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A disszertaciéban szereplo roviditések jegyzéke

AFB aflatoxin B

AFM; aflatoxin M1

ATA alimentary toxic aleukia (toxikus leukopénia)
BEA beauvericin

BMDL50 benchmark dose lower confidence limit 50% (annak a legkisebb
dézisnak a felsé 95%-os valoszinliséggel megadott értéke, amely
a kisérleti allatok 50%-aban idéz el elvaltozast)

CASA Computer Assisted Sperm Analysis

CCM complete culture media (teljes taptalaj)
CM culture media (taptalaj)

DAS diacetoxiscirpenol

DMSO dimethylsulphoxide

DON deoxinivalenol

EFSA European Food Safety Authority (Eurdpai Elelmiszerbiztonsagi
Hatosag)

ELISA  enzyme-linked immunosorbent assay (enzimhez kapcsolt
immunszorbens vizsgalatok)

FAO Food and Agriculture Organization (Egyesilt Nemzetek
Elelmezési és Mezdgazdasagi Szervezete)

FB fumonizin B

FBs fumonizinek

FCS foetal calf serum (magzati borju szérum)

FX fuzarenon-x

GSH glutation

HT-2 HT-2 mikotoxin

IARC International Agency for Research for Cancer (Nemzetkozi
Rékkutatasi Ugynokség)

1Cs0 inhibitor koncentracio, amely 50%-kal gatolja az enzim
aktivitasat
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NOAEL
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T-2
takkg
TDI
ts kg
tTDI

Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (a
FAO/WHO Egyesitett Elelmiszeradalék Szakértdi Bizottsaga)

tomegspektroszkopia folyadékkromatografiaval

median halalos adag (a kisérleti allatok 50%-anak elhullasat
okozza 24 o6réan beliil)

lowest observed adverse effect level (a legkisebb dozis, mely
megfigyelhetd karos hatast okoz)

Methyl Thiazol Tetrazolium

Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal
nivalenol

természetes 010 (natural killer) sejtek

no observable adverse effect level (felvételi vagy terhelési
kiiszob, megfigyelhetd karos hatast még nem okozo szint)

no observed effect level (megfigyelhetd hatast nem okoz6 szint)
optikai denzitas

ochratoxin-A

foszfat pufferes sdoldat

phytohaematoglutinin

Provisional Maximum Tolerable Daily Intake (ideiglenesen
megallapitott megengedhetd maximalis napi bevitel)

Provisional Maximum Tolerable Weekly Intake (ideiglenesen
megallapitott megengedhetd maximalis heti bevitel)

part per billion; milliardnyi rész (ng/kg)
part per million; milliomod rész (mg/kg)
Roswell Park Memorial Institute

Scientific Committee on Food (Elelmiszeriigyi Tudomanyos
Bizottsag)

T-2 mikotoxin

takarmany kilogramm

tolerably daily intake (napi toleralhato beviteli érték)
teststly kilogramm

temporary tolerably daily intake (ideiglenesen megallapitott napi
toleralhato beviteli érték)
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1. BEVEZETES

Napjaink egyik nagy problémaja a népesség ugrasszerli novekedése mellett a
terméfoldek teriileteinek fokozott csdokkenése. Az élelmiszerellatasban nem
csak a mennyiségi probléma meril fel, hanem a mindségi tényezdk is egyre
nagyobb befolyasold szerepet jatszanak. Folyamatosan hallhatunk kiilonb6z6
élelmiszer botranyokrol, melyeknek a gazdasagi kéarokozason feliil fontos
kovetkezménye az emberek egészségkarosodasa is. A veszélyeztetettek egyik
Kiemelt csoportjat a csecsemék képezik, akik fokozottan érzékenyek az
¢lelmiszer mindségére immunitasuk és emésztérendszeriik fejletlensége
miatt. fgy korunk még mindig aktualis és fontos kérdése a
takarmanymindség, ezen keresztiil az élelmiszermindség problémakore.
biztonsagi eldirasokat hozott, melynek betartasa minden tagéllamban
kotelezd, és vonatkozik az export cikkek mindségére is. A kidolgozott
metodika nyomon kdveti az élelmiszer sorsat a ,,term6foldtél az asztalig”,
ezzel biztositva az eldallitdas mindségi kovetelményeinek betartasat. A
mikotoxinok jelentésége kiemelkedé a természetes eredetli élelmiszer-
szennyezOk csoportjaban. Akut mérgezéd hatasuk mellett jelentds, ¢és
részleteiben még nem ismert késoi egészségkarosodast okozhatnak, melyekre
napjainkban deriil fény. A human egészségkdrosité hatasuk mellett gazdasagi
kihatasuk is jelentds az A4llattenyésztésben ¢és a ndvénytermesztésben
egyarant. A szennyezettség a megtermelt javak exportképességét
csokkentheti, mely kihatdssal van a nemzetgazdasag egészére (Kovics,
2001). Magyarorszagon is szigortan ellenérzik és nyomon kovetik az

