel megbolygathatja az adott

kornyezet természetes mikrobidtajat (DING és HE, 2010), ami tovabbi kornyezetegészségiigyi



10.14751/SZIE.2017.086

problémakat vet fel (példaul rezisztencia kialakuldsa ¢és terjedése), és igy akar komolyabb

kockdzattal is jarhat, mint a biologiai bontassal 1étrejott haszon.

Disszertaciomban gombak altal termelt toxinok, un. mikotoxinok bioldgiai lebonthatosagat
vizsgaltam. A mikotoxinok olyan masodlagos anyagcseretermékek, amelyeket egyes
penészgomba fajok termelnek. Korunk ndvénytermesztésének egyik legjelentésebb kihivésa,
hogy takarmany- és élelmiszer alapanyagainkban egyre nagyobb mértékben jelennek meg azon
penészgomba fajok, amelyek mikotoxintermeld képességiikkel veszélyt jelentenek az emberre
(HUSSEIN ¢és BRASEL, 2001). A klimavaltozas kovetkeztében olyan penészgombatajok
jutottak el hazankba, melyek eddig csak tropusi vagy szubtropusi teriileteken fordultak eld, és
ezaltal olyan mikotoxinok is eljutottak mez6gazdasagi teriileteinkre, melyek eddig ismeretlenek
voltak idehaza (DOBOLYI et al.,, 2011). A mikotoxinok veszélyességét fokozza, hogy a
szennyezett terményekben/termékekben felhalmozodva kdzvetlen vagy kdzvetett modon képesek
sulyos egészségkarositd hatdsukat kifejteni a teljes élelmiszer-lanc rendszerben. Mindezek
alapjan leszogezhetd, hogy egyre nagyobb figyelmet kell forditani az élemiszer alapanyagok, a
takarmanyok ¢és egyéb mezdgazdasagi termékek mikotoxin-mentesitésére. A szakirodalmi adatok
alapjan mara szamos baktériumtdrzsrdl bebizonyosodott, hogy alkalmas mikotoxinok bontasara,
vagyis a bioaugmenticiué ebben az esetben is egy lehetséges mentesitési modszer lehet

(VERHEECKE et al., 2016).

Nemzetkozi eléfordulasuk alapjan két igen jelent6s mikotoxin, az Aspergillus fajok altal
termelt aflatoxin-B1 (AFB1), amely a jelenleg ismert legveszélyesebb mikotoxin, valamint a
foként Fusarium-ok altal termelt zearalenon (ZEA) (WU, 2004). Eldbbinek karcinogén,
mutagén, teratogén €s immunszupressziv hatasat igazoltdk, mig a ZEA az 6sztrogénhez hasonld
szerkezetébdl adodoan hormonhatéssal rendelkezik, emiatt szaporodasbioldgiai zavarokat okoz
allatokban és emberben egyarant (HUGHES et al., 1991; MCLEAN ¢és DUTTON, 1995;
WITHANAGE et al., 2001).

Disszertaciomban egy 494 tagbol allo (foként Streptomyces nemzetséghez tartozo)
torzsgylijtemény tagjainak AFB1 ¢és ZEA mikotoxin bonté képességét ¢s, az eddigi
gyakorlatoktol eltéréen, detoxifikacios képességét is elemeztem. A Streptomyces fajok
biotechnoldgiai szempontbél taldn az egyik legfontosabb prokariéta csoportot képezik (BERDY,
2005). Ipari enzimforrasként (hidrolazok, transzferazok, észterazok) és gyogyszeripari
alapanyagforrasként is jelentések (PRAKASH et al., 2013). A Streptomyces-ek rendkiviil széles
spektrumban termelnek antibiotikumokat, de ezen kiviil antifungalis, antiviralis és rak ellenes
anyagok forrasai is lehetnek (SANGLIER et al., 1996). A vizsgalt Streptomycetales rendbe

tartozo Streptomyces torzseket vildgszerte ipari méretekben hasznéljak antibiotikum termeld
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szervezetekként, de biodegradacios képességiiket csak kisebb mértékben tanulméanyoztak

(ESHELLI et al., 2015). Fentiek alapjan disszertaciomban az alabbi célokat fogalmaztam meg:

1. Egy 494 tételbdl (foként Streptomyces nemzetségbdl) allo torzsgyilijtemény tagjainak
taxonomiai identifikélasa, molekularis biologiai mdodszerekkel (16S rDNS szekvenalas
¢s szekvencia analizis alapjan).

2. A faji szinten azonositott (donté mértékben a Streptomyces nemzetséghez tartozo)
torzsgyljtemény tagjainak aflatoxin-B1 (AFB1) ¢és zearalenon (ZEA) mikotoxin
biodegradacioés ¢és biodetoxifikacios képességének vizsgalata immunanalitikai és
bioldgiai hatdsmérd modszerekkel.

3. Az azonositott és degradacids szempontbdl megismert torzsek antimikrobialis hatdsanak
vizsgalata hat tesztorganizmussal (harom baktérium- és harom mikroszképikus
gombafaj) szemben.

4. A vizsgalt Streptomyces torzsek toxinbontd képességének €s antimikrobidlis hatdsanak

Osszevetése.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A sugargombak és a Streptomycetaceae csalad
2.1.1. Torténet és rendszertan

1875-ben Cohn leirt egy mikroszervezetet Streptothrix foersteri néven (COHN, 1875). Két
évvel késobb, 1877-ben Bollinger szarvasmarha szajiiregében talalt egy korokozot, melyet
késébb Harz Actinomyces bovis-nak nevezett el (BOLLINGER, 1877; HARZ, 1879). Késébb
kideriilt, hogy a Cohn 4ltal koradbban felfedezett mikroba is ebbe a nemzetségbe tartozik. A mai
elnevezés tehat nem az els6 felfedez6t6l, hanem a Harz altal leirt torzstél szarmazik
(Actinomyces = sugargomba; actinos = sugar, mycos = gomba). K6zben azonban szamos név
alatt ismertették a csoportot jellegzetes morfoldgiai és fizioldgiai tulajdonsdgok hidnyéaban.
Ezekbdl az elnevezésekbdl alakult ki néhany ma haszndlatos nemzetség és csaladnév

(STACKEBRANDT és SCHUMANN, 2006).

Sokaig vitatott volt, hogy a sugargombak gombakként, vagy baktériumokként keriiljenek-e
besorolasra, csak késobb igazoltak, hogy a prokariotak kozé tartoznak. A gombékra valodi
elagazasi  micéliumaik  miatt  hasonlitanak,  baktériumokkal vald6  rokonsagukat
KRASZILNYIKOV és KORENJAKO (1938) Mycobacterium és Mycococcus nemzetségbe
tartoz6 fajok vizsgalatival bizonyitotta. Az Amerikai Egyesiilt Allamok Nemzeti
Biotechnologiai Informaciés Kozpont (National Center for Biotechnology Information, NCBI)
rendszertani besorolasa szerint a sugargombak a Streptomycetales rendbe, a baktériumok
doménba (Bacteria), ezen beliil az Actinobacteria torzsbe és az Actinobacteria osztalyba
tartozik. Az elnevezés tehat megtévesztd, mert a sugargombak nem gombak, hanem Gram-
pozitiv sejtfallal rendelkezé baktériumok (BERGEY és HOLT, 2000). Taxondémiajuk igen
Osszetett és gyorsan valtozo teriilet kiilonleges sejttani és alaktani tulajdonsagaik miatt, ahol az j
fogalmak ¢és ismertetdjelek leirdasa a mai napig tart (LANCINI és LORENZETTI, 1993;
VENTURA et al., 2007, LUDWIG et al., 2012, GOODFELLOW et al., 2012). Az utdbbi idében
is nagyobb valtozas kdvetkezett be a sugargombak rendszertandban. A Streptomycetaceae csalad
példaul korabban az Actinomicetales rendbe tartozott, ma mar azonban a molekularis vizsgalatok
alapjan egy kiilon rendbe, a Streptomycetales rendbe soroljak ket (GOODFELLOW et al.
2012). Az Actinobacteriales ¢és a Streptomycetales rendek pedig az Actinobacteria osztaly részét

képezik tovabbi 14 renddel egyiitt (2.1. abra).

A Streptomycetales rendjébe tartozo Streptomycetaceae csalad sok antibiotikum termelé fajt

tartalmaz. Koziiliik is kiemelkedé a Streptomyces nemzetség, amely a Streptomycetales rend

11
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egyik legtobbet tanulmanyozott génusza. A Bergey-féle baktériumhatarozo 533 Streptomyces faj
leirasat tartalmazza (GOODFELLOW et al. 2012).

TORZS: Actinobacteria
OSZTALY: Actinobacteria
REND: 1. Streptomycetales
CSALAD: Streptomycetaceae
NEMZETSEG: Streptomyces
2. Corynebacteriales

Nocardiceae

Rhodococcus
Nocardia
Nocardiopsaceae
Nocardiopsis
3. Micrococcales
Micrococcaceae
Micrococcus

4. Pseudonocardiales

Pseudonocardiaceae

Pseudonocardia

5. Actinomycetales

6. Actinopolysporales

7. Bifidobacteriales

8. Catenulisporales

9. Frankiales

10. Glycomycetales

11. Jiangellales

12. Kineosporiales

13. Micromonosporales
14. Propionibacteriales
15. Streptosporangiales

16. , Incertae sedis”™

2.1. abra. Az Actinobacteria osztaly rendjeinek felsorolasa, és a dolgozat szempontjabdl fontos
csaladok kiemelése. Az ,,Incertae sedis” kifejezés egy még bizonytalan helyzetii rendre utal. (A szerz6
sajat készitésii abraja GOODFELLOW et al. 2012 munkaja alapjan)

2.1.2. Sejttan és morfolégia

Az aktinobaktériumok (Actinobacteria torzs, Actinobacteria osztaly) ko6zé tartozo
sugargombak  kiilonleges felépitésii Gram-pozitiv  baktériumok (HORVATH, 1960;
GOODFELLOW et al. 2012). Az aktinobaktériumok tobb, eltéré morfologiat mutatd nemzetsége
ismert, mint pl. a kettéosztodassal szaporodé Corynebacterium-ok, a fonalas ndovekedésii, majd
fragmentalod6 Mycobacterium-ok és Nocardia-k (GOODFELLOW és CROSS, 1984). Az
aktinobaktériumok jellegzetes ismertetdjegye, mas Gram-pozitiv baktériumokkal szemben, hogy
DNS-iik 55 %-nal magasabb ardnyban tartalmaz guanin-citozin nukleotid bazisokat. Linearis

szerkezetli kromoszomajuk feltiinben nagy, 8Mb, azaz koriilbeliil 8x10° bazispar alkotja
(CHAMPNESS, 2000).

Az aktinobaktériumok osztalyaba (Actinobacteria) tartozik a Streptomycetales rend, és azon
beliil talalhato a Streptomyces nemzetség. Az ide tartoz6 fajok sejtjeiben a linearis szerkezetd,
dupla szali DNS szabadon helyezkedik el. A mikroszervezetekben tovabbi rovid, cirkularis,

onallo, replikacidra képes DNS molekuldk, azaz plazmidok is eléfordulhatnak. A plazmidok
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kornyezetvaltozas esetén gyorsabb adaptacios 1ill. védelmi képességet biztositanak a
baktériumsejtnek (pl.: antibiotikum rezisztencia gének, toxinok és enzimek termeléséért felelds
szakaszok) (PESTI et al., 2001), s6t sok esetben a baktériumok degradacios képessége is
plazmidon koédolt (LATHA és LALITHAKUMARI, 2001). Bizonyos mikroszervezetek a
kromoszomaknal kisebb, de a plazmidoknal nagyobb méreti replikont, un. chromidot is
tartalmazhatnak, melyek szintén fontos, a sejt miikodése szempontjabdl elengedhetetlen géneket
(génszakaszokat) foglalnak magukba, am az Actinobacteria térzsben még nem mutattak ki ehhez
hasonlét (MERGEAY és HOUDT, 2012).

A Streptomyces nemzetség fajai palcika vagy gédmb alakd, de megnytlasra és ritkan egyszer(i
elagazasra képes sejtek, vagy gombamicéliumhoz hasonldan erdsen elagazo, vékony fonalakbol
allo szervezetek (WILLIAMS, 1978). A fonalaik atmérdje 1-1,5 um (LINDNER, 1977). A
szaporodas kettéosztodassal, a fonalak feldarabolddasaval, vagy légmicéliumok végén egyesével,
kettesével, vagy gyongyfiizérszeriien tobbesével keletkezd sporakkal torténik. Sejtfaluk sem
kitint, sem cellulozt nem tartalmaz, hanem peptidoglikanokbol, pontosabban mureinbdl allnak. A
Streptomyces-ek megkettdz6dési ideje optimalis koriilmények kozott atlagosan 1,7 nap, azaz a
lassan novekedd mikroszervezetek kozé sorolhatok (WILLIAMS, 1978).

A Streptomycetaceae csalad tagjai eldgazo, kiterjedt, taptalajba mélyedd vegetativ- vagy
szubsztrat micéliumot €s levegdbe emelkedd generativ 1égmicéliumot képeznek. A sugargombak
egyedfejlodése a 2.2. abran keriil bemutatasra. A sporabdl kisarjadt fiatal vegetativ hifa elagazik
(1. 1épés, 2.2. abra), altalaban erésen belend az agaros taptalajba (2. 1épés, 2.2. dbra), ezért
atoltaskor egyszerre felemelhetd és atvihetd az igy képzddott telep. Tovabba nem torik kisebb
darabokra és nem kenhetd szét. A légmicélium altalaban egy hosszu, 6tven spdranal is tobbet
magaba foglal6 egyszalu sporalanc, de ez néhany fajnal rovidebb is lehet. Mig a Streptomyces-
eknél igen fejlett a Iégmicélium, addig a mar emlitett szintén aktinobaktériumok kozé sorolhatd
Nocardia fajoknal példaul fejletlen, alig vagy egyaltalan nem differencialt képletekbdl all. A
légmicélium novekedése a képzddott telep kdzepén a legstirlibb vegetativ micéliumokbol indul
ki (3. 1épés, 2.2. dbra), melyek kezdetben apro, fénytord testek. A szubsztrat micéliumnal -
melybdl hosszabb fonalak nének ki - sokkal vaskosabb felépitéssel rendelkezik. Fajtol fliggden
tobb-kevesebb oldalelagazast mutatnak (HORVATH, 1960). A sporatartokat a steril 1éghifak
hordozzak, melyek sporakra tagolddott Iéghifakbol kialakult spoérafiizérek (artosporak,
konidiumok, nem valodi endospoérak, 5. 1épés, 2.2. abra). A sporakat egy kétrétegli burok veszi
koril, melynek a belsé rétege kitin palcikakbol kirakott mozaik, kiilseje pedig lipidréteg, ami a
sporak hidrofob jellegét okozza (GOODFELLOW ¢és CROSS, 1984). A sporafiizérek lehetnek

egyenesek, hajlottak, szabalytalanul gorbék (rectus flexibilis tipusuak) és spirdlisan vagy
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kacsszertien tekereddk (spiral €s retinaculum, vagy apertum tipusuak). Egyes fajoknal a 1éghifak
Orvos elagazasuak (verticillatus). A sporaflizérek differencidlodasa utan (szeptacio, 6. 1épés)
megindul a spdordk érése. Az érett sporak végiil szabad spordk formdjaban szétszérddnak (7.

1épés), melyekbdl késébb tjra megindulhat a csirazas (1. 1épés).

7. lépés
Szabad sporak
képzédése szétszorodasa
1. lepés
.Q SE SIGiK Germmac:o
o~ /'-
€ro sporak 2. lépés \ szilard médium felszine
Vegetativ micélium vegetativ micélium

6. lépés kepzodeSW
Szepta(:}o , / légmicélium
befe_lezodese‘ —_—
. 1épés

\ Légmicéliumok képzédés'

5. lépés é o

Sporulacio % / felnagyitott vegetativ micélium
légmicélium

4. lépés

A légmicéliumok végének feltekeredése,

elagazasok képzése

2.2. abra. Az Streptomycetaceae csaladhoz tartozé Streptomyces nemzettség egyedfejlodése a szabad
sporas allapottdl a differencialodott 1égmicéliumokbdl képzddott szabad sporak szétszorodasaig (httpl).

Az éretlen légmicélium szine altaldban jellegtelen fehér, viszont az éretteknek jellegzetes,
fajra jellemz6 szine lehet (SZABO, 1998). Termelhet barnassarga, kék, zold és sargaspiros
pigmentet (HORVATH, 1960), valamint a tapkdzegbe vizoldékony szinanyagokat is
kivalaszthat, mely pigmenteket az 1980-as évek végéig fajra jellemzd bélyegként hasznaltak.
Szamos specialis Osszetételll tapkozeget ismeriink és alkalmazunk a gyakorlatban, melyek
eldsegitik a Streptomyces-ek pigment termelését és sporulaciojat (SZABO, 1998). A
micéliumtelepek morfologiai €s fiziologiai jellege igen sokféle és erdsen valtozékony, igy az erre

€piil6 osztalyozasuk bizonytalan.

2.1.3. A sugargombak okologidja

A Streptomycetales rend tagjainak nagyobb része talajban (vagy vizben) €16 szaprofita
(lebontd) baktérium, ¢és csak kisebb résziik emberi, allati vagy novényi korokozo

(AROKSZALLASY et al., 1968; GOODFELLOW ¢és WILLIAMS, 1983). Kimutathatok ezen
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kiviil tavak vizében ¢és iszapjaban (FERNANDEZ, 1982), folyévizekben (FARKAS, 1982),

illetve izolaltdk mar Oket a tengerek vizébdl és a tengerfenék iiledékébdl is (OKAMI és
OKAZAKI, 1978; MINCER et al., 2002). Megtalalhatoak tovabba a vizi és szarazfoldi allatok,
valamint az ember bélflorajaban is (MARIALIGETI és RAJKI, 1982; RAJILIC-STOJANOVIC
et al., 2007). A termofil fajok gyakran fordulnak el6 természetes meleg él6helyeken, mint a
komposzt vagy a széna halmok belseje (GOODFELLOW ¢és WILLIAMS, 1983). A sugargomba
spordk a légkorben is megtaldlhatoak és allergids reakcid kivaltasara is képesek lehetnek

(JONES és HARRISON, 2004).

Okologiailag igen jelentds szervezetek. Nagy szerepiik van a szerves anyagok asvéanyositési
folyamatai révén a kémiai elemek korforgasaban, a bioszféra Ontisztulasaban, detoxifikalasaban,
¢s a mezdgazdasagi termoétalajok mindségének alakulasaban. Ennek kovetkeztében azonban a
mitargyak, textilidk, festmények, konyvek, borkészitmények, fafaragvanyok, épiiletburkolatok,
szobrok, miiszerek, gépek és az ipari termékek karositoi és pusztitdi is lehetnek (SZABO, 1998).

A sugéargombak talajéletben betdltott szerepe talan a legfontosabb tevékenységiik. Mérsékelt
6vi klimazonaban egyedszamuk optimalis 1étfeltételek kozott 10*3-10" sejt/m? talajszelvényre
vonatkozoan, é16tomeg értékiik 100-500 g/m?. Talajban €16 csoportjaik exoenzim termelésiikkel
képesek pektin, kitin, keratin, latex és mas szerves molekuldk bontédséara, igy részt vesznek a
szerves anyagok mineralizasiban (McCARTHY és WILLIAMS, 1992). Illékony Osszetevok
termelésével a talajnak jellegzetes szagot (“avar illatot”) kolcsondznek pl. geozmin altal

(DYSON, 2011; ADEGBOYE és BABALOLA, 2012).

Szamos esetben szerves foszforvegyiileteket is képesek mineralizalni. A felszabaditott
foszfort immobilizaljak (RAO et al., 1982). A baktériumok talaj aggregatumok kotéanyagaiként
is szolgalnak. Hifaikkal atszovik a morzsés szerkezetli talaj feliiletét és vazelemeit, 6sszekbtve a
talajkomponens mikro- és mezoaggregatumait (PAUL, 2006). Ez a folyamat a mezdgazdasagi
talajok kedvezd morzsaszerkezetének kialakuldsa miatt is rendkiviil fontos. Kozremitkddnek
tovabba a peszticid molekulak atmeneti eltavolitasaban (BENIMELI et al., 2008). Hifafonalaik
példaul a talajban taldlhato dieldrint vagy DDT-t a kornyezet szintjénél joval nagyobb
koncentracioban halmozzak fel, igy azonban a veszélyforrds a bioakkumulacié mellett tovabbra

is a kornyezetben marad (FUENTES et al., 2010; JAYABARATH et al., 2010; LIN et al., 2011).

A Streptomyces genusz fajai az egyik legelterjedtebbb baltériumcsoport a természetben, a
Fold szinte minden talajaban elfordulnak (SZABO, 1998). Nagy szamban megtalalhatok
novények levelein és mas fold feletti részein. Bizonyos Streptomyces fajok megkdtik a Np-t
(BAKER, 1983), megbontjak a ndvényi viaszokat, novekedésszabalyoz6 anyagokat termelnek,

novényparazitdk ellen antagonistaként 1épnek fel, tovabba serkentik a gazdaszervezet fitoalexin
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termelését, melyet a novény mikrobialis timadas ellen védéanyagként termel (SZABO, 2008).
A genuszhoz tartoz6 fajok ndvényi megbetegedést is okozhatnak, mint példaul a sugargombads
varasodas, melyet a Streptomyces scabiei faj indukal (LORIA et al., 1997). Emberi korokozok is
megtalalhatéak a génusz tagjai kozott (pl. Streptomyces somaliensis), melyek féleg gennyes
bérduzzanatot (aktinomicetoma) okozhatnak (McNEIL és BROWN, 1994). A human
gyogyaszatban ismert szamos Streptomyces fert6zés (pl. Streptomyces griseus), melynek soran
féleg beteg vagy gyenge szervezetl egyének tiidejét és idegrendszerét timadja meg a kérokozo

(DUNNE et al., 1998).

2.2. A Streptomyces fajok antimikrobialis hatasai

A Streptomyces génusz tagjai antibiotikus hatasukkal hivtak fel magukra a kutatok figyelmét.
Napjainkban ezért leginkabb bakterialis fertézések kezelésére, illetve rakellenes, antiparazita €s
immunszupressziv, vagyis az immunrendszert gatld gyogyszerek készitéséhez haszndljak fel a
masodlagos anyagcseretermékként termelt antimikrobidlis szdrmazékokat. A gyogyaszatban
hasznalt antimikrobialis szerek kozel 80%-at sugargombak, azon beliil is foleg Streptomyces
fajok termelik (HOPWOOD, 2007). Az antimikrobialis szerek mellett egyéb masodlagos
anyagcseretermékeket is termelhetnek, példaul nyalkaanyagot, pigmentet, tokanyagokat és akar

toxinokat is.

2.2.1. Az antibiotikumokral altalanosan

Az antibiotikumok olyan mikroszervezetek altal termelt masodlagos anyagcseretermékek,
melyek mdas  mikroorganizmusokat  elpusztitanak, szaporodasukat, illetve egyéb
életfolyamataikat és novekedésiiket tigy gatoljak, hogy ezt az antibiotikummal kezelt szervezet
karosodas nélkiil elviseli (WALSH, 2003).

Az antibiotikumok specialis hatassal bird gyogyszerek lehetnek. Fertézés Gitjan megszerezhetd
betegségeket gyogyitanak, de a tobbi gyogyszerrel ellentétben nem a termeld szervezetre fejtik ki
hatasukat, hanem a koérokozokra. A betegséget a patogén mikroorganizmusok elpusztitasaval
sziintetik meg, tehat a kivaltd okot megsziintetd gyogymoddot jelentenek. Hatasdnak alapja a
szelektiv toxicitas, vagyis a szer legyen erdsen toxikus a korokozora és nem vagy alig artalmas a
termelést végzé szervezetre. Ez csak ugy lehetséges, hogy toxikus hatasukat olyan
sejtalkotorészekre fejtik ki, amely a termel6 szervezet sejtjeiben nincs (pl. a merev sejtfal), vagy
olyan ¢életfolyamatait gatolja, amely a célszervezetben masképp megy végbe (pl. fehérjeszintézis,
nukleinsav szintézis) (GRABER, 1990). Napjainkban a legtobb antimikrobialis hatasu szert

félszintézissel, foként fermentacios eljarasok (batch) utjan gyartjak, vagyis az alapvegyiiletet
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mikroorganizmusokkal termeltetik, majd kémiai atalakitassal allitjak el6 a gyodgyszerként

hasznalt szarmazékot. Az antibiotikumokat tobbféle szempontbdl csoportositjuk (2.1. tablazat).

2.1. tablazat. Az antibiotikumok lehetséges csoportositasai. (LANCINI és LORENZETTI, 1993;
CALDERON ¢és SABUNDAYO, 2007).

Hatasspektrum Hatiasmechanizmus
e  Gram-pozitiv, vagy -negativ, e  Sejtfalszintézis
specidlis torzsekre hato e  Membrantranszport
e  Membranfunkcio
e  Gombaellenes e  Fehérjeszintézist befolyasolo, illetve
gatld (streptomicin)
e  Virusok ellen hato e  DNS-fiiggd RNS polimerazra hat
antibiotikumok e  DNS replikaciora hat
Termel6 torzsek Kémiai szerkezet
. . e  Szénhidrat szarmazékok: Sztreptomicin,
e  Sugargombak s
Vankomicin
e  Makrociklusos laktonok: Eritromicin
e  Egyéb baktériumok e  Kinonok: tetraciklinek, Mitomicin
e  Aromas: Kloramfenikol
e  Szteranvazas, terpénvazas (utobbiak az
e  Gombak altal termelt elobbiekbdl vezethetdk le)
antibiotikumok e  Aminosavak, peptidek: Cikloszerin,
Bacitracin, B-laktam antibiotikumok

A masodlagos bakterialis anyagcseretermékek, igy az antibiotikumok termelése nem
kapcsolodik kozvetleniil a sejt energia- és anyagtermeléséhez, mivel donté mértékben a
tenyésztés késdbbi szakaszédban fordul eld. Sokszor kedvezdtlen kdrnyezetvaltozas hatasara
indul be a termelddése (eltolt pH, egyes anyagcseretermék felhalmozddasa, stresszhatés, stb.),
ha a szokvanyos anyagcsere utak nem mikodnek rendesen (DEMAIN, 1992). A szekunder
metabolizmus beinduldsat segiti, ha kis mennyiségli, vagy nehezen hozzaférheté a
mikroorganizmus szamara a szénforras (a boséges szénforras az elsédleges anyagcseretermékek
keletkezésénél jatszik nagyobb szerepet), valamint ha a nitrogénforrds szerves eredetii
(szojaliszt, kukoricalekvar) és folyamatosan alacsony szinten tartjak (a sok N a novekedésnek
kedvez, az ammonium-sok pedig gatoljadk a termékképzddést) (CRUEGER ¢és CRUEGER,
2006). Szervetlen foszfat jelenlétében a szekunder metabolizmus nem kezdddik el. Ha a
szervetlen foszfatbdl csupan a szaporodashoz sziikséges mennyiséget biztositjuk, hasznosulas
utan mar hianyként jelentkezik, és a stresszhatas eredményeként a masodlagos anyagcsere
termelés stimulalodik (DEMAIN, 1992).
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2.2.2. Az antibiotikumok felhasznalasa

Az elsd antibiotikum, amit aktinobaktérium tenyészetbdl izolaltak, az actinomicin (1940) volt,
mely igen toxikusnak bizonyult, azonban tovabbi kutatasok utan a sztreptomicin felfedezésével
sikertilt kevésbé toxikus szert talalni (WAKSMANN, 1952; BORDERS, 2007).

A legtobb antibiotikumot humdn gydgyaszati célra allitjdk eld, mikrobialis fertdzések
gyogyitasara. Egyes antibiotikumoknak ismert tumor ellenes hatasuk is van, emiatt ezeket a
klinikai gyakorlatban rakellenes, illetve azt gatlo anyagokként hasznaljak (citosztatikumok, pl.
aktinomicin, adriamicin, daunomicin, kromomicin, mitramicin, mitomicin, bleomicin és

neokarcinosztatin) (CARTER et al., 2012).

Megkiilonboztetliink széles hatasspektrumu  antibiotikumokat, amelyek sok kiilonb6zo
szervezet ellen (tartosan) hatasosak, illetve szlik hatdsspektrumuakat, melyek szelektiven, csak
meghatarozott korokozodcsoporttal szemben hatékonyak. A kiilonbozd teriileteken felhasznalt
antibiotikumok mindegyikénél el6fordulhat rezisztencia, vagyis a célzott mikroszervezeteknél

ellenalld képesség alakulhat ki antibiotikummal szemben (FISCHBACH és WALSH, 2009).

A novényvédelmi célra hasznalt antibiotikumok elénye a novényvéddszerekkel szemben,
hogy kis koncentracioban és szelektiven hatnak. Toxicitdsuk a melegvériiekre és a hasznos
rovarokra nagyon kicsi, €s a talajmikroorganizmusok konnyen lebontjak oket. Ilyen
antibiotikumok példaul a blaszticidin, polioxinok, prumicin, cikloheximid, kasugamicin,
validamicin és a tetranaktin (WOODBINE, 1977), de a rezisztencia terjedése miatt alkalmazasuk

manapsag korlatozott.

Az antibiotikumoknak az élelmiszertartdsitasban valo felhasznalasa erdsen fiigg az érintett
orszagok jogi szabalyozasatdl. Az Europai Unid tagorszagaiban példaul mar nem engedélyezik
antibiotikumok haszndlatdit az élelmiszerkonzervalasban. A konzervalashoz a kovetkezo
vegylileteket hasznaltdk korabban: pimaricin (felilletek konzervéalasdhoz hasznalt fungicid),
tilozin (Bacillus sporak ellen), nizin (Clostridium-ok ellen) és klortetraciklin (hal, hus és

szarnyasok frissen tartdsahoz vagy pacolashoz volt hasznalatos) (JAY, 1998).

A jobb takarmanyértékesités és gyorsabb tomeggyarapodds érdekében a takarmanyhoz
szubterapias koncentracidban keverhetnek antibiotikumot. Az antibiotikum megvaltoztatja a
csiramentesen folnevelt allatokban ezt a gyorsabb tomeggyarapodast nem tapasztaltdk. Eleinte a
gybgyaszatban hasznalt antibiotikumokat egyre tobb helyen és nagy mennyiségben keverték a
takarméanyokhoz is. Ez a folyamat a rezisztencia gyorsabb kialakulasahoz vezetett (WEGENER,
2003). Napjainkban jogszabalyok tiltjadk, hogy ugyanazokat az antibiotikumokat a human
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gyogyaszatban ¢és takarmanyadalékként is fel lehessen hasznélni. Az allatgyogyaszatra is ezek az
elvek érvényesek. Napjainkban a nutritiv célu allattakarméanyozési felhaszndlds eurdpai dontés
értelmében nem megengedett: 2006. januar 1-t6l az Eurdpai Unid korlatozta az antibiotikum
jellegli takarmanykiegészitok (kivéve kokcidiosztatikumok ¢és hisztomonosztatikumok)
alkalmazasat, és eltavolitotta azokat az engedélyezett készitmények Kozosségi Nyilvantartasabol
(CASTANON, 2007). Takarmanyadalék példaul az enduracidin, mikamicin, siomicin, tiopeptin,
tiosztrepton, virginiamicin és a tilozin. Allatorvosi gyakorlatban hasznositott antibiotikum

példaul a higromicin B, thiosztrepton, tilozin, lazalocid és a szalinomicin (PERLMAN, 2012).

A biokémidban és a molekularis biologidban hasznalt antibiotikumok kozé tartoznak a
szelektiv  inhibitorok, melyek meghatarozott
transzkripcid, transzlacid, DNS-replikacio és a sejtfalszintézis) (CRUEGER ¢és CRUEGER,

2006; COZZARELLI, 1977; KIMURA ¢és BUGG, 2003).

sejtfunkciok tisztitdsdra alkalmasak (pl.

2.2.3. A Streptomyces nemzetség antimikrobidlis hatast kivalté képessége

A Streptomyces fajok altal termelt antibiotikumok tobbsége nem az aktiv koléniandvekedés
idején szintetizalodik, hanem a sejtek novekedésének lassulasakor. A szilard felszinen novekedd
telepek esetén ez az id6pont egybeesik a 1égmicéliumok képzésével, folyékony kultiraban pedig
a szaporodas exponencialis fazisabol a stacioner fazisba torténd atlépéskor. Az antibiotikum
termelés 1dozitése arra vezethetd vissza, hogy a termeld szervezet ilyenkor 1ép fel a vele azonos
okologiai niche-ért (élettérért) kompeticioban 1évé mikroorganizmusokkal szemben, amelyek
egyébként elvonndk a gazdaszervezet eldl a szubsztrat micélium lizisekor felszabaduld
tapanyagokat (CHATER ¢és MERRICK, 1979). A Streptomyces nemzetség szamos fajarol
bizonyitottak antibiotikum termelést (2.2. tablazat) (LAZZARINI et al., 2000; WATWE et al.,
2001; DE LIMA PROCOPIO et al., 2012).

2.2. tablazat. A Streptomyces fajok altal termelt ipari szempontbol jelentds antibiotikumok.
(HOPWOOD, 2007).
Ipari szempontbél

jelentésebb torzsek neve A hatisos anyag neve

Streptomyces rimosus Oxitetraciklin
Streptonivees griseis Sztreptomicin
v =)
Streptomnyeces aureofaciens Aureomicin
Streptonnces venezuelae Kloramfenikol
Streptomyces noursei Nisztatin
Streptomnees kanamyceeticus Kanamicin
Streptomyces fradiae Neomicin
Streptomyvces ervthreus Eritromicin
e ces cf ensis /
Streptomyces cinnamonensis Monensin
e ‘ces niveus. St spheroide: robioci
Streptomyeces niveus. Str spheroides Novobiocin
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2.3. A biodegradacio mint lehetséges bioremediaciés mdédszer

Biodegradacio alatt a mikroszervezetek biokémiai anyagcsere folyamatai révén végbemend
lebontéasi (katabolikus) ¢és 4atalakitasi (transzformacios) folyamatok Osszességét értjiik
(SZOBOSZLAY, 1995; CRAWFORD, 1996; SZOBOSZLAY ¢és KRISZT 2010). A
biodegradaciot befolyasolja a szennyezdanyag kémiai szerkezete €s hozzaférhetdsége, valamint a
megfeleld mikroszervezetek kivalasztasa is (ANTON, 2010). A talajok bioldgiai kdozdsségei igen
rugalmas adaptacios rendszert képeznek az idegen és az 0ij kémiai szerkezetek lebontéasara,
hatéstalanitasara (SZABO, 2008). A mikroorganizmusok képességeit kihasznalva lehetdség
nyilik arra, hogy a mesterséges uton a kornyezetbe keriilé szennyezdéanyagokat kornyezetkiméld

moddon elimindljuk (CRAWFORD, 1996).

Megkiilonboztetlink teljes és részleges biodegradacios folyamatokat. Elébbi esetben a
kiindulasi szerves vegyiilet CO,-ra és vizre oxidalodik energia keletkezése mellett. Részleges
biodegradacid esetén tobb tényezd miatt nem mehet végbe a teljes lebontasi folyamat. Az elso
esetben hianyozhat hozza valamely sziikséges enzim, igy a degradacid6 megreked, azonban a
keletkezd energiat a mikrobak képesek hasznositani. A masodik esetben a kiindulasi vegyiiletet a
mikrobak nem képesek olyan mértékben degraddlni, hogy szdmukra hasznosithatd energiat
nyerjenek beldle. Ezt kometabolizmusnak nevezziik. A harmadik esetben pedig a kiindulési
vegylilet egy komplexebb és stabilabb vegyiiletté alakul at. A biodegradacio tehat soklépéses
bontd folyamatok soran biztositja a toxikus szennyezdanyagok lebomlasat és artalmatlanitasat

(ANTON, 2010).