élelmiszerek sorsat. Ezt a feladatot a NEBIH (Nemzeti Elelmiszerlanc-



biztonsagi Hivatal) latja el a 2008. évi XLVI. torvény az élelmiszerlancrol és
hatosagi feliigyeletérol alapjan.
(https://net.jogtar.hu/jogszabaly?docid=a0800046.tv)

Az ¢lelmiszerbiztonsag annak biztositdsa, hogy az elfogyasztott ¢lelmiszer
nem Aartalmas az emberi egészségre, ha azt a szokasos modon készitik és
fogyasztjak el (FAO-WHO, the Food and Agriculture Organization of the
United Nations - the World Health Organization, 1969). Fontos tudomanyos
eleme a kockazatelemzés, melynek alapdokumentumait a FAO/WHO Codex
Alimentarius dolgozta ki (FAO/WHO, 1990) és amelynek harom eleme a
kockazatbecslés, kockazat kezelés és a kockazati kommunikacio.

A mikotoxinok mikroszkopikus penészgombak szekunder
anyagcseretermékei, amelyek eldéforduldsaval szinte minden koriilmények
kozott szamolni kell a taplaléklancban. Ismert a takarmanyokban eléforduld
mikroszkopikus gombak sokrétli kartétele. Elsédleges anyagcseréjiik forrasa
a takarmanyok tapanyagai, masodlagos anyagcseréjiik eredményeképpen
alakulhatnak ki a mikotoxinok. Kémiai szerkezetiik igen valtozatos, ebbdl
kifolyolag a szervezetre gyakorolt hatasuk is eltéré lehet, antigénhatassal nem
rendelkez6 ¢és a kornyezeti hatdsokkal szemben nagyfokt ellenalld
képességgel rendelkez6 molekuldk. Hazankban a sertés ¢és baromfi
takarmanyozasaban nagy szerepet jatszo gabonafélék, koztik a kiemelt
jelentdségii  kukorica, gyakran fertézottek penészgombakkal, illetve
szennyezettek azok mérgez6 anyagcserctermékeivel. Az ember a
gombamérgeket (tovabbiakban: mikotoxinok) altaldban kozvetleniil, a
szennyezett ndvényi taplalékkal (korpa, liszt stb.), vagy élvezeti cikkekkel
(kéveé, sor), veszi fel. Ritkdbban ¢és kis mennyiségben dllati eredetii

¢lelmiszerrel, az un. ,,carry over” (atjuttatas) révén, jutunk hozza (1. abra).
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1. abra: Mikotoxinok a taplaléklancban (Kovacs, 1998)

A legtobb mikotoxin stabil, honek, savnak ellenall. Az élelmiszer konyhai
elokészitése, kezelése, feldolgozasa, illetve a takarmanyok el6készitése soran
a toxinok nem valnak artalmatlannd, esetleg csak nagyon csekély mértékben
csOkken toxicitdsuk. A mikotoxinok kémiai szerkezetiiktél fiiggden
masképpen hatnak: rékkeltd, teratogén (magzatkdrosité), mutagén,
citotoxikus  (sejttoxikus), Osztrogén-mimetikus (Osztrogén-szertl)  és
immunszupressziv (védekezdrendszer gyengitd) hatdssal rendelkeznek,
karositjdk az idegrendszert és a parenchimas szerveket. Egy egészséges

szervezet a mikotoxinok egy jelentds részét at tudja alakitani. Néhany



mikotoxin kémiai forméaja megvaltozhat a maj xenobiotikum-transzformalo
enzimrendszerének, illetve a bélben 1évé mikroorganizmusok (intesztinalis
mikrobiota) tevékenységének koszonhetden. Ennek soran a kiindulasi
molekulanal toxikusabb, biologiailag aktivabb vegyiiletek is keletkezhetnek.
Magyarorszagon  1991-ben a  kukoricamintdk  atlagos = mikotoxin
szennyezettsége 56%-os volt (Kovacs és mtsai., 1995), ami igen jelentOs
mennyiség. Egy 2016-0S, hazankban végzett tanulmany alapjan, gabona
alapas  sertés takarmanyokat vizsgalva, minden minta (harom
takarmanygyartotol szarmazo, 15-15 minta egységenként) esetében mutattak
ki bizonyos mértékii deoxynivalenol (DON), zearalenon (ZEA), illetve T-2
mikotoxin (T-2) szennyezettséget. Ez jelzi, hogy hazankban is problémat
jelent a Fusarium toxinok jelenléte a taplaléklancban (Tima és mtsai., 2016).

A kornyezeti toxikus hatasoknak szaporodésbioldgiai rendellenességek is
tulajdonithatoak. A toxinok zavart okozhatnak a spermiogenezisben, ennek
kovetkeztében csokken a spermiumszam, illetve megné a morfologiai
rendellenességek aranya. Mindez a himivarban csokkent termékenységet,
vagy terméketlenséget idéz el6. Mascarenhas ¢és mtsai. (2012)
tanulmanyoztak a terméketlenségi szamokat 1990 ¢és 2010 kozott
vilagviszonylatban. Tanulmanyukban a medd6 parok szamat 1990-ben 42
milliora becsiilték, 2010-ben ez a szdm 48,5 milliora nétt. A publikacidok
jelzik az egészséges férfiak ¢letképes spermiumszamanak csokkenését és a
sperma mindségének drasztikus romlasat (Ibeh és mtsai., 1994; Bradbury,
1997; Krausz és Forti, 2000).

Mig a mikotoxinok ndivaru allatok szaporodasi folyamataira gyakorolt karos
hatasa viszonylag jol feltart, addig a himivart egyedek ebbdl a szempontbdl
kevéssé vizsgalt csoportot képviselnek. Ezt a hidnyossagot szerettiik volna
potolni a vizsgédlataink sordn, a T-2 toxin sejtkdrositdé hatasanak
vizsgalataval, ahol in vitro a sertés limfocitakat, mig in vivo a nydl spermium

sejteket valasztottuk modellként. In vivo kisérleteinkben tobb, a himivara
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allatok szaporodasi folyamatait jellemzd paraméter meghatarozasaval
megcéloztuk a felvételi vagy terhelési kiiszob (no observable adverse effect
level, NOAEL), azaz a még karositdé hatast nem okozd toxinkoncentracio

meghatarozasat baknyulakban.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A mikotoxinokrol altalaban

A mikotoxinok a penészgombak extracellularisan kivalasztodo, tobbnyire
masodlagos anyagcsere termékei. F6 toxintermeld gomba nemzetségek az
Aspergillus, a Penicillum és a Fusarium (Streit és mtsai.,, 2012). Akut
mérgez6 hatasuk mellett jelentds, és részleteiben még nem ismert, késoi
egészségkarosodast okozhatnak. Human egészségkarositdé hatasuk mellett
gazdasagi  kihatdsuk is  jelentés az  Aallattenyésztésben ¢és a
ndvénytermesztésben egyarant (Kovacs, 2001).

A kornyezeti toxikus hatasok kozé tartoznak a penészgombak altal termelt
mikotoxinok, mint természetes takarmany- és élelmiszerszennyezdk. TOobb
mint ezer masodlagos anyagcsere terméket ismeriink, de human- és
allategészségiigyi jelentésége csak 15-20-nak van (Rafai, 2001). Napjainkban
az ismert mikotoxinok koéziil 300-400 vegyiilet esetében irtak le toxikus
hatast, de csak kis résziik kapott széleskorben elterjedt és megkiilonboztetett
figyelmet. A legfontosabb mikotoxinok, illetve csoportjaik az aflatoxinok B
csoportja (AFB), a zearalenon (ZEA), a deoxynivalenol (DON), a
fumonizinek B csoportja (FB) ¢és az ochratoxin-A (OTA), melyek
¢lelmiszerekben és takarmanyokban vald koncentracidjat szamos orszagban
maximum értékekkel és/vagy ajanlasokkal szabalyozzak (Schatzmayr és
Streit, 2013).