Bizonyos esetekben a xenobiotikum bontés az eredetinél még toxikusabb koztiterméket,
vagy veégterméket eredményez, ez a kockédzat a kdolajszarmazékoktdl a peszticidekig sok vegyi
anyagnal €s a természetes toxinoknal is el6fordulhat. Emiatt Iényeges a biodegradacios képesség
monitorozdsa mellett a biodetoxifikdci6 nyomon kovetése is. A biodegradacido és a
biodetoxifikacid6 fogalma szorosan kapcsoldédik egymdshoz. Biodetoxifikdcid soran egy
mikroorganizmus képes egy vegyiilet olyan mértékli degradacidjara, hogy az mar
egészségkarositd hatdssal sem bir (CRAWFORD, 1996), vagyis a kozti, illetve bomlastermékei

kornyezeti kockazatot nem hordoznak.

2.3.1. A Streptomyces nemzetség biodegradacios képessége

Talajlaké baktériumokrol 1évén szo, részt vesznek a Szerves anyagok mineralizalasaban,
valamint exoenzim termelésiiknek kdszonhetéen képesek a pektin, kitin, keratin, latex és mas

szerves molekuldk bontasara. A Streptomyces nemzetség fajair6l tobb tanulmany is kimutatta,
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2.3. tablazat. Kiilonbozo Streptomyces fajok altal bontott anyagok listaja (Szerzoi gytjtés).

Irodalmi hivatkozas

Streptomyces exfoliatus

poli-3-hidroxialkanoat (PHA)

Klingbeil et al., 1996

Streptomyces sp. SNG9

poli-3-hidroxibutirat (PHB),
poli-3-hidroxibutirat-ko-
hidroxivalerat (PHBV)

Mabrouk & Sabry, 2001

Streptomyces omiyaensis

poli-3-hidroxibutirat-ko-
hidroxivalerat (PHBV)

Hermida et al., 2009

Streptomyces albogriseolus,
Streptomyces
viridodiastaticus.

latex és természetes gumi

Gallert, 2000

Streptomyces iakyrus,
Streptomyces aveblanens,
Streptomyces warraensis,
Streptomyces misioensis,

Streptomyces humidus,
Streptomyces parvullus,
Streptomyces aburaviensis,
Streptomyces nigellus

El-Shafei et al., 1998

Streptomyces viridosporus,
Streptomyces badius,
Streptomyces setonii

Pometto et al., 1992

Streptomyces griseus

poliaromas szénhidrogének

Cerniglia, 1993

Streptomyces sp. M7

Benimeli et al., 2008

Streptomyces cyaneus

azo-vegyliletek

Moya et al., 2010

Streptomyces fimicarius

forbol-észter

Wang et al., 2013

Streptomyces sp.

Rahmansyah et al., 2012

Streptomyces sp.

aldrin, chlordane, DDD (diklor-
difenil-dikloretan), DDE
(diklor-difenil-dikloretilén),
DDT (diklor-difenil-trikloretan),
dieldrin, heptachlor, H. epoxide
A, H. epoxide B, lindane,
metoxichlor

Benimeli et al., 2003

Streptomyces griseus,
Streptomyces rimosus,
Streptomyces rutgersensus
Streptomyces heliomycini,
Streptomyces lividans
Streptomyces aurofaciens
Streptomyces sp.

mikotoxinok
(zearalenon, aflatoxin-B1)

El-Sharkawy és Abul-Hajj,
1988; Krifaton et al., 2013;
Eshelli et al., 2015;
Lahoum et al. 2017

hogy hatékonyan alkalmazhatok kiilonb6z6 miianyagok, valamint toxikus €s szennyezd anyagok

lebontédsara vonatkozik. Néhany torzsiik biomiianyagok koziil a poli-3-hidroxialkanoat (PHA), a
poli-3-hidroxibutirat (PHB), és a poli-3-hidroxibutirat-ko-hidroxivalerat (PHBV) vegyiilet-
csoportokat, tovabba természetes gumit sikeresen bontott (GALLERT, 2000). Szamos fajuk
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képesnek bizonyult tovabba mesterséges polietilén vegyiiletek bioldgiai lebontdsara (EL-
SHAFEI et al., 1998). Szennyez6 anyagok koziil a karcinogén policiklikus aromas
szénhidrogének (PAH) lebontasat a Streptomyces griseus fajnal mutattak ki (CERNIGLIA,
1993). A textilipar altal termelt ipari szennyvizben gyakran felbukkannak kiilonb6z6 rakkeltd,
hatékonynak (MOYA et al., 2010). Tovabba novényvédd szerek bontasandl alkalmaztak
Streptomyces torzseket sikeresen (BENIMELI et al., 2003).

Az elmult néhany évben bizonyos Streptomyces fajokrol kimutattdk, hogy mikroszkopikus
gombak altal termelt mikotoxinokat képesek bontani (EL-SHARKAWY és ABUL-HAJJ, 1988;
KRIFATON, 2011, ESHELLI et al., 2015, LAHOUM et al., 2017). Korabban csak kevés kutatas
fokuszalt a Streptomyces-ek mikotoxin bonto képességére, de az elézetes eredmények alapjan a
csoport igéretes lehet ezen a teriileten. A kordbbi, mikotoxikdzis megeldzését célzo tanulmanyok
foleg arra koncentraltak, hogy a toxint termeld gombat gatoljdk mikroorganizmusok &ltal
(MEGHARAJ et al., 1997). YEKKOUR et al., (2012) példaul toxintermelé gombak elleni
antagonisztikus hatast mutattak ki ennél a baktérium csoportnal. A Streptomyces griseoplanus
egyik torzse pedig hatékonyan gatolta az Aspergillus flavus gomba fajban az aflM gének
expresszigjat, ami igy kozvetve az AFB1 termelését akadalyozta meg (VERHEECKE et al.,
2015).

2.4. Mikotoxinok bemutatasa

A mikotoxinok mikroszkopikus gombdk, fOleg fonalas penészgombak altal termelt
masodlagos anyagcseretermékek, melyek mind a human, mind pedig az allati szervezetre
karosak, tovabba a terményeket is karositjdk (WILD és GONG, 2010). Ellenalléak a magas
homérséklettel szemben, s6t a gyomorsav sem tudja lebontani dket. Képesek a majban és a
vesében akkumulalodni, tovabba igen erds sejtmérgek. Kimutatasuk nehéz, mert kis
koncentracioban vannak csak jelen, illetve még sok az ismeretlen mikotoxin, amelyeket
analitikai modszerekkel egyelére nehéz és koltséges elkiiloniteni, és ezaltal vizsgalni (JUHASZ
etal., 2001, VARGA et al., 2011). Mara tobb mint S000 gombafajrol bizonyitott, hogy gazdasagi
novényeket karosithat (MARAZ, 2001). Ezen beliil 350 mikotoxinogén fajt mutattak ki, melyek
tobb mint 400 kiilonbozé kérnyezetre veszélyes mikotoxint termelnek (DEAK, 2006; MEZES ¢és
BALOGH, 2010).

A mikotoxinok allatokra és emberekre nézve egyarant bizonyitottan artalmasak. Az allati

takarmanyok mikotoxin-szennyezettsége vilagméretii problémat jelent, hiszen ezek az anyagok
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az allatokat sulyosan megbetegithetik, ¢s ezaltal jelentds mértékben befolyasoljak a
termelékenységet. A mikotoxinok megtalalhatdak az élelmiszerekben is, aminek veszélyes
egészségkarosito hatasai lehetnek. Eld6fordulhat, hogy egyszerre tobb mikotoxint is

tartalmazhatnak, amelyek akér szinergista hatasuak is lehetnek (AMBRUS és SZEITZNE, 2008).

A mikroszkopikus gombak nagy szamban vannak jelen a természetben. Eléfordulasukat
nagyban befolyasolja az éghajlat és egyéb kornyezeti tényezék (BATILLANI et al., 2016).
Egyes gombdak jobban kedvelik a magasabb homérsékletli nedvesebb teriileteket, ez nagyban
erOsitheti a mikotoxin szennyezettség mértékét és kialakulasat az egyes mezdgazdasagi
tertileteken. Megjelenésiik és kartételilk mértéke valtozhat a mezdgazdasagi ndvények tipusa
szerint is, hiszen egyes penészgombak fajspecifikusak. A gazdasagi szempontbol is fontos
mikotoxinokat f6éleg Fusarium sp. és Aspergillus sp. fajok termelik. Az egyes penészgombak
tobb kiilonb6zd mikotoxin termelésére is képesek. A penészgombik elsdsorban szant6foldi és
raktarban tarolt gabondkat, terményeket fertéznek (pre- és post harvest). Igy a védekezést mar a
termesztés elején el kell kezdeni (megel6zés fontos), hiszen a mikotoxinok képesek a
bioakkumuléciora (szennyezOanyag szervezetben torténd feldusuldsa), majd a taplaléklancba
Vagyis a mikotoxinok a taplaléklancba keriilve tovdbbra is megtartjak toxicitasukat, igy
kiilonosen fontossa valt azok kivonasa a takarmanyokbol, illetve élelmiszereinkbdl. Kiilonosen
igaz ez az aflatoxin-B;-re, az ochratoxin A-ra, a deoxinivalenolra, a T-2 toxinra és a zearalenon-

ra (KOVACS, 2001).

crer

foglalkoztam, ezért az alabbi fejezetekben ezt a két mikroszennyez6t mutatom be részletesen.

2.4.1. Zearalenon

A mérsékelt éghajlati orszagokban elsdsorban a Fusarium nemzetség altal megtermelt
toxinok okoznak jelentds allat- €s humanegészségiigyi kockazatot. A Fusarium sp. az Gsszes
mikotoxin termeld csoport koziil a legjelentdsebb, ugyanis ez a nemzetség felelés a mikotoxin-

termelés egyharmadaért (DEAK, 2006).

A ZEA vagy mas néven F-2 toxin szerkezetét tekintve rezorcilsav-lakton, mely fdleg a
Fusarium graminearum és a F. culmorum altal termelt mikotoxin. Szamos gabonandvényt és az
azokbol szarmaztatott élelmiszeripari terméket fertézhet meg (KUIPER-GOODMAN et al.,
1987, BOTTALICO, 1998). A ZEA bioldgiai hatdsait tekintve valtozatos, hormonhdaztatast
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befolyasold hatdsanak (ED) kdszonhetden szarmazékaival egyiitt foként ivarzasi problémat okoz

(GROMADZKA et al., 2008).

A ZEA derivatumainak (szarmazékainak) azért lehetnek szaporodasbioldgiai hatdsai, mert
biologiai aktivitdsa nagyon hasonld a természetes 17-B-Osztradiolhoz és a szintetikus 17-a-
etinilosztradiolhoz (MITTERBAUER et al., 2003). Az 6sztrogénhatas mellett feltételezhetden
karcinogén ZEA tovabbi aggodalomra okot adé hatasokkal is rendelkezik (WITHANAGE et al.,
2001): modellallatokon maj- és vesekarosodast (CONKOVA et al., 2001), valamint
immuntoxicitast és tovabbi ED hatast is kimutattak (BEREK et al., 2001). A ZEA 4atalakulasa
soran toxikusabb masodlagos metabolitok keletkeznek, példaul alfa-zearalenol és béta-zearalenol
(2.3. 4bra). Az alfa-zearalenol négyszer aktivabb ED hatas tekintetében, mint a ZEA (MATRAI
et al., 2003). A toxin szervezetbe keriilését kovetéen konnyen megkotédik a bélrendszerben,
majd a sejteken beliil tovabb alakul metabolitjaira, melyek aztan a gliikkuronsavval kapcsoldédnak.
Ez a glikuronid megkotdédik a bélnyalkahartya-sejtjeiben, majd a majba jut, onnan pedig a
véraramba keriil. Ez a hepatikus keringés okozza a toxin elhuzddd visszatartasat, igy gatolja
eliminacigjat és fokozza a karos hatasok idétartamat (D’MELLO et al., 1999). Vagyis a ZEA

bomlastermékei a kiindulasi toxinnal is kockazatosabbak lehetnek.
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2.3. abra. A zearalenon és szarmazékainak kémiai szerkezete. A piros karikak a kiilonbségeket jelzik
(BRAVIN et al., 2009).

Az ezredfordulo idején felfedeztek tobb olyan mikroorganizmust, melyek képesek a ZEA
detoxifikalasara. A Trichosporon mycotoxinivorans egy olyan élesztd torzs, amely képes a ZEA-
t nem toxikus metabolitokka oxidalni (MOLNAR et al., 2004). A Clonostachysrosea
laktonohidrolaz enzimje csokkenti a ZEA 6sztrogén hatasat (TAKAHASHI-ANDO et al., 2004).
A C-4 hidroxil csoport modositasaval a Cunninghamella bainieri, Rhizopus arrhizus, Thamidium
elegans és Mucor bainieri baktérium toérzsek képesek a toxin hormonhatasat megsziintetni
(McCORMICK, 2013). A ZEA teljes lebontasit mar megfigyelték foldgaz termdhelyrdl
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szarmazo6 mikroorganizmusok kevert kultirajaban, de az egyedi izolatumok mér nem voltak erre
képesek. Clonostachys, Rhodococcus, Nocardia, és Trichosporum torzsek esetében feljegyezték
a ZEA egyediili szénforrasként valo felhasznalasat (McCORMICK, 2013). Az altalam vizsgalt
Streptomyces nemzetség egyes fajainal (Streptomyces griseus, Streptomyces rimosus,
Streptomyces rutgersensus) is kimutattak kisebb mértékii bontast (EL-SHARKAWY ¢és ABUL-
HAJJ, 1988; KRIFATON et al., 2013).

2.4.2. Aflatoxin-B;

Az aflatoxinok (AF) az egyik legtobbet kutatott mikotoxin csoport, melyet tobb Aspergillus
gombafaj termel madésodlagos anyagcseretermékeként. Az aflatoxinok kutatottsagdnak oka
elsddlegesen a pulyka ,, X kor vizsgalata volt, aminek kovetkeztében az 1960-as években
tomegesen pusztultak el Angliaban a baromfiak. Kés6bb igazoltak, hogy az aflatoxin felels a
megbetegedésért. Vékonyréteg kromatografids modszerrel 4 kiilonb6zd tipust kiilonitettek el.
Ibolyan tuli (UV) fényben mutatott fluoreszcencia alapjan a jelolt szintartomanyoknak
megfeleléen elséként Bi, By (kék, blue) és Gi, G, (z0ld, green) valtozatokat detektaltak
(D’MELLO ¢és MacDONALD, 1997). Az Aspergilus flavus faj termeli az aflatoxin-B1 (AFB1)
illetve az aflatoxin-B, (AFB2) mikotoxinokat (2.4. abra). Az Aspergillus parasiticus szintén
termel AFB1-et és AFB2-t, tovabba aflatoxin-G1-et (AFG1), valamint az aflatoxin-G2 (AFG2)
termelése is jelentés (D'MELLO et al., 1998). Az emlitetteken feliil jelenleg az aflatoxinnak
csaknem 20 szarmazéka ismert. Az egyes AF szarmazékok toxicitasa jelentdsen eltérhet

egymastol.

Az AFB1 kornyezetegészségiigyi hatdsat tekintve karcinogén, mutagén, teratogén,
immunmodulans, citotoxikus, de elsésorban hepatotoxikus (GOLLI-BENNOUR et al., 2010). Az
AFB1 a legtoxikusabb mind akut, mind krénikus megbetegedéseket tekintve. Azonban a tejben
megtalalhatd6 AFM1 metabolit kozel azonos hepatotoxikus hatast, mint az AFB1, de kevésbé

karcinogén (CARNAGHAN et al., 1963).

Az AFB1 mikrobialis lebontasarol mar szamos vizsgalat létezik. EQy Rhizopus torzs, a
Dactylium dendroides (mai nevén Hypomyces rosellus), és a Corynebacterium rubrum fajok az
aflatoxint aflatoxikolld alakitjak, mely vegyiilet kevésbé bizonyult toxikusnak az
allatkisérletekben (MANN és REHM, 1976). Az aktinomicéta baktérium, Flavobacterium
aurantiacum (mai nevén Nocardia corynebacteriodes) képes enzimatikusan bontani az AFB1
toxint (SMILEY ¢és DRAUGHON, 2000). A Mycobacterium fluoranthenivorans
talajbaktériumot egy korabbi foldgaz telepen izolaltak, és képes volt a poliaromas szénhidrogén

fluorantént szénforrasként hasznalni, és hatékonyan bontani az AFB1 toxint (HORMISH et al.,
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2004). Egy Gram-pozitiv baktérium, a Rhodococcus erythropolis toérzs extracellularis enzimjei
nem csak a policiklikus aromds szénhidrogéneket képesek bontani, hanem az aflatoxint olyan
termékekre bontjak, amelyek kevésbé toxikusak, és elvesztik a fluoreszcens tulajdonsagukat a
lakton gyliri lebontasa kovetkeztében (TENIOLA et al., 2005). Az AFB1 bontasat a szintén
aktinomicéta Mycobacterium smegmatis-nal is leirtak (TAYLOR et al., 2010). Leghjabban a
Bacillales rendbe tartozo6 Bacillus subtilis-nél publikaltak az AFB1 bontast (XIA et al., 2016). Az
altalam vizsgalt baktériumcsalad tagjai koziil a Streptomyces heliomycini, St. lividans és St.
aurofaciens fajok egyes torzsei hatékonyan képesek lebontani a toxin molekulait a toxikus,

esetenként a biologiai hatas megsziintetésével (KRIFATON et al., 2011; ESHELLI et al., 2015).
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2.4. abra. Az aflatoxin tipusai és szerkezeti felépitésiik. A piros karikak a kiilonbségeket jelzik
(http2).

2.4.3. A mikotoxinok hatastalanitasanak modszerei

A mikotoxinokat eltér6 modszerekkel lehet hatastalanitani (EFSA, 2009). Az egyik lehetséges
moddszer az adszorbensek alkalmazasa, amelyek olyan nagy molekulasulya anyagok, melyek
feliiletén megkotddnek a mikotoxinok, igy csokkentik azok biologiai hozzaférhetoségét
(VEKIRU et al., 2015). Lehetnek szilikon alapu szervetlen vagy szén-alapt szerves polimerek,
tejsav baktériumok, vagy akar élesztd sejtfallal rendelkezdk is (SHETTY és JESPERSEN, 2006;
VERHEECKE et al., 2016). Ez a folyamat anélkiil jatszodik le, hogy az allat bélrendszerét
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karositana, és az adszorbens az iiriilékkel feltételezhetden tavozik. Egyes forgalomban 1évo
takarmanyadalékok ugy képesek csokkenteni a takarmdnyok gomba eredetii méreganyag
szennyezettségét, hogy a felszivodasukat gatoljak, miikddésiiket megvaltoztatjak, valamint
kivalasztasukat segitik (EFSA, 2009). Kémiai ¢és fizikai kezeléseket is alkalmaztak az
¢lelmiszerek ¢és takarmanyok ZEA tartalmanak csokkentésére, azonban ezek az eljarasok nem
bizonyultak elég hatékonynak (SCOTT, 1991). Tovabbi lehetséges védekezési modszer az
aflatoxinok termelésének megakadalyozasa antagonista Aspergillus fajok alkalmazasaval. Az
eljaras lényege, hogy a természetben eléfordulod, toxintermeld gombat egy toxint nem termeld

Aspergillus faj segitségével kiszoritjak a fertdzott teriiletrdl (HRUSKA et al., 2014).

Biotranszformalé modszerekkel degradaljak, vagy atalakitjak a mikotoxinokat egy nem, vagy
kevésbé toxikus termékre. Ebben a folyamatban kizarolag baktériumok vagy gombéak vesznek
részt (KRIFATON, 2012). A mikotoxinokat detoxifikal6 illetve degradald agensek gyakorlati
felhasznaldsa a gazdasagi allatoknal indirekt médon a human egészségvédelem egyik eszkoze is
lehet, ugyanis az ily moédon mentesitett allati termékek az emberi szervezetbe jutva mar nem

okoznak semmilyen karos hatast (EFSA, 2009).
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3. ANYAG ES MODSZEREK

Kisérleteim els6 1épéseként a Szent Istvdin Egyetem, Kornyezetbiztosagi ¢és
Kornyezettoxikologiai Tanszékén 1évo, 494 tételbdl alld torzsgylijtemény tagjait revitalizaltam,
majd indentifikaltam ¢és fenotipusos vizsgalatot végeztem veliik. Célkitiizéseimnek megfeleléen
a meghatarozott torzseket AFB1 ¢s ZEA mikotoxin bontasra szkrineltem (nagy elemszamu
szlirés), illetve elemeztem toxin biodetoxifikacios képességiiket, és végiil meghataroztam

antimikrobidlis hatasukat (3.1. abra).

494 tételbdl allo tdrzsgylijtemény
¥
Revitalizalas
3.2, 4.1 fejezet

\

Azonositas Fenotipizalas, fiziologiai Térzsfenntartas,
3.4, 4.1 fejezet parameéterezés Streptomyces
3.3, 4.3 fejezet 1o rzsgy(ijte mény
|étrehozasa
Bitoxin kisérlet 3.8,4.2 fejezet
Mikotoxin bontasi Monotoxin kisérlet
kisérlet Aflatoxin Immunbioldgiai
ISerie Zearalenon vizsgalat (ELISA-teszt)
3.5, 4.4 fejezet Biolégiai hatasvizsgalat (BLYES-
teszt, SOS-Chromoteszt) A két modszer
Osszevetése
.. .- P . 3.7, 4.6 fejezet
Antimikrobialis hatasvizsgalat Keresztcsikozdsos teszt
3.6, 4.5 fejezet Agardiffizios lyukteszt

3.1. abra. Folyamatabra a munkam soran elvégzett kisérletek menetérol és az alkalmazott modszerekrol.
(Az egyes lépések alatt 1évo fejezetszamok a dolgozatom ,,3. Anyag és modszer” valamint ,,4.
Eredmények ¢és értékelésiik™ fofejezeteinek alfejezeteire utalnak a kisérleti rendszer konnyebb

kovethetésége érdekében.)

3.1. A torzsgyiijtemény eredete

A tanszéki nomenklaturdban “K”-ként jelzett mikrobioldgiai térzsgylijtemény tagjait
talajokb6l, bomlé névényi maradvanyokrol, tézeglapokbdl és komposzt mintakbol izolaltak,
dontd mértékben a 70-es években. A gylijtemény tagjair6l csak annyi informécioval
rendelkeztem, hogy tagjai azonositatlan sugargombak, amelyeket Streptomyces szelektiv
taptalajokrol izolaltak. A kb. 40 éves mintak egyetlen liofilizalt példanyban alltak rendelkezésre,

legtobb esetben csak kodszamokkal jeldlve.
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3.2. Revitalizalas

A torzsgyljtemény tagjait munkam elétt liofilizalt ampullakban, fénytél védve,
szobahdmérsékleten, dobozokban taroltak. A revitalizalas elsd 1épéseként az ampullak feliiletét
gyémantfejii vagod szerszammal karcoltam meg, majd hirtelen hokozlés (nyilt 1ang) €s lehlités
utan feltortem. Az ampullakba 5%-0s 200-200 ul peptonos vizet (59 kazein pepton 1000 mL
desztillalt vizre-re vonatkoztatva) mértem. Az ampullak feltdrése stresszhatasként éri a sejteket,
¢s mivel minden térzsbdl csak egy ampulla allt rendelkezére, a talélés hatékonyabb biztositasa
érdekében a torzseket kétféle modszerrel, agaros szilard taptalajra szélesztéssel és folyékony

¢ldsejtes razatassal revitalizaltam.

A szilard tapagaros szélesztés soran az ampullak tartalmabol automata pipettaval kimértem 50
ul-t, majd tvegbottal szélesztettem Petri-csészébe elére kiontott és megszilardult steril GYM
agarra (3.1. tdblazat). A GYM agartipus Streptomyces torzsek felszaporitdsahoz idedlis (a Német
Nemzeti Mikroorganizmusok ¢és Sejtkultardk Gytijteményének /DSMZ/ ajanlasa szerint), mert
kell6 mennyiségli gliikozt tartalmaz, illetve a benne 1évé maldta a spdraképzést segiti eld,
valamint a taptalajban eléirt CaCO3; pedig pH pufferként viselkedik (3.1. tablazat). A Petri-
csészéket megforditott helyzetben (a viz kondenzéaldodasa miatt) 120 oraig 24, 28 és 45°C-on

inkubaltam Memmert tipusu fiithetd termosztatban.

Ahogyan fent emlitettem, a szélesztéssel parhuzamosan folyékony razatast is végeztem.
Ennek soran 300 ml-es Erlenmeyer-lombikba 100 ml folyékony GYM folyékony taplevest (3.1.
tablazat) készitettem eld, majd ebbe is mértem 50 pl-t az ampulla tartalmabol. A lombikokat razé
termosztatban 24, 28 és 45°C-on 170 rpm-en razattam, amig a lombikban levé folyékony
tapoldatban szemmel lathato, dsszetekeredett micélium goéboket nem észleltem (legtdbb esetben
120 oran at folyt a razatas). A felszaporitds fazisa utin tisztitdo szélesztést végeztem, szintén

GYM téapagaron.

3.1. tablazat. A liofilizalt baktériumampullak revitalizadlasdhoz haszndlt taptalajok Osszetétele 1000 ml
desztillalt vizre vonatkozoan.

GYM agar GYM folyékony

Gliikoz 40¢g 409
Eleszt6kivonat 40g 409
Malata

kivonat 10.09 1009
CaCOs; 2,0g -
pH 7,2 7,2
Agar 12,049 -
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3.3. Makroszkopikus (fenotipusos) vizsgalat és hémérsékleti optimum
meghatarozas

crer

jelenlétét; a pigment szinét; és a sporatermelés meglétét (Iégmicélium kialakuldsa) vizsgaltam. A
tartositds €s a tovabb szaporitds szempontjabol fontos ismerni, hogy a térzsek milyen
koriilmények kozott képesek sporat termelni. A sporatermelés jelenlétét 96-120 oras inkubaciot
kovetden a telep felsé felszinének sziirkés-fehéres szinelvaltozasaval (,lisztes sporaszényeg’)
detektaltam. Az inkubacids id6 (96-120 ora) elteltével elvégeztem a torzsek fenotipizalasat,

makroszkdpikus leirdsat. Az egyes torzsekrdl fotddokumentacio késziilt (3.1. kép).

A szaporodas mértékének megallapitasara (120 ora eltelte utan) sajat értékeld rendszert
vezettem be: novekedésnek indult allapot (telep megjelenése az agarfeliiletén, jele: +), jo
novekedési eréllyel birdo (a Petri-csésze egyharmadat betoltd telepfejlodés, jele: ++), kivald
novekedési eréllyel bird allapot (a Petri-csésze kétharmadat bet6lté telepfejlodés, jele: +++),
gyenge novekedést mutatd (kezdeti telepnovekedés, jele: +-), illetve novekedést nem mutatd
allapot (gyakorlatilag az agar feliilete {iires, jele: -). A gyljtemény tagjainak kiilonb6zd
hémérsékleteken torténé novekedését, mint jellemz6 tulajdonsagot vizsgaltam. A mikroba
torzsek homeérsékleti optimumdnak meghatirozasahoz razatott tenyészetben szintén GYM
taptalajon és szilard lemezen inkubdltam a tenyészeteket 24, 28, illetve 45 °C-on. A szaporodas
mértékét (OD) fotométeren, 600 nm-nél kdvettem. A hdmérsékleti optimum meghatarozésa azért
is Iényeges, mert a 37°C felett novekedni képes baktériumok human egészségiligyi szempontbol

is kockazatosak lehetnek.

3.1. kép. A torzsgylijtemény két revitalizalt tagjanak fényképe.
A Streptomyces galilaeus K259 torzs pigmentalt, korall szinii telepe (A), illetve a Streptomyces
violaceolatus K263 sporaval boritott telepe (B). Mindkét esetben az agarlemez matrixaban barna szinti
pigment észlelhetd. (A szerzé sajat felvételei.)
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3.4. Mikroba torzsek molekularis biolégiai azonositasa

A molekularis bioldgiai mddszerek fejlodésével, a fajok jellemzden ilyen alapu elkiilonitése
miatt, napjainkra a kizardlag fenotipizalason (morfologia, tenyésztési paraméterek, biokémiai
tesztek) alapuld térzsazonositasi eljarasok onmagukban félrevezetd vagy pontatlan eredményt
adhatnak. Ezért a molekularis taxonomiai vizsgalatok elengedhetetlenek. Az emlitett
torzsgylijtemény revitalizalt tagjait molekularis taxonémiai méodszerrel is elemeztem (16S rDNS

szekvencia analizis). Ennek 1épéseit az alabbiakban mutatom be.

3.4.1. A torzsek faji szintli azonositasa 16S rDNS alapjan

A prokariota mikroba fajok meghatarozasédhoz sziikséges vizsgalati modszerek a kilencvenes
évek végétl meghatarozott (1j metodika szerint zajlanak (BUSSE et al., 1996). Ennek soran a
faji szintli identifikdcidhoz prokariotdk esetében 4altaldban a riboszoémak felépitését ¢és
elsddlegesen azok molekularis biologiai tulajdonséagait hatarozzak meg. Baktérium izoldtumok
molekularis taxondmiai azonositasara altalaban azok 16S rDNS szekvencidinak meghatarozasat
¢s analizisét végzik el. A mddszer alapja a 16S riboszémalis DNS szekvencialemzése.

A riboszémak a citoszolbol centrifugalassal konnyen elkiilonithet6k, ugyanis meghatarozott
iilepedési sebességgel (szedimentacios koefficiens) rendelkeznek, melynek mértékegysége a
Svedberg egység (S). A prokariota szervezetek 70S szedimentacios koefficiensii riboszomai egy
30S és 50S alegységre disszocialnak (TINDALL et al., 2010). A 30S alegység 21 kiilonb6z6
fehérjét és egy 16S riboszomalis RNS-t (rRNS) tartalmaz. Az rRNS-ek kevéssé valtozékonyak és
konnyen izolalhatok, ahogy az 6ket kodolo rDNS szakaszok is. A prokaridtak esetében a 16S
rDNS koriilbeliil 1500 bazispar hosszusagl. Ez az 1500 bazispar Gn. szemi-konzervativ elemeket
tartalmaz, ugyanis a bazisparok elsé 27, illetve az utolsé 21 nukleotidpart tartalmazo6 szakasza a
baktériumokban megegyez0d, vagyis konzervalt. Hasonl6 konzervalt teriilet talalhatd a 16S rDNS
konzervalt szakaszok kozott talalhatd varidbilis szakaszok Osszehasonlitasa altal becsiilik az
egyes fajok genetikai rokoni kapcsolatat, valamint ezek alapjan torténik a rokonsagi torzsfa
megalkotasa is (SZABO, 1998). A modszer segitségével az izolatumok nagy valészintiséggel faj
szinten azonosithatéak. A 16S rDNS alapu, faji szintii identifikacid I1épéseit az alabbaikban

részletezem.

3.4.2. DNS izolalas

A meghatarozni kivant gytijteményi baktérium torzsbdl tiszta tenyészetet hoztam 1étre steril
Falcon csében (15 ml). A razatdsbol szarmazd biomasszat ultrahangos szonikald berendezés

(Branson 250 Sonifier) segitségével roncsoltam. Ez az eljaras segit az ellenallo sejtfal
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felszakitdsaban, miel6tt a DNS kinyerés megtorténne. Az izolalast MoBIO Ultra Clean"™Soil
DNA Isolation Kit-tel végeztem (MoBIO Laboratories Inc., USA) a gyartd altal megadott
protokoll szerint. A baktérium torzs tenyészetéb6l bemértem 1,8 ml-t, és 30 masodpercen
keresztiil centrifugaltam 10.000 g-n 24°C-on, majd a feliilaszot eltavolitottam. A pelletet 300 ul
MicroBead oldattal felhigitottam, majd szilicium kristalyokat tartalmazdé MicroBead csébe
pipettaztam. Rézatas utan az oldathoz adtam 50 pl MDI1 oldatot. A cséveket MO BIO Vortex
Adapterben (MoBIO Laboratories Inc., USA) razattam 10 percen Kkeresztiil vizszintes
elrendezésben, majd 30 masodpercig 10.000 g-n centrifugdltam. A feliiliszot atmértem egy
Eppendorf-csébe, amihez 100 pl MD2 oldatot adtam. Az igy kapott oldatot razatas utan 5 percig
4°C-on 4llni hagytam. Ujabb centrifugalas utdn a feliilaszot egy Eppendorf-csébe mértem, és
900 ul MD3 oldatot adtam hozza, amit ismét razatas kovetett. A feliiliszot egy sziirdbetét (spin
filter) segitségével lesziirtem 10.000 g-n 30 masodperc alatt. A szilika membranon maradt
szlirlethez 300 ul MD4 oldatot mértem. Az igy kapott oldatot egyperces 24°C-os hémérsékleten
torténd inkubdlds utdn ujra lecentrifugaltam. Ez a folyamat a filter membranhoz kotodott
szennyezddésektdl mentesiti a DNS-t. A szlirébetétet jabb Eppendorf-csére helyeztem, és az
MDS5 oldatbol 50 pl-t pipettdztam a membran kozepére. Centrifugéalast kdvetden a sziir6betétet
eltavolitottam, és a mar csak kizarolag DNS-t tartalmazo Eppendorf-csovet felhasznalasig -20°C-

os hutdben taroltam.

3.4.3. DNS detektalasa agarézgél-elektroforézissel, koncentricio meghatirozas

A fenti kit segitségével izolalt genomi DNS detektalasdhoz 1%-os agardz gélt ontottem,
amelyet 6 pl mennyiségii 1%-0s etidium-bromid festékkel egészitettem ki (3.2. tablazat). Az
etidium-bromid festék beépiil a DNS-szélba és UV fény alatt fluoreszkal. Az agardz gél porusos
szerkezetébdl fakadoan az elektroforézis soran szlir6hatast gyakorol a nukleinsav molekuldkra. A
DNS fragmentek pH 7-es értéken negativ toltéssel rendelkeznek és a gélre kapcsolt egyenaram
hatdsara a pozitiv polus felé¢ kezdenek vandorolni, a nagyobb molekuldk gyorsabban, mig a
kicsik lassabban (a sebesség forditottan aranyos a DNS molekulasuly tizes alapa
logaritmusaval). A nukleinsav molekuldk méretére egy ismert molekulasulyt referencia minta
segitségével kovetkeztethetiink.

3.2. tablazat. Az agardozgél-elektroforézis esetében a DNS detektalashoz alkalmazott gél Gsszetétele.

agaroz 1g

10xTBE 10 ml
(TRIS-bazis 10,78 g/l; bérsav 5,5 g/l; EDTA 0,74 g/1; pH 8,3)

MilliQ H,O 90 ml
etidium-bromid (koncentratumként) 10 mg/L 6 pl
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Vizsgalataim sordn a megszilardult gélbdl eltavolitott miianyag fésii helyén hatra maradt
zsebekbe 5 pl DNS-mintat és 3 pl toltépuffert (30 v/v % glicerin, 0,25 mM bromfenolkék)
toltottem, illetve az elsé zsebbe 3 pl ismert molekulasulyt markert (Fermentas, GeneRuler™
DNA Ladder, lzrael), un. 1étrat pipettaztam. A gélt 1xXTBE pufferben 100 V-on 30 percig
futtattam, majd UV fényben vizsgaltam. A molekularis biologiai vizsgalatoknal fontos a DNS
minta tisztasaganak megallapitasa. Nano PhotometerTM (Implen UK Ltd, Egyesiilt Kiralysag)

s

crcr

kovetkeztetni az izolalt genomi DNS tisztasagara, valamint arra, hogy sziikséges-e adott esetben
higitani a templatot. Igy egyforma és megfeleld mennyiségii templatot tudok felhasznalni a

kiilonb6z6 torzsek PCR-e soran. Az éltalam hasznalt optimalis koncentracio 20-25 ng/ul volt.

3.4.4. Polimeraz lancreakcio

A polimeraz lancreakcio (polimerase chain reaction, PCR) eljaras lehetéséget ad arra, hogy az
izolalt DNS vizsgélni kivant 16S riboszomalis szakaszanak mennyiségét kimutathatd szintre
noveljiik. Polimeraz lancreakcid soran a primerek segitségével kijelolt DNS-szakaszokat nagy

szdmban felszaporitjuk (amplifikaljuk).
A PCR reakcidelegy dsszetevoi az alabbiak:

DNS Templat: az a DNS, amelynek valasztott részérdl nagyszamu masolatot akarunk késziteni.
Primerek: szintetikusan el6allitott rovid DNS szalak, az amplifikalando szakasz két végét
hatarozzak meg.

dNTP-k: (dezoxi-nukleotid-trifoszfat: dATP, dCTP, dGTP, dTTP) a polimeraz enzim ezekbdl
épiti fel az Gy DNS-szalakat.

Tag-polimeraz: hostabil, a DNS szakasz masolasat végzd enzim

Tag-puffer: biztositja a polimeraz szamara a megfelelé kémiai kozeget

MgCl;: a primer-dimerek keletkezését befolyasolja, segiti a primerek kapcsolodasat, hozzajarul
a masolas pontossagahoz, valamint a Tag-polimeraz enzim aktivitasahoz

Viz: (MQ H0, ultratiszta viz) a reakcidelegy végtérfogatanak beallitasahoz sziikséges

Tween 20: a nem vizoldékony anyagok diszpergalasat segiti eld

A reakcidhoz az univerzalis 16S rDNS primerpart hasznaltam: 27 forward (5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) és 1492 reverse (5'-TACGGTTACCTTGTTACGACTT-3)
(LANE, 1991). Steril csévekbe mintanként Sul 10x Tag-puffert (Fermentas, Litvania), 3 pul
(2mM) MgCl,-ot (Fermentas, Litvania), a fent bemutatott két primert 0,5 umol-0,5 pmol
(Integrated DNA Technologies, USA) mennyiségben, 1 U (0,2 pl) Tag DNS polimerazt
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(Fermentas, Litvania), 10 ul dNTP-t (Fermentas, Litvania), 0,5-3 ul DNS templatot (izolalt
genomi DNS) és annyi desztillalt vizet (MilliQ) pipettaztam, hogy a végso térfogat 50 ul legyen
(mintanként értendd). A kivalasztott 16S rDNS-szakaszok néhany ora alatt lancreakcid-szertien
milliés példanyszamban termeltethetok, mivel egy ciklus alatt, amennyiben minden koriilmény
megfeleld, a primerek altal kijelolt szakaszok példanyszama megkett6zédik, ami 30 cikluson
keresztiil ismétlodik. A PCR-t automatizalt termocikler (Applied Biosystems® PCR, USA)

berendezés segitségével végeztem.A hoprofil a kovetkez6 volt:

. 98°C 5 perc Kezdeti denaturaci6

. 96°C 30 mp Primer annelacio |

. 54°C 30 mp Extenzi6 r 30 ciklus
. 72°C 1 perc Denaturacio J

. 72°C 10 perc Végs6 extenzid

. 4°C % Hiités

3.4.4.1. Agaroz gélelektroforézis az amplifikalt PCR termék kimutatasahoz

A PCR sikerességét, a koncentracio és tisztasag ellenorzését, a megfeleld méretli fragmentek
jelenlétét ismét (a DNS detektalasnal emlitett) agardz gélelektroforézis segitségével vizsgaltam.
A modszerrel mar igen kis (1-5 ng) mennyiségli DNS is kimutathat6. A gélhez ebben az esetben
is magas homérsékleten [forrasponthoz kozeli allapot, mikrohullam siitében (450-600 W)] 0,7 ¢
nagy tisztasagu agardzt oldottam fel 70 ml oldoszerben (TBE puffer), majd kézmelegre hiitve az
oldatba 6 pl 1%-os etidium bromid festéket pipettaztam, végiil az egészet egy féslisorokat
tartalmaz6 futtatokddba oOntdttem. A szélsé zsebbe ismert és meghatarozott bazissorrendii
standard létrat pipettaztam. A mintakat 110V fesziiltségen 30 percig futtattam, majd ez esetben is
UV fény alatt a standardhoz viszonyitva ellendriztem, hogy a mintakban megtalalhatdak voltak-e

az altalam vart bazishossziisdgu szakaszok.

3.4.4.2. PCR termék tisztitdsa

Amennyiben a PCR értékelhetdvé valt, akkor a keletkezett termékeket Viogene® PCR-M
Clean Up System szettel tisztitottam a leirt protokoll szerint. Az elektroforézis utan megmaradt
terméket egy 1,5 ml-es Eppendorf csébe pipettaztam, és megadott tisztitofolyadék hozzaadasa
utan kémcsdkeverdvel (vortex) alaposan Osszekevertem. Az igy keletkezett oldatot egy specialis
szilika-membran réteggel ellatott oszlopra mértem. A membranhoz kaotropikus sok jelenlétében
a 100-10.000 bazispar méretli DNS fragmentek kotddnek, azonban a szamunkra sziikségtelen
alkotok (pl.: primer dimerek, maradék dNTP) 1-2 perces centrifugalas hatasara athaladnak rajta.

Az oszlop atmosasat a protokoll szerint még masik két mosdfolyadékkal is elvégeztem. A

folyamat végén a csoveket még egyszer 3 percig centrifugaltam 12.300 g fordulatszamon, igy
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eltavolitva a maradék puffert. Az oszlopokat egy tiszta Eppendorf csébe helyeztem 4at, és
membranjuk kozepére 30 ul eludld puffert mértem, majd 10 perces szobahdémérsékleten torténd
inkubacié utan ismét 12.300 g-n lecentrifugaltam. gy a csé aljan mar csak a tisztitott PCR
termék volt. A tisztitas eredményét a fent ismertetett modon agardz gélelektroforézissel ismét

ellendriztem.

3.4.4.3. Szekvendalo reakcio és a fragmentek bdziselemzése

Az altalam hasznalt szekvenalds elve az tUgynevezett dideoxi-, vagy Sanger-féle
lancterminacidos modszer volt. A reakcidelegyben fluoreszcens festékkel jelolt modositott
dideoxi-nukleotidok vannak. Ezeknél a nukleotidoknal a riboz 3’ helyérdl is hianyzik az OH
csoport. Ezeket a dideoxi, vagy A/T/G/C stop-nukleotidokat a polimeraz enzim nem kiilonbozteti
meg a normdl bazisoktdl és azokat is beépiti a komplementer szélba. A hidnyz6 kapcsolddasi
pont - 3’~OH csoport — miatt azonban ezen a ponton a komplementer lanc szintézise megszakad.
A reakcid eredményeképpen a templat DNS kiilonb6z6é hosszisagi fragmentjei jonnek 1étre,
végilikon a modositott fluoreszcens nukleotidokkal, igy a nukleiotidok sorrendje leolvashatova
valik a detektalt szinek sorrendje alapjan.

A szekvencia analizishez els6 1épésként steril PCR csovekbe a kovetkezOket mértem: 1 pl
BigDye Terminator V3.1, 1,5 pl BigDye puffer, 0,5 pl primer (27F, 338F, 803F; kiilon
reakcioelegybe toltve), 3,5 ul dH,0, 5 pl tisztitott DNS, (végtérfogat 10 ul). A csoveket Thermal
Cycler 2720 (Applied Biosystems, USA) PCR késziilékbe helyeztem be.

A hérom szakaszbdl all6 ciklus az el6z6h6z hasonldéan 30-szor ismétlddik, majd a gép 4 °C-ra
hiiti a mintdkat, melyet vagy azonnal felhasznaltam, vagy -20 °C-on taroltam. A kapott
végtermék megkdzelitéleg 500 bazispar hosszsagu. A kettd (esetenként harom) primer (27F,
338F, és esetenként 803F) majdnem a teljes 16S rDNS szakaszt (~1500 bp) lefedi, azonban
részleges szekvencia analizissel (~600-700 bp) is viszonylag nagy biztonsaggal meghatarozhato
a legtobb baktériumfaj az elemzés végzésekor aktualis (2009-2010) taxondémiai besorolason

alapul6 adatbazisok alapjan.

A héprofil a kovetkezd volt:

96°C 1 perc

94°C 10 mp

54°C 15mp ¢ 30 ciklus
72°C 4 perc

4°C o0
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3.44.4. A szekvenalo termék tisztitasa etanol-precipitdacioval

A tisztitds elsO 1épéseként a szekvendlod termékhez hozzdmértem 3 pl 3 moélos Na-acetat
oldatot (pH 4,6); 62,5 ul 96 %-os etanolt; 14,5 ul dH,O-t. A reakcidelegyet kémcsdkeverdvel
Osszekevertem, majd 10 percig inkubaltam szobahOmérsékleten. A mintakat centrifugaltam
(2.500 g; 20 perc; 4°C), majd a feliiluszot ovatosan eltavolitottam. A pelletre 180 ul 70%-0s
etanolt mértem, ezutan kémcsokeverdvel osszekevertem. Ismét centrifugaltam (2.500 g; 20 perc;
4 °C) a mintat, majd a feliiluszét ismét Ovatosan lepipettaztam. Végiil a szekvenald terméket
tartalmazé csoveket szajukkal lefelé helyezve a centrifugaba 1 perc alatt 620 g-vel kiszaritottam.
A mintdk mindegyikéhez kiilon-kiilon 20 pl Hi-Di formamidot pipettdztam, majd a csdvek
mindegyikét 4°C-on, 12 6ran keresztiil inkubaltam.

A mintakat ezutan kapillaris-elektroforézisnek vetettem ala az ABI Prism 310 genetikai
analizator (Applied Biosystems, USA) késziilék segitségével. A szekvenaldo reakcid soran
1étrejott  kiilonb6z6é hosszusagi fragmentek végén helyet foglaldé modositott nukleotidok
fluoreszcencidjat a genetikai analizator a kapillarisban aramoltatva egy ,,ablakon” keresztiil
detektalja. A kapott szin alapjan megtudhatjuk, hogy az adott helyen milyen bézis all és ezen
eredményeket Osszeillesztve megkapjuk az amplifikalt szekvenald termékiink nukleotid

sorrendjét.

3.4.4.5. A szekvenciak kiértékelése a nukleotid sorrend alapjan

A kapott szekvenciakat a MEGAS program segitségével dolgoztam fel (TAMURA et al.,
2011) és a GenBank adatbazis (BLAST algoritmus), illetve a LeBIBI-Bio Informatic Bacteria
Identification (FLANDROIS et al., 2014), valamint az EzTaxon (http:// www.ezbiocloud.net)
segitségével azonositottam. Kutatdisom elsd éveiben a LeBIBI-t hasznaltam, amely a
késébbiekben nem miikodott megfelelden, igy attértem 2012-ben az EzTaxon hasznélatéra.

Minimum 98%-os egyezdségi értéket fogadtam el faji szintli egyezésnek.

3.5. A faj szinten azonositott torzsek toxinbonto képességének tesztelése

3.5.1. A torzsek elokészitése

A revitalizalds utdn a gylijteményben 1évd Streptomyces torzseket Gjbol felszaporitottam,
majd 72 oran keresztiil tenyésztettem szilard LB agaron 28 + 2°C-on (3.3. tablazat). Ezutan
minden egyes torzzsel 30 ml LB tapoldatot oltottam be, majd 72 oraig 28 + 2°C-on, 170 rpm
fordulaton razattam. A sejtstirliséget 600 nm hullamhosszon OD600 = 0.6 optikai siriiségre

allitottam be IMPLEN SpectroPhotometerrel (Thermo Fischer Scientific, GENESIS 10S, USA).
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3.3. tablazat. A Streptomyces torzsek toxinbontasi vizsgalatanak eldkészitéséhez hasznalt taptalajok
Osszetétele 1000 mL-re vonatkozdan.

Luria-Bertani (LB) Luria-Bertani (LB)
agar folyékony

Tripton 10,0 g 10,0 g
Elesztd
kivonat 509 509
NaCl 1009 10,09
pH 7,0 7,0
Agar 12,09 -

3.5.2. Bitoxinkisérlet, elokisérlet

A bitoxin kisérlet egy eldszelekcids vizsgalat volt, melyben AFB1 és ZEA mikotoxinok 1-1
(molekularis taxonomiai vizsgalatok alapjan) torzseket (124 db). A kisérletekhez az AFB1 ¢és
ZEA toxint (FERMENTEC Ltd., Izrael) acetonban oldottam: a térzsoldat készitéséhez mindkét
mikotoxin 1-1 mg-nyi, 99,5%-os tisztasagl, szaraz formajat oldottam fel 1 ml-nyi 98,8%-0s
acetonban (Sigma-Aldrich, USA). Aztan 0,05 ml toxin torzsoldatot és 4,95 ml inokulumot 45
ml-nyi LB tapoldathoz adtam (300 ml-es Erlenmeyer-lombikban), igy a végso térfogat 50 ml lett,
AFB1 illetve ZEA (1 pg/ml) toérzsoldatot adtam 50 ml LB tapoldathoz. Az igy késziilt oldatokat
120 oraig razattam 28 + 2°C -on, 170 rpm-en. Ezutdn 1 ml mintat vettem az oldatokbol és 20
percig centrifugaltam 4°C-on 12500 g-n. A feliiliszot és a pelletet kiilon taroltam -20, illetve
-80°C-on. Az AFBL1 altal okozott genotoxicitas esetleges csokkenését, illetve meglétét SOS-
Chromoteszttel, a ZEA altal okozott hormonhatas esetleges lecsokkenését pedig BLYES-teszttel
ellendriztem. A bitoxin kisérletben a baktériumtérzseket nem tartalmazo (negativ) kontrollbol

harom ismétlést alkalmaztam.

3.5.2.1. A toxinok biologiai hatdasanak tesztelése biotesztekkel

A degradacios kisérletekben a toxin mennyiségének csokkenése mellett annak kimutatasa is
fontos, hogy a bontast koévetéen megsziint-e toxikus, vagy hormonszerti hatasuk
(biodetoxifikacid). A bontast kdvetden ugyanis, ahogyan azt az Irodalmi attekintésben
emlitettem, keletkezhetnek olyan masodlagos anyagcseretermékek, melyek szerkezete eltér az
eredeti toxintdl, igy azok az anyagspecifikus analitikai mérésekkel mar nem mutathatok ki, a
keletkez6 metabolitoknak azonban megmaradhat, sét er0sddhet a toxikus hatasa. A bioldgiai
tesztek segitségével el lehet donteni, hogy a bontast kovetden megmaradt-e a rajuk jellemzd

toxikus hatds. A biotesztek ugyanis nem a molekuldra, hanem azok bioldgiai hatdsaira (pl.
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Osztrogén hatas) specifikusak. Napjainkban szamos ilyen, esetenként szabvanyositott, modszer
all rendelkezésiinkre, melyek segitségével a toxinok jelenléte mellett azok bioldgiai hatasat is
képesek parhuzamosan kimutatni. A vizsgalati modszerekre jellemz6, hogy minél bonyolultabb a
modszer, annal nagyobb a kornyezeti realizmusa, de ezzel egyiitt egyre inkdbb né a hely- és
1doigénye, valamint altaldban a koltsége is. A bioldgiai tesztrendszerek hatranya, hogy sokszor a
laborban kapott eredmények nem vonatkoztathatok ténylegesen a kornyezetben lejatszodo
folyamatokra, mivel modellezésiik és ennek koszonhetéen reprodukalhatosaguk nem egyszerti és

alkalmazasuk csak az analitikai modszerekkel egyiittesen vezetnek célhoz (CALOW, 1993).

Az SOS-Chromoteszt alkalmazasa AFB1 bioldgiai (genotoxikus) hatdsanak mérésére

Az SOS-Chromoteszt egy kolorimetrias mérés, melyben az Escherichia coli PQ37-es mutans
torzsét hasznaljuk fel genotoxikus molekuldk, mint amilyen az AFB1, kimutatasara (3.2. dbra). A
genotoxikus molekulak egy SOS repair rendszert aktivalnak az E. coli baktériumban. Normal
allapotban egy gatlo fehérje, a LexA megakadalyozza az sfiA gén atirodasat, mely az SOS repair
rendszert kodolja. Ha a sejt azonban valamilyen genotoxikus anyaggal keriil kapcsolatba, a RexA
rekombinans fehérje hasitja a LexA gatld fehérjét, ezzel megtorténik az sfiA gén atirddasa, mely
elinditja az SOS mechanizmust. A PQ37-es mutansban a sfiA gén iranyitasa ala helyezték a f-
galaktozidaz termelését kodolo lacZ gént, tehat a p-galaktoziddz termelddése csak az SfiA
génexpresszidja utan torténhet meg. A sejt DNS javitasa kozben az sfiA:lacZ operont a
genotoxicitds nagysaganak megfeleléen tobbszor atirja. Az atirdsok szama egyenesen aranyos a
lacZ altal kodolt p-galaktozidiz enzim mennyiségével (MERSCH-SUNDERMANN et al.,
1991).

A tesztszervezet tovabbi két mutans génnel is rendelkezik. A vad tipust UVFA excizios-repair

gén lehetové tenné a DNS karosodas gyors megsziintetését, amivel az SOS-valasz elmaradna.

crer

crer

tesztszervezet fokozott fény és UV érzékenységében nyilvanul meg. Ezért a PQ37-es torzset
kiilondsen Ovatosan kell kezelni, és fénytdl elzarva kell a kisérletet folytatni. A masik mutans
gén az rfa, amely a sejt lipopoliszacharid részére hat, megnovelve annak ateresztd képességét

(QUILLARDET etal., 1982).

A p-galaktoziddz enzim koncentracioja kolorimetrias modszerrel mérhetd, mely a megfeleld
szubsztrat hozzaadéasaval kék szinreakciot eredményez. A teszt a citotoxikus hatas mérésére az

alkalikus foszfatdz enzimet hasznalja, mely életképes sejt esetében folyamatosan termelddik, és
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megfeleld szubsztratot hozzaadva sarga szint mutat (XU és SCHURR, 1990; SOS-Chromoteszt

Procedure, 2016)

A teszt alkalmas DNS kdérositd anyagok kornyezeti mintdkban, élelmiszer Osszetevokben,

vagy bioldgiai szarmazékokban valo kimutatasara (LEGAULT et al., 1994).

Indukalatlan sejt

sfiA geén
T
uvrA rfa Alac P o lacZ
| Jre ] I e e ) R i
Tokéletlen javitis Profag indukcid R e
FiY b LexA |
I "o v
RecA =
proteaz
iy
[_-;| RecA fehérje
Szupresszor| hasitas
505 jel DNS karositas LexA v
D vl {|_| &
— _ _ _ _— — 1IImd4m I I
— [
Atiras

Genotoxikus vegyiilet

= . B-galaktozidaz l:c:l:)
Indukalt sejt O

3.2. abra. Az SOS-Chromoteszt miikodésének sematikus rajza (QUILLARDET és HOFNUNG, 1985).
Indukalatlan sejt esetében az sfiA gén atirddasa gatolva van a LexA szupresszor fehérje altal. Indukalt
sejtben egy genotixikus anyag hatasara a RecA proteaz aktivalodik, amely elbontja a LexA fehérjét. Ennek
hatasara a sfiA gén atirodik, f-galaktoziddz termelddik, aminek mennyiségét kolorimetrias modszerrel
mérni lehet.

A tesztszervezet (Echerichia coli PQ37) szaporitasahoz 10 ml Casitonee Broth médiumot
hasznaltam (3.4. tablazat), melybe 50 pl, -80°C-on tarolt tesztszervezetet mértem és ,,overnight”
tenyészetet készitettem 37°C-on, 170 rpm-en. A sejtsiiriiséget 600 nm-en (OD600) 0,05-re

allitottam be.

3.4. tablazat. A Casitonee Broth medium 0Osszetétele 1000 ml desztillalt vizre vonatkoztatva.
(KRIFATON et al., 2011).

Casitonee Broth medium

élesztd kivonat 2,59
kazein pepton 2,59
NaCl 8,59

A vizsgalat a gyartd utmutatasa szerint folyt (Environmental Bio-Detection Products Inc.,
Kanada). Pozitiv kontrollként alkalmaztam a direkt genotoxikus hatasu 4-nitro quinoline-oxidot
4NQO, az indirekt hatdsa 2-amino-antracént 2AA, tovabba az indirekt hatasu AFB1 toxint. A
pozitiv kontrollokat 1:2 higitasi sorban vittem fel a 96 lyuka mikrotiter lemezre (Greiner Bio-one

GmbH., Németorszag). Higito oldatként mindharom esetben 10%-0s DMSO oldatot hasznaltam.
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Az SOS-Chromotesztben a genotoxikus anyagok metabolikus aktivalasaval modellezni lehet az
emldsok szervezetében végbemend metabolikus folyamatokat. Az AFB1 és a 2AA indirekt
moddon genotoxikus vegyliletek, vagyis csak metabolikus aktivalassal valnak az ¢€l6 szervezet
szamara toxikussa. Ezt a metabolikus aktivalast az S9-mix alkalmazéasaval tehetjilk meg, amely
KCl és MgCl; oldatot, gliikk6z-6-foszfat oldatot, NADP-t, Tris HCI puffert, desztillalt vizet és a
mutagén anyaggal kezelt patkanymaj enzimkivonatot tartalmaz. Negativ kontrollként
alkalmaztam az LB tapoldatot, tovabba 10%-0s DMSO oldatot (3.3. abra). ,,Vak” (negativ
kontroll) oldatként a 10%-os DMSO oldatot és az LB tapoldatot készitettem, melyre
tesztszervezet nem keriilt (3.3. 4dbra). A vak oldat segitségével tudunk olyan hattérabszorcios
értékeket mérni, melyeket a rendszerben szerepld (tdp)oldatok és reagensek okozhatnak, igy
ezzel a hattérértékkel a késobbiekben korrigalni kellett méréseimet. S9-mixet tartalmaz az 6sszes
rendszer, kivéve a 4NQO direkt toxin higitasi sorat (4NQO toxinhoz nem sziikséges metabolikus
aktivalas), a vak oldatokat és az S9-mixet nem, csak 10%-os DMSO oldatot és tesztszervezetet

tartalmazo kontroll beallitasokat.

A kontrollok és a mintak 10 pl mennyiségben kertiltek kiosztasra a mikrotiter lemezre (3.3.
abra), majd ezekre 100 pl-t adtam az (aktivalashoz sziikséges) S9-mix ¢és tesztszervezet
keverékeébdl allo szuszpenziobol. Végil 100 pl-t adtam a tesztszervezetbdl az aktivalni nem
kivant pozitiv kontrollra 4NQO ¢és a hozza tartozd negativ kontrollra. Ezutan 37°C-on 2 ora
inkubacios 1d6 kovetkezett, majd az 6sszes kontrollhoz és mintahoz 100 pl szubsztratot adtam,
mely 10 ml X-gal és 50 mg p-nitrofenil-foszfat keverékét tartalmazta. A f-galaktozidaz és X-gal
terméke kék szint eredményez, mig az alkalikus foszfataz és p-nitrofenil-foszfat termékeként
megjelend vegyiilet sarga szinii. A mikrotiter lemezt 1,5 o6ran at 37°C-on inkubaltam, hogy a
szinreakcid bekovetkezzen. Végiill 405 nm-en (sarga) és 620 nm-en (kék) ELISA reader
(BIOTEK INSTRUMENT ELx 600, USA) hasznalataval megmértem a mintak abszorbancidjat.
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3.3. abra. A mikrotiter lemez vizsgalati helyeinek beosztasa az AFB1 bontasi kisérletbdl szarmazo
mintak genotoxikus hatasanak értékeléséhez, SOS-Chromoteszttel.

A mikrotiter lemezen az A, B, C sorok 1-9. illetve a D sor 1-3. helyein a kisérletben részt vevé mintak
jelei szerepelnek (T1-Tn). A 10-12. oszlopokban a negativ kontrollok és a vak oldatok helyezkednek el a
kovetkezd sorrendben haromszoros ismétlésben: LB tapoldat S9-mixel és baktérium szuszpenzio (A sor),
10%-o0s DMSO oldat és S9-mixet tartalmazo6 baktérium szuszpenzid (B sor) és a 10%-0s DMSO oldat és

baktérium szuszpenzié S9-mix nélkiil (C sor), ,,vak” LB tapoldattal és Casitonee Broth tapoldattal (D
sor), valamint ,,vak” 10 %-os DMSO oldattal és Casitone Broth tapoldattal (E sor). A pozitiv kontrollok a

kovetkezok voltak: A D 4-6. helyeken az AFB1 toxint és LB tapoldatot tartalmazo kontroll oldatok
talalhatok. Az E sorban az 4NQO higitasi sora, az F sorban a 2A A higitasi sora, a G sorban pedig az
AFBL1 higitasi sora talalhatok.

Az eredmények kifejezésére az indukcios faktort (IF) alkalmaztuk, amely a genotoxikus

aktivitas kifejezésére szolgal, mely az alabbi képlettel hatarozhatdo meg:

IF= (4405 nc xA620 1)/(A405 txA620 nc),

ahol “nc” a negativ kontroll, a “t” pedig a teszt minta. A405 és A620 az abszorbancia érték 405
¢s 620 nm hulldmhosszon. A pozitiv kontrollok esetében az egyes koncentraciokhoz tartozd
indukcids faktor értékekbdl koncentracio-valasz gorbét allittottam, mely lineéaris szakaszanak
meredekségébdl szdmithatd az SOS-indukcios potencial (SOSIP). A SOSIP egy dimenzid nélkiili
szam, mely megmutatja, hogy a vizsgalt anyag milyen mértékben indukalja az SfiA gént, azaz az
anyag genotoxikus hatdsanak az erdsségét. A pozitiv kontrollok SOSIP értéke szakirodalombol
ismert (4NQO=71; 2AA=1,1; AFB1=75), igy a tesztet validnak értékeltem, ha a pozitiv
konrtollok SOSIP értéke a leirt értéknek megfelelt (QUILLARDET et al., 1985). A bontasi
kisérlet mintainal az indukcidés faktort vettem alapul, mely szakirodalmi adatok alapjan
genotoxikusnak szamit, ha 1,5 vagy annal nagyobb (QUILLARDET et al., 1985, LEGAULT et
al., 1994).
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A kontroll és a vizsgalt mintak indukcids faktor értékeinek kiilonbozdségét két-utas ANOVA
elemzéssel végeztem el a harom-harom ismétlés segitségével a Past program (HAMMER et al.,

2001) felhasznalasaval.

A BLYES-teszt alkalmazasa ZEA bioldgiai (ED) hatasanak mérésére

A BLYES-teszt (Bioluminescent Yeast Estrogen Screen) a Saccharomyces cerevisiae éleszté
genetikailag modositott torzsét hasznalja tesztszervezetként hormonhatasu anyagok, példaul a
ZEA kimutatasara. A BLYES-tesztet SANSEVERINO et al., (2009) fejlesztették ki (The
University of Tenesse, Knoxville, USA). A BLYES Saccharomyces cerevisiae torzs
biolumineszcens képessége Osztrogénhatasti molekuldk jelenlétében fokozdodik (3.4. ébra). A
BLYES-teszt ezt a képességet hasznalja fel hormonhatas kimutatdsadra. A BLYES-teszt esetében
human 0Osztrogén receptor génjét hER-a integraltadk a genomba. A folyamatban két plazmid
jatszik szerepet, a pUTK407 és a pUTK404, amelyek tartalmazzak a Photorhabdus luminescens
mikrobabdl izolalt lux géneket és a Vibrio harveyi baktériumbol nyert frp gént, ami a flavin-
mononukleotid redukcioért felelés (GUPTA et al., 2003). A pUTK407 plazmid egyszerre
expresszalja a [uxA és luxB gént; ezzel egyiitt a masik plazmidon (pUTK404) megtorténik az
aldehid szintézisért felelds IuxC, -D, -E és a flavin-mononukleotid redukcioért felelés frp gének
atirodasa. Mindkét plazmidon divergens (szétagazd) promoterek (GDP és ADHI1) talalhatoak,
igy az atirdas egyszerre kétirdnyll folyamatban jatszodik le. A pUTK407 promoterei kozé
beillesztettek tandem (egymads utan ismétlddd) Osztrogén valaszelemeket, amelyek elinditjak a
plazmid atirédasat. Ezzel egyiitt a masik plazmidra (pUTK404) egy koézbensd riboszoma
belépési hely (IRES) lett beillesztve, amely az eukaridta szervezetekben az Osszetett gének
atirodasahoz sziikséges. Igy lehetséges a plazmidon a luxC, -D, valamint a luxE és az frp gének
egyiittes atirdsa (SANSEVERINO et al., 2005). Osztrogén jelenlétében tehat a tesztszervezetek
képesek a biolumineszcencidért felelds géneket expresszalni, €s ezaltal fényt kibocsatani, igy

detektalhatd a hormonhatas megléte.
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3.4. abra. A BLYES-teszt miikodésének vazlata. (SANSEVERINO et al., 2005).

A sejtbe jutott 0sztrogén hatasu szennyez6 anyag képes kapcsolddni az 6sztrogén receptorhoz, amely igy
elinditja a két plazmidon (pUTK404 és pUTK407) a biolumineszcenciaért felelds gének (IuxA-E, frp)
4tirdsat azok promoterei segitségével (GPG, ADH1). Osztrogén jelenlétében tehat a sejt fényt képes
kibocsatani.

pUTK407
luxA

A BLYES torzs mellett a citotoxicitds mérésére szolgadlo BLYR tesztszervezet szintén
genetikailag modositott térzs, amely allando fénykibocsatassal rendelkezik. Sejtre toxikus anyag
jelenlétében azonban csokkenti a fénykibocsatasat. Mindezek alapjan, a két torzs egyiittes
alkalmazasaval, a fénykibocsatas valtozasbol kovetkeztethetiink az adott minta hormon-, illetve

citotoxikus hatasara (SANSEVERINO et al., 2009).

A BLYES és BLYR (Saccharomyces cerevisiae) térzsekbél, -80°C-on tarolast kovetden, 1,5
ml-t pipettaztam 30 ml-nyi Growth Medium tapoldatba (ROUTLEDGE és SUMPTER, 1996),
majd overnight tenyészetet készitettem 30°C-on, 170 rpm-en razatas mellett (3.5. tablazat). A
vizsgalatokat 96 lyuka fehér mikrotiter lemezeken végeztem (Greiner Bio-one Gmbh,
Németorszag) (3.5. dbra). A bontasi kisérletbdl szdrmazé feliiluszé mintdk kiadagolasa soran 20
pl minta keriilt a mikrotiter lemez megfeleld helyeire. A tesztben két pozitiv kontrollt
alkalmaztam, igy elkészitettem a 17-B-0sztradiol (E2) és a ZEA higitasi sorat, melyhez higito
oldatként metanolt hasznaltam. Negativ kontrollként a tesztszervezeteket, a metanol é&s
tesztszervezet keverékét, valamint 10%-os LB és tesztszervezet keverékét alkalmaztam, hogy
meghatarozzam a tesztszervezetek alap fénykibocsatasat. A felszaporitott tesztszervezetek
sejtstiriiséget végiil 600 nm-en (ODggp) 1-re allitottam be. A mintakra és a kontrollokra 200 pl
tesztszervezetet tartalmazd szuszpenzidt mértem, tigyelve arra, hogy a metanollal higitott

kontrollok mindegyikébdl elparologjon a metanol, mert az elpusztitana a sejteket. A lemezeket
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30°C-on inkubaltam és a biolumineszcenciat 5 6raval késébb mértem le Victor XMultilabel Plate

Reader (Perkin Elmer Inc., USA) segitségével.

3.5. tablazat. A Growth médiumban (1000 ml-re vonatkoztatva) hasznalt oldatok dsszetétele.

oldat osszetétel
YMM médium 11,63 g KH,PO,
(854,5 ml) 1,69 g (NH,),SO4
3,60 g KOH
0,17 g MgSO;,

855,00 pl FeSO,4 (40mg/50ml H,0)
42,70 mg L-Hisztidin
42,70 mg L-Adenin
17,00 mg L-Arginin-HCI
17,00 mg L-Metionin
25,60 mg L-Tirozin
25,60 mg L- Izoleucin
25,60 mg L-Lizin-HCI
21,40 mg L-Fenilalanin
85,45 mg L-Glutaminsav
128,20 mg L-Valin
320,00 mg L-Szerin

vitamin oldat 0,40 mg Tiamin
(20 ml) 0,40 mg Piridoxin
0,40 mg Pantoténsav
2,00 mg Inozitol
1,00 ml Biotin oldat (2 mg/50 ml)

D-gliiko6z oldat 2,00 g D-gliikoz, desztillalt viz

(100 ml)

L-aszparaginsav oldat 100,00 mg L-aszparaginsav, desztillalt viz
(25 ml)

L-treonin-oldat 192,00 mg L-treonin, desztillalt viz

(8 ml)

Réz-szulfat oldat 18,73 mg réz-szulfat desztillalt viz

(2,5 ml)

A mért biolumineszcencia értékekb6l FROEHNER et al. (2002) inverz képlete segitségével

biolumineszcens inhibici6 helyett intenzifikacidt hatdroztam meg a kdvetkezdk szerint:
BI (Biolumineszcens intenzifikacio, %) = -1 x [(nc-t)100/nc],

ahol “nc” a negativ kontroll mintdk inkubacios id6 utan mért biolumineszcens értékeinek
aritmetikai atlaga, “t” pedig a tesztmintdk kontaktidd utan mért biolumineszcens értékeinek
atlaga.

A kontrollok és a mintdk biolumineszcens intenzifikacios értékeinek (n=3) kiilonbozdségét
két-utas ANOVA elemzéssel végeztem el Past program (HAMMER et al, 2001)

felhasznalasaval.
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3.5. dbra. A mikrotiter lemez vizsgalati helyeinek beosztasa a ZEA bontasi kisérletbdl szarmaz6 mintak
hormonhatasanak értékelésére az ED hatast méré BLYES- és a citotoxicitast jelz6 BLYR-tesztekkel.
A fenti mikrotiter lemez abrajan a kisérletben részt vevo mintak jelei (T1-Tn) szerepelnek a BLYES- és
BLYR-tesztekhez. A fels6 abra 10. oszlopaban a bontasi kisérletbdl szarmazo ZEA-t tartalmazé kontroll
mintédk (toxinok és LB tapoldat). Ugyanezen mikrotiter lemez G sordban a 17-B-0sztradiol (E2) metanolos
higitasi sora helyezkedik el pozitiv kontrollként. Az alsé abra mikrotiter lemezének abrajan talalhatok a
pozitiv kontroll rendszerek: a ZEA higitasi sora BLYES és BLYR tesztszervezetekkel (G-H sorok).
Negativ kontrollként a kdvetkezd oldatok szerepelnek: a BLYES-tesztszervezet metanolos (B sor) és
10%-os LB tapoldatos (C sor) oldatai, valamint a BLYR-tesztszervezet metanolos (E sor) és 10%-0s LB
tapoldatos kontroll (F sor) oldatai. Végiil az A és D sorokban a tiszta BLYR- és BLYES-tesztszervezetek
kiosztésai talalhatok.
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3.5.3. Monotoxin kisérlet

A Dbitoxin kisérlet elézetes eredményei alapjan a 124 db Streptomyces torzsbél a tiz
leghatékonyabban bontdé €s minden esetben bioldgiai hatast is teljes mértékben megsziintetd
torzset kivalasztottam, melyeknél az AFB1 ¢és a ZEA biologiai lebontasat kiilon-kiilon
rendszerben is vizsgaltam harom parhuzamos ismétlés beallitdsaval. A cél a torzsek vizsgalt
toxinokra vonatkozo specifikus bontd képességének vizsgalata volt. A kisérlet koriilményei
megegyeztek a bitoxin kisérletben alkalmazott feltételekkel (3.5.2. fejezet). A két toxin
mintait kiilon6z6 modszerekkel vizsgaltam. A megmaradt bioldgiai hatast SOS-Chromoteszttel
illetve BLYES ¢és BLYR-teszttel ellendriztem, a feliiluszéban és a pelleten maradt

toxinkoncentracido mérését pedig ELISA-teszttel végeztem.