Szerkezetiik és hatdsmechanizmusuk igen valtozatos, igy az 4llati és az
emberi szervezetet eltérd hatdsmechanizmussal karositjak. Kiilon problémat
jelenthet a szervezetben torténd esetleges akkumuldciojuk, egymast erdsitd

szinergista vagy additiv hatasuk, illetve az anyagcsere folyamatok soran
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toxikusabb metabolit kialakulasanak esélye (Sexton és mtsai., 1995; WHO,
2000).

A mikotoxinok hatdsai kiilonb6z6é formaban jelenhetnek meg a szervezetben.
Lehetnek karcinogének (pl: AFB, OTA, FB, szterigmatocisztin),
immunszupressziv hatastiak (OTA, trichotecének), mutagének (AFB, ZEA),
teratogének (AFB, OTA), kardiotoxikusak (ergot alkaloidok, penicillinsav),
dermatotoxikusak (pl: trichotecének), emetikus hatasuiak (DON, T-2),
hemorragias hatasuak (patulin), hepatotoxikusak (AFB, rubratoxin),
nefrotoxikusak (citrinin, OTA), neurotoxikusak (ergot alkaloidok,
citreoviridin, FB, trichotecének, OTA), Osztrogén hatastak (ZEA). Ennek
koszonhetden szinte minden szervet és életmiikodést befolyasolhatnak. Egy
mikotoxin tobbiranya toxikus hatdssal bir, illetve tobbféle mikotoxin
egyidejl jelenléte esetén szinergizmus I€phet fel. Az egyes mikotoxinok 4ltal
okozott egészségkarositas jellege, mértéke, stlyossaga természetesen fiigg a
bevitt mikotoxin mennyiségétdl, az adagolas idétartamatol, az €l61ény fajatol,
nemétdl, egészségi és taplaltsagi allapotatol sth. (Weidenborner, 2001).

A mikotoxin kutatds igen fiatal teriilet, mely a felmeriild kérdésekre sajnos
csak hidnyosan tud még valaszt adni. Szamos eltérd megkozelitésre lehet
sziikség a célszovetre kifejtett hatasok és a dozisok Osszefiiggésének
vizsgalatdban, valamint ezek human vonatkozasanak vizsgalatara, mellyel
kapcsolatban nem 4allnak rendelkezésre adatok. Ez a folyamat sok
bizonytalansdgot foglal magaban. Az emberre vonatkoz6 potencialis
kockazatbecslésben a legelterjedtebb modszer az allat modell alkalmazasa.
Mindazonaltal az 4llat-humén extrapoldcidnak megvannak a maga problémai.
A szabalyoz6 hatosdgok szdmos nehézségbe iitkoznek, hogy az
allatkisérleteken keresztiil probaljak megjosolni a karositd tényez6k humén

kockazatat (Sexton és mtsai., 1995; WHO, 2000).
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21.1. A penészgombdik mikotoxin termelése, a toxin

termelodését befolyasolo fobb tényezok

A gabonaféléket fertdz6 penészgombakat két nagy csoportra bontjuk: az un.
szant6foldi penészgombak toxinjai keletkeznek a szantofoldeken (ezek
novekedésiikhoz tobb vizet igényelnek), de a raktadrozas sordn is alakulhatnak
Ki penésztelepek (raktari penészgombak). Jelen esetben a szamunkra fontos
szanto6foldiek csoportjaba tartoznak a Fusarium fajok, amelyeknek allat- és
human-egészségligyi szempontb6l fontosabb toxinjaik a ZEA (vagy F-2
toxin), a trichotecének (T-2, HT-2, nivalenol [NIV], DON,
diacetoxyscirpenol [DAS], fusarenon-X [FX]) és a fumonizinek B csoportja
(FB). A raktari penészgombak fobb képviseléi az Aspergillus és a
Penicillium fajok, melyek fontosabb toxinjai: az AFB, OTA, citrinin, patulin,
rubratoxin B. Egyes mikotoxinokat t6bb gombafaj termelhet, melyet az 1.
tablazatban foglaltam Gssze (Streit és mtsai., 2012; Ibafiez-Vea és mtsai.,
2012).