3.5.3.1. A toxin koncentracio mérése ELISA-teszttel

A toxinkoncentracid csokkenését kiilonbozo analitikai mddszerekkel nyomon lehet kdvetni a
bontast kovetden. Széles korben alkalmazott immunanalitikai moédszer az ELISA (Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay), mely megbizhatéan alkalmazhaté mikotoxin vizsgalatok
esetében is. A mikotoxinok mennyiségi meghatarozasa soran a direkt ELISA-tesztet
alkalmazzak. A moddszer alapja az antitestek azon tulajdonsaga, mely szerint kivaléan meg
tudjéak kiilonboztetni a mikotoxinok haromdimenzids szerkezetét (GROMADZKA et al., 2008).
A monotoxin kisérletben, a fenti vizsgalatok elvégzésével parhuzamosan, a maradék toxin
meg TOXIWATCH rendszerrel a gyartd (Soft Flow Biotechnology Ltd., Magyarorszag)
utasitasainak megfelelden egy akkreditalt laboratoriumban. A TOXIWATCH ELISA Kits

rendszerben 9,4 %-os metanolt hasznaltam a mindkét toxin kinyerése (extrakcid) érdekében.

A vizsgalat 96 lyukt mikrotiter lemezeken zajlik, ahol elsé 1épésként immunglobulin G-t
(IgG) kotnek a mikrotiter lemez falara. A megkotés utan juttatjdk a mikrotiter lemezre az
antigént, vagyis ebben az esetben a toxint. A toxin egy fehérjéhez, mint vivéanyaghoz
kapcsolodik, mely az 1gG-hez kotédik. A nemkotédé anyagok eltavolitasa utan ujabb, mar
enzimmel jelzett immunanyagot juttatnak a lemezre, mely a megkotddott toxin masik feléhez
kapcsolodik. A mért enzim alkalikus foszfataz, melyhez szubsztratként para-nitrofenil foszfatot

adnak. Pozitiv reakcio esetén a szubsztrat para-nitrofenolla alakul, mellyel sarga szinreakcid

crer

ADAMS, 1977).
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A bontasi kisérlet (hdrom) parhuzamos rendszerébdl (a 10 torzshoz tartozo €és a toxint

tartalmazé kontroll kisérlet beallitasaibol) egy-egy mintat vettem, és ELISA teszttel megmértem

crer

crer

ELISA teszttel. Ennél fogva a kevésbé jol bontd térzseknél egy, a legjobban bontd torzsek
esetében 3-3 koncentracid értéket kaptam. Az ismétlések esetében igy mar szorast is

szamithattam.

3.5.3.2. A mikotoxinok sejtfalon torténé adszorpciojanak kimutatisa immunbiologiai
modszerrel

A biodegradacios eljardsok vizsgalatanal figyelembe kell venni, hogy a baktériumok
biokémiai folyamatain kiviil (enzimatikus lebontas), egyéb hatasok (pl. adszorpcid, egyéb fizikai
folyamatok) esetlegesen okozhatnak-e csokkenést a  vizsgalt szennyezd anyagok
esetében teljesen kizarjam, megvizsgaltam ELISA-teszt segitségével a degradacios kisérlet
pelletfrakciojat, amely a teljes sejttomeget tartalmazza. Ezt a vizsgalatot (a bitoxin screen alapjan

kivalasztott 10 torzs koziil) csak a leghatékonyabban bonto torzsekkel végeztem el.

A ZEA molekula szerkezeti felépitése miatt - az AFB1 molekulaval ellentétben - hatékonyan
képes megkotddni a sejtfalon (pl. TINYIRO et al., 2011), ezért a ZEA molekula megk6tédésének
vizsgalata még jobban indokolt, mint az AFB1 molekulaé. A ZEA molekulak Streptomyces
sejtfalhoz torténd kotddeését ezért inaktiv sejtes kisérletben is megvizsgaltam. Az ellendrzé
vizsgalatban az inaktivalt, (éles gbzzel, autoklav segitségével €s frakcionalt sterilezéssel, harom
egymast kovetd 25 perces intervallum 100°C-on torténd hokozléses eljarassal) elolt sejteket
tartalmazé LB tapoldatot toxinnal kezeltem, melyek mellé kontrollként sejteket nem tartalmazd
toxinos LB tapoldatot allitottam. A kisérleti elrendezés a monotoxin rendszerben leirtaknak felel
meg, kivéve hogy az inkubacios peridodus ebben az esetben 12 6raig tartott (28 = 2°C, 170 rpm).
Az ezt kovetd mintavétel utan BLYES-teszttel vizsgaltam a hormonhatas valtozasat, melyet

szintén a korabban bemutatott moédon végeztem el.

3.6. Antimikrobialis gatlas hatas vizsgalata

A gylijteményben szereplé Streptomyces torzsek antimikrobialis hatasat kétféle kisérleti
rendszerben - agardiffuzios lyukteszt és keresztcsikozasos teszt - hat kiilonb6zo

mikroszervezettel szemben vizsgaltam.
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3.6.1. A gatlasi kisérletekben alkalmazott teszt mikroorganizmusok

A vizsgalataimhoz a tesztmikroorganizmusokat az alabbi szempontok alapjan valasztottam Ki.
A Gram-pozitiv és negativ prokariota csoportokat a Bacillus subtilis illetve az Escherichia coli
képviselte. Utdbbi fakultativ anaerob mikroszervezet, amely egészségiigyi kockazatot jelenthet a
magasabb rendli szervezetekben, eldbbi pedig spodras, szintén aerobok is lehetnek. Harmadik
prokariota tesztorganizmusként a Pseudomonas aeruginosa-t valasztottam jelent6s klinikai
szerepe miatt (http3). A P. aeruginosa korhazi kornyezetben jelentés problémakat okoz
antibiotikum (multi)rezisztenciaja, virulenciaja, illetve nozokomidlis fertézések kivaltasa révén.
Az eukaridtakat harom, biologiai kisérletekben gyakran alkalmazott gombafaj képviselte. A
Saccharomyces cerevisiae-t az antifungalis szerekkel szembeni nagymértékii érzékenysége, az
Aspergillus fumigatus-t human egészségiigyi vonatkozasai, a Fusarium ploriferatum-ot meg
novénykortani szerepe miatt valaszottam. Ha a vizsgalt Streptomyces-ek gatoljak a
tesztorganizmusok élettevékenységét, akkor a tesztorganizmusoknal redukalt telepfejlodés
detektalhatd. A gatlasi kisérleteim soran alkalmazott tesztorganizmusok tulajdonsagait az

alabbiakban mutatom be.

A Bacillus subtilis (Firmicutes torzs, Bacillales rend) egyike a legjobban ismert és vizsgalt
baktériumoknak (SONENSHEIN et al., 2002), mivel kiemelt jelentdséggel bir mez6gazdasagi,
ipari, géntechnoldgiai és tudomanyos teriileteken (ACKERMANN et al., 1995). Gram-pozitiv,
oxidativ és/vagy fermentativ, esetleg mindkét tulajdonsaggal rendelkezik. Altaliban katalaz
pozitiv, kemoorganotrof, anyagcseréje a szubsztrattol fliggéen 1égzési eredetli, erjedéses vagy
mindkett6. Aerob vagy fakultativ anaerob. Spoérat képez 5,5-8,5 pH értékeken. Oxigén
jelenlétében a nem savas jellegli élelmiszerekben elszaporodhat (SIMON et al., 1991).

Az Escherichia coli (Proteobacteria torzs és Enterobacteriales rend) el6fordulhat talajban és
vizben, valamint novényekben és allatokban. Egyes esetekben korokozokként viselkednek,
ugyanakkor szamos baktérium jelen lehet az emberi szervezetben anélkiil, hogy barmilyen karos
hatast, betegséget okozna. Az Escherichia coli tehat jellemzéen kommenzalista, de bizonyos
esetekben kiilonféle emberi betegségek kialakuldsat valthatja ki, mint példaul a
vastagbélgyulladds, gyomor- ¢és bélhurut, tovabba hugy- ¢&s ivarszervi betegségek
(AROKSZALLASY et al., 1968, MANNING, 2010). Fakultativ anaerob baktérium, amely
fermentaciora képes. Optimalis névekedési homérséklete 37°C, konnyedén ndvekednek az
egyszerl tapkozegek széles skaldjan. Az ember és a gerinces allatok bélcsatornajaban fontos
szerepet jatszanak a vitaminellatasban. Elelmiszerekben és ivovizben valé tomeges eléfordulasa

azonban fekalis szennyezésre utal.
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A Pseudomonas aeruginosa a Proteobacteria torzsbe és a Pseudomonadales rendbe
sorolhat6. Optimalis szaporodasi hdmérséklete 37°C koriil van, de 42°C-on is jol fejlodik.
Nagyon elterjedt a talajban és a szennyvizekben. Korokozoként sebekbdl, talyogokbol izolaljak
6ket legnagyobb szamban, gyakran tarsul mas gennykeltd baktériumokkal. A Pseudomonas
aeruginosa kiilonboz6 fertézéseket okozhat korabban egészséges embereknél. A legtobb ilyen
megbetegedés a bor, légutak, lagy szovetek, hugyutak és a kiilsofiil feliiletén jelentkezik.
Altalaban nem életveszélyes, de eléfordulhat stlyosabb vagy akar halalos kimenetelii
megbetegedés is altala (HAUSER és RELLO, 2003). Az Amerikai Egyesiilt Allamok
Jarvanykezelési- és Megel6zési Kozpontja altal kozzétett lista szerint 2013-ban a P. aeruginosa-t
a ,komoly fenyegetést” jelenté csoportba soroltdk a multirezisztens baktériumok kozott
(CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2013). A WHO (World Health
Organization) 2017 februarjaban ko6zolt lista alapjan a Pseudomonas aeruginosa-t mar a
legkritikusabb antibiotikum (carbapenem) rezisztens baktérium fajok kozott tiintették fel (http4).
Magyarorszagi viszonylatban az Orszagos Epidemioldgiai Kozpont adatai szerint 2015-ben t6bb
mint 17 000 betegbdl izolaltak P. aeruginosa baktériumot (http3). A tanszéken kornyezeti
eredetli P. aeruginosa torzsek keriiltek antibiotikum rezisztencia vizsgalat ald, ahol — a
vizsgalataim soran tesztszervezetként hasznalt — P18 jeldlésii torzs korongdiffiizids antibiotikum
rezisztencia vizsgalata soran 31 hatéanyag koziil 14-gyel szemben mutatott rezisztenciat

(KASZAB, 2010).

Az  élesztbgombakhoz  tartoz6  Saccharomyces cerevisiae  (Ascomycota  torzs,
Saccharomycetales rend) sejtfallal rendelkezd, egysejtii eukariota mikroszervezet, mely
heterotrof életmoddot folytat. Vegetativ sejtosztédasa jellegzetesen sarjadassal valosul meg, ezért
sarjado gombanak is nevezik. Laboratoriumi koriilmények kozott az €lesztd sejtek gyorsan
novekednek mindaddig, amig ki nem meritik a rendelkezésre allo tapanyagforrast. Ekkor a
diploid sejtek stressz rezisztens sporakat hoznak létre, amelyek akar évekig is életképesek
maradhatnak tdpanyagok nélkiil is. A haploid sejteknek azonban nincs meg ez a lehetdségiik,
helyette alacsony metabolikus allapotba 1épnek (stacioner fazis), amelyben akar honapokig is
talélhetik a tapanyaghianyt (HEGEDUS, 2010).

A Fusarium proliferatum (Ascomycota torzs, illetve Hypocreales rend) hazankban nagy
gazdasagi jelentéséggel biré novénykorokozo, toxintermeld fonalasgomba (KERENYT et al.,
2007). Izolaltak mar kukoricardl, buzarol, spargarol, rizsrél, cirokrol, datolyapalmarol és
fokhagymarol is. Eurdpa déli részein az Oszi buzakalasz fuzéridzisdban jatszik fontos szerepet.
Gyokér-, szar- és térothadast okoz a kukoricanal, de a tarolt kukoricaszemekre nézve is komoly

veszélyeket jelenthet. Sok esetben nem okoz terméskiesést, de az allat- és human-
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egészségligyben  eléfordulasa  komoly  kockazatot  jelent, ugyanis  masodlagos
anyagcseretermékként fuzarinsavat és mikotoxinok egész sorat termeli (fumonizineket,
moniliformint, beauvericint, fuzaproliferint) (JENEY, 2006). Embernél maradando
lataskarosodassal jaro fuzariumos keratitis okozhat, amely jellemzden a szaruhartya gyulladasa.
Emberen kiviil példaul lovon bor keratitist, agylagyulast, kutydnal meningoenkefalitiszt irtak le
fuzariumos fertézés kovetkeztében. A meningoenkefalitisz egyszerre jelent agyhartya és

agyveldgyulladast (KOHUT, 2009).

Az egész vilagon elterjedt, talajlaké Aspergillus fumigatus (Ascomycota térzs és Eurotiales
rend) fontos szerepet jatszik a szerves anyagok aerob bontasaban, a szén- és nitrogén
korforgasaban. Opportunista emberi kérokozo, amely tobb gyakori megbetegedés kialakuldsat is
okozza, mint példaul az aspergillosist, amely a tiid6 megbetegedése, és nehézlégzés, kohogés és
laz tiinetekkel jar (LATGE és STEINBACH, 2009). Talajban, tragyiban és komposztban is
nagyon elterjedt termofil faj (AROKSZALLASY et al., 1968).

3.6.2. Tesztorganizmusok elékészitése

A gatlasi vizsgélatokhoz felhasznalt elébbiekben bemutatott mikroba tenyészeteket 28 + 2°C
hoémérsékleten 72 orat inkubdltam, majd a kifejlodott tenyészeteket felhasznalasukig
hiitészekrényben taroltam + 4°C-on két parhuzamos ferde agar csovon. Az atoltdsok gyakorisaga
a baktériumok és az élesztdgombak esetében 96-120 ora volt (fejlodésiikhoz sziikséges konkrét
id6tartam), a fonalas gombakat elegendd volt 168-240 oranként atoltani. Erre azért volt
sziikségem, mert a taptalajbol egy bizonyos 1d6 elteltével elfogynak a tdpalkoté komponensek,
ekkor a vizveszteség miatt a taptalaj beszarad, valamint a tapanyagok hianyaban a
mikroszervezet a 1ét- és nem a fajfenntartasra forditja az energiajat. A keresztcsikozasos teszt
elvégzéséhez a baktérium és gomba tesztszervezeteket a fentiek alapjan készitettem eld. A
Bacillus subtilis-t DSM 347 ¢és a Pseudomonas aeruginosa-t P18 TGE-5 (3.6. tablazat), az
Escherichia coli-t K12 LB ferde agaron (3.3. tablazat), a Saccharomyces cerevisiae-t 1132,
Fusarium prolifertaum-ot 5/1, illetve az Aspergillus fumigatus-t 2233 pedig vasarolt PDA
(Potato Dextrose Agar, Merck 39 g/ 1000 ml desztillalt viz) taptalajon taroltam. A fent emlitett
torzsek a Szent Istvan Egyetem Kornyezetbiztonsagi és Kornyezettoxikologiai Tanszék
tulajdonat képezik (fajazonositdé jelolés a fajnevek mogott taldlhatd). A prokaridta
tesztszervezetek fajmeghatarozasa 16S rDNS analizis alapjan, mig az eukariota tesztszervezeteké

pedig ITS régio6 alapjan tortént.
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3.6. tablazat. A tesztorganizmusok tenyésztésére hasznalt taptalajok Osszetétele 1000 ml desztillalt vizre
vonatkoztatva.

TGE-5 TGE-5
agar folyékony
Tripton 500 500
Elesztékivonat 2549 25¢g
Gliikéz 5009 504
pH 7,0 7,0
Agar 15049 -

3.6.3. Keresztcsikozasos teszt

A modszer viszonylag egyszerii és konnyen kivitelezhetd, illetve jol alkalmazhaté nagyszamu
mintdk elemzésére, ezért esetemben eldszelekcionak mindsiilt (3.6. abra). Elsdként a jo
mikotoxin bontd torzsek esetében végeztem el az antimikrobialis hatds vizsgalatat, mivel
bioremediacios kezelésekhez a jo antimikrobialis képességli (esetlegesen antibiotikus szert
termeld) torzsek nem, vagy csak korlatozottan alkalmazhatok kornyezetegészségiigyi problémak
¢s szempontok miatt. A kisérlet sordn azonban tovabbi torzsek antimikrobidlis hatasanak

szkrinelését is elkezdtem, torekedve arra, hogy a lehetd legtobb torzs szerepeljen a vizsgalatban.

Az individudlis Streptomyces torzset tartalmazd szuszpenziot GYM téptalajon (3.1. tablazat)
96 oran at inkubalt telepekbdl készitettem. A kisérletbe vont torzsek agarlemezeit egységesen
~22 ml steril burgonya-gliikoz tapagart (PDA) méréhenger hasznalataval készitettem el Petri-
csészébe. A PDA taptalaj nagy mennyiségli C és N forrast tartalmaz, igy mind a teszt
mikroorganizmusok, mind pedig a kisérletbe volt Streptomyces torzsek is egyarant jo
hatékonysaggal novekednek azonos feltételek biztositasa mellett. Az egyes Streptomyces torzsek
Szuszpenzidjabol a lemez feliiletére oltokaccsal csikot hiiztam a csésze egyik sz¢€létdl az atellenes
sz€léig. A lemezeket 120 oran keresztiil 28 + 2 °C-on hdlég keveréses Memmert termosztatban
inkubaltam. 120 o6ra elteltével az oltdsnyom hosszu, szalag alakt teleppé fejlodott. A
tesztmikrobak csikjait merélegesen vittem fel a lemezre a lemez sz€1ét61 kiindulva a mar kinétt
tenyészet széléig (3.3. abra). Ugyelni kellett arra, hogy a tesztszervezetek csikjainak huzéasa
kozben ne érintsem az iivegbottal a mar agar felilleten 1évé Streptomyces tenyészesikjat. A
tenyészcsik kozvetlen kozelében képzddd sporadk ugyanis ratapadhatnak az iivegbotra, és igy a
csik huzasa soran megfertozddhet a tesztszervezet. Ennek elkeriilése érdekében sziikséges a
tenyészcsik és a tesztszervezet csikja kozotti 1-2 mme-es izolacios tavolsagot megtartani, illetve

szamolni azzal.

A keresztcsikozasos modszer elénye, hogy egyszerre akar 4-6 tesztmikroba érzékenységének

vizsgalatat is lehetévé teszi. Ebben a vizsgalatban azonban egyszerre csak 3-3 fajt vizsgaltam
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(kiilon rendszeren beliil) tigy, hogy az antifungalis és antibakterialis hatast kiilon detektdlam. A
vizsgalatot minden torzs esetében haromszoros ismétléssel végeztem el. Inokulumként a gombak
¢s baktériumok 72 oras sejtjeinek ferde agarrol lemosott szuszpenzidit hasznaltam (hiitott

allapotban, PDA taptalajon tortént a tarolas).

A lemezeket 96 oran keresztiil 28 + 2°C-on inkubaltam, majd kiértékeltem a tenyészeteket:
vizsgaltam a novekedésiiket vagy annak hidnyat az antagonista kozegében. A gatlasi
(feltisztulasi) zonakat, melyen beliil a tesztorganizmus nem novekedett, mm-ben fejeztem ki. Az
izolacios tavolsag miatt a kiértékelés soran a legalabb 3 mm-es feltisztulasi zonat tekintettem
gatlasnak. A mérésekrél fotodokumentaciot kovetden minden esetben jegyzOkonyvet

készitettem. A dolgozat megsziiletéséig 160 torzs keresztcsikozasos tesztelése tortént meg.

Streptomycestenyészet tesztorganizmus

Aspergillus fumigatus 2233

3.6. abra. Antimikrobialis hatas vizsgalata keresztcsikozasos modszerrel.

A jobb oldali képen a Streptomyces cellulosae K39 torzs 1athato, amely gombafajok ellen termelt
antifungalis anyagot, mely feltisztulasi zonakat hozott 1étre. A bal oldali kép ennek a folyamatnak a
vazlata, miszerint a kdzépre huzott csik Streptomyces-hez és az oldalon megjeleitett csikok pedig a

tesztmikrobakhoz tartoznak. (A szerz6 sajat felvétele.)

3.6.4. Az antimikrobialis hatas tesztelése agardiffizios lyukteszt modszerrel

Ezt a modszert gyakran alkalmazzak az antibiotikus szert termeld képesség vizsgalatara (pl.
SHOMURA et al., 1979; BONEV et al., 2008). Els6 1épésben beoltottam a vizsgalni kivant
Streptomyces torzsekbdl 1 ml baktérium szuszpenziét GYM taplevest (3.1. tablazat) tartalmazé
Erlenmeyer-lombikba (100 ml), majd 120 érat razoétermosztatban inkubaltam 28 + 2°C-on, 170
rpm fordulatszamon. Ezt kovetden a lombikok tartalmat lecentrifugéltam, hogy a szamomra
sziikségtelen sejtek leiilepedjenek, és az anyagcsereterméket tartalmazo feliiluszot steril, 0,2
mikronos sziirvel atsziirhessem.

A gatld hatas meglétét jelzO tesztszervezetek 48-72 oras tenyészetébdl (ndvekedési allapottol
fliggben) szuszpenziot készitettem. Petri-csészékbe kimértem egységesen ~22 ml folyékony

allaghh PDA taptalajt, melyet a tesztszervezetekbdl készitett szuszpenzio 1 ml-ével oltottam be.
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Roviddel a megszilardulast kdvetden 10 mm-es atmérdjl, rozsdamentes acélbol késziilt steril
dugofuro segitségével lyukakat fartam a taptalajba (3.7. abra). Ezekbe steril 1 ml-es beosztott
pipettaval 85 pl-t toltottem fel a (vélhetden antibiotikum molekulat/kat tartalmazo) sziirletb6l. A
sziirletek kiadagolasa utan a lyukasztott lemezeket 4 ordig 4°C-on hiitdszekrényben allni
hagytam. Ez a homérséklet alkalmas arra, hogy a vélhetden gatld, antibiotikus hatasu
molekulakat tartalmazo steril sziirlet az agarba diffundalhasson. Ezzel egyiddben a Petri-
csészében 1évo teszt mikororganizmus szaporoddsa gatolt. Ezek utdn a tesztmikroszervezeteket
72 oraig 28 + 2°C homérsékleten inkubaltam (MEMMERT termosztat). Inkubalas utan a sziirlet
gatld hatasa mar megallapithat6. A kor alaka gatlasi zonanak az atmérdjét mértem meg mm-ben.
A modszer nagy elénye, hogy egyetlen tenyészfolyadék aktivitasat egy Petri-csészén beliil
tobbszords ismétléssel lehet vizsgalni. A vizsgalt torzs hatéspektrumat akar tobb szaz kiillonb6zo
teszttorzsel szemben is detektalhatjuk. A fenti vizsgalatoknal (3.6.1. fejezetben) leirt 6
tesztszervezet ellen mutatott antimikrobialis aktivitast vizsgaltam. Minden torzs esetében
haromszoros ismétléssel dolgoztam, ¢és kontrollt alkalmaztam, melyek hasonld bedllitassal
rendelkeztek. Az azonos feltételek megteremtése érdekében a kontroll esetében a furatokba a

tenyészfolyadék szlirlete helyett steril desztillalt vizet pipettaztam és gy inkubaltam.

A kisérletbe a faji szinten identifikalt Streptomyces torzsek koziil 74 torzs agardiffuzios

lyuktesztelése tortént meg.

antibiotikum szirlet

tesztorganizmus
/4

Bacillus subtilis DSM 347

3.7. abra. Az agardiffuzios lyukteszt kivitelezése. A Bacillus subtilis DSM 347 tesztorganizmus
Streptomyces turgidiscabies K36 torzzsel torténd kisérleti elrendezése (bal oldali kép). A
tesztorganizmust tartalmazé agarlemezbe furt lyukakba adagoltam a feltételezhetéen antibiotikum
szarmazékokat tartalmazoé sziirletet (jobb oldali kép). (A szerz6 sajat felvétele.)
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3.7. A Streptomyces torzsek detoxifikacios és antimikrobialis hatasanak
Osszevetése

A detoxifikaciods és az antimikrobialis modszerek Osszevetéséhez harom korrelacios elemzést
végeztem el. Els6ként a két detoxifikaciés modszer eredményeit vetettem Ossze a bitoxin és a
monotoxin rendszereken beliil. Ennek soran az SOS-Chromoteszt indukcios faktor értékeit
hasonlitottam 0ssze a BLYES-teszthez tartozo értékekkel. Utobbi esetben nem a
biolumineszcencia intenzifikacidos értéket hasznaltam, mivel a kiilonb6zo kisérleti korokhoz
eltéré BI% tartomanyok tartoztak, ami torzitotta volna az eredményeket. Ennek megfelelden az
viszonyitott %-os értékeket hasznaltam a kontrollt 100%-nak véve. A negativ BI% értékeket 0%-
nak vettem. A negativ értékek azt jelentik, hogy a hormonhatas teljesen megszlnt, igy a 0%
alkalmas a hatds megsziinésének kifejezésére. A bitoxin és a monotoxin rendszer esetében is
Spearman-féle korrelaciot szamoltam az IF értékek €s a BI szazalékos értékek kozott, mivel az

adatok még transzformalast kovetden sem lettek normalis eloszlastak.

A masodik korrelacios elemzésben a két antimikrobidlis moddszer (keresztcsikozasos ¢€s
agardiffizids lyukteszt) eredményeit hasonlitottam Ossze. Az egyes torzsekre kiszamolt gatlasi
zéna mm-ben mért értékeinek Osszegét vetettem Ossze a két moddszer kozott azon torzsek
esetében, amelyek mind a két tesztben részt vettek. A gatlasi zonak Osszegzését mind a hat
tesztorganizmus, a harom baktérium- illetve a harom gomba tesztorganizmus szerint végeztem

el. Itt is Spearman-féle korrelacios koefficiens hasznaltam.

A harmadik elemzésnél a detoxifikacios értékeket vetettem Ossze az antimikrobialis kisérletek
eredményeivel. Kiilon hasonlitottam Ossze a monotoxin ¢és a bitoxin kisérlet eredményeit a
keresztcsikozasos ¢és az agardiffiiziés lyukteszt eredményeivel, melyekben kiilon vettem a
baktériumok €és a gombak ellen detektalt gatlasi zona értékeket. A monotoxin kisérletnél csak 9
torzset tudtam a vizsgalatba vonni a 10 helyett, mert a K116-os térzs nem szerepelt egyik
antimikrobidlis kisérletben sem. Ha a Spearman-féle korrelaciés koefficienssel taldltam
korrelaciot az egyik tesztorganizmus csoportnal, akkor kiilon is megvizsgaltam az egyes
tesztorganizmus fajokra vonatkozd korrelacidt. A szamitdsokat RStudio Programmal (RStudio

Team, 2015) végeztem el.

3.8. Torzsfenntartasi modszerek és a Streptomyces torzsgyiijtemény
kialakitasa

A torzsgyljtemény Streptomyces-ként meghatarozott torzseibol végil egy tanszéki

Streptomyces torzsgyljteményt hoztam létre, melynek tagjait jelenleg is fenntartom. Annak
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érdekében, hogy a revitalizalt torzseket hosszabb tavon is alkalmazni tudjuk, a tenyésztéses
eljaras mellett sziikséges volt az identifikalt és ismert tulajdonsagu torzsek tovabbi, hosszatava
tarolasanak biztositdsa. A baktérium torzsek ugyanis kiillonb6zdé kornyezeti feltételek mellett
megvaltoztathatjak enzimtermeld, szaporodo és fajra jellemzd egyéb specialis tulajdonsagaikat.
Az iparban, mezdgazdasagban és gyodgyaszatban hasznosithatdo baktérium toérzsek hosszu tava
fenntartasahoz, tulajdonsagaik megOrzéséhez specidlis modszerekre van sziikség. A
torzsgyljtemény tagjainak hosszi tava fenntartdshoz, a revitalizalds utdn, a kisérletekkel
parhuzamosan elvégeztem a torzsgyljtemény tartositasat. Az ismételt mikroba-tartositast két

modszerrel: fagyasztva-szaritasal (liofilizalas) és -80°C-os taroldssal valositottam meg.

3.8.1. Liofilizalas

A mikroorganizmusok hossza tava tarolasara az egyik legjobb modszer a liofilizalas vagy
fagyasztva szaritas (HOPWOOD és FERGUSON, 1969, GHERNA, 1994). A torzsgylijtemény-
kultarakat is liofilizatumok formajaban célszerli tarolni az informaciovesztés elkeriilése
érdekében. Az ampulldban 1évé vakuum erésen redukalja a kiméletesen megszaritott tenyészet
raktarozas alatti (tarolas soran bekovetkezd) hé pusztulasat. Definicidszerlien a fagyasztva
szaritas vagy liofilizalas a szaraz allapot elérésére iranyuld olyan moédszer, melyben a nedves
anyag kifagyasztasat kovetden a viztartalom szublimécioval tavozik el. A mikroorganizmusbol
¢s kornyezetében 1évo viz eltavolitasa kiméletes modon torténik, alacsony hémérsékleten (-30, -
40°C), nagy vakuum mellett. A folyamat alatt véddkolloidok (pl. szérum-fehérje) csokkentik a
mikrobapusztulast. Az eltarthatdsagi (visszandveszthetdségi) id6 - mikrobatol fliggden - az 5 - 50

év tartomanyban van (HOPWOOD és FERGUSON, 1969).

A revitalizalt torzsek (felszaporodastdl fiiggbéen a 96-120 ora kozotti) GYM-agarlemezes
tenyészeteit hasznaltam. A jol fejlddd tenyészetekrdl inozitos vivOanyaggal, szérum-fehérjével
(Myo-Inozitol, FLUKA Inc., USA) aszeptikus koriilmények kozott készitettem szuszpenzidt. Az
ampullakba 270 - 270 ul-t vittem Pasteur pipetta segitségével, majd 6vatosan laza vattadugoval
zartam le azokat. Torzsenként 5 - 5 ampullat készitettem el6. A liofilizalashoz Micromodulyo
(EDWARDS, USA) tipusu liofilizal6 gépet hasznaltam. Az elsddleges szaritasi l1épcsdben a
mintakat 7-8 percig mérsékelt vakuum alatt 2000 g-n centrifugéltam a habzas és a cs6bol vald
kifutas meggatlasa érdekében. Ezt a miiveletet hdromszor ismételtem, mig a szuszpenzio a belsd
cs6 falara nem dermedt. A centrifugalas végére a rendszerben 100 Hg-mikron vakuum alakult ki.
Az elsédleges szaritds idOtartalma minden esetben 24 ora volt, a periodus végére 1 - 5 Hg-
mikron vakuum volt detektdlhatdo. A masodlagos paraelvonas elott gazégdvel 1-2 mm-es

iivegnyakakat huztam az ampullaknak. A mésodlagos szaritas regeneralt paracsapdaval 4 oran
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keresztiil folyt, 1 Hg-mikron vakuum alatt. A folyamat végén az ampullakat vakuum alatt,
gazégbvel (oxigén és acetilén gaz elegyével) forrasztottam le, majd sériilés mentességiiket
megorizve, az ampullakat kiilon véddécsdben feliratozva, 20°C-on és sotét helyen kibélelt

dobozokban taroltam.

3.8.2. Mélyhiitéses fagyasztas

Alternativ modszerként valasztottam a mélyhiitéses fagyasztast, amely soran -80°C
hémérsékleten taroltam a mikroorganizmusokat véddéfolyadék jelenlétében. Ilyen alacsony
hémérsékleten a mikrobak évekig tarolhatok valtozatlanul. Védoéfolyadékként 30 v/v%-0s
glicerin oldatot hasznaltam, mivel ez a molekula megakadalyozza, hogy a viz éles kristalyai
fagyas kozben roncsoljak a baktérium sejteket vagy ezen torzsek esetében a sejtfalat.
Torzsenként 5x750 pul, 30%-0s glicerolos szuszpenzidkat allitottam el és -80°C-0S
ultramélyhiitében (SANYO U3386S, USA) tarolom ¢ket 2 ml-es Cryo-csében.
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1. Revitalizalas és molekularis bioldgiai identifikalas

A 494 torzsbol allo gyljteménybdl 87 torzset nem sikeriilt revitalizdlnom, igy a tovabbi
vizsgélatok szamara ezek a torzsek elvesztek. A késdbbi vizsgalatokat a megmaradt 407 torzzsel
végeztem el. A 407 revitalizalt torzsbdl a 16S rDNS azonositasi eljaras alapjan 380 torzs 131
kiilénbozd Streptomyces fajhoz tartozott (MELLEKLET 2.), 11 térzs a Rhodococcus nemzetség
tagja és tovabbi 8 torzs egyéb nemzetségekbe tartozott (igymint Micrococcus, Nocardia,
Nocardiopsis, Pseudonocardia, Thermoactinomyces és Ureibacillus), illetve 8 torzs taxondémiai
hovatartozasa még meghatarozas alatt van (MELLEKLET 4.). A Streptomyces gyiijtemény 16S
rDNS szekvenciai koziil a dolgozatom elkészitésének idépontjaban 287 db-ot a NCBI GenBank
adatbazisban szabadon hozzaférhetové tettem (azonositéo kodok: MF860423-t61 MF860709-ig).

4.2. Szamitogépes adatbazis felallitasa a torzsgyiijteményrol

A 407 revitalizalt torzs esetében megvizsgaltam a ndvekedési erélyt harom kiillonbozo
hémeérsékleten (24, 28, illetve 45°C-on) és két kiilonbozd taptalaj tipuson (szilard és folyékony
GYM taptalaj). Tovabba elvégeztem a torzsek makroszkopikus vizsgalatat. Ezekbdl az adatokbol
egy elektronikus adatbazist hoztam létre (MELLEKLET 2-4.). Az adatbazisbol a torzsek
fenotipusos tulajdonségai, illetve a munkdm soran kapott eredmények, adatok és informaciok,

valamint a telepek fotdi a tovabbi vizsgalatokhoz rendelkezésre allnak.

4.3. Homérsékleti optimum meghatarozas és makroszkopikus vizsgalat

A torzsgylijtemény egyes tagjait komposztbol, ill. t6zegbdl izolaltdk, amelynek hdmérséklete
akar a 60°C-ot is elérheti (GOLUEKE, 1991), igy feltételezhetd volt, hogy a baktériumok
homérseékleti toleranciaja akar ezt az értéket is megkozelitheti. A teljes gylijteménybdl dsszesen
80 darab torzs mutatott novekedést 45°C-on, ebbdl 68 torzs Streptomyces nemzetségbe tartozott
(MELLEKLET 3-4.).

Az 4ltalam valasztott modszerrel 94 torzsnél tapasztaltam sporatermelést. Pigment termelést
pedig 122 torzsnél figyeltem meg. A pigmentek szine jobbara barna, de észleltem a sarga, a zold,
a kék ¢és a piros kiillonbozé arnyalatait is. A pigmentacido folyamata a masodlagos
anyagcseretermékek keletkezésésnek tudhatd be, és akar a hdmérséklettel is valtozhat. A

pigmentek szine egy fajon beliil valtozhat, ami bizonytalanna teszi az ilyen alapon torténé
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osztalyozasukat. A melaninrél azonban kimutattak, hogy Streptomyces-ek bizonyos
csoportjainak azonositasara is alkalmas lehet (DASTAGER et al., 2006).

Uj tudomanyos eredmény:

(1. tézis) Az torzsgyiijtemény revitalizalasat kovetden a gyiijtemény tagjait 16S rDNS
alapu moédszerrel faj szinten azonositottam, hémérsékleti optimumait és egyéb fiziologiai
paramétereit meghataroztam, majd létrehoztam egy 380 tételb6l, és ezen beliill 131
kiilonb6zé Streptomyces fajbol allé torzsgyilijteményt, melyek tagjait torzsfenntartasi

modszerekkel hosszu tavon felhasznalhatova tettem.

4.4. Mikotoxin bontasi Kisérlet

Ahogyan azt az Anyag és modszer 3.5 fejezetében bemutattam, az identifikalt torzsek
mikotoxin bontd képességét egy kétlépesds kisérlettel vizsgaltam. A bitoxin kisérletben torzsek
bontoképességét a zearalenon (ZEA) és az aflatoxin-B1 (AFB1) molekulakra parhuzamosan
szkrineltem. Az eredmények alapjan a leghatékonyabb torzsek bontoképességét a tovabbiakban
monotoxin rendszerrel, azaz a két toxin kiilon-kiilon kivitelezett kisérletes vizsgalataval

teszteltem.

4.4.1.Bitoxin bontasi kisérlet

A bitoxin degradacios kisérlet célja az volt, hogy Streptomyces tdrzsek bontasi képességét
teszteljem. Erre a célra a torzsgylijtemény faji szinten azonositott Streptomyces torzsei koziil 123
darabot valasztottam ki, mindegyik identifikalt fajbol egyet-egyet. A St. rimosus fajbol két
fajreprezentanst vontam be, mivel mar irodalmi adatokbdl is ismert volt e faj hatékony
toxinbontd képessége (EL-SHARKAWY és ABUL-HAIJJ 1988), igy vizsgaltam Osszesen 124
torzset. Streptomyces torzseket mar korabban is vizsgaltak mikotoxikdzis megeldzésére, de
ezekben a tanulmanyokban féleg a toxintermeld gombak gatlasara fokuszaltak (pl. YEKKOUR
et al. 2012), és nem szerepeltek a biologiai hatast teszteld modszerek, vagyis a biodetoxifikacio
vizsgalata. Napjaink 0j modszere a biodetoxifikacids hatdsok mérése bioaktiv tesztekkel
(KRIFATON et al., 2011; KRIFATON et al., 2013; CSERHATI et al., 2013), melyeket
vizsgéalataimban is felhasznaltam. Tanulmdnyomban az AFB1 genotoxikus hatasat SOS-
Chromoteszttel, a ZEA hormonhatadsat BLYES-teszttel vizsgaltam az 3.5.2.1. fejezetben leirt

modon.
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Az SOS-Chromoteszt és a BLYES-teszt vizsgalatok eredménye alapjan szamos torzs
mutatkozott hatékonynak az AFB1 és a ZEA bontasanak tekintetében (MELLEKLET 5.). Az
SOS-Chromoteszt indukcios faktoranak 1,5-nél kisebb értékei az AFB1 toxicitasanak
megsziinését jeleztek. A ZEA 0sztrogén hatasabodl kovetkezd biolumineszcencia intenzifikaciot
(B1%) BLYES-teszttel mértem, ahol a biolumineszcencia intenzifikacios értékek csokkenése az
Osztrogén hatas csokkenését illetve megsziinését jelentette (a kontroll-lal Gsszevetett
legalacsonyabb értékek). Az Osztrogén hatas megsziinését igazold ellendrz6 mérés, vagyis a
BLYR-teszt a citotoxikus hatas kimutatasara szolgalt, melyet biolumineszcencia gatlasi
szazalékban (BG%) fejez ki. Ez utdbbi érték esetében a vizsgalt torzsek kismértékii, am
elhanyagolhat6 intenzifikaciot mutattak, viszont egyik esetben sem mértem fénykibocsatas
gatlast, vagyis a modszer alapjan citotoxikus hatdsuk nem volt detektalhatd. Az elékisérletet
kovetéen azt a tiz Streptomyces torzset valasztottam ki a tovabbi monotoxin bontasi
kisérletekhez, amelyek a bitoxin kisérlet eredményei alapjan, keverékben, mindkét mikotoxint
hatékonyan bontottdk, valamint a biologiai hatdst is megsziintették (4.1. tablazat és

MELLEKLET 5.).

4.1. tablazat. A tiz leghatékonyabb Streptomyces torzs SOS-Chromoteszt indukcios faktor értéke (IF) és
a BLYES-teszt soran kapott intenzifikacios szazalék (B1%) értékei a bitoxin kisérlet soran. A BLYR-teszt
esetében feltliintettem, hogy mely torzseknél tapasztalhatd biolumineszcencia gatlas (BG%).

SOS- BLYR-
Torzs jele Faj neve Chromoteszt BL\((BEI‘E’/':)eSZt teszt

(IF) (BG%)
K145 St. rimosus 1,16 -3,63 -36,55
K234 St. cacaoi subsp.asoensis 0,81 3,09 42,72
K128 St. spiroverticillatus 1,18 4,00 -31,13
K136 St. violaceoruber 1,06 13,83 -37,09
K144 St. luteogriseus 1,20 14,09 -29,70
K189 St. rimosus 1,09 15,16 -32,22
K139 St. sanglieri 1,18 21,16 -44,20
K236 St. cinereoruber 1,24 22,43 -33,72
K129 St. violarus 1,06 22,57 -40,42
K116 St. baarnensis 1,08 24,14 -52,05
Kontroll 2,38 760,14 -9,57

4.4.2. Monotoxin bontasi kisérlet

A bitoxin kisérletben megvizsgalt torzsek koziil tehat kivalasztottam a tiz leghatékonyabban
bontd Streptomyces torzset. Ezt kovetden AFBl-re ¢s ZEA-ra vonatkozdéan kiilon-kiilon
beallitasban is elvégeztem a bontési kisérleteket, melyeket Gijra a fent emlitett biodetoxifikacios
tesztekkel (SOS-Chromoteszt és BLYES-teszt) ellendriztem. A biodegradacios hatékonysagot
ezt kovetden mar ELISA-teszttel is vizsgaltam, haromszoros ismétlésben eldszor egy-egy

mintaval, de a leghatékonyabban bontd toérzseknél a masik két parhuzamost is elemeztem
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(ELISA-val). A degradacié igazolasa érdekében a hatékonyabban bontd torzsek esetében a

pelletfrakciora is alkalmaztam a fenti vizsgélatokat, szintén haromszoros ismétlésben.

4.4.2.1. Az AFB1 koncentrdcidojanak elemzése ELISA-teszttel és SOS-Chromoteszttel a
bontasi kisérletet kovetoen

cres

ELISA-teszttel, biologiai hatdsanak meglétét pedig SOS-Chromoteszttel ellendriztem. ELISA-
teszt alapjan két torzs 5% alatti (St. spiroverticillatus K128 ¢s St. violaceoruber K136), 6t torzs
50-70% kozotti (St. baarnensis K116, St. violarus K129, St. cinereoruber K236, St. sanglieri
K139, St. rimosus K189), és harom torzs 70% feletti (St. rimosus K145, St. luteogriseus K144,
St. cacaoi subsp. asoensis K234) bontasi képességet mutatott (4.2. tablazat). A Streptomyces
cacaoi fajrol korabban is kimutattak, hogy hatékonyan képes bontani dinitro-benzint, amely az
AFB1-hez hasonloan aromas szerkezetli (DEY et al., 1986). A kontroll mintak 4tlagos indukcios
faktor értéke 2,25 volt (ez az 1 pg/ml koncentracidhoz tartoz6, bontds nélkiili értéknek
feleltethetd meg), ami igazolta, hogy a torzsek nélkiil magas genotoxicitast lehetett mérni az

AFB1 bontas elmaradéasa miatt (4.2. tablazat).

A bitoxin kisérletben mind a tiz torzs megsziintette a genotoxicitast, a monotoxin kisérletben
azonban csak a St. cacaoi subsp. asoensis K234 torzs mutatott 1,5-nél alacsonyabb indukcios
faktor értéket. Feltételezhetd, hogy a bitoxin kisérletben jelen 1évd kétféle toxin ellen termelt
enzimek kiegészitették egymast, tobbféle reakcidutat megnyitva, melynek kovetkeztében az
AFB1 ellen is hatékony volt a bontas. Monotoxin kisérlet esetében ez az indukalé hatas
elmaradhatott. Tovabbi lehetséges magyarazat lehet még, hogy a bitoxin kisérletben kozvetleniil
a mikotoxin molekuldk vagy azok bomléastermékei 1éptek kolcsonhatasba egymassal, melynek

kovetkeztében az AFB1 genotoxikus hatasa gyengiilhetett (TAJIMA et al., 2002).

A vizsgalt Streptomyces torzseknél a kontrollhoz képest altalaban alacsonyabb genotoxicitast
mértem, kivéve a St. baarnensis K116, és a St. spiroverticillatus K128 torzsek esetében. A St.
luteogriseus K144, és a St. rimosus K145 torzseknél ugyan az ELISA-teszt eredményei alapjan
~80%-o0s bontast tapasztaltunk, de az SOS-Chromoteszt szerint a toxicitds nem sziint meg, mivel
az indukcios faktor 1,5 feletti értéket mutatott. A kontrollnal magasabb genotoxikus értékek és a
magas bontasi szazalék ellenére fennmarad6 genotoxikus hatds arra utalhat, hogy a rendszerben
karos masodlagos anyagcseretermékek maradhattak a bontast kovetéen (MISHRA ¢és DAS,
2003). Ez az eredmény azt bizonyitja, hogy fontos a degradaciot kovetden a bioldgiai hatast is
mérni, mert a bontds (a vizsgalt toxin degradacioja) még nem feltétleniil jelenti a toxikus hatas
megsziinését. Az SOS-Chromoteszt eredményei alapjan kizarélag a St. cacaoi subsp. asoensis

K234 tudta teljesen megsziintetni a genotoxicitast (4.2. tablazat), amelynek hatékony
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toxinbontasat (88,34%) az ELISA-teszt is bizonyitotta (4.2. tablazat). A Szent Istvan Egyetem
Kornyezetbiztonsagi ¢s Kornyezettoxikologiai Tanszékén folyd korabbi kutatdsok eredményei
alapjan hasonl6an magas biodegradacios értéket és a genotoxikus hatds megsziinését mutattak ki

egyes Rhodococcus torzseknél (CSERHATI et al., 2013; KRIFATON et al., 2011).

4.2. tablazat. Az SOS-Chromoteszt indukcids faktor értéke (atlag + szoras, n=3), és az ELISA-teszt
alapjan igazolt AFB1 koncentracié ¢és bontdsi szdzalék a monotoxin AFB1 bontasi rendszerében
(feliiluszo frakciobol).

SOS
Torzsek Fajok Chromo ELI(rSnAg /ﬁ;: Bl ( dlilg‘::cgégfoz )
teszt (IF)
K234*  St. cacaoi subsp.asoensis 1,37 +0,26 0,132+0,177 88,34 + 15,62
K144 St luteogriseus 1,76 £ 0,25 0,337 79,93
K145  St. rimosus 1,83 +£0,07 0,337 79,93
K189  St. rimosus 2,14+ 0,08 0,455 68,13
K139 St sanglieri 2,20+ 0,04 0,522 61,43
K236  St. cinereoruber 2,04+0,14 0,551 58,52
K129  St.violarus 2,23 +0,31 0,613 52,33
K116 St. baarnensis 2,34+ 0,06 0,627 50,90
K136  St. violaceoruber 1,86 £0,35 1,088 4,79
K128  St. spiroverticillatus 2,30 £ 0,32 1,120 1,60
kontroll* 2,25+0,18 1,136 +0,129 0,00

AAz ELISA-teszt mérést harom ismétléssel végeztem el (atlag + szoras, n=3).

4.4.2.2. A ZEA koncentraciojanak elemzése ELISA-teszttel és BLYES-teszttel a bontdsi
kisérletet kovetoen

A bitoxin kisérletek alapjan kivalasztott 10 térzs ZEA detoxifikacios képességét ismét
BLYES-teszt mddszer alkalmazasaval mértem. A bontott mintdk maradék Osztrogén hatasat a
kontrollhoz viszonyitott biolumineszcencia intenzifikacio szazalékaval (B1%) fejeztem ki (4.3.
tablazat). A BLYR tesztszervezettel elvégzett kontroll vizsgalatok azt mutattak, hogy mind a 10
torzs esetében a kontrollhoz viszonyitott szignifans biolumineszcencia gatlas (BG%) nem volt
mérhet6 (4.3. tablazat), ami azt jelenti, hogy a biodetoxifikaciot jelzé tesztszervezetre citotoxikus
hatast nem mutatott egyik esetben sem. A BLYES-teszt altal detektalt Osztrogén hatas
csokkenése tehat valds, vagyis a vizsgalt Streptomyces torzsek hozzdadasanak eredménye. A
teszt modszerrel végeztem el. A tiz torzsbdl a St. violarus K129 jelzési torzs 50% alatti, hat torzs
a St. cinereoruber K236, a St. sanglieri K139, a St. baarnensis K116, a St. violaceoruber K136,
a St. luteogriseus K144 ¢és a St. spiroverticillatus K128 50-80% ko6zotti, és harom torzs, a St.
cacaoi subsp. asoensis K234, illetve a St. rimosus K145 és K189 80% feletti toxinbontast

mutatott az ELISA-teszt alapjan.
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4.3. tablazat. A BLYES-teszt biolumineszcencia intenzifikacios szazaléka (atlag + szdras, n=3) és az
ELISA-teszt alapjan igazolt ZEA koncentracid és bontasi szdzalék a monotoxin ZEA bontasi

rendszerében (feliiluszo frakciobol). BLYR-teszt esetében biolumineszcencia gatlasrol (BG%) beszéliink,

mivel ez a kontrollhoz viszonyitott érték gatlasi %-ban kifejezve.

ELISA ZEA
) : BLYR . ELISA ZEA —
Torzs Faj (BG%) BLYES (BI%) (mg/L) (degr(;)(;acms
K145 St. rimosus 341£246  -29,72+5.27* 0,0035+0,0017 99,62+0,18
K189  St. rimosus 232239  -30,14+7,36* 0,0033 +0,0022 99,64 + 0,23
K234* 2;'0 s subsp. -1,85+8,56 307,61+ 142,99% 0,1125+0,0619 87,85+ 6,68
K128  St. spiroverticillatus -21,76 £4,92 687,74+ 119,49 0,2245 76,01
K144  St. luteogriseus -20,65+5,11 665,16 + 25,44 0,2555 72,70
K136  St. violaceoruber -1496+ 4,41 553,46 +71,52 0,3965 57.64
K116  St. baarnensis -20,60£2,07 710,67 + 31,50 0,4200 55,13
K139 St sanglieri -11,94+ 1,54 478,35+ 41,85 0,4330 53,74
K236  St. cinereoruber -30,92+£2,00 708,22 + 62,17 0,4555 50,84
K129 St violarus -1795+245 610,42 +23,26 0,6040 35,47
kontroll* -21,69+1,39 610,27+ 61,49  0,9265 + 0,0602 0,00

AAz ELISA-teszt mérést harom ismétléssel végeztem el (atlag + szoras, n=3).
*Szignifikans eltérések a kontroll rendszert6l (egy-utas ANOVA, Fig,,=49.46; p<<0.001).

A BLYES-teszt csak harom torzsnél mutatta a hormonhatas megsziinését. Annak ellenére,
hogy az ELISA-teszt eredmények alapjan a St. spiroverticillatus K128, és a St. luteogriseus
K144 torzsek esetében tobb mint 70%-os bontasi szdzalékot mértem (4.3. tablazat), a kisérlet
végére megmaradt az 6sztrogénhatas. A St. baarnensis K116, illetve a St. spiroverticillatus K128
torzseknél is magas bontasi szdzalékokat tapasztaltam, de a maradék Osztrogénhatas itt még a
kontrollnal is magasabb volt. Ezek az esetek ismételten azt bizonyitjak, hogy a bontési szézalék
alapjan kimutatott degradaci6 vizsgalata nem elég ahhoz, hogy a toxicitas megsziinését

megallapitsam.

A biodetoxifikacios vizsgalatok alapjan 6t torzs a St. violaceoruber K136, a St. sanglieri
K139, a St. rimosus K145 és K189, a St. cacaoi subsp. asoensis K234 atlagos biolumineszcencia
intenzifikacioja alacsonyabb volt, mint a kontroll mintak értékei (~610 B1%). Ezekbdl két torzs
esetében St. violaceoruber K136 és St. sanglieri K139 a kontrollnal alacsonyabb atlagos
értékeket mértem, de ezek nem voltak szignifikansak. A St. cacaoi subsp. asoensis K234 torzs
intenzifikacids szézaléka fele akkora volt, mint a kontroll értéké. A legkisebb BI% értékeket
(~ -30%) a St. rimosus K145 és K189 torzseknél tapasztaltam. E két torzs esetében volt a

legmagasabb (~99,6%) a bontasi szazalék is.

Az AFB1 bontasanal tapasztaltakhoz hasonloan ennél a monotoxin kisérletnél is azt

tapasztaltam, hogy a bitoxin kisérlethez képest kevesebb Streptomyces torzs volt hatékony a
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hormonhatas megsziintetésében. A ZEA bontasanal is lehetséges, hogy a bitoxin kisérletben a
két toxin altal aktivalt emzimutak egymas hatasat kiegészitve hatékonyabb bontést tettek
lehetévé vagy a toxinmolekuldk kolcsonhatasba 1épve gyengitették egymas genotoxikus vagy

hormonhatasat.

Osszehasonlitva az irodalmi adatokat a sajat eredményeimmel az tapasztalhatd, hogy a St.
rimosus K145 és K189 torzsek esetében mért bontasi szazalékok nagyobb mértékiick voltak,
mint amit az Aspergillus niger FS10 torzs esetében (SUN et al., 2014), vagy amit Rhodococcus
torzsek esetében mértek (CSERHATI et al., 2013), de hasonld értéket mutatott ki KRIFATON et
al., (2013) mas Rhodococcus torzsekkel. Hasonloan magas bontasi szazalékot mutatott ki
MEGHARAJ et al. (1997) egy Pseudomonas fluorescens torzs esetében, de ez utobbi tanulmany

nem tartalmazott bioaktiv hatas detektalasara vonatkozo teszteket.

4.4.2.3. Pelletvizsgdlat

Az ELISA-teszt mérést a hatékonyan bontd (70% feletti toxinbontast mutatd) torzsek (St.
spiroverticillatus K128, St. luteogriseus K144, St. rimosus K145 és K189, St. cacaoi subsp.
asoensis K234) pellet frakciojaval haromszoros ismétlésben alkalmaztam. A harom vizsgalt torzs

koziil az AFB1 molekula megkdtodése nem haladta meg a 30%-ot (4.3. tablazat).

A vizsgalatok alapjan a St. rimosus K145 torzs kb. 20%-ban kototte meg az AFB1
molekuldkat a sejt felszinén. Ugyan a torzshoz tartozd ELISA-teszt esetében mért kdzel 80%-0s
bontasi egylitthatd (4.2. tablazat) kiemelkeddnek mondhatd, de ez részben annak tudhato be,
hogy a toxinmolekuldk megkotddtek a sejtfelszinen. Az AFB1 bontasi kisérletben szereplod
torzsek pelleteinek feliiletén a legalacsonyabb toxin koncentraciot (atlagosan 0,05 ppm) a
leghatékonyabban bonto torzsnél, a St. cacaoi subsp. asoensis-nél K234 mutattam ki, (~5%),
vagyis a 88%-0s AFB1 koncentracié csokkenése nem adszorpcio révén kovetkezett be, hanem a
tényleges bontas eredménye. Az SOS-Chromoteszt ennél a torzsnél a toxikus hatas megsziinését
jelezte, ami a pellett vizsgalatokkal kiegészitve szintén azt bizonyitja, hogy a toxinmolekuldk

koncentraci6 csokkenése valoban biodegradacio, bontas ttjan 1étrejott biodetoxifikacio.

A ZEA sejtfeliileten valo megkdtddését vizsgalva, egyik vizsgalt térzs sem mutatott 12,7%-
nal nagyobb ZEA toxin adszorpciot. A ZEA molekuldkat a St. luteogriseus K144 torzs kototte
meg legnagyobb mértékben, megkozelitdleg 10% koriil, ami a torzs magas bontdsi potencialjat
(72,7%) csak kismértékben befolyasolja. Nem észleltem azonban ZEA megkotést a két

leghatékonyabban bontd és Osztrogénhatast megsziintetd torzs esetében (St. rimosus K145 és
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biodetoxifikacidjat is.

4.4. tablazat. A leghatékonyabban bontd Streptomyces torzsek pelletvizsgalatainak eredményei AFB1-re
¢s ZEA-ra vonatkozoan. A két mikotoxin pelletrdl szarmazoé mennyiségének ELISA-teszt méréssel
kapott értékeit mg/L-ben, valamint az 1 mg/L-re vonatkoz6 adszorpcids szazalékban fejeztem ki (atlag +
szoras, n=3). (Mindkét toxin esetében a 75% feletti bontasi hatékonysagt torzseket valasztottam ki, amely
a ZEA esetében 6t, az AFB1 esetében pedig harom torzset jelent.)

ELISA

. . ELISA AFB1 AFB1pellet ELISA ZEA ELISA ZEA
Torzsek Fajok ellet (g/L)  adszorpciés  pellet (mg/L) pellet
P g %p P g adszorpcios %
K128  St. spiroverticillatus N/A N/A 0,0862+0,0367 8,6+3,7
K144  St. luteogriseus 0,1461£0,0737  14,6+7,4  0,1074+0,0199 10,7+2,0
K145  St. rimosus 0,2214+0,0787 22,1£7.9 0,0000+0,0000 0,0+0,0
K189  St. rimosus N/A N/A 0,0000-0,0000 0,0+0,0

K234  St. cacaoi subsp. asoensis  0,0508+0,0568 5,1£5,7 0,0648+0,0307 6,5+3,1

A pellet elemzés eredménye szerint a sejtfalakon elhanyagolhatd volt a ZEA molekulak
megkdtddése. Ezt az eredményt megerdsitik az éles gdzzel (autoklavban), hokezeléssel elolt
sejtekkel végzett vizsgalat sorozatok is. A kontroll és az elolt sejteket tartalmazd rendszer
hasonl6é mértékii hormonhatéasa azt mutatja, hogy a vizsgalt torzsek sejtfala nem képes megkotni
ZEA molekulakat. A vizsgalatba vont torzsek (kivéve a St. cacaoi subsp. asoensis K234-es
torzset) hasonld BI% értékeket mutattak a kontroll rendszerhez képest (4.5. tablazat), ami
megerdsiti, hogy az elolt sejteknél nem volt sejtfalon torténd toxinmegkotédés. A St. cacaoi
subsp. asoensis K234 torzs esetében azonban a biolumineszcencia intenzifikacios értékek atlaga
a kontroll értékek atlaganak kozel 60%-at tették ki, tehat a St. cacaoi subsp. asoensis K234-es
torzsnél torténd hormonhatds csokkenés jelentds részben a ZEA sejtfelszini megkotddésnek

tudhato be (4.5. tablazat).

4.5. tablazat. Az autoklavozott (éles gbzzel el6lt) sejtek feliilluszo6 mintainak BLYES-teszttel kapott
biolumineszcencia intenzifikacios szazalék (B1%) értékei (atlag + szoras, n=3).

Torzs Faj B1%
K234 St. cacaoi subsp.asoensis 435,9 + 36,6
K144 St. luteogriseus 638,2+35.3
K145 St. rimosus 693.,4 +103,6
K189 St. rimosus 729,0+ 154
K128 St. spiroverticillatus 770,7+ 72,0
Kontroll 702,3 + 55,6

66



10.14751/SZIE.2017.086

4.4.3. A két detoxifikacios modszer eredményeinek Gsszevetése

A bitoxin kisérlet esetében 124 torzs, a monotoxin kisérlet esetében csak 10 torzs eredményét
vetettem Ossze. A bitoxin kisérlet esetében gyenge (1=0,38), de szignifikans (r<<0,05)
korrelaciot kaptam (4.6. tablazat). A monotoxin kisérletnél azonban nagyobb volt a korrelacios
koefficiens értéke (r=0,50), de ez nem volt szignifikans (r=0,14). A két detoxifikacios
tulajdonsdg tehat, foleg a bitoxin kisérletnél, korreldl egymassal, vagyis ha egy torzs
megsziintette az egyik mikotoxin hatasat, legtobbszor a masik toxin hatasat is megsziintette.
Vagy ha nem volt hatassal az AFB1-re, akkor ZEA-ra sem. Ez az eredmény megerdsiti azt a
feltételezést, miszerint egy bitoxin rendszerben a két toxin jelenléte befolydsolhatja a
detoxifikacios hatdsokat, vagyis akar a két toxin jelenléte fokozhatja az enzimek hatékonysagat,

vagy egymads toxikussagat csokkenthetik.

4.6. tablazat A két antimikrobialis hatasra vonatkozd kisérlet Spearman-féle korrelacios elemzés
eredményei.

Kisérlet valtozo, valtozo, r p n
bitoxin SOS-Chromo [IF] BLYES [BI%] 0,38 1,38E-05 124
monotoxin SOS-Chromo [IF] BLYES [BI%] 0,50 0,1425 10

Uj tudomanyos eredmények:

(2. tézis) A Streptomyces cacaoi subsp. asoensis K234 torzs, az ELISA és SOS-Chromoteszt
eredmények alapjan, hatékonyan detoxifikalja az aflatoxin-B1 mikotoxint, genotoxikus
hatasat in vitro képes megsziintetni, ami a pelletvizsgalatokkal bizonyitottan nem a
sejtfalon torténo toxinmegkotodésnek tulajdonithatoé.

(3. tézis) Az altalam vizsgalt Streptomyces rimosus K145 és K189 torzsek ELISA és BLYES-
tesztek alapjan hatékonyan detoxifikidljak a zearalenon mikotoxint, annak
osztrogénhatasat in vitro képes megsziintetni, ami vizsgalatokkal bizonyitottan nem a
sejtfalon torténé toxinmegkotodésnek tulajdonithato.
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4.5. Antimikrobialis hatas vizsgalatainak eredményei

Az eddig vizsgalt 162 torzsbol 50 mindkét modszert alapul véve egyik modszerrel sem
mutatott gatlo hatast a vizsgalt mikroszervezetekkel szemben. 41 torzs kizarolag a baktériumok
ellen bizonyult hatasosnak, 28 torzs kizarolag antifungalis hatast mutatott, 43 torzs pedig mind a

prokariotak, mind az eukariotak egyes fajai ellen mutatott bizonyos mértékii inhibitor hatast.
4.5.1. Keresztcsikozasos teszt

Keresztcsikozasos teszt esetében a 160 vizsgalt torzsbdl (tovabbi 2 toérzs csak a lyuktesztben
szerepelt) 57 torzs nem mutatott semmiféle antimikrobialis hatast. A 4.1. abran a husz
legnagyobb feltisztulasi zonaval rendelkez6, vagyis a gombak és a baktériumok elleni husz
leghatékonyabb torzs atlagos gatlasi zéndjanak mm-ben megadott hosszat abrazoltam. A

részletes eredményeket a MELLEKLET 6. tartalmazza.

39 torzs mutatott kizarolag antibakteridlis aktivitast. Ezek koziil 6 torzs mind a hdrom teszt
baktérium faj novekedését gatolta, a tobbi 33 torzs csak egy, illetve két vizsgalt baktérium faj
ellen mutatott antibakterialis hatast. Utobbiak koziil kiemelném a St. rangooensis K103 és K111
torzseket, mert a faj antibakterialis hatasara nincs irodalmi adat, pedig kisérleteimben gatoltak a
Bacillus subtilis DSM 347 és az Escherichia coli K12 novekedését is. A St. turgidiscabies fajt
eddig, mint novényi patogént irtak le (KOBAYASHI et al., 2015), a kisérletem azonban
kimutatta, hogy az altalam vizsgalt St. turgidiscabies K36 jeli térzs hatékonyan képes fellépni a
Bacillus subtilis DSM 347 ¢és az Escherichia coli K12 ellen.

27 torzs mutatott kizarolag antifungalis hatast, melyek koziil nyolc térzs mind a harom teszt
gombafaj novekedését gatolta, 19 torzs pedig csak egy vagy két fajjal szemben mutatott
antibiotikus hatast. A mindharom gombafaj ellen fellépé St. baliensisr6l K73 még nincs a
szakirodalomban fellelheté informacid, amely beszamolna ennek a fajnak antifungalis hatasu

vegyiileteirdl.

Osszesen 37 torzs mutatott mindkét csoport (kivalasztott baktériumok és gombdak) valamely
tagja(i) ellen antimikrobialis hatast. Ezek koziil kiemelném a St. caniferus K176 torzset, amely a
Pseudomonas aeruginosa P18 kivételével az Osszes tesztorganizmus ndvekedését gatolta, az
irodalom azonban csak gyenge antifungalis hatast emlit a fajrél (PEREZ et al., 2016). A 37 torzs
koziil 4 torzs mind a harom baktériumfaj ellen fellépett, 10 torzs pedig mind a harom gombafaj
ellen volt aktiv. Végiil pedig 5 olyan torzs volt, amelyek mind a hat tesztorganizmus ellen
antimikrobialis hatast fejtettek ki. Kimagaslo antifungdlis és antibakterialis tulajdonsagot
mutattak a St. rimosus K145 és K189 torzsek, mivel ezek a torzsek az Osszes tesztorganizmus

novekedését gatoltak, és ezeknél a torzseknél mértem a legnagyobb gatlasi zonakat (mm-ben). A
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faj hatékony antimikrobialis képességét mar kordbban is igazoltak (pl. FINLAY et al., 1950)

(4.7. tablazat). Gatlasi hatasuk kiilonosen a Pseudomonas aeruginosa P18 baktériumnal
emelkedik ki a tobbi Streptomyces torzs koziil. A P. aeruginosa baktériumfaj torzseire ugyanis
vilagszerte jellemz6 a multirezisztencia kiilonbdz6 antibiotikus szerekkel szemben (3.6.1
fejezet). A St. rimosus K145 és K189 kiemelkedéen hatékony gatld hatasa kiilonds figyelmet
érdemelhet a klinikai gyakorlatban a P. aeruginosa elleni kiizdelemben.

Bacillus subtilis DSM 347 Saccharomyces cerevisiae 1032
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4.1. abra. A Streptomyces torzsek altal mutatott gatlasi zona mm-ben a keresztcsikozasos tesztnél. A bal
oldali oszlopdiagrammokban a harom teszt baktériumfaj ellen leghatékonyabban fellépd 20 Streptomyces
torzs, a jobb oldali oszlopdiagrammokban a harom teszt gomba faj ellen leghatékonyabban fellép6 20
Streptomyces torzs szerepel. Z6ld Streptomyces rimosus K145, piros Streptomyces rimosus K189 ¢és sarga
Streptomyces cinereoruber K236 szinnel a harom legeredményesebb antibiotikus hatasu torzseket
emeltem ki.

Az irodalmi adatok részben megegyeztek sajat vizsgalataim eredményeivel, de bizonyos
fajoknal a korabbi adatok szélesebb spektrumu antimikrobialis hatasrol szamoltak be, mint amit
tapasztaltam pl. St. luteogriseus K144 (GRABLEY et al., 1991).
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4.5.2. Agardiffuziés lyukteszt

Az agardiffuzios lyuktesztnél 74 torzsbol 40 torzs nem mutatott semmiféle antimikrobialis
hatast. A vizsgalat eredményeit a keresztcsikozasos tesztnél alkalmazott modszerrel dbrazoltam
(4.2. abra). 9 torzs gatolta kizarolag a baktériumok novekedését, de ezek a torzsek is csak egy-
egy baktérium faj névekedését csokkentették. A baktériumok koziil a Bacillus subtilis DSM 347
ellen termelt a legtobb Streptomyces torzs (19 db) antibakterialis hatasi anyagot, koziiliik is a
leghatékonyabbnak a St. flavogriseus K53 torzs mutatkozott. A faj antimikrobialis hatasat
korabbi vizsgalatok is bizonyitottak (HAYASHI et al., 1982, ZI-HAN et al., 2003).

14 torzs kizardlag gombak ellen hatott, de ezek kozott olyan térzs nem volt, amely mind a
harom gombafajt gatolta volna novekedésében. 11 torzset talaltam, amelyek mindkét csoport (a
baktériumok és a gombék) tagjaira hatassal voltak (MELLEKLET 6.). Ezek koziil a St. rimosus
K145 torzs az Osszes gomba ellen gatld hatdst mutatott. Az agardiffiizids teszt eredményei
alapjan kizarélag a St. rimosus K189 torzs gatolta az Gsszes tesztorganizmus ndvekedését, és ez a
torzs volt az egyetlen, amely a mddszer alapjan enyhe gatld hatast tudott gyakorolni a P.

aeruginosa-ra P18.
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4.2. abra. A Streptomyces torzsek altal mutatott gatlasi zona mm-ben az agardiffuzios lyuktesztnél.
A bal oldali oszlopdiagrammokban a harom teszt baktériumfaj ellen leghatékonyabban fellépo 15
Streptomyces torzs, a jobb oldali oszlopdiagrammokban pedig a harom teszt gomba faj ellen
leghatékonyabban fellépd 15 Streptomyces torzs szerepel. Piros Streptomyces rimosus K189 és zold
Streptomyces rimosus K145 szinnel a két legszélesebb gatlasi spektrumu torzset emeltem ki.
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4.7. tablazat. A leghatékonyabb antimikrobialis hatasu Streptomyces torzsek eredményeinek Gsszevetése
irodalmi adatokkal. Sziirkével jel6ltem azokat a torzseket, amelyek antimikrobialis képességérdl a
dolgozat elkésziiltéig nem jelent meg irodalmi adat vagy antimikrobidlis hatasa pontosan nem ismert.