1. tablazat: A f6 mikotoxinokat el6allité gomba nemzetségek
(Streit és mtsai., 2012; Ibanez-Vea és mtsai., 2012)

Mikotoxinok/mikotoxin Elsédlegesen termel6 gombafajok
csoportok
Aflatoxinok Aspergillus flavus; A. parasiticus; A. nomius
Deoxynivalenol Fusarium culmorum; F. graminearum
T-2, HT-2 F. sporotrichioides; F. poae; mas Fusarium fajok
Zearalenon F. culmorum; F. graminearum; F. heterosporum
Fumonizinek F. proliferatum; F. verticillioides
Ochratoxin-A I?enigillium verrucosum; A. carbonarius (melegebb
éghajlaton)
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Az aflatoxinok (Bi, B2, Gi1 és G2) vilagszerte leggyakrabban eléforduld
mikotoxin csoport. Az AFB: a leggyakoribb ¢és legnagyobb toxicitassal
rendelkezé aflatoxin, rakkelt6 hatdsa sok esetben kimutathatdo. Az
International Agency for Research for Cancer (IARC) a human rakkeltd
anyagok 1-es tipusaba sorolja be. Tejtermelé allatok tejében AFM;i
metabolitként jelenik meg, ami a lehetséges human karcinogének 2B
csoportjaba sorolt toxin. Eredetileg tropusi, szubtropusi kliman termel6dik,
igy eurdpai viszonylatban az importalt ¢lelmiszerek jelentik a f6 problémat,
mint példaul a foldimogyord, palmamag olajpogacsa és a kukoricaliszt.
Olaszorszagban 2003-ban mutattak ki AFB: szennyezddést aszalyos, meleg
id6jarast kovetden, mikor magas rovar kartételt észleltek. Itt a vizsgalt
tejmintak AFM;: tartalma meghaladta az EU altal eléirt 0,05 pgkg
hatarértéket, mely a takarmanyként hasznalt kukorica 4,4 pg/kg-os AFB:1
szennyezettségének volt a kovetkezménye (EFSA, 2004a).

Napjaink egyik jelentds probléméja a globalis felmelegedés. Ennek a
jelenségnek a mikotoxin termelédésben is fontos szerepe van, mivel a
mérsékelt égovi orszagokban, mint hazankban is, megjelennek egyes
melegkedveld toxintermelé gombafajok. Ezek k6z¢é tartoznak az elézéekben
targyalt aflatoxint termeld Aspergillus fajok. Igy az éghajlatvaltozas
kovetkeztében a mikotoxinok elleni védekezés fO iranyvonala az ellenalld
gabonafajtadk termesztése, a biologiai védekezés, valamint a helyettesitd
novények alkalmazasa (Baranyi és mtsai., 2013). Borbély és mtsai. (2010)
hazankban végzett takarmanyvizsgéalatok alkalmaval mértek uniés eldirdsokat
meghalad6 AFB; szintet. Dobolyi és mtsai. (2011) hazai kukorica mintdkon
mutattak ki aflatoxint termel6 Aspergillus flavus gomba szennyezettséget.
Hazéankban 2018-ban indult egy kutatds a Debreceni Egyetemen ,,A magyar
fogyasztok rovid- €s hosszatava aflatoxin-terhelésének meghatarozésa a
tejterméklancban és a kockéazatkezeld intézkedések megalapozasa” cimen. Ez

mélton tiikrozi a probléma aktualitdsat és hangsulyossagat. A projekt a
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Nemzeti Kutatdsi, Fejlesztési és Innovacios Hivatal nemzeti kivalosag
palyazata keretében folyik. A projekt célja a fogyasztoi expozicié feltarasan
alapuld élelmiszerbiztonsagi kockazatbecslés pontositdsa, valamint a
megel6zés, a tejbe keriild, kozegészségiigyi veszElyt jelentd aflatoxin M1
visszaszoritasa a  kilonb6zé  novényfajtak,  kukoricahibridek — és
tarolastechnologidk megfeleld hasznalataval
(http://hirek.unideb.hu/sites/hirek.unideb.hu/files/_20181009 nkp_2018-
00002_sajtokozlemeny a magyar_fogyasztok_rovid_es_hosszu_tavu_aflato

xin-terhelesenek meghatarizasa.pdf).