Torzs Faj Kisérleti adat Irodalmi adat
54 St.  albidoflavus gomba
236 st albidoflavus baktérium ;raggungélis: Augustine et al., 2005, antimikrobialis: Roy et al
242 St.  albidoflavus baktérium, gomba
202 st albovinaceus baktérium Zﬁflggz)t(l)kum: Macehr & Evans 1987, antifungalis: El-Sayed et
15 St. albus gomba antimikrobialis: Miyazaki et al., 1974
27 St.  antibioticus baktérium antibiotikum: Schimana et al., 2000, antifungalis: Atta, 2010
57 st anulatus baktérium, gomba gratc;glotlkum: Gebhardt et al., 2002, antifungalis: Usuki et al.,
73 St.  baliensis gomba N/A
398 St.  bungoensis baktérium antibiotikum: Cheng et al., 2013
234 St cacaoi baktérium, gomba ;r(l)tc;;mkroblélls: Ebata et al., 1975, antifungalis: Chen et al.,
201 St.  caeruleatus baktérium, gomba antimikrobialis: Zhu et al., 2011
176 St.  caniferus baktérium, gomba antifungalis(?): Pérez et al., 2016
14 St cavourensis baktérium, gomba gratllkz)lotlkum: Nakagawa et al., 1991, antifungalis: Lee et al.,
39 St.  cellulosae baktérium, gomba antimikrobialis: Harrison et al., 1986, Noguchi et al 1988
225 St cinnamonensis baktérium, gomba :Efiggc:)lt:igkum: Pospisil et al., 1987, antifungalis: Mohandas et
204 St cirratus gomba gr(;tllglotlkum: Shiroza et al., 1982, antifungalis: Debnath et al.,
305 St.  coelicoflavus baktérium, gomba antibiotikum(?): Kalyani et al., 2014
53 St.  flavogriseus baktérium, gomba antimikrobialis: pl. Hayashi et al 1982, Zi-han et al 2003
18 St fradiae baktérium ;rétllglotlkum: Kadiri & Yarla 2016, antifungalis: Singh & Rai
100 St.  gibsonii baktérium, gomba kozvetett bizonyitékok: Chen et al., 2016, Shoman et al., 2003
132 St. glomeroaurantiacus  baktérium, gomba N/A
o s aeonmes o
248 St. griseorubiginosus baktérium jal_relltrllijl:cr);E;gnl. Ezaki et al., 1985 antifungalis: Shimizu &
107 St.  halstedii baktérium, gomba antifungalis: Joo 2005
130 St.  halstedii baktérium antibiotikum: Hochstein & Murai 1954
436 St.  hydrogenans gomba antifungalis: Kaur et al., 2016
58 St.  laceyi gomba antifungalis: Park et al., 2007
173 St.  lateritius baktérium antimikrobialis: Gilpin et al., 1988, Zhao et al., 2012
251 St lavendulae baktérium, gomba ?(n;;]l:(;);]z(gg; Balitz et al 1982, antifungalis: Kunihiro &
171 St.  lincolnensis baktérium antibiotikum: MacLeod et al., 1964
144 St luteogriseus gomba eé‘li’ggllg;gaeltlzljl’lliéggng & Ying-Jin 2005, antimikrobialis:
43 St.  microflavus baktérium, gomba antimikrobialis: Ouhdouch et al., 2001
96 St.  minoensis baktérium, gomba antibiotikum: Sun et al., 2016
238 St.  olivaceoviridis gomba antifungalis: Beyer & Diekmann 1985
103 St.  rangoonensis baktérium, gomba N/A
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Torzs Faj Kisérleti adat Irodalmi adat
111 St.  rangoonensis baktérium N/A
145 St rimosus bakteérium, gomba antimikrobialis: Finlay et al., 1950, antifungélis: Waksman et
189 St rimosus baktérium, gomba al., 1952
45 St rishiriensis baktérium :iggglotlkum: Matsumoto et al., 1999, antifungalis: Sugita et al.,
78 St.  sampsonii gomba antifungalis: Jain & Jain 2007
139 st sanglieri baktérium, gomba ggtligiotikum: Holtzel et al 2003, antifungalis: Debnath et al
128 St.  spiroverticillatus baktérium, gomba antibiotikum: Jihani et al., 2012, antifungalis: Chen et al., 2011
117 St.  tanashiensis baktérium antimikrobialis: Johnson & Dietz, 1968
30 St.  tauricus baktérium antibiotikum: Ding et al., 2013
36 St.  turgidiscabies baktérium novényi patogén: Kobayashi et al., 2015
136 St violaceoruber baktérium, gomba Zn()tg)li(e)gillgrgl Snipes et al 1979, antifungalis: Rothrock &
129 St.  violarus baktérium, gomba antimikrobialis: Yoshimoto et al., 1979
331 St.  viridochromogenes baktérium, gomba antibiotikum: Weitnauer et al., 2001
228 St.  viridodiastaticus baktérium, gomba antimikrobialis: El-Nasser et al., 2010

4.5.3. A két antibiotikus hatast méré modszer osszevetése

A 162 vizsgalt torzsbol 50 torzs egyaltalan nem mutatott semmiféle antimikrobidlis hatést
egyik modszerrel sem, 112 torzs mutatott gatlo hatast valamelyik vagy mindkét modszerrel. A
112 torzsbol 78 torzs kizarolag a keresztcsikozasos tesztnél, 9 torzs kizardlag az agardiffazios
tesztnél és 16 torzs mindkét tesztnél kivaltott antimikrobialis hatast (4.8. tablazat). 9
Streptomyces torzs eredményesen lépett fel mindkét moddszer alapjan antimikrobidlis hatést
tekintetében mind a baktériumok mind pedig a gombak egyes képviseldi ellen. Egyediil a St.
rimosus K189 torzs fejtett ki mindkét modszer alapjan hatékony antimikrobialis hatast az Gsszes

tesztszervezet ellen.
4.8. tablazat. A gatlast nem mutato és a 112, antimikrobialis hatast mutato Streptomyces torzsek szama a

két modszer (keresztcsikozasos teszt és agardiffuzios lyukteszt) és a kétféle tesztorganizmus
(baktériumok vagy gombak) szerint csoportositva.

Gatlast Gatlo hatast kifejtett torzsek szama
s | osak csakaz | csak O Mindketts, Mindkettd,  Mindkettd

tr{l utati egyes Osszes egyes a Mindketts, ]'dnsszZs > 1éinssz:s * lénsszZs * | Osszesen

orzse. o R

szama [ baktérium  baktérium | gomba gzzgz egyes baktérium gomba organizmus gatlas
Kereszt-
Keesat g5 29 6 14 6 12 1 8 2 78
hor 28 4 0 30 2 0 0 0 9

1 Z10S

Mindkét _ _ * _ _ _
modszer 12 2 5 9 16
- - - S L - - - 9
OSSZCSCI’I 41 28 43 112

* Nincs kiilon bontva baktériumok és gombak szerint, mert a kétféle modszer szerint tovabb kellene
osztani a tablazatot.

** Az egyéb kategoridba tartozo torzsek eltérd viselkedést mutattak a kétféle modszer alapjan, példaul
az egyik tesznél csak gombara, a masik tesztnél csak baktériumra tudtak hatast kifejteni.
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A két antimikrobidlis tesztben 60 kozos torzs vett részt, igy a korrelacios szamitdsokba is
ekkora elemszamot tudtam felhaszndlni. Az elemzés szerint nincsen Osszefliggés a két
antimikrobialis teszt eredményei kozott (4.9. tablazat), tehat ha egy torzs az egyik teszt szerint
hatékonyan 1ép fel a tesztorganizmusok ellen, a masik teszt szerint nem feltétleniil torténik
gatlas.

4.9. tablazat A két antimikrobialis modszer eredményeinek Osszevetése Spearman-korrelacios
koefficienssel (r). A korrelacids értékeket kiilon szamoltam mindegyik tesztorganizmus ellen mért gatlasi

zondk Osszegeként, illetve kiillon a baktériumok és a gombdk csoportjara Osszegezve. Roviditések:
kereszt= keresztcsikozasos teszt, lyuk= agardiffuzios teszt, n= az elemzésben részt vevo torzsek szama.

Tesztorganizmus valtozd, valtozo, r p n
mind kereszt [mm] Ilyuk [mm] -0.08 0543 60
baktériumok kereszt [mm] lyuk [mm] 0.09 0499 60
gombak kereszt [mm] lyuk [mm] 0.25 0.058* 60

*Ha a két leghatékonyabb (Streptomyces rimosus K145 és K189) torzs kiugré értékeit kivessziik az
adatsorbol, akkor a p érték még magasabb lesz.

A keresztcsikozdsos €s az agardiffuzios eljardsok az igazolt eredmények alapjan tehat
legtobbszor eltérnek egymadstol. Az eltérés és a korrelacid hidnydnak okai feltételezhetéen a
kétféle rendszer eltérd fizikai és kémiai tulajdonsagainak tudhatdk be. A keresztcsikozasos
teszteknél ugynevezett stacioner tenyészetek indukalodtak. A Streptomyces torzsek
tenyészeteinek osztozniuk kell a tapkozeg épitdanyagain a tesztszervezetekkel a kozos élettér
miatt. A sejtek addig hasznaljak fel maximalis sebességgel a rendelkezésre allo tapanyagokat,
mig a tapanyaghiany elkezdi korlatozni a szaporodéasukat, mikdzben rohamosan sziikiil az élettér
is ezzel egy idében. Ez az tgynevezett stacioner vagy vesztegld fazis, melyben a sejtek
csokkentik az anyagcseréjiiket, és lebontjak a nem életfontossagt sejtfehérjéket (KOLTER et al.,
1993). A stacioner fazis gyakran az antimikorbialis anyag termelés fazisa is (GRAMAJO et al.,
1993), atmenet a gyors ndovekedés allapotabdl a stresszre adott valaszallapotba, melynek soran
tobb micélium keletkezik, ennek hatasdra megnovekedik a masodlagos-anyagcserével és a
tapanyagszallitassal 0sszefiiggd gének aktivitasa. Tovabba a legtobb keresztcsikozasos tenyészet

mar a sporaképz6 fazison is tulhaladt, és ilyenkor az antibiotikum termelés mar magasabb szintti

lehet (SCHAEFFER, 1969).

Ezzel ellentétben az agardiffuzios lyuktesztnél az ellenanyagot termeld szervezet nem, csak az
elvalasztott és szlirt formaban 1étez0 masodlagos anyagceseretermék érintkezik a
tesztorganizmussal. Ennek megfeleléen a baktérium térzsek nem kozvetleniil a tesztorganizmus
jelenlétében termelték az esetleges antimikrobidlis terméket, hanem a razatds hatasara tortént ez
meg. Razatas alkalmaval sporaképzés sem torténik (Iégmicéliumok nem differencialoédnak,
viszont a szubsztrat micéliumok gombolyagga tekercselddnek a korkoros mozgast kdvetden,

nincs vagy csak nehezen jon létre differencialodas), ezért tehat az antimikrobialis anyagok
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termelése vélhetden alacsonyabb mértékii, mint a keresztcsikozasos tesztnél. Az agardiffuzids
rendszerben tapasztalt antimikrobidlis reakciokkal tehat azt tudtam ellendrizni, hogy az adott
Streptomyces torzs a tesztorganizmus jelenléte (indukald stressz faktor) nélkiil is képes-e olyan
hatékony antimikrobialis anyagot termelni, amely gatolja az adott tesztorganizmus szaporodasat,

illetve novekedését.

4.6. Antimikrobialis hatas és a biodetoxifikacios vizsgalatok
eredményeinek osszevetése

A ZEA bontasban és detoxifikacioban sikeres St. rimosus K145 torzs a keresztcsikozasos
modszerrel hatékony és széles spektrumtl antimikrobidlis hatast mutatott. A szintén ZEA
bontasban kiemelkedé St. rimosus K189 torzs volt az egyetlen, amely mindkét modszerrel
minden tesztorganizmus ellen gatld hatassal birt. Az AFB1 és ZEA bontasban és
detoxifikacioban hatékony St. cacaoi subsp. asoensis K234 torzs azonban igen alacsony
antimikrobidlis hatast tudott kifejteni. A keresztcsikozdsos tesztnél minimalisan az
antimikrobialis hatasnak megfelelden kifejezetten érzékeny Bacillus subtilis DSM 347 ellen, az

agardiffuzios tesztnél pedig az Aspergillus fumigatus 2233 ellen igazolt kismértékii gatlo hatast.

Lathattuk tehat, hogy a mikotoxinbontasban hatékony torzsek nem feltétleniil fejtenek ki
antimikrobialis hatast. Tovabba szamos torzsrdl kimutattam, hogy eredményesen lép fel a
tesztbaktérium- és gombafajok ellen, viszont nem sziintették meg a bioldgiai hatast. Ezeket a
megfigyeléseket alatamasztottak a korrelacios szamitasok is (4.10. tablazat). A legtobb esetben
nem taldltam korrelaciot a detoxifikacids és az antimikrobidlis tulajdonsagok kozott. Gyakran
talaltam azonban olyan gyenge korrelaciot, melyet a St. rimosus két hatékony antimikrobialis
torzsének kiugrd értékei okoztak, de ez nem bizonyitja az altaldnos korrelaciot a két tulajdonsag
kozott. Az egyetlen, nem a kiugro értékek miatt 1étrejovo erdsen szignifikans Osszefiiggést a
bitoxin kisérlet detoxifikacios eredményei és a keresztcsikozasos modszer Aspergillus fumigatus
2233 tesztorganizmus ellen torténd antimikrobidlis hatas kozott mértem (4.10. tablazat). A
gombaknal fellelheté korrelaciot is az Aspergillus fumigatus értékei okozzak. Ennek értelmében
egy adott torzs minél alacsonyabb genotoxikus- vagy hormonhatast okozott a bitoxin kisérletben,
annal hosszabb gatlasi zonat hozott 1étre a keresztcsikozasos kisérletben az Aspergillus gomba
ellen. Az Aspergillus ellen fellépé gatlo hatas tehat 6sszefiigg a detoxifikacios tulajdonsaggal a

bitoxin rendszer eredményei alapjan.
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4.10. tablazat A detoxifikacios és antimikrobidlis modszerek korrelacios dsszevetése. Kiilon lathatjuk
a keresztcsikozasos és az agardiffiizios lyukteszthez, valamint ezeken beliil a bitoxin és monotoxin
kisérlethez tartoz6 eredményeket. Kiilon vizsgaltam a baktériumok és gombak gatlasi zona Osszegeit.
Roviditések: kereszt= keresztcsikozasos teszt, lyuk= agardiffuzios teszt, n= az elemzésben részt vevo

torzsek szama.

Qo
- ﬁ % Antimikrobialis
Osszevetés S% %1 tesztorganizmus valtozo, valtozo, r p n
- >
5
Baktériumok SOS-Chromo [IF] kereszt [mm]  -0.11 0.3144 92
Baktériumok BLYES [B1%] kereszt [nm]  -0.16 0.1383 92
E Gombak SOS-Chromo [IF] kereszt [mm]  -0.287 0.0059** 92
Detoxifikacid § Gombak BLYES [B1%] kereszt [mm]  -0.361 0.0004** 92
és Aspergillus SOS-Chromo [IF] kereszt [mm]  -0.36 0.0004** 92
keresztcsikozasos .
mo6dszer Aspergillus BLYES [B1%] kereszt [nm]  -0.51  0.0000002** 92
c Baktériumok SOS-Chromo [IF] kereszt [mm] 0.45 0.2298 9
8 Baktériumok BLYES [BI%]  kereszt[mm]  -0.59 0.0916 9
§ Gombak SOS-Chromo [IF] kereszt [mm] 0.07 0.8801 9
E Gombik BLYES[BI%]  kereszt[mm]  -0.13 0.7476 9
Baktériumok  SOS-Chromo [IF] lyuk [nm]  -0.28 0.0297* 60
< Bacillus SOS-Chromo [IF] lyuk [mm] -0.26 0.0461* 60
... 8 Baktériumok BLYES [BI%] lyuk [nm]  -0.05 0.7169 60
Detoxifikacio 5 )
&s Gombak SOS-Chromo [IF] lyuk [mm] 0.07 0.5862 60
agardiffazios Gombak BLYES [BI%] lyuk [mm]  -0.23 0.0812 60
lyukteszt -  Baktériumok  SOS-Chromo[IF]  lyuk[mm]  0.02 0.9628 9
modszer & Baktériumok BLYES [BI%] lyuk [mm]  -0.65 0.0576 9
2 Gombék SOS-Chromo [IF]  lyuk [mm]  -0.04 0.9134 9
= Gombék BLYES [BI%] lyuk [nm]  -0.71 0.0322* 9

*A két hatékony torzs Streptomyces rimosus K145 és K189 eltavolitasakor megsziinik a korrelacio.

**A korrelacio megmarad (p<<0,05) a kiugro értékek (K145 és K189) nélkiil is.
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Uj tudomanyos eredmények:

(4. tézis) A Streptomyces turgidiscabies K36 torzs képes ellenanyagot termelni a Bacillus
subtilis DSM 347 és az Escherichia coli K-12 baktériumfajok ellen, melyet korabbi irodalmi
adatok nem igazoltak.

(5. tézis) A Streptomyces baliensis K73 torzs képes ellenanyagot termelni mindharom
vizsgalt teszt gombafaj ellen (Saccharomyces cerevisiae 1032, Fusarium ploriferatum 5/1,
Aspergillus fumigatus 2233), pedig korabban semmiféle antifungalis hatist nem mutattak
ki vele kapcsolatban.

(6. tézis) A Streptomyces gibsonii K100 a Bacillus subtilis DSM 347, a Fusarium ploriferatum
5/1, és az Aspergillus fumigatus 2233 tesztorganizmusok ellen; a Streptomyces rangoonensis
K103 a Bacillus subtilis DSM 347, az Escherichia coli K-12, a Saccharomyces cerevisiae
1032, a Fusarium ploriferatum 5/1, és az Aspergillus fumigatus 2233 ellen; végiil a
Streptomyces glomeroaurantiacus K132 torzs a Bacillus subtilis DSM 347 és a Fusarium
ploriferatum 5/1 tesztorganizmusok ellen antimikrobialis hatast fejtenek ki, melyekrél
eddig nem szamolt be az irodalom.

(7. tézis) A Streptomyces caniferus K176 torzs antimikrobialis hatast fejt ki a Bacillus
subtilis DSM 347 és az Escherichia coli K-12 tesztbaktérium fajok ellen, pedig eddig csak
gombaellenes hatasat mutattak ki.

(8. tézis) A Streptomyces coelicoflavus K305 torzs hatékonyan gatolja Saccharomyces
cerevisiae 1032 éleszto torzset, pedig eddig csak antibakterialis hatasat igazoltak.

(9. tézis) A korrelaciés szamitasok alapjan megallapithat6, hogy a Streptomyces torzsek
detoxifikacios és antimikrobialis hatasa kozott nincsen osszefiiggés. Egyetlen kivétel ezalol
a vizsgalt torzsek ZEA és AFB1 egyiittes detoxifikacios tulajdonsaga, valamint az
Aspergillus fumigatus 2233 ellen torténé gatlo hatas pozitiv korrelacioja, melyet a bitoxin
kisérlet adatai alapjan bizonyitottam.
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5. KOVETKEZTETESEK, JAVASLATOK

A Streptomycetales rendbe tartozé Streptomyces nemzetség eddig féleg antimikorbialis hatasa
szerek termelésérdl ismert prokariota (baktérium) csoport volt (WATVE et al., 2001, DE LIMA
PROCORPIO et al., 2012). A kornyezeti elemekb6]l mara mar szamos torzsiiket azonositottak és
nagyrészt antimikrobidlis tulajdonsagaikat elemezték. A tObbnyire talajlaké és rendkiviil
valtozatos biokémiai tulajdonsagokkal bird csoport biodegradacié terén hasznosithatd funkcioi
azonban még jorészt feltaratlanok maradtak. Vizsgalataimmal 380 Streptomyces torzs tobb fazist
elemzését végeztem el, melynek sordn genotipizaltam Oket. A Streptomyces gyiijtemény 16S
rDNS szekvenciai koziil a dolgozatom elkészitésének idépontjaban 287 db-ot a NCBI GenBank
adatbazisban szabadon hozzaférhetévé tettem (azonositdo kodok: MF860423-t61 MF860709-ig).
Megvizsgaltam a torzsek AFB1 ¢és ZEA mikotoxinbontd és biodetoxifikacidos képességét,

valamint antimikrobialis hatdsat.

A két vizsgalt mikotoxin a természetben gyakran egylittesen fordul eld, ezért eldzetesen egy
bitoxin bontasi kisérletet végeztem el. Ennek soran kiszelektaltam tiz olyan Streptomyces torzset,
melyek a toxinok egyiittes jelenléte esetében hatékonyan detoxifikaltdk az AFB1 és ZEA
vegyiileteket. A bontasi és detoxifikacios képességet megerdsitendd, ezeket a torzseket
monotoxin bontasi kisérletben is megvizsgaltam. Ennek soran harom t6rzs esetében igazoltam,
hogy képesek a biologiai hatds megsziintetésére. A bitoxin kisérletnél pozitivan korrelalt a két
mikotoxinra vonatkoz6 detoxifikacids képesség, ezt azonban a monotoxin rendszerben mar nem
tapasztaltam. A két kisérlet eltéré eredményei feltételezhet6en arra vezethetdk vissza, hogy a
mikotoxinok eltéré6 moddon miikddhetnek egymas jelenlétében. A kiilonb6zé mikotoxinok
kolcsonhatasba Iépve egymassal erdsithetik, de akar gyengithetik is a toxikus vagy hormonalis
hatasukat a koncentracidjuk fliiggvényében (TAJIMA et al., 2002). Lehetséges indoklas lehet
még, hogy a kiillonbozd toxinmolekuldk hasonldé metabolikus utakat aktivalhatnak a bontd
baktérium enzimrendszerében, ami serkentheti a bontast a tobbféle toxin jelenlétében. Ezt a
feltételezeést erdsiti meg, hogy csak a bitoxin rendszerben taldltam pozitiv korrelaciot a két
mikotoxin detoxifikacios eredményei kozott. A bontdsban szerepld enzimek és génexpresszidjuk

vizsgalata azonban tulmutat disszertaciom célkitlizésein.

Mind az AFB1, mind a ZEA mikotoxin individualis bontasanal azt tapasztaltam, hogy tobb
torzs volt képes degradalni a toxinok molekulait, de a biologiai hatasvizsgalé modszerek alapjan
ezek koziil csak néhany volt képes a toxinok karos (genotoxikus, illetve hormon-) hatasat is
megsziintetni, vagyis biodetoxifikalni azokat. A biotechnologiai felhasznalashoz azonban nem

elég a molekula-szerkezet bontdsanak igazoldsa, mivel a reakciok soran metabolitok
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(bomlastermékek) keletkezhetnek, melyek akar az anyavegyiiletnél erésebb toxikus hatast is
képesek el6idézni (MISHRA és DAS, 2003). Kisérleteimben az AFB1 mikotoxint egyetlen torzs,
a St. cacaoi spp. asoensis K234 volt képes nagy hatékonysaggal bontani, illetve a biologiai hatast
megszintetni. Utobb emlitett torzs atfedést mutatott a két mikotoxin bontasi hatékonysagaban,
ugyanis a ZEA mikotoxin molekulat is kiemelkedé mértékben tudta in vitro eltavolitani, a
hormonhatasat azonban nem sziintette meg maradéktalanul. A ZEA bontasanal a St. rimosus faj
K145 ¢és KI189 torzsei bizonyultak a leghatékonyabbnak, mivel a mikotoxin molekula

nagymértékii bontasa mellett a bioldgiai (6sztrogén) hatést is megsziintették.

A fentieknek megfelelden igazoltam, hogy a magas bontési hatékonysag mellett vizsgalni kell
a rendszerben a bontas utdn visszamaraddé mérgez0 anyagok altal okozott genotoxikus és
hormonhatas valtozasokat is. A biodegradacios folyamatok mellett tehat sziikséges a bioldgiai

hatasok nyomon kovetése is (CSERHATI et al., 2013).

Szamos Streptomyces torzset alkalmaznak a gyogyszeriparban nagymértékii antibiotikus
hatasuk miatt (HASHIMOTO et al., 2011). Tovabbi vizsgalataim ezen hatasuk elemzését
céloztdk meg, és az eredmények alatdmasztottak, hogy sok sugargomba torzs hatékonyan 1ép fel
a kiilonbozd mikroba szervezetek ellen, illetve szaporodasukban gatoljak azokat. Dolgozatomban
két modszerrel, keresztcsikozassal és agardiffuzios lyukteszttel vizsgéaltam a torzsek inhibicios
hatasat. Ezekkel a mikrobiologiai tesztekkel tobb oOlyan torzset vontam kisérletbe, melyek
antimikrobialis hatdsat mar korabban is kimutattdk, de elemzésre keriiltek olyanok is, melyekrdl

e képességet szakirodalom még nem emlitett.

Az antimikrobidlis hatds kimutatasara iranyuld keresztcsikozasos és agardiffiizios kisérlet
soran Osszesen 41 torzs csak a baktériumok ellen, 6sszesen 28 torzs csak a gombak ellen, és 43
torzs mindkét csoport ellen fellépett. Koziiliik is kimagasld eredménnyel a St. rimosus K145 és
K189 jelli torzsei szerepeltek, melyek az Osszes vizsgalt tesztorganizmust gatoltdk a
novekedésben. Emellett kiemelném a St. cinereoruber K236, a St. albidoflavus K242 ¢és a St.

lavendulae K251 torzsek széles spektrumu antimikrobialis hatasat.

Szamos olyan fajt vizsgaltam azonban, amelyek antimikrobialis hatasat az irodalmi adatok
alapjan korabban nem irtak le. Ilyenek példaul a St. turgidiscabies K36 torzs és a St. baliensis
K73 torzs, melyeknek baktérium- illetve gombafajok elleni hatasat eddig nem mutattak ki. Eddig
nem ismert moédon, baktérium- és gomba tesztorganizmusok ellen is antibiotikus hatast igazoltak
a St. rangoonensis K103 és K111, a St. gibsonii K100, a St. glomeroaurantiacus K132, a St.
caniferus K176 ¢s a St. coelicoflavus K305 torzsek.

A Streptomyces torzsek detoxifikacios €s antimikrobidlis tulajdonsaga kdzott ugyan nem volt

kimutathatd koézvetlen Osszefliggés, a nemzetség antimikrobialis hatasa azonban
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megkérdojelezheti a torzsek mikotoxinok elleni bioremediacios felhaszndlésat, hiszen a
Streptomyces baktériumok altal a kornyezetben kifejtett gatld hatds humanegészségiigyi- ¢és
kornyezetbiztonsagi kérdéseket vethet fel. A két kiilonbozd vizsgélati cél (biodetoxifikacio és
antimikrobialis hatds) Osszesithetd eredménye alapjan a kiemelkedd AFB1 biodetoxifikalo St.
cacaoi subsp. asoensis K234 torzs a keresztcsikozasos tesztnél minimalisan a Bacillus subtilis
DSM 347 ellen, az agardiffiizios tesztnél pedig az Aspergillus fumigatus 2233 ellen fejtett ki
enyhe gatld hatast. A fajnak azonban mas irodalmi adatok alapjan (EBATA et al., 1975; CHEN
et al., 2009) hatékonyabb és szélesebb spektrumt antimikrobialis hatasa van. Példaul gatlo

hatassal volt egy antibiotikum rezisztens Staphylococcus aureus torzsre (EBATA et al., 1975) is.

Emellett a ZEA-bontasban paratlan hatasa St. rimosus K145 és K189 torzsek az
antimikrobialis anyagok termelésében is kiemelkedtek. A tesztorganizmusként hasznalt
baktérium- és gombatdrzsek mindegyike ellen ugyanis hatékonyan Iéptek fel, mindkét
antimikrobidlis vizsgalat eredményei alapjan. A biodetoxifikaciéra igazoltan alkalmas
Streptomyces torzsek in vivo felhasznalasa humanegészségiligyi kockazattal jarhat, igy a
kovetkezd 1épés azon enzimek meghatdrozdsa és izoldlasa lehet, amelyek a mikotoxinok

lebontasaban bizonyitottan részt vesznek.

A biodegradacios tulajdonsagok jovébeni (bioremediacios) alkalmazasa tovabbra is az adott
torzs antimikrobialis képességének is fliggvénye. Hiszen barmilyen jo degradacios képességgel
rendelkezik is, egy széles spektrumu, hatékony antimikrobidlis hatdssal rendelkezd torzset
kockézatos kijuttatni a kornyezetbe, mivel megbolygathatja a természetes mikrobiotat (DING és
HE, 2010), illetve rezisztenciat indukalhat. Az antimikrobialis hatas és a rezisztencia terjesztés
kockazatanak csokkentése érdekében a baktérium torzsek in vivo felhasznalasa helyett javaslom
az altaluk termelt mikotoxin bontd enzimeket felhasznalni. Az enzimeket nagy mennyiségben,
fermentacids uton, laboratériumi koriilmények kozott lehet termeltetni, majd kivonni és

tisztitani, végiil célzottan felhasznalni.

Javaslom a gylijteményben szerepld torzsek fenntartasat €s azok biokémiai aktivitdsanak
megorzését annak érdekében, hogy el lehessen végezni a még hatra 1évd biodegradacios €s
antimikrobialis kisérleteket. Ehhez elengedhetetleniil sziikséges a tarolhatosag id6tartamanak és
megfeleld koriilményeinek meghatdrozasa, illetve optimalizalasa. Ezért javasolt taptalaj
optimalizalasi kisérletek elvégzése, a megfeleld szén- és nitrogéntartalom aranyanak, valamint a

kedvezod pH tartomany meghatarozasa.

A WHO jelentése alapjan a tobbek kozott karbapenem rezisztens Pseudomonas aeruginosa a
vilag antibiotikum rezisztencidjanak egyik legnagyobb ma ismert probléméja. Ennek megel6zése

¢és terjedése érdekében fontos lenne 1j antibiotikumok kifejlesztése. Az altalam hasznalt
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Pseudomonas aeruginosa P18 t6érzs ugyan nem volt karbapenem rezisztens, de mivel a St.
rimosus K145 és K189 torzsek gatlo hatast fejtettek ki ellene, javaslom tovabbi kisérletek
elvégzését karbapenem rezisztens kornyezeti, illetve klinikai Pseudomonas aeruginosa

1zolatumok felhasznalasaval.

A torzsek biotechnologiai céli alkalmazhatosdgan beliill olyan fermentacios eljarasok
kifejlesztését tartanam okszerlinek, amely a bontasért felelds enzimeket képes feltdrni és
felszaporitani, hogy az enzim(ek)et felhasznalva eléremozdithassuk a mikotoxin mentesitési
torekvéseket. Egy adott torzs hatékony enzimének mads, antimikrobialis hatidssal nem biro,
genetikailag modositott baktériummal vald termeltetése biztonsdgos megoldast jelenthet a
mikotoxinok elleni fellépésre. A Streptomyces-ek esetében az antibiotikum termelés esetén
haszndlnak ilyen eljarasokat, igy azok adaptalasa enzimek kinyerésére is alkalmazhato
modszernek bizonyulhat. Mivel azonban a génmodositott szervezetek in vivo felhasznalasa csak
korlatozott mértékben lehetséges, ezen szervezetek alkalmazésat is csak enzimek termeltetéséhez

javaslom.

Az enzimtermeltetés szempontjabdl tovabbi fontos informacié egy baktérium torzsrol, hogy a
mikotoxin bonté tulajdonsag a baktérium faji jellemzdje-e, tehat eredeti DNS-ében kodolt, vagy
az élohelyén, akar plazmid Utjan szerzett tulajdonsdg. Az AFB1 ¢és a ZEA bontasaval
kapcsolatban is kimutattak mar, hogy a bontd enzimeik a vizsgalt (nem Streptomyces) torzsek
DNS-ében kodoltak (pl. AFB1: ZHAO et al., 2011; ZEA: YU et al., 2012, TAKASHI-ANDO et
al., 2002). Egy Pseudomonas torzs esetében azonban mar észlelték plazmidon kodolt enzimek
ZEA bontasat (ALTALHI, 2007). A fentiek azonban nem szolgaltatnak elegendé bizonyitékot
arra, hogy a Streptomyces torzsek toxinbontd képessége a torzsek eredeti, DNS-ben kodolt

tulajdonsagai vagy az eredeti é16helyiikon végbement, plazmidhoz kotheté génatvitel eredménye.
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6. OSSZEFOGLALAS

Napjaink egyik jelentds kihivasa az antropogén eredetii kémiai és bioldgiai szennyezések
megsziintetése a kornyezetben. A kornyezeti problémdk orvoslasira szamos karmentesitési
modszer 1étezik, tobbek kozott a bioremediacio, melynek soran a szennyezd anyagokat biologiai
uton torténd Aatalakitassal, teljes vagy részleges bontassal tavolitjak el. A baktériumok és
mikroszkopikus gombak a leggyakoribb szerepldi a bioremediacios eljarasoknak. A kockazatos
anyagok bontasanal azt is fontos vizsgalni, hogy az anyag koncentracid csokkenése soran
megsziinjon annak mérgezd hatdsa, hiszen sok esetben az ilyen anyagok bomléstermékei is
toxikusak. Egyes baktériumtorzsek ugyan képesek valamilyen kornyezetre artalmas toxikus
anyag bontasara, de nem feltétleniil alkalmazhatdéak biodegradacids feladat ellatasara, mivel
példaul antimikrobialis anyagot termelhetnek. Doktori munkam soran egy 494 tagbol (foként
Streptomyces nemzetségbdl) allo  torzsgylijtemény tagjaibol 407-et revitalizaltam és
taxonomiailag identifikdltam molekuldris biologiai mddszerekkel. A dolgozatom elkészitésének
idépontjaban 287 db-ot a NCBI GenBank adatbazisban szabadon hozzaférhetévé tettem. A 123
Streptomyces fajbol allo torzsgytijtemény tagjai kozil 124 darab térzs aflatoxin-B1l (AFB1) és
zearalenon (ZEA) mikotoxin biodegradaciés ¢€s biodetoxifikacidos képességét vizsgaltam
immunanalitikai és biologiai hatdsmérd modszerekkel. Végiil az identifikalt torzsek
antimikrobidlis hatdsat ellendriztem hat tesztorganizmussal (harom baktérium- ¢és harom

mikroszkdpikus gombafajjal) szemben.

A fentiek mellett meghataroztam a Streptomyces torzsek hémérséklet optimumat, illetve
regisztraltam fenotipusos megjelenési formdjukat (pl. a telep szine, feliileti morfoldgiaja,
sporatermelés). Az esetleges ndvekedési formakrol fotddokumentécio is késziilt. A megjelenési
forma vizsgalatai alapjan a legtobb torzs névekedést mutatott a vizsgalt hdmérsékleteken (24, 28
¢és 45°C-on), tovabba gyakran tapasztaltam pigmentképzést és sporatermelést.

A gylijtemény tagjainak mikotoxin AFB1 és ZEA bontési képességét ugy vizsgaltam, hogy a
fennmaradé hormon- illetve genotoxikus hatast pedig biologiai hatasméré tesztekkel
ellendriztem. A magas bontasi hatékonysag mellett ugyanis vizsgalni kell a rendszerben a bontas
utan visszamaradd mérgezd anyagok altal okozott genotoxikus hatasokat ¢s ED hatdsok miatt
bekovetkezd valtozasokat is. A mikotoxin bontasi kisérleteknél azt tapasztaltam, hogy tobb torzs
volt képes degradalni a toxinok molekulait, de a biologiai hatasvizsgaldé modszerek alapjan ezek
koziil csak néhany torzs volt képes a genotoxikus vagy hormonhatdst is megsziintetni. A

biodegradacids folyamatokat kovetden tehat feltétleniil sziikséges a bioldgiai hatdsok nyomon
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kovetése is. A 124 torzs vizsgalata alapjan a K234 jelti St. cacaoi subsp. asoensis toérzs bontotta
hatékonyan az AFB1 mikotoxint, tovabba a bioldgiai hatasmérd teszt alapjan a genotoxikus
hatast is megsziintette. A ZEA-t a leghatékonyabban bont6 torzsek koziil a St. rimosus K145 ¢és
K189 jelii torzsek a ZEA mikotoxin hormonhatasat is megsziintették. A kisérleteim soran
hatterében valdban biodegradacio all. Az elolt sejtekkel végzett kisérleteim alapjan azonban
megallapitottam, hogy a St. cacaoi subsp. asoensis K234-es torzsnél torténé hormonhatas

csokkenés jelentds részben a ZEA sejtfelszini megkotddésnek tudhato be.