Legfrissebb aflatoxin szennyezettségi adatok a kukoricaban a 2018
augusztusaban megkezdett vizsgalatok alapjan a kovetkezéképpen alakultak.
Tobb, mint 1000 mintat vizsgiltak meg, ami kb. 1 milli6 tonna &rut
reprezentdl a 6,7 millié tonnds termésbdl. Az analizisek a vizsgalt tételek 15-
20%-aban mutattak szennyezettséget. 55%-a az eredményeknek 2 ppb alatti
értéket jelzett. 20% 2-5 ppb kozott, 10% 5-10 ppb, 5% 10-20 ppb, 10% 20
ppb feletti savba esett (https://www.kwizda.hu/szakcikk/trifender-pro-

pannon-starter-perfect-pro-kukorica).

Az aflatoxin karositas f6 szerve a maj (EFSA, 2004a). Hosszu ideig tarto,
alacsony bevitel esetén kialakulhat majkarosodas és/vagy tumor (Wogan,
1966), tojashéj képzddési zavar, csokkent husmindség; csokkent ellenalld
képesség (Bryden, 2004); romlé takarmanyértékesités (D’Mello és
Macdonald, 1997) és magzatkarosodas (Binder, 2007).

A trichotecének csoportjaba tartozd6 mikotoxinokat a Fusarium gombak
termelik. Az A-tipusu trichotecének csoportjanak képviseléi a T-2 és HT-2
mikotoxin, melyet részletesen a 2.2. fejezetben targyalok. A B-tipusu
trichotecének csoportjaba tartoz6 DON magas elterjedtsége kovetkeztében
érdemel nagyobb figyelmet. Vilagszerte jelentkezd szennyezd agens a
gabonamagvakban, foként a buza, kukorica, arpa esetében, valamint a
kukorica szilazs el6allitasnal is problémat jelent (EFSA, 2004b). Az
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allattenyésztésben vomitoxinként ismert, mely sertéseknél takarmany-
visszautasitast, valamint hanyast idéz el6 (Bryden, 2012). Befolyassal van az
immunvalasz kialakuladsara és az emésztérendszer miikodésére. A DON
mellett két jellemzé metabolitja (3-acetil-DON ¢és 15-acetil-DON) is
kialakulhat, melyek szintén a sertés emésztorendszerére vannak hatassal
(Pinton és mtsai., 2012). A baromfi nem érzékeny a DON szennyezettségre,
csak igen magas koncentracioban (16-20 mg/takkg) valt ki takarmany-
visszautasitast (EFSA, 2004b). A kér6dzok a legkevésbé érzékenyek bendd
mikroflorajuk detoxikald hatasanak koszonhetéen (Rotter és mtsai., 1996).

A ZEA-t szintén a Fusarium gombak termelik. A szennyez6dés a
gabonamagvak (abraktakarmanyok) esetében érhet el magas értékeket, de
érintett még az allattenyésztés a szildzs és a szalma kontaminacidjan
keresztiil. Az Osztrogénhez hasonld kémiai szerkezete miatt kotddik az
Osztrogén-kotd receptorokhoz és szaporodasbiologiai problémakat okoz. A
sertés ndivaru egyedei nagy érzékenységet mutatnak a toxinnal szemben
(EFSA, 2004a), mig a baromfi faj igen tolerans (Miiller, 1978). Tejeld
marhék esetében kevés adat all rendelkezésre, de ezek alapjan alacsony
érzékenységet mutatnak a ZEA szennyezOdéssel kapcsolatban (EFSA,
2004a).

A Fusariumok altal termelt toxinok masik nagy csoportja a fumonizinek,
melyeknek a B valtozatai a legjelentdsebbek, mint a fumonisin B, B2 és Ba.
Koziiliik is a FB1 a legnagyobb figyelmet igényld mikotoxin, el6fordulasat és
toxicitasat tekintve. A potencidlisan rakkeltd anyagok (2B) csoportjaba
soroljak (IARC, 2002). Elsédlegesen a kukoricat és az abbdl szarmazo
termékeket szennyezi. Nem kizarolagosan Fusarium fajok termelik,
kimutattdk aszalt sz6loben FBi4 és mds izomer jelenlétét, mely esetben
Aspergillus niger gombafert6zottség allt fent. Sertéseknél tiidoodémat, lovak
esetében encephalomalaciat valtott ki (Henry és Wyatt, 1993).

Altalanossagban elmondhat6, hogy immunrendszer kérositd (Bryden, 2004),
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hepato- és nefrotoxikus hatassal rendelkezik (Binder, 2007). A FB, a DON ¢s
a ZEA a Fusarium toxinok legjelentésebb képviseldi. Elmondhatd, hogy a {6
probléma forras a Fusarium gombak altalt termelt toxinok egyiittes
megjelenése (multi-mikotoxikozis), azok egymasra kifejtett additiv vagy
szinergista hatésai, az altaluk okozott karositasok (Streit és mtsai., 2012).

A szant6foldi penészgombak szaporoddsdhoz a fobb kdrnyezeti feltételek
(20-25 °C ¢és 30-32% nedvességtartalom) a mérsékelt éghajlati orszagokban,
igy Magyarorszagon is adottak a betakaritas el6tti idészakban. A mennyiségi
¢lelmiszer-eldallitas  globalis problémajaval, a term6fold folyamatos
csokkenésével a fusariotoxikdzis kockazata is megnovekedett (Kovacs és
mtsai., 1995). A mikotoxinok termelodését szamos tényezd befolyasolja,
tobbek kozott a novény genetikai  adottsdgai, a  gombaspora
szennyezettségnek valo Kkitettség, az id6éjarasi viszonyok és klimatikus
koriilmények, a novénytermesztési modszerek, a kartevok jelenléte,
novényapolas, betakaritdsi modszerek, gombadlé hasznalata (Rodrigues és
Naehrer, 2012).

Edwards ¢és mtsai. (2009) tobb vizsgalatot folytattak a T-2 és HT-2
termelddést befolyasold tényezdkkel kapcsolatban. Megallapitottak, hogy az
1d6jarasi és a klimatikus viszonyok erdsen befolyasolo tényezdk, meleg és
szaraz idGjaras esetén nétt a T-2 és HT-2 szennyezettség. A mikotoxinok
kialakulasat nagyban befolyasolja a szubsztratumot képezO gabona faja,
fajtaja is. A fent emlitett két mikotoxint termelé gombafert6zéssel szemben a
legnagyobb fogékonysagot a zab mutatja. Ezen beliil is eltéré zab-- fajta/-
hibrid esetén mas az érzékenység, melyet egy egyesiilt Kiralysagbeli kutatas
is alatamaszt. Megallapitottak, hogy az Oszi vetésii zab haromszor nagyobb
koncentracioban tartalmazta ezt a két toxint, mint a tavaszi fajta (Edwards és
mtsai., 2009). Mas vizsgalatok alapjan (Barrier-Guillot, 2009) arpa esetében
a tavaszi vetésii fajta mutatott nagyobb érzékenységet (2-3-szoros mértékben)