A Streptomyces nemzetség szamos képviseldje képes hatékony antibiotikum szarmazékokat
eldallitani. A torzsek antimikrobidlis hatasanak vizsgalatat keresztcsikozdsos teszttel és
agardiffiizids lyukteszt modszerekkel végeztem el. A torzsgyiijtemény antimikrobidlis hatast
vizsgalod kisérlete szamos torzsrdl bebizonyitotta, hogy géatld hatast fejtettek ki a teszt baktérium-
¢s gomba fajokkal szemben. Szamos Streptomyces fajrdl els6ként regisztraltam antimikrobialis
hatast, melyrdl az irodalom nem tesz emlitést. A mikotoxin bontasi kisérletekben hatékony ZEA-
bontd St. rimosus K145 és K189 torzsek kiemelked6 antimikrobialis hatast mutattak. A hatékony
ZEA és AFB1-bonto St. cacaoi subsp. asoensis K234 torzs viszont alacsony gatlo hatast fejtett ki

a tesztorganizmusokkal szemben.

A Streptomyces torzsek antimikrobialis tulajdonsdga megkérddjelezheti a torzsek
mikotoxinok elleni bioremediacidoban torténd felhasznalasat (inokulumként), hiszen ez a gatld
hatas tovabbi human- és kornyezetbiztonsagi kérdéseket vethet fel. Ez alapjan az izolalt és
hatékonyan degradald Streptomyces torzsek jovébeni bioremedidcids alkalmazasa részben az
adott torzs antimikrobialis képességének fliggvénye. Az antimikrobidlis hatas és a rezisztencia
terjesztés kockazatanak csokkentése érdekében a baktérium torzsek in vivo felhasznalasa helyett
az altaluk termelt bontd enzimek felhasznaldsa javasolt. A torzsek biotechnologiai célu
alkalmazhatdsdgan belill olyan fermentacids eljarasok kifejlesztését is javasolnam, amely a
bontasért felelés enzimeket képes feltarni és felszaporitani, eléremozditva a mikotoxin

mentesitési torekvéseket.
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7. ENGLISH SUMMARY

Nowadays, one of the most challenging goals is to eliminate anthropogenic chemical and
biological contaminations of the environment. A solution of this problem could be
bioremediation, which is an activity, whereby pollutants are biologically transformed with
complete or partial degradation. Bioremediation methods usually use bacteria and microscopic
fungi for biological transformation. During degradation of hazardous materials, besides reducing
concentration of pollutants, it is also important to consider their toxicity, since in many cases
degradation products are also toxic. Although some bacterial strains are able to degrade harmful
and toxic materials, they may not be suitable for bioremediation activities as they produce for
instance antibiotics. During my research work, from 494 members of a strain collection
consisting of 407 mainly Streptomyces strains were revitalized and identified taxonomically with
molecular biology methods. As a result of the identification the revitalised collection contains
123 different Streptomyces species. Aflatoxin-B1 (AFB1) and zearalenone (ZEA) degradation
and detoxification ability were investigated for 124 members of the strain collection identified as
Streptomyces with immunanalytical methods and with monitoring biological effects. Finally,
antimicrobial potential was studied for the identified strains against six test organisms (three

bacteria and three microscopic fungi species).

Also | defined their temperature optimum and registered their phenotypic appearance (eg colony
color, surface morphology, spore production). Photographic documentation of their growth form
was made. During investgation of growth forms, most of the strains could grow on the different
temperatures (at 24, 28 and 45°C) we set, also in many cases | could identify pigment formation

and spore production.

After biodegradation experiment, degradation and detoxification abilities of the strains for
aflatoxin-B1 (AFB1) and zearalenone (ZEA) were investigated by measuring the concentration
of toxic molecules with ELISA test, and by testing remaining hormone and genotxic effects with
bioassays. In addition of high degradation efficiency, the remaining elements’ genotoxic effects
and changes due to ED effects should also be investigated. In mcototxin degradation
experiments, basesd on biological impact assessment methods, | found that several strains were
abel to degrade the toxins, but only a few of them were capable of eliminating the genotoxic or
hormonal effects. According to these findings it is necessary to monitor the biological effects
after biodegradation methods. Based on the biodetoxification results of the investigated 124
strains, strain K234 St. cacaoi subsp. asoensis was capable fo effectively degrade AFB1

mycotoxin as well as eliminting the genotoxic effect according to biological impact tests. The
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most effective degradation of ZEA were shown by strains St. rimosus K145 és K189, which
strains also abolished the hormonal effects. Durng my experiments | have also proved that the
decrease in toxin concentration is due to bidegradation on fact. | also proved based on mortified
cell studies that in case of St. cacaoi subsp.asoensis K234 decreasing hormonal effects was

mainly due to the cell surface binding of ZEA.

Many of the Streptomyces genus members are able to produce effective antibiotic derivates.
These effects of the different strains were investigated with cross-dressing tests and diffusion
hole test methods. In antimicrobial experiments | found that many members of the strain
collection were able to have inhibitory effects on the test bacteria and fungi. In many cases of
collection member Streptomyces species, the presence of antimicrobial effects was registered
first, which were not published before. Strains St. rimosus K145 és K189 that were effective in
ZEA degradation have shown an outstanding capability of antimicrobial effect. Although the
good ZEA and AFB1 degrading strain St. cacaoi subsp. asoensis K234 has shown poor

capability of inhibitory effects against the test organisms.

The antimicrobial properties of Streptomyces may rise questions about the use of these strains in
bioremediation thechiques against mycotoxins (as an inoculum), as their inhibitory effect may
cause additional public health and environmental issues. Therefore, the biaodegradation use of
the isolated Streptomyces strains that are capable of effectively degrading mycotoins is partly
dependent on their antimicrobial ability. In order to reduce the human health risk of
antimicrobial activity and resistance distribution, instead of using bacterial strains in vivo, it is
recommended to use the produced decomposing enzymes instead. | also would like to propose
the development of fermentation processes for the biotechnology applications of the strains, that
can detect and propagate the enzymes responsible for digestion, enhancing the mycotoxin

discharge aspirations.
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MELLEKLET 2.

Az identifikalt Streptomyces torzsek nevei és a fajokhoz tartoz6 térzsek szama.
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% © X ©
&5 g
Identifikalt faj ‘2 & Identifikalt faj 2
Streptomyces cyaneofuscatus 16  Streptomyces marokkonensis
Streptomyces anulatus 12 Streptomyces microflavus
Streptomyces zaomyceticus 12 Streptomyces mutabilis
Streptomyces galilaeus 11  Streptomyces phaeochromogenes

Streptomyces flaveolus
Streptomyces althioticus
Streptomyces ciscaucasicus
Streptomyces brevispora
Streptomyces seoulensis
Streptomyces setonii
Streptomyces spiroverticillatus
Streptomyces tanashiensis
Streptomyces thermocarboxydus
Streptomyces albidoflavus
Streptomyces canus
Streptomyces exfoliatus
Streptomyces flavovirens
Streptomyces rubrogriseus
Streptomyces atroolivaceus
Streptomyces cacaoi subsp. cacaoi
Streptomyces cellulosae
Streptomyces drozdowiczii
Streptomyces finlayi
Streptomyces mutomycini

Streptomyces sanglieri

Streptomyces violaceolatus
Streptomyces viridochromogenes
Streptomyces xanthophaeus
Streptomyces diastaticus
Streptomyces glomeroaurantiacus
Streptomyces halstedii
Streptomyces hydrogenans
Streptomyces olivaceoviridis
Streptomyces rimosus
Streptomyces rishiriensis
Streptomyces rubiginosohelvolus
Streptomyces albogriseolus
Streptomyces albus subsp. albus
Streptomyces bobili
Streptomyces cinereorectus
Streptomyces flavogriseus
Streptomyces gardneri
Streptomyces globisporus
Streptomyces humidus
Streptomyces matensis
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Streptomyces phaeoluteigriseus
Streptomyces pilosus
Streptomyces rangoonensis
Streptomyces tendae
Streptomyces violaceoruber
Streptomyces violaceus
Streptomyces violarus
Streptomyces yanii
Streptomyces yokosukanensis
Streptomyces albovinaceus
Streptomyces albus
Streptomyces antibioticus
Streptomyces avidinii
Streptomyces baarnensis
Streptomyces badius
Streptomyces baliensis
Streptomyces caeruleatus
Streptomyces caniferus
Streptomyces cavourensis
Streptomyces cinereoruber
Streptomyces cinereoruber subsp.
fructofermentans
Streptomyces cirratus
Streptomyces coelescens
Streptomyces collinus
Streptomyces decoyicus
Streptomyces flavidovirens
Streptomyces flavolimosus
Streptomyces fulvorobeus
Streptomyces gancidicus
Streptomyces geysirinesis
Streptomyces gibsonii
Streptomyces gougerotii
Streptomyces griseoaurantiacus
Streptomyces griseobrunneus
Streptomyces intermedius
Streptomyces kanamyceticus
Streptomyces lateritius
Streptomyces lincolnensis
Streptomyces litmocidini
Streptomyces lohii
Streptomyces longwoodenesis
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Identifikalt faj Identifikalt faj !
Streptomyces prasinus 3  Streptomyces minoensis 1
Streptomyces umbrinus 3  Streptomyces niveus 1
Streptomyces albolongus 2 Streptomyces omiyaensis 1
Streptomyces atratus 2 Streptomyces phaeofaciens 1
Streptomyces aureus 2 Streptomyces phyllosphaerae 1
Streptomyces bottropensis 2 Streptomyces prunicolor 1
Streptomyces bungoensis 2 Streptomyces rutgersensis 1
Streptomyces cacaoi subsp.asoensis 2 Streptomyces sampsonii 1
Streptomyces cinnamonensis 2 Streptomyces spectabilis 1
Streptomyces coelicoflavus 2 Streptomyces speiboane 1
jf;e;igz); ces diastaticus subsp. 2  Streptomyces sporoverrucosus 1
Streptomyces djakartensis 2 Streptomyces tauricus 1
Streptomyces europaeiscabiei 2 Streptomyces turgidiscabies 1
Streptomyces fradiae 2  Streptomyces vinaceus 1
Streptomyces griseorubiginosus 2 Streptomyces violaceorubidus 1
Streptomyces griseus subsp. griseus 2 Streptomyces violascens 1
Streptomyces heliomycini 2 Streptomyces viridodiastaticus 1
Streptomyces laceyi 2  Streptomyces wedmorensis 1
Streptomyces lavendulae 2 Streptomyces xanthochromogenes 1
Streptomyces luteogriseus 2
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MELLEKLET 3.
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A 380 Streptomyces torzs kiilonbozé homérsékleti értékeken, kétféle kozegben (szilard, illetve

folyékony GYM taptalajon) mutatott ndvekedése, tovabba a pigmenttermelése €s telepszine
szilard taptalajon, valamint a spératermelése lathatd. Jelmagyardzat: N/A=nincs adat,
novekedés:(-) nincs; (-+) gyenge; (+) normal; (++) jo; (+++) rendkiviil jo; (p)= pigmenttermelés,

(F=fert6zott, vagy nem homogén).

w

o folyékony tapleves pigment- %
o ) o . szilard taptalaj (GYM) (GYM) termelés ) g
8 identifikalt faj g o g o g g szilérd telepszin %
2 8 B Bl R OB B tptaljon S
w

K2 Streptomyces heliomycini N/A . - N/A N/A  N/A z6ld barnds-szurkés van
K5 Streptomyces fradiae N/A - N/A N/A  N/A pirosas barnas-szirkés van
K6 Streptomyces laceyi N/A v - N/A N/A  N/A nincs barnas-szirkés van
K8 Streptomyces lavendulae N/A ++ - N/A N/A  N/A nincs barnas-szirkés nincs
K9 Streptomyces albidoflavus N/A +H+ - N/A N/A  N/A nincs barnds-sziirkés van
K14 Streptomyces cavourensis N/A e - N/A N/A  N/A nincs barnds-sziirkés van
K15 Streptomyces albus N/A e - N/A N/A  N/A nincs barnds-sziirkés van
K18 Streptomyces fradiae N/A e - N/A N/A  N/A nincs barnds-sziirkés van
K20 Streptomyces zaomyceticus N/A + - N/A N/A  N/A barna barnds-szuirkés van
K21 Streptomyces cellulosae N/A - - N/A N/A  N/A nincs barnas-szirkés van
K22 Streptomyces phyllosphaerae N/A + - N/A N/A  N/A barna barnas-sziirkés van
K23 Streptomyces olivaceoviridis N/A ++ - N/A N/A  N/A nincs barnas-szirkés van
K25 Streptomyces djakartensis ++ ++  N/A -+ +H + nincs barnas-sziirkés van
K26 Streptomyces albidoflavus ++ +++  N/A + -+ - sargas barnas-sziirkés van
K27 Streptomyces antibioticus et +++  N/A -+ ++ - barna barnas-sziirkés van
K28 Streptomyces galilaeus et +++  N/A -+ ++ - sotétbarna barnas-sziirkés nincs
K29 Streptomyces zaomyceticus it - N/A - - -+ vildgosbarna barnds-szurkés van
K30 Streptomyces tauricus + -+ N/A -+ ++ -+ barna barnds-szuirkés van
K31 Streptomyces olivochromogenes ++ + N/A -+ -+ -+ barna barnds-szuirkés van
K32 Streptomyces tanashiensis 4+ +++ N/A + ++ ++ nincs barnds-szuirkés van
K35 Streptomyces albovinaceus - +++  N/A -+ -+ -+ sdrgds-barna barnas-sziirkés nincs
K36 Streptomyces turgidiscabies et ++  N/A ++ - + barna barnas-sziirkés van
K37 Streptomyces cacaoi subsp.asoensis ++ ++ - ++ ++ - barna barnas-sziirkés van
K38 Streptomyces gardneri ++ ++ - ++ + - aranybarna barnas-sziirkés nincs
K39 Streptomyces cellulosae - + - - + - nincs barnas-sziirkés nincs
K40 Streptomyces mutomycini + + - ++ + - nincs barnds-szuirkés van
K41 Streptomyces viridochromogenes et et - ++ ++ - sarga barnas-sziirkés van
K43 Streptomyces microflavus et et - ++ + - nincs barnas-sziirkés van
ka4 Streptomyces gancidicus + o ++ ++ - rozsdabarna barnas-sziirkés van
K45 Streptomyces rishiriensis ++ et - ++ ++ - nincs barnas-sziirkés nincs
K46 Streptomyces thermocarboxydus ++ o + - - sarga barnas-sziirkés van
K47 Streptomyces europaeiscabiei ++ + - + + - sargas-barna barnas-sziirkés van
K49 Streptomyces griseobrunneus ++ . - ++ e - nincs barnas-szuirkés van
K50 Streptomyces globisporus ++ ++ - -+ + - nincs barnas-szuirkés van
K51 Streptomyces lohii + et - - - - barna barnas-szuirkés van
K52 Streptomyces microflavus ++ ++ - ++ - - sargas-zoldes barnas-szuirkés van
K53 Streptomyces flavogriseus ++ et - -+ - - z6ldes-barna barnas-sziirkés van
K54 Streptomyces albidoflavus ++ ++ - ++ - - sarga barnas-sziirkés nincs
K56 Streptomyces avidinii + + - -+ - - barna barnas-sziirkés van
K57 Streptomyces anulatus ++ ++ - -+ -+ - z6ldes-sarga barnas-sziirkés van
K58 Streptomyces laceyi + + - -+ - - z6ldes-sarga barnas-sziirkés van
K59 Streptomyces niveus - -+ - - - - nincs barnas-sziirkés nincs
K68 Streptomyces anulatus ++ ++ - ++ ++ - nincs sargas van
K73 Streptomyces baliensis + + - ++ ++ - nincs sargas van
K74 Streptomyces gougerotii + ++ - ++ + - nincs barnas-sziirkés van
K75 Streptomyces rutgersensis + ++ - ++ + - nincs barnas-sziirkés van
K76 Streptomyces flavolimosus et et - ++ ++ ++ nincs barnas-sziirkés van
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K80 Streptomyces halstedii ++ ++ - ++ + - nincs barnas-sziirkés nincs
K86 Streptomyces flavogriseus ++ + - ++ ++ - z0ldes-sziirkés barnas-sziirkés van
K87 Streptomyces flavogriseus +H+ o ++ +Ht nincs barnas-sziirkés van
K88 Streptomyces thermocarboxydus e o ++ o nincs sargas van
K89 Streptomyces thermocarboxydus ++ o ++ o nincs sargds-barna nincs
K91 Streptomyces zaomyceticus e et - et +H - sargas barnas-sziirkés van
K92 Streptomyces thermocarboxydus + o ++ ++ ++ nincs sdrgas-rozsaszin nincs
K93 Streptomyces albus subsp. albus - o - + ++ nincs barnas-sziirkés van
K94 Streptomyces thermocarboxydus + o +++  ++  sargds (44°C) z6ldes-szirke van
K95 Streptomyces globisporus + o + ++ + nincs sargas nincs
K96 Streptomyces minoensis + et - et ++ - nincs barnds-szuirkés nincs
K98 Streptomyces thermocarboxydus ++ b R o barna (24°C) sargas-barna(28°C)  van
K100  Streptomyces gibsonii - - - ++ ++ ++ nincs nincs nincs
K101  Sterptomyces wedmorensis Ee ++ - ++ + - nincs sdrgas van
K102  Streptomyces olivochromogenes ++ et - et +H - nincs sziirkés(24°C) van
K103  Streptomyces rangoonensis - + +++ - + ++ nincs sargas van
K104  Streptomyces mutomycini ++ et - ++ ++ - nincs sargas van
K105  Streptomyces albus subsp. albus - o - - + nincs sargas van
K106  Streptomyces rubiginosohelvolus ++ et - et + + nincs sargas van
K107  Streptomyces halstedii ++ ++ - et ++ - nincs sarga van
K108  Streptomyces cyaneofuscatus ++ ++ - ++ + - nincs z6ldes-sarga van
K109  Streptomyces xanthochromogenes - - - - + - nincs nincs nincs
K110  Streptomyces rubiginosohelvolus ++ et - ++ ++ - nincs sdrgas van
K111  Streptomyces rangoonensis ++ ++ - - - - nincs sargas van
K112  Streptomyces rubiginosohelvolus ++ ++ - + ++ - nincs sargas van
K113  Streptomyces violascens + + - - - - nincs fényes sarga nincs
K114  Streptomyces tanashiensis e et - ++ ++ - zoldes sarga van
K115  Streptomyces tanashiensis ++ ++ - ++ ++ - nincs sarga van
K116  Streptomyces baarnensis ++ ++ - ++ ++ - nincs z6ld van
K117  Streptomyces tanashiensis ++ ++ - ++ +H - nincs sarga van
K118  Streptomyces spiroverticillatus ++ ++ - + ++ - vildgos sarga sarga nincs
K119  Streptomyces tanashiensis ++ ++ - ++ ++ - nincs sarga van
K120  Streptomyces tanashiensis ++ ++ - ++ ++ - nincs sarga van
K121  Streptomyces atroolivaceus + + - ++ +Ht - nincs fehér nincs
K122  Streptomyces olivochromogenes + + - + + - barna sargas nincs
K123  Streptomyces ciscaucasicus + ++ - + ++ - barna sdrga nincs
K124  Streptomyces ciscaucasicus ++ et - ++ ++ - barna krémfehér nincs
K125  Streptomyces spectabilis ++ o ++ ++ ++ nincs sdrgds barna nincs
K126  Streptomyces zaomyceticus +H et - ++ ++ - barna krémfehér van
K127  Streptomyces tanashiensis e et - ++ ++ - nincs krémfehér van
K128  Streptomyces spiroverticillatus e et - + + - nincs krémfehér van
K129  Streptomyces violarus + + - ++ ++ - sargas zoldes sargas barna van
K130  Streptomyces halstedii ++ + - et i - nincs sargas barna van
K131  Streptomyces yokosukanensis ++ + - ++ +H - z6ldes sdrgas zoldes van
K132  Streptomyces glomeroaurantiacus + + - + + - sargas barnas barnas van
K133  Streptomyces drozdowiczii ++ + - et ++ - nincs sdrgas van
K135  Streptomyces tendae ++ et - et +H - nincs sdrgas van
K136  Streptomyces violaceoruber ++ et - et i - nincs feketés barnas van
K137  Streptomyces violaceoruber + + - +H+ ++ - nincs sargas van
K138  Streptomyces althioticus +H+ e R o2 o nincs sargas van
K139  Streptomyces sanglieri +H+ ++ - ++ ++ - malyva rozsda barna van
K140  Streptomyces ciscaucasicus ++ ++ - et ++ . sargas-zoldes barna van
K141  Streptomyces rishiriensis + + - ++ + . vildgos barna barna van
K143  Streptomyces zaomyceticus et et - et ++ . nincs vilagos barna van
K144  Streptomyces luteogriseus et et - et . . vildgos barna barna van
K145  Streptomyces rimosus + + - + ++ - sargas sarga van
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K148  Streptomyces rimosus + et - ++ ++ - kénes sarga sarga van
K149  Streptomyces exfoliatus o ++ - + ++ - nincs sérga van
K151 Streptomyces zaomyceticus +H+ +H+ - - ++ - nincs barna van
K152  Streptomyces ciscaucasicus ++ ++ - ++ ++ - sdrgas barnas sarga nincs
K153  Streptomyces violaceorubidus o o - ++ ++ - nincs sérga van
K154  Streptomyces zaomyceticus ++t ++ - + ++ - nincs sarga van
K155  Streptomyces rimosus + + - ++ + - nincs sagas van
K156  Streptomyces atratus et ++ - ++ ++ - nincs sotét barna van
K157  Streptomyces rishiriensis ++ et - + + - barnds barna nincs
K159  Streptomyces exfoliatus et et - + ++ - nincs sargas nincs
K160  Streptomyces zaomyceticus ++ - - ++ ++ - barnas barna nincs
K162  Streptomyces canus ++ ++ - ++ ++ - barna barnas van
K163  Streptomyces ciscaucasicus ++ ++ - ++ ++ - vildgos barna sotét barna van
K165  Streptomyces canus ++ ++ - ++ + - vildgos barna sdrgds barna nincs
K166  Srteptomyces aureus ++ + - + + - nincs voroses barna van
K167  Streptomyces brevispora + - - + - - nincs sdrgds barna nincs
K168  Streptomyces flavovirens ++ ++ - + + - nincs kénes sarga nincs
K170  Streptomyces canus et et - ++ + - nincs rozsda b/s6tét b van
K171  Streptomyces lincolnensis et et - et +H+ - nincs sarga van
K172  Streptomyces heliomycini o+ o+ - o+ +Ht - nincs z6ldes sarga van
K173  Streptomyces lateritius et et - et . - alma zold sarga van
K174  Streptomyces anulatus ++ ++ - ++ + - nincs fehéres sargas van
K176  Streptomyces caniferus et et - et ++ - nincs vajsarga van
K177  Streptomyces marokkonensis et ++ - et ++ - nincs vilagos barna van
K178  Streptomyces bottropensis ++ ++ - ++ - - mogyoré drapp van
K179  Streptomyces setonii ++ ++ - et ++ - nincs lépes sargas van
K180  Streptomyces canus + ++ - ++ ++ + nincs drapp nincs
K181  Streptomyces gardneri ++ ++ - ++ ++ - nincs csontszini van
K182  Streptomyces canus ++ ++ - o+ ++ - sotétbarna mogyoro barna van
K183  Streptomyces anulatus ++ ++ - + + - nincs z6ld van
K184  Streptomyces ciscaucasicus ++ ++ - ++ ++ - barna sotét barna van
K186  Streptomyces cyaneofuscatus ++ ++ - ++ ++ - nincs vajszind nincs
K187  Streptomyces pilosus et o ++ ++ - barna vilagos barna van
K188  Streptomyces zaomyceticus et et - ++ i - sarga sarga van
K189  Streptomyces rimosus + + - + + - nincs sarga nincs
K190  Streptomyces hydrogenans ++ ++ - ++ ++ - z6ld bézs van
K191  Streptomyces flavovirens et et - ++ + - z6ld sotét zold van
K194  Streptomyces anulatus ++ ++ - et ++ - nincs citrom sarga van
K195  Streptomyces anulatus et et - et ++ - nincs citrom sarga van
K196  Streptomyces bottropensis ++ ++ - +P)  ++(P) - barna vilagos barna nincs
K197  Streptomyces violaceolatus et et - ++ ++ - nincs vajszind van
K198  Streptomyces ciscaucasicus + + - +(P) +(P) - enyhe sargas barna van
K199  Streptomyces bobili ++ ++ - - + - szirkés zéldes vilagos barna nincs
K200  Streptomyces exfoliatus et et - ++ + - nincs vajsarga van
K201 Streptomyces caeruleatus ++ ++ - ++ ++ - nincs vajsarga van
K202  Streptomyces pilosus ++ ++ - + + - nincs z6ld van
K203  Streptomyces flavovirens ++ ++ - et ++ - nincs kénes sérga van
K204  Streptomyces cirratus ++ ++ - et +H - nincs antracit kék van
K205  Streptomyces cellulosae ++ o ++ ++ - citrom sarga mézszin(i/ barna nincs
K207  Streptomyces flavovirens et ++ - et ++ - nincs kénes sarga van
K208  Streptomyces althioticus et o ++ o nincs bézs/szurke van
K209  Streptomyces sanglieri ++ ++ - ++ +H+ - rézsaszin 6z barna van
K213  Streptomyces cellulosae ++ ++ ++ ++ ++ + nincs rozsda barna van
K214  Streptomyces sanglieri ++ ++ - et ++ - bordd sotét barna van
K215  Streptomyces setonii +H+ ++ - ++ +H+ - nincs vaj sarga van
K216  Streptomyces althioticus ++ ++ ++ + + - vildgos barna okker sarga van
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K219  Streptomyces umbrinus ++ o - ++ ++ - nincs csontszind van
K220  Streptomyces gardneri ++ o - ++ ++ - nincs csontszind van
K221  Streptomyces luteogriseus ++ ++ ++ o +Ht - nincs csontszind nincs
K223  Streptomyces zaomyceticus ++ + - ++ ++ - barna barna van
K224  Streptomyces ciscaucasicus + + - + + - nincs vilagos barna nincs
K225  Streptomyces cinnamonensis + + - ++(p)  ++(p) - barna vilagos barna van
K226  Streptomyces rishiriensis ++ + - - ++ - barna fehér szinl nincs
K227  Streptomyces europaeiscabiei + ++ - +(p) +(p) - barna vildgos barna van
K228  Streptomyces viridodiastaticus +H+ o ++ ++ + nincs vilagos barna/sarga  van
K230  Streptomyces althioticus +Ht R e ++ ++ + nincs csontszindi/szlirke  nincs
K232  Streptomyces finlayi +H et - et ++ - nincs barna van
K233  Streptomyces humidus ++ ++ - + +(p) - vildgos barna vilagos barna nincs
K234  Streptomyces cacaoi subsp.asoensis + + - + - - vildgos barna csontszind nincs
K236  Streptomyces cinereoruber ++ ++ - + + - nincs vajsarga van
K237  Streptomyces litmocidini ++ ++ - ++ +H - nincs méz-vajsaga van
K238  Streptomyces olivaceoviridis o . - ++ ++ - nincs olivzold van
K239  Streptomyces drozdowiczii ++ ++ - + + - nincs kénes sarga van
K240  Streptomyces halstedii + + - - + - nincs csontszind van
K241  Streptomyces cyaneofuscatus ++ o+ - ++ + - nincs vilagos barna van
K242  Streptomyces albidoflavus ++ ++ - - + - nincs olivzold van
K244  Streptomyces xanthophaeus + + - ++ ++ - vildgos barna vilagos barna nincs
K245  Streptomyces sporoverrucosus + - - + + - sargas csontszind nincs
K246  Streptomyces xanthophaeus ++ + - ++(p)  +++(p) - vildgos barna csontszind nincs
K248  Streptomyces xanthophaeus o - - - ++ - nincs vilagos barna van
K249  Streptomyces cinnamonensis ++ + - ++(p) ++ - sagas barna csontszind van
K251  Streptomyces lavendulae + + - ++(p) ++ - nincs vajszind nincs
K252  Streptomyces cyaneofuscatus ++ ++ - et ++ - nincs sarga van
K253  Streptomyces umbrinus - + - - + - vildgos barna vilagos barna nincs
K254  Streptomyces vinaceus ++ ++ - et +H - nincs vilagos barna van
K255  Streptomyces spiroverticillatus + + - - + - barna sarga nincs
K256  Streptomyces cinereorectus ++ +H - ++ ++ - nincs vajsarga van
K257  Streptomyces flaveolus + o ++ + + nincs sarga van
K258  Streptomyces bobili ++ ++ - ++ ++ - barna sargds barna nincs
K259  Streptomyces galilaeus ++ ++ + ++ ++ - barna lazachus szin nincs
K261  Streptomyces atroolivaceus ++ ++ - ++ ++ - nincs sargaszold van
K263  Streptomyces violaceolatus ++ et - ++ ++ - indigd kék barna van
K264  Streptomyces sanglieri ++ ++ - et ++ - nincs sarga nincs
K265  Streptomyces seoulensis +H et - et ++ - nincs vajsarga van
K268  Streptomyces spiroverticillatus ++ ++ - ++(p) ++ - barna barna van
K269  Streptomyces cacaoi subsp. cacaoi + + - ++ 4+ - nincs sarga van
K270  Streptomyces cellulosae e N s O mézszin( sérga / s6tétbarna  van
K271  Streptomyces diastaticus ++ ++ - et ++ - nincs fehér van
K272  Streptomyces rubrogriseus ++ ++ - +H+ ++ - nincs sarga van
K273  Streptomyces bervispora ++ FH+ - ++ ++ - nincs barna van
K274  Streptomyces rubrogriseus +H et - ++ +H - nincs vajszind van
K275  Streptomyces rubrogriseus ++ ++ - ++ ++ - nincs vajszind van
K276  Streptomyces olivaceoviridis ++ et - et +H - enyhe barna méreg z6ld van
K277  Streptomyces cinereorectus ++ ++ - ++ ++ - nincs citromsarga nincs
K278 Streptomyces cinereoruber s. . . ) . . ) enyhe barna shrgas nincs
fructofermentans
K279  Streptomyces brevispora + ++ - ++ ++ - nincs csontszin van
K280  Streptomyces mutomycini + + - + - . nincs fehéres sargas van
K281  Streptomyces flaveolus et o ++ ++ . nincs sargas/Iép szin van
K282  Streptomyces diastaticus +H+ et - + ++ - nincs csontszin van
K284  Streptomyces spiroverticillatus ++ ++ - ++ ++ - nincs sotét szlirke van
K285  Streptomyces brevispora ++ ++ - ++ +H - nincs sotét szirke van
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K288  Streptomyces galilaeus + + - - - - barnas vilagos barna nincs
K289  Streptomyces galilaeus ++ et - ++(p) ++ - barna barna/lazacos nincs
K290  Streptomyces flaveolus et o ++ ++ + nincs mézsarga van
K291  Streptomyces atroolivaceus ++ ++ - ++ + - nincs vajsarga nincs
K292  Streptomyces flavovirens ++ + - ++ ++ - nincs vajsarga van
K293  Streptomyces mutabilis ++ o+t ++ ++ + nincs sOtét sziirkés van
K294  Streptomyces mutomycicni + + - + + - nincs vajsarga nincs
K295  Streptomyces finlayi ++ ++ - + + - nincs vajsarga van
K296  Streptomyces decoyicus ++ - - o - - nincs sargas van
K297  Streptomyces cinereorectus + ++ - + + - nincs vajsarga van
K299  Streptomyces atratus ++ et - ++ +H - nincs vildgos zold van
K300  Streptomyces rubrogriseus et et - ++ ++ - nincs szalma sarga van
K302  Streptomyces cacaoi subsp. cacaoi + + - + ++ - nincs sarga van
K303  Streptomyces bobili et ++ - + ++ - nincs mézsarga van
K304  Streptomyces cacaoi. subsp. cacaoi et et - ++ ++ - kék bordé-sarga van
K305  Streptomyces coelicoflavus ++ o+ ++ ++ + nincs sarga/enyhe zold van
K306  Streptomyces olivaceoviridis et et - ++ ++ - z0ldes méregzold van
K309  Streptomyces galilaeus ++ ++ - + + - barna korall/ sérga van
K310  Streptomyces violarus - + - + ++ - nincs naturfa szin nincs
K311  Streptomyces viridochromogenes et o et ++ - nincs haragos z6ld van
K312  Streptomyces albolongus . . - . Ht - nincs aranysdrga van
K314  Streptomyces cacaoi subsp. cacaoi ++ ++ - ++ ++ - nincs z6ldes sarga van
K315  Streptomyces longwoodenesis ++ ++ - et ++ + barna vildgos barna van
K316  Streptomyces finlayi ++ ++ - + + - nincs vaj sarga van
K318  Streptomyces glomeroaurantiacus ++ ++ - ++ ++ - barna sotét lila van
K319  Streptomyces althioticus ++ ++ ++ ++ ++ + citrom sarga citrom sarga van
K320  Streptomyces brevispora ++ ++ - + ++ - rozsda barna vilagos barna van
K321  Streptomyces geysirinesis +H +H - +H ++ - nincs szalma sarga van
K323  Streptomyces seoulensis ++ + - + + - barna vaj sarga van
K324  Streptomyces cacaoi subsp. cacaoi ++ ++ - ++ ++ - cékla szinl sotét kék van
K325  Streptomyces viridochromogenes et o + ++ - barna mocsar zold van
K326  Streptomyces yokosukanensis ++ ++ - ++ . - barna vildgos barna nincs
K328  Streptomyces viridochromogenes ++ O ++ o+ sarga z6ld van
K330  Streptomyces rubrogriseus ++ o + +H - nincs vajsarga van
K331  Streptomyces viridochromogenes ++ o ++ ++ ++ nincs barna/ keki van
K332  Streptomyces galilaeus + + ++ - ++ - barna vilagos bar, korall nincs
K333  Streptomyces kanamyceticus - ++ - ++ ++ - vilagos barna narancsos nincs
K335  Streptomyces spiroverticillatus ++ FH+ - ++ ++ - barna sotétbarna van
K336  Streptomyces violaceolatus ++ O + ++ - nincs viaszsdar/indigd van
K337  Streptomyces zaomyceticus - - - + + - nincs fehér nincs
K338  Streptomyces flaveolus ++ FIFHI + + + nincs vajszind van
K340  Streptomyces albogriseolus - et - + + - nincs fehér nincs
K341  Streptomyces griseoaurantiacus + +H+ + ++ ++ + nincs vaj/viasz sarga van
K342  Streptomyces cyaneofuscatus + ++ - - + - nincs vaj/viasz sarga van
K343 Streptomyces diastaticus + ++ - - ++ - nincs vaj/viasz sarga van
K344  Streptomyces drozdowiczii ++ ++ - + ++ - nincs vaj/viasz sarga van
K346  Streptomyces flaveolus + +H+ - + ++ - nincs vaj/viasz sarga van
K347  Streptomyces albogriseolus + FH+ - + ++ - nincs vaj/viasz sarga van
K348  Streptomyces galilaeus ++ ++ - - + - barna rozsda barna nincs
K350  Streptomyces finlayi ++ ++ - + + - nincs enyhe rézasz/sarga  van
K351  Streptomyces althioticus ++ o ++ ++ ++ nincs vajszind van
K352  Streptomyces yanii ++ ++ - ++ ++ - nincs vajszind van
K353  Streptomyces flaveolus ++ ++ ++ ++ + + nincs vajszin/viaszsdrga  nincs
K354  Streptomyces aureus - ++ - - + - nincs viaszsarga nincs
K355  Streptomyces galilaeus ++ ++ - + ++ - barna narancssarga nincs
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K358  Streptomyces flaveolus - o + ++ + nincs viaszsdrga van
K360  Streptomyces phaeoluteigriseus - + - - + - barna viaszsdrga nincs
K361  Streptomyces coelicoflavus ++ et - ++ ++ - nincs vajsarga van
K362  Streptomyces flaveolus ++ ++ ++ ++ ++ - nincs viaszsarga/fehér van
K363  Streptomyces tendae - ++ - + ++ - nincs vajsarga nincs
K364  Streptomyces glomeroaurantiacus - + - - + - barna barna nincs
K365  Streptomyces drozdowiczii - ++ - - ++ - nincs vajsarga van
K366  Streptomyces galilaeus ++ et - + ++ - barna narancssdrga van
K367  Streptomyces djakartensis - + - - ++ - nincs sarga nincs
K369  Streptomyces mutabilis - o + ++ - nincs sarga van
K370  Streptomyces humidus - ++ - - +(P) - barna barna nincs
K371  Streptomyces phaeofaciens - + - - +(P) - barna barna nincs
K372  Streptomyces violaceus - ++ - - ++ - nincs bibor szinl van
K373  Streptomyces galilaeus - + - - + - barna barna nincs
K374 Strept.omyces diastaticus subsp. i - i i - i nincs vérnarancs van
ardesiacus
K375  Streptomyces canus - ++ - + ++ - nincs vajsarga nincs
K377  Streptomyces seoulensis ++ ++ - ++ ++ - barna barna van
K378  Streptomyces seoulensis ++ ++ - et ++ - nincs vajsdrga van
K380  Streptomyces humidus - + - + ++ - barna barna van
K381  Streptomyces albogriseolus + + ++ ++ ++ - nincs mézszin(i/ barna van
K382  Streptomyces atroolivaceus + + - + ++ - nincs vajsarga van
K383  Streptomyces finlayi +H et - + ++ - nincs sarga van
K386  Streptomyces violaceolatus ++ ++ - ++ ++ - nincs lazacszin( van
K387  Streptomyces brevispora ++ ++ ++ ++ ++ - barna sotétbarna van
K390  Streptomyces violaceus ++ o+ - + ++ - nincs csontszin van
K391  Streptomyces coelescens ++ ++ - ++ ++ - nincs lazac/korall van
K393  Streptomyces violaceolatus - et - + ++ - nincs vajszind van
K396  Streptomyces matensis + ++ - - ++ - nincs vajszind van
K397  Streptomyces collinus - ++ - - +(p) - barna barna van
K398  Streptomyces bungoensis ++ ++ - ++ ++ - nincs okker sarga van
K400  Streptomyces phaeoluteigriseus - ++ - - + - barna mézsarga van
K401  Streptomyces rubrogriseus ++ +H - + ++ - nincs vajsarga van
K403  Streptomyces marokkonensis e et - + + - nincs z6ldes-sarga van
K404  Streptomyces galialeus + ++ - - +(p) - barna vildgos barna nincs
K405  Streptomyces massasporeus - ++ - +p)  ++(p) - barna mézszinl van
K406  Streptomyces althioticus ++ ++ - + ++ - nincs fehéres sargas van
K407  Streptomyces matensis ++ ++ ++ ++ +H + nincs fehéres sargas van
K408  Streptomyces althioticus +H ++ ++ + ++ + nincs fehéres sargas van
K409  Streptomyces prasinus ++ et - + + - nincs mézszin( van
K410  Streptomyces brevispora ++ ++ - ++ ++ - barna skarlat v./rozsaszin ~ van
K411  Streptomyces diastaticus - ++ ++ - ++ ++ nincs vajszin( van
K412  Streptomyces atroolivaceus + ++ - + + - nincs fehéres sargas van
K413  Streptomyces sanglieri + + - + + - nincs fehéres sargas van
K415  Streptomyces glomeroaurantiacus + ++ - - +(p) - barna fehéres sargas nincs
K416  Streptomyces umbrinus + ++ - - +(p) - barna fehéres sargas nincs
K418  Streptomyces exfoliatus ++ ++ - + ++ + nincs mézszin( van
K419  Streptomyces phaeochromogenes - ++ - - + - barna barna nincs
K420  Streptomyces phaeochromogenes - ++ - - - - barna fehéres sargas nincs
K424  Streptomyces xanthophaeus + ++ - - ++(p) - barna mézszin(i van
K425  Streptomyces badius ++ ++ - ++ +H+ - nincs z6ldes-sarga van
K430  Streptomyces prasinus +H+ o ++ ++ + nincs mézszin(i van
K433  Streptomyces spiroverticillatus +H+ o ++ ++ + barna mézszin(i van
K434  Streptomyces flavidovirens ++ ++ - - ++ . sarga rozsdabarna van
K435  Streptomyces setonii ++ ++ - + ++ - nincs barna van
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K438  Streptomyces hydrogenans ++ ++ - - + - nincs sarga van
K439  Streptomyces setonii ++ ++ - + ++ - nincs barna nincs
K440  Streptomyces anulatus - + - - + - nincs vajszind nincs
K441  Streptomyces setonii ++ ++ - + ++ - nincs rézsaszin van
K442  Streptomyces cyaneofuscatus ++ ++ - ++ ++ - nincs vajszind van
K443  Streptomyces cyaneofuscatus - ++ - - - - nincs vajszin( nincs
K444  Streptomyces xanthophaeus ++ ++ - ++(p) ++ - barna vilagos barna van
K445  Streptomyces hydrogenans ++ ++ ++ - + - kék sziirkés barna van
K447  Streptomyces fulvorobeus ++ ++ - + ++ - nincs csontszind nincs
K448  Streptomyces griseorubiginosus ++ ++ - ++ ++ - nincs csontszind van
K449  Streptomyces griseorubiginosus + + - + + - nincs csontszind nincs
K450  Streptomyces speiboane ++ ++ ++ ++ ++ - nincs viaszsarga van
K452  Streptomyces cyaneofuscatus ++ ++ - ++ ++ - nincs olivzold van
K453  Streptomyces anulatus ++ + - ++ ++ - nincs vajszind van
K454  Streptomyces anulatus ++ ++ - et +H - nincs olivzold van
K455  Streptomyces prasinus ++ ++ - ++ ++ - nincs olivzold van
K456  Streptomyces intermedius et et - ++ ++ - nincs sarga van
K457  Streptomyces cyaneofuscatus ++ et - ++ ++ - nincs olivzold van
K458  Streptomyces cyaneofuscatus ++ ++ - ++ ++ - nincs olivzold van
K460  Streptomyces griseus subsp. griseus + ++ - ++ ++ - nincs csontszind van
K462  Streptomyces cyaneofuscatus ++ ++ - ++ ++ - nincs csontszind van
K463  Streptomyces griseus subsp. griseus ++ ++ - ++ ++ - nincs olivzold van
K467  Streptomyces albolongus ++ ++ - ++ ++ - enyhén barna mézszin( van
K468  Streptomyces anulatus + + - - +(p) - barna mézszin( nincs
K470  Streptomyces anulatus ++ ++ - ++ ++ - barna mézszin( nincs
K471  Streptomyces anulatus - + - ++(p)  +(p) - barna csontszind van
K472  Streptomyces cyaneofuscatus ++ ++ - ++ ++ - barna mézszin( van
K473  Streptomyces globisporus ++ ++ - + ++ - nincs csontszind nincs
K474  Streptomyces albus subsp. albus - - ++ ++ o nincs csontszini van
K475  Streptomyces cyaneofuscatus et et - ++ ++ - nincs csontszind van
K476  Streptomyces cyaneofuscatus ++ ++ - ++ ++ - nincs csontszind van
K477  Streptomyces albidoflavus et + - ++ ++ - lilds sotétbarna van
K478  Streptomyces yanii et et - et ++ - nincs csontszind van
K479  Streptomyces albidoflavus ++ et - ++ ++ - lilds sotétbarna van
K480  Streptomyces cyaneofuscatus ++ ++ - ++ ++ - barna mézszin(i van
K481  Streptomyces rubiginosohelvolus ++ ++ - ++ ++ - nincs csontszini van
K482  Streptomyces setonii ++ ++ - ++ ++ - barna sotétbarna van
K483  Streptomyces seoulensis - - - + ++ - nincs csontszinu nincs
K484  Streptomyces exfoliatus et et - ++ ++ - nincs mézszin( van
K485  Streptomyces seoulensis - - - + + - nincs olivzold van
K486  Streptomyces omiyaensis ++ ++ - ++ ++ - nincs okkersarga van
K487 Streptomyces bungoensis ++ ++ - + + - nincs citromsarga nincs
K489  Streptomyces prunicolor - - - + + - nincs barna van
K490  Streptomyces flaveolus ++ ++ - ++ ++ - nincs csontszind van
K491  Streptomyces seoulensis ++ ++ - + ++ - lila csontszind van
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K4 Rhodococcus pyridinivorans N/A  +++ - N/A N/A  N/A rézsaszin barnds-sziirkés nincs
K10  Nocardiopsis synnemataformans N/A ++ - N/A N/A  N/A nincs barnds-sziirkés van
K13  Thermoactinomyces thalpophilus N/A - - N/A N/A  N/A nincs barnds-szirkés van
K17  Thermoactinomyces thalpophilus N/A - - N/A  N/A  N/A nincs barnds-szuirkés van
K19  Ureibacillus thermosphaericus N/A - +++ N/A N/A N/A nincs barnas-szirkés nincs
K62  Nocardia globerula - - - ++ + - nincs nincs nincs
K63  Rhodococcus rhodochrous - - o+ - - - z6ldes z6ldes van
K64  Rhodococcus gordoniae ++ - = = - nincs korall nincs
K65  Rhodococcus rhodochrous ++ e = = N = S - nincs korall nincs
K67  Rhodococcus erythropolis + + - ++ ++ - nincs sdrgds-fehér nincs
K69  Rhodococcus rhodochrous ++ e = = = +++ - nincs korall nincs
K70  Rhodococcus pyridinivorans s T & S s T == nincs tort rézsaszin nincs
K72 Rhodococcus rhodochrous + ++ ++ + - - nincs korall nincs
K81  Rhodococcus ruber ++ ++ - ++ ++ ++ nincs korall nincs
K83  Pseudonocardia alni + ++ - + + ++ nincs sargas van
K84  Rhodococcus aetherivorans + ++ + ++ ++ ++ nincs korall nincs
K85  Micrococcus yunnanensis - - + - - + nincs barnas-sziirkés van
K90  Rhodococcus rhodochrous - - + - - o nincs drapp nincs
K229 Micrococcus luteus - ++ - - - - nincs csontszind van

113



MELLEKLET 5.

10.14751/SZIE.2017.086

A bitoxin vizsgalatba vont 124 db Streptomyces t6rzs mikotoxin bontast koveté SOS-
Chromoteszt és BLYES-teszt eredménye. A sziirkével kiemelt torzseket vontam be a monotoxin
kisérletbe. Az 6t tablazatrész az ot kisérleti kor eredményeit tartalmazza, melyekhez kiilon

kontroll értékek tartoznak.
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Torzs Identifikalt faj AFBL (IF) (Zsiyl:) (igﬁf,
jele
K178 Streptomyces bottropensis 1,24 367,07 15,05
K170 Streptomyces canus 1,51 501,30 24,13
K398 Streptomyces bungoensis 1,20 504,00 8,74
K123 Streptomyces ciscaucasicus 1,33 596,09 9,23
K278 ;:5 if;jfzr’r', ‘;e:tgrser eoruber subsp. 1,64 639,33  -8,95
K340 Streptomyces albogriseolus 1,78 656,60 -0,90
K269 Streptomyces cacaoi subsp. cacaoi 1,16 713,16 8,08
K397 Streptomyces collinus 1,46 713,48 1,17
K205 Streptomyces cellulosae 1,51 759,22 2,82
K15  Streptomyces albus 2,20 828,45 -9,49
K57  Streptomyces rutgersensis 0,96 829,13 -4,61
K138 Streptomyces althioticus 1,74 833,07 -8,15
K391 Streptomyces coelescens 1,84 852,67 -7,14
K93  Streptomyces albus subsp. albus 2,02 856,32 -7,13
K312 Streptomyces albolongus 1,72 884,32 -5,73
K256 Streptomyces cinereorectus 1,24 886,84 -0,07
K305 Streptomyces coelicoflavus 2,29 910,19 -10,93
K425 Streptomyces badius 1,33 947,55 -3,13
K225 Streptomyces cinnamonensis 1,19 1109,61 -33,30
Kontroll atlag 2,47 827,57 -11,18
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Torzs AFB1 ZEA BLYR Torzs AFB1 ZEA BLYR
jele Identifikalt faj (IF) (BI%) (BG%) jele Identifikalt faj (IF) (BI1%) (BG%)
K73 Streptomyces baliensis 1,50 -31,34 26,28 K145  Streptomyces rimosus 1,16 -3,63 -36,55
K108  Streptomyces cyaneofuscatus 1,17 98,82 10,22 K234 fflfs‘;t.zrsr::ﬁ:ssi; e 0,81 3,09 42,72
K45 Streptomyces rishiriensis 1,36 148,69 24,75 K128  Streptomyces spiroverticillatus 1,18 4,00 -31,13
K96 Streptomyces minoensis 1,42 165,46 20,90 K136  Streptomyces violaceoruber 1,06 13,83 -37,09
K101  Sterptomyces wedmorensis 1,48 212,91 29,53 K144  Streptomyces luteogriseus 1,20 14,09 -29,70
K27 Streptomyces antibioticus 1,28 219,01 24,70 K189  Streptomyces rimosus 1,09 15,16 -32,23
K30 Streptomyces tauricus 2,49 252,25 -5,08 K139  Streptomyces sanglieri 1,18 21,16 -44,21
K106  Streptomyces rubiginosohelvolus 1,27 253,39 0,99 K236  Streptomyces cinereoruber 1,24 22,43 -33,73
K77 Streptomyces drozdowiczii 1,64 269,53 -0,01 K129  Streptomyces violarus 1,06 22,57 -40,42
K58 Streptomyces laceyi 1,19 310,88 13,83 K116  Streptomyces baarnensis 1,08 24,14 -52,05
K43 Streptomyces microflavus 2,54 346,75 -1,50 K232  Streptomyces finlayi 1,19 27,58 -31,06
K35 Streptomyces albovinaceus 1,18 356,70 3,73 K156  Streptomyces atratus 0,95 43,97 -35,14
K25 Streptomyces djakartensis 1,31 383,25 19,12 K238  Streptomyces olivaceoviridis 0,85 46,13 -33,10
K78 Streptomyces sampsonii 1,11 385,22 8,01 K135  Streptomyces tendae 1,07 46,74 -50,06
K74 Streptomyces gougerotii 1,16 419,67 7,08 K176  Streptomyces caniferus 1,20 49,75 -41,18
K47 Streptomyces europaeiscabiei 2,37 419,69 -6,56 K202  Streptomyces pilosus 1,14 57,73 -41,16
K14 Streptomyces cavourensis 1,72 463,53 -7,27 K242  Streptomyces albidoflavus 1,06 63,09 -40,83
K102  Streptomyces olivochromogenes 1,38 440,01 24,35 K132 ijr)i!v):z;natcrf;tiacus 1,08 66,46 26,62
K49 Streptomyces griseobrunneus 1,34 471,07 1,28 K171  Streptomyces lincolnensis 1,17 68,99 -27,51
K44 Streptomyces gancidicus 1,14 543,60 -15,05 K197  Streptomyces violaceolatus 1,07 73,44 -46,61
K76 Streptomyces flavolimosus 1,17 596,79 1,93 K253  Streptomyces umbrinus 1,09 83,61 -57,50
K41 Streptomyces viridochromogenes 1,65 615,54 -4,65 K204  Streptomyces cirratus 1,14 84,09 -44,18
K28  Streptomyces galilaeus 1,98 620,86 -31,53 K331 i:;;chZlToyrcne;genes 1,07 87,51 42,15
K68 Streptomyces anulatus 1,63 624,26 -14,61| K228  Streptomyces viridodiastaticus 1,24 100,11 -34,71
K75 Streptomyces rutgersensis 1,44 630,60 -6,85 K191  Streptomyces flavovirens 1,19 118,44 -33,80
K46 Streptomyces thermocarboxydus 1,13 679,22 -20,56 | K201 Streptomyces caeruleatus 1,08 127,81 -46,99
K51 Streptomyces lohii 1,27 729,94 -4,09 K233  Streptomyces humidus 1,16 142,13 -28,20

Kontroll atlag 2,65 707,64 -10,63 K130  Streptomyces yokosukanensis 0,98 163,62 -37,36
Kontroll 4tlag 2,38 760,14 -9,57
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Torzs AFB1 ZEA BLYR Torzs AFB1 ZEA BLYR
jele Identifikalt faj (IF) (BI%) (BG%) jele Identifikalt faj (IF) (BI%) (BG%)
Streptomyces diastaticus subs.
K254  Streptomyces vinaceus 1,95 -10,79 32,90 K374  ardesiacus 2,11 19,43 5,36
K245  Streptomyces sporoverrucosus 1,14 205,47 34,32 K333  Streptomyces kanamyceticus 2,40 412,57 12,05
Streptomyces
K419  phaeochromogenes 1,53 218,96 21,02 K405  Streptomyces massasporeus 2,09 455,01 12,42
k296  Streptomyces decoyicus 1,81 245,46 6,23 K130  Streptomyces halstedii 1,12 485,63 -1,00
K352  Streptomyces yanii 1,66 269,73 4,50 K100  Streptomyces gibsonii 2,11 523,67 -3,03
Streptomyces
K293  Streptomyces mutabilis 1,85 274,51 5,29 K341  griseoaurantiacus 1,98 553,22 -2,81
K244  Streptomyces xanthophaeus 1,80 277,21 14,84 K490  Streptomyces flaveolus 2,26 573,86 2,22
K153  Streptomyces violaceorubidus 1,63 277,32 24,40 K315  Streptomyces longwoodenesis 2,32 613,59 -5,98
K265  Streptomyces seoulensis 2,03 278,17 -3,20 K436  Streptomyces hydrogenans 1,89 626,26 4,55
Streptomyces griseus subsp.
K125  Streptomyces spectabilis 1,63 282,22 14,48 K460  griseus 2,56 674,29 2,73
K409  Streptomyces prasinus 1,17 283,26 7,28 K53 Streptomyces flavogriseus 0,90 683,94 -13,07
K450  Streptomyces speiboane 2,50 285,77 -3,92 K173  Streptomyces lateritius 1,10 686,94 -7,83
K32 Streptomyces tanashiensis 1,85 289,53 -0,86 K18 Streptomyces fradiae 2,99 722,71 -16,18
K489  Streptomyces prunicolor 1,48 300,03 1,93 K237  Streptomyces litmocidini 1,76 735,21 -3,84
K36 Streptomyces turgidiscabies 1,47 302,76 15,34 K181  Streptomyces gardneri 1,36 749,49 -11,45
Streptomyces
K109 xanthochromogenes 141 31164 1518 K456  Streptomyces intermedius 1,04 750,75 5,86
K271  Streptomyces diastaticus 2,01 313,24 12,89 K321  Streptomyces geysirinesis 1,03 75491 2,18
K272  Streptomyces rubrogriseus 1,97 316,18 12,57 K447  Streptomyces fulvorobeus 1,19 771,48 3,54
Streptomyces
K448 1,64 774,56 -3,77
K360  Streptomyces phaeoluteigriseus 1,53 320,41 3,97 griseorubiginosus ! ! !
K103  Streptomyces rangoonensis 1,74 321,64 6,80 K407  Streptomyces matensis 1,10 798,15 5,04
K179  Streptomyces setonii 2,03 334,87 6,16 K251  Streptomyces lavendulae 1,63 844,55 -8,52
K371  Streptomyces phaeofaciens 1,34 342,16 9,58 K418  Streptomyces exfoliatus 2,04 864,19 0,95
K40 Streptomyces mutomycini 1,11 350,48 7,83 K403  Streptomyces marokkonensis 1,28 894,06 -5,13
K113  Streptomyces violascens 1,40 364,32 12,10 K434  Streptomyces flavidovirens 1,53 898,33 -7,39
K486  Streptomyces omiyaensis 1,55 364,99 0,79 K473  Streptomyces globisporus 2,05 1090,59 -3,89
Kontroll 4tlag 1,73 296,20 -10,08 Kontroll 4tlag 2,79 718,92 -2,30
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MELLEKLET 6.
A Streptomyces torzsek altal az antimikrobialis hatds vizsgélatban indukalt gatlasi zonak

(mm-ben) a keresztcsikozasos és az agardiffuzids teszt kisérletekben. A tablazatban csak azok a
torzsek szerepelnek, melyek gatlast vagy valaszreakciot mutatnak. A mérésbol fakadoan a

haromszoros ismétlés miatt tized mm-ben keriiltek kozlésre az értékek.

Gatlasi zéna tavolsaga mm-ben Gatlasi zéna atmérdje mm-ben
(keresztcsikozasos teszt) (agardiffluzids lyukteszt)
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Streptomyces cavourensis K14 40 11,2 00 00 00 00 ]n/a n/a n/a n/a n/a n/a
Streptomyces albus Ki5 00 00 00 43 22 110l00 00 00 43 00 0,0
Streptomyces albus K15 00 00 00 23 37 00|n/fa n/a n/a n/fa n/a n/a
Streptomyces fradiae K18 78 00 28 00 00 O00]83 00 00 00 00 00
Streptomyces sp. nov K26 00 30 00 00 00 00|n/a n/a nfa nfa n/a n/a
Streptomyces antibioticus K27 120 65 00 00 00 00|n/a n/a nfa nfa nfa n/a
Streptomyces galilaeus K28 40 00 00 00 00 00]00 00 00 00 00 00
Streptomyces zaomyceticus K29 25 58 00 00 00 00|n/a n/a nfa nfa nfa n/a
Streptomyces tauricus K30 32 138 0,0 00 00 00|n/a n/a n/a n/fa n/a n/a
Streptomyces tanashiensis K32 05 03 00 00 00 00|n/a n/a nfa nfa nfa n/a
Streptomyces albovinaceus K35 98 13 07 55 57 00[/00 00 00 00 1,0 0,0
Streptomyces turgidiscabies K36 55 102 00 00 00 00|n/a n/a nfa nfa nfa n/a
Streptomyces gardneri K38 40 00 00 00 00 00|n/fa n/a nfa n/fa n/a n/a
Streptomyces cellulosae K39 243 23 1,7 19,2 203 22,2|n/a n/a n/a n/a nfa n/a
Streptomyces mutomycini K40 00 00 00 03 00 00|n/fa n/a nfa n/a n/a n/a
Streptomyces viridochromogenes K41 572 22 00 00 00 00]|n/a n/a nfa n/a n/a n/a
Streptomyces microflavus K43 112 22,2 00 62 27 27]|n/fa nfa nfa nfa n/a nfa
Streptomyces gancidicus K44 72 42 00 00 00 00|n/a n/a nfa nfa n/a n/a
Streptomyces rishiriensis K45 572 48 00 00 00 00|n/fa n/a nfa n/fa n/a n/a
Streptomyces thermocarboxydus K46 00 08 00 00 00 00]00 00 00 00 00 00
Streptomyces europaeiscabiei K47 17 00 00 00 00 00|n/a n/a nfa n/a n/a n/a
Streptomyces griseobrunneus K49 00 00 OO0 OO0 OO0 O0]JO0 00 00 123 6,7 0,0
Streptomyces lohii K51 14,2 0,0 0,0 0,0 2,3 2,0 n/a n/a n/a n/a n/a n/a
Streptomyces microflavus K52 00 00 00 00 00 50|na n/a nfa nfa nfa n/a
Streptomyces flavogriseus K53 00 00 00 00 OO0 30191233 00 00 00 00 00
Streptomyces albidoflavus K54 00 00 00 53 23 75|n n/a nfa nfa nfa n/a
Streptomyces anulatus K57 17,7 192 00 00 03 0000 00 00 00 00 0,0
Streptomyces laceyi K58 12 00 00 158 48 82|00 00 00 60 40 0,0
Streptomyces niveus K59 00 00 00 08 00 00|n/fa n/a nfa n/fa n/a n/a
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(keresztcsikozasos teszt)
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Gatlasi zdna atmérdje mm-ben
(agardiffuzids lyukteszt)
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Streptomyces baliensis K73 00 00 00 63 53 103J00 00 00 OO0 23 0,0
Streptomyces rutgersensis K7s o0 00 OO0 OO0 OO0 43}]00 00 00 10 1,3 0,0
Streptomyces sampsonii K78 00 00 00 68 45 13500 00 00 OO0 00 0,0
Streptomyces thermocarboxydus K92 20 0,7 o7 00 00 00]|n/a n/a nfa nfa n/a n/a
Streptomyces thermocarboxydus K94 13 13 1,8 00 00 00|n/a n/a nfa nfa n/a n/a
Streptomyces gibsonii K100 00 00 00 00 00 00]}77 00 00 00 93 27
Sterptomyces wedmorensis K101 60 20 00 00 00 00}00 00 00 00 00 00
Streptomyces olivochromogenes K102 oo 18 00 00 00 00|00 00 00 00 00 40
Streptomyces rangoonensis K103 10,7 11,0 00 1,0 07 05|nfa n/a n/fa nfa n/a n/a
Streptomyces rangoonensis K103 00 1,0 07 00 00 00|n/a n/a nfa nfa nfa n/a
Streptomyces mutomycini K104 00 00 00 36 16 16]|n/fa n/fa n/a nfa nfa n/a
Streptomyces halstedii K107 93 00 00 20 32 25|n/a n/a nfa nfa nfa n/a
Streptomyces cyaneofuscatus K108 00 00 00 00 52 75|00 00 00 00 00 00
Streptomyces rubiginosohelvolus K110 30 1,7 00 00 00 00 |n/a n/a n/a nfa n/fa n/a
Streptomyces rangoonensis K111 330 57 00 00 0,0 0,0]|n/a n/a n/fa nfa nfa n/a
Streptomyces violascens K113 00 00 00 67 27 00|n/a n/a nfa nfa nfa n/a
Streptomyces violascens K113 00 00 00 37 18 00|n/a n/a n/a nfa n/a n/a
Streptomyces tanashiensis K117 o5 11,8 2,3 00 0,0 0,0]|n/a n/a n/a n/fa n/a n/a
Streptomyces ciscaucasicus K123 5> 18 00 00 00 00|00 00 00 00 00 00
Streptomyces spiroverticillatus K128 472 48 23 00 00 21,300 00 00 00 00 6,0
Streptomyces violarus K129 63 32 00 100 00 82|40 00 00 00 10 80
Streptomyces halstedii K130 90 00 00 00 00 00|00 130 00 00 00 00
Streptomyces yokosukanensis K131 110 00 00 32 00 00|00 00 00 00 00 00
Streptomyces glomeroaurantiacus K132 00 00 00 00 00 00]23 00 00 00 00 6,0
Streptomyces tendae K135 00 00 00 00 30 00}00 00 00 00 00 00
Streptomyces violaceoruber K136 10 00 00 00 00 107|120 00 00 00 10 7,0
Streptomyces althioticus K138 00 00 00 00 13 00]00 00 00 00 0,0 0,0
Streptomyces sanglieri K139 42 o00 00 73 00 60}/00 00 00 00 00 00
Streptomyces luteogriseus K144 00 00 00 3,2 247 80|00 00 00 00 00 00
Streptomyces rimosus K145 350 350 17,8 30,3 350 280|147 00 00 77 7,7 93
Streptomyces atratus K156 00 00 00 100 1,5 1500 00 00 00 00 00
Streptomyces canus K170 00 00 03 00 00 0000 00 00 00 00 0,0
Streptomyces lincolnensis K171 354 00 00 00 00 12|63 00 00 00 00 00
Streptomyces lateritius K173 5o 98 00 00 00 o0,0/}147 00 00 00 00 00
Streptomyces caniferus K176 135 10 00 58 53 48|00 00 00 00 00 00
Streptomyces gardneri K181 23 23 00 00 00 00|n/a n/a nfa nfa nfa n/a
Streptomyces rimosus K189 320 350 23,7 32,0 350 32,0/150 90 50 7,7 57 5,0
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Gatlasi zéna tavolsaga mm-ben Gatlasi zdna atmérdje mm-ben
(keresztcsikozasos teszt) (agardiffuzids lyukteszt)
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Streptomyces flavovirens K191 o0 73 00 67 15 0700 00 00 00 00 00
Streptomyces flavovirens K191 00 73 00 67 10 07]|n/a n/a n/a n/fa n/a n/a
Streptomyces violaceolatus K197 17 o00 08 00 00 68|00 00 00 00 00 00
Streptomyces caeruleatus K201 o3 08 00 120 00 167|160 00 00 00 0,0 14,0
Streptomyces pilosus K202 00 00 00 00 00 00|80 00 00 00 00 00
Streptomyces cirratus K204 15 03 70 1,3 00 12|20 00 00 00 00 80
Streptomyces cellulosae K205 00 00 00 00 20 00|00 00 00 00 00 00
Streptomyces gardneri K220 00 77 00 00 00 00]|n/a n/a nfa nfa n/a n/a
Streptomyces cinnamonensis K225 73 130 00 53 100 55|00 00 00 00 0,0 0,0
Streptomyces viridodiastaticus K228 00 03 00 10 00 27)]|80 00 00 00 00 80
Streptomyces finlayi K232 130 0,0 00 20 10 53|n/a n/a n/a n/a nfa n/a
Streptomyces finlayi K233 130 00 00 23 25 15|40 00 00 00 1,0 40
Streptomyces humidus K233 72 00 05 00 00 57|n/a n/a n/a nfa nfa n/a
Streptomyces cacaoi subsp.asoensis K234 5 00 00 00 00 00]00 00 00 00 00 80
Streptomyces albidoflavus K236 313 10,3 50 00 00 o00]00 00 00 00 00 00
Streptomyces cinereoruber K236 00 00 03 00 00 21,8|n/a n/a nfa n/fa n/a n/a
Streptomyces litmocidini K237 00 00 00 00 00 o00]00 00 00 00 00 17
Streptomyces olivaceoviridis K238 00 0,0 00 162 0,0 17,7|n/a n/a n/a n/a n/a n/a
Streptomyces albidoflavus K242 313 103 60 143 43 62|00 00 00 00 00 00
Streptomyces xanthophaeus K244 o0 00 00 1,8 05 00]n/a n/a n/a nfa n/a n/a
Streptomyces sporoverrucosus K245 107 00 00 68 00 00]|nma n/a nfa nfa n/a n/a
Streptomyces lavendulae K251 08 233 7,7 21,3 153 72|50 00 00 37 27 00
Streptomyces umbrinus K253 112 00 00 00 00 18| n/a n/a nfa nfa n/a n/a
Streptomyces vinaceus K254 598 00 00 00 00 00]|nfa n/a n/a nfa nfa nfa
Streptomyces mutabilis K293 25 00 00 00 00 00]|nma n/a nfa nfa n/a n/a
Streptomyces decoyicus K296 00 10 12 07 00 00 ]|nma n/a n/a nfa n/a n/a
Streptomyces coelicoflavus K305 o5 00 00 163 00 00)]00 00 00 00 0,0 0,0
Streptomyces longwoodenesis K315 78 00 73 00 00 00]|nma n/a nfa nfa nfa n/a
Streptomyces geysirinesis K321 o0 00 00 00 00 00|67 00 00 00 00 00
Streptomyces viridochromogenes K331 o0 140 35 00 00 10,700 00 00 00 00 00
Streptomyces kanamyceticus K333 00 00 00 42 32 07]|n/a n/fa nfa nfa n/a n/a
Streptomyces griseoaurantiacus K341 00 00 00 122 00 00|00 00 00 00 00 27
Streptomyces phaeofaciens K371 50 00 00 00 00 00]|n/a n/fa nfa nfa n/a n/a
Streptomyces coelescens K391 o5 00 00 00 00 00|00 00 00 00 00 0,0
Streptomyces collinus K397 o5 00 00 00 50 00]00 00 00 g0 1,3 0,0
Streptomyces bungoensis K398 72 96 72 00 00 00|00 00 00 00 00 0,0
Streptomyces prasinus K409 08 06 06 03 00 00]|n/a n/fa nfa nfa n/a n/a
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Gatlasi zdna atmérdje mm-ben
(agardiffuzids lyukteszt)
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Streptomyces phaeochromogenes K419 13 08 12 00 00 00]|n/a nfa n/fa nfa nfa n/a
Streptomyces hydrogenans K436 o0 00 00 23 00 00|00 00 00 11,7 97 00
Streptomyces griseorubiginosus K448 oo 00 00 00 00 00|60 00 00 00 00 00
Streptomyces speiboane K450 00 00 00 1,3 00 0000 00 00 00 00 00
Streptomyces intermedius K456 0o 00 00 92 00 00|50 00 00 00 00 00
Streptomyces griseus subsp. griseus K460 00 00 00 122 00 0,0]|n/a n/a n/a n/fa n/a n/a
Streptomyces globisporus K473 00 00 00 00 00 00|00 00 00 00 53 00
Streptomyces omiyaensis Kag 00 1,7 08 00 00 00]|n/a n/fa nfa nfa nfa n/a
Streptomyces prunicolor K489 08 00 00 00 00 00|n/a nfa nfa nfa nfa n/a
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KOSZONETNYILVANITAS

Mindenekel6tt halaval tartozom témavezetoimnek, Dr. Kriszt Balazsnak és Dr. Szab¢6 Istvannak,
akik minden helyzetben és pillanatban tamogattak, motivaltak, illetve tanacsaikkal segitettek.
Koszonettel tartozom a Kornyezetbiztonsagi ¢s Kornyezettoxikologiai Tanszék dolgozdinak
tirelmiik, odaadasuk és mérhetetlen kitartasuk miatt. Kiillonosen Benséné Fekete Ildikonak, aki
oly sokszor segédkezett a kisérleteim lebonyolitdsasban. Koszondm a Kornyezetipari Regiondlis
Egyetemi Tuddskdzpont minden munkatarsanak, amiért segitették, tdmogattdk munkdmat és
befogadtak, mint kollégat.

Halas vagyok hallgatéimnak segitségiikért és a sokszor hosszas és dolgos laborban toltott
eredményes napokért és munkajukért.

Tovabba koszondm opponenseim épitd jellegli, értékes javitasait és észrevételeit, melyeket a
mihelyvitdhoz készitettek, s amelyek segitségével a dolgozatom nagymértékben fejlodhetett.
Teljes szivbdl koszondm tovabba csalddomnak ¢€s szeretteimnek, illetve barataimnak, hogy
mellettem 4lltak és tdmogattak a kezdetektdl a dolgozatom utolso betiiinek letitéséig.

Kiilon halaval tartozom Kedvesemnek, aki a kutatas éveit oromtelivé és bizakodova varazsolta és
segitett, tamogatott a dolgozat ilyen forman valé megjelenésében. Munkamat szeretettel ajanlom

Dr. T6rok Gabor Tanar Ur emlékének, akire most is halaval és szeretettel gondolok.

A doktori kutatdsaim nem johettek volna létre a kdvetkezd projektek nélkiil:
TAMOP-4.2.1B-11/2/KMR-2011-0003,

Aguafuture VKSZ-12-1-2013-0078,

Research Centre of Excellence-9878/2015/FEKUT.
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