az Oszivel szemben. Az adott év termésének toxin szennyezettségét
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befolyasolja az el6z6 év talajmiivelése, az el6zbleg vetett gabona fajtaja.
Kétszer nagyobb T-2/HT-2 koncentraciot mértek tavaszi arpaban, amikor
arpa vagy buza volt az eldveteménye, mint amikor kukorica, répa vagy mas
volt az elévetemény (Barrier-Guillot, 2009; Fournier, 2009). Ezt az
eredményt, tobb vizsgalat is alatdmasztotta. Tehat nagyon fontos szerepe van
a vetésforgonak a prevencioban. Gombaolé szer hasznalata elhanyagolhato
mérték(l hatast fejtett ki a T-2/HT-2 termeldédésre. Van der Fels-Klerx és
Stratakou (2010) tobb szakirodalom feldolgozasa wutan az alabbi
megallapitasokat tették. A bio (organikus), illetve hagyomanyos
(konvencionalis) talaj-elokészitésnek csak zab esetén volt érzékelhetd
jelentésége, mely soran az organikus gazdalkodas mutatott kedvezObb képet.
Az aratast kovetd tisztitasi és feldolgozasi folyamatok soran is jelentosen
csokken a termék toxin szennyezettsége. Zab T-2/HT-2 szennyezettségének
mértékét a malomipari feldolgozas 70-95%-kal csokkentette. Viszont az
¢lelmiszer-feldolgozas soran termelddd melléktermékek, melyek adott
esetben takarmanyként funkciondlnak, koncentraltabban tartalmazzak (akar
tizszer nagyobb mennyiségben) a mikotoxinokat (Hietaniemi és mtsai., 2009;
Pettersson, 2008; Scudamore ¢és mtsai.,, 2007). Mérések alapjan bizonyitott,
hogy buzaliszt eléallitas soran keletkezd csira 2-3-szor, mig a korpa 6-Szor
magasabb koncentracidban tartalmaz T-2/HT-2 toxint, mint a kiindulasi
termék. Ezt a tendenciat kukorica feldolgozasa soran is bizonyitottak. Mas
feldolgozasi folyamatok, mint a forralds, erjesztés, f6zés, fagyasztas és
sajtolas, nincsenek hatassal a T-2/HT-2 koncentraciora. Tehat a hantolas
soran az emberi fogyasztasra szant ¢lelmiszerek toxinkoncentracidja csokken.
Viszont a keletkez0 melléktermék takarmdnyként valé felhasznaldsa
problémat jelenthet a feldsult toxintartalma miatt (Van der Fels-Klerx és
Stratakou, 2010).
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2.1.2. Mikotoxinok eldforduldsa

A mikotoxin problémat erésiti a korabban mar emlitett globalis felmelegedés
jelensége, mely megteremti a kedvezd feltételeket a gombak szaporodasahoz
¢s a toxinok képzddéséhez olyan orszagokban is, ahol eddig ez nem jelentett
veszélyt. Amikor az orszagban a gabonamagvak mikotoxin szennyezettsége
15% vagy ezt meghaladd, jarvanyrdl beszélhetiink, mely lehet idészakos
vagy alland6. Magyarorszdgon 4-5 évente tapasztalhatunk jarvanyokat
(Mesterhazy, 2006). Nagyobb mennyiségben a miizliben, korpaban, sorben,
tedaban és kavéban mutathatoak ki a mikotoxinok. Egy masik fontos tényez6 a
napjainkban divatos reformkonyha térhoditasa. A teljeskidrlésii termékek
jelentés forrast képeznek, mivel a toxinok, ugymint a vegyszerek is, a
magvak héjaban halmozodnak fel (Rafai és Bata, 1998). Kozvetett forrast
képeznek az allati eredeti €lelmiszerek, foként a belsdségek (maj, vese) €s a
vér (Kovacs, 2001).

A mikotoxinok a mezdgazdasagi termelésben mindenhol el6forduld
szennyezést jelentenek, a gabonamagvakban és olajos magvakban egyarant.
Az EU orszagaiban a kovetkez6 mikotoxinok esnek szabalyozas ala, illetve
dolgoztak ki ajanlasokat a takarmanyozasra szant termékekben valo
cléfordulasukra: AFB:1 (2002/32/EK), DON, ZEA, FB ¢és OTA
(2006/576/EK), valamint T-2 és HT-2 (2013/165/EU). A Fusarium toxinok
eléfordulasa, alacsony szennyezettségi értékben altalanos (példaul a DON
altaladban a mintak t6bb mint 50%-aban kimutathato) és igen gyakori egyiittes
eléfordulasuk. A multi-mikotoxokin analizisek a mintak 75-100%-aban
mutattak ki egynél tobb toxin altali kontaminaciot, ami mar kis dézisban is
allategészségligyi problémat jelenthet (Streit és mtsai., 2012). 2004-ben a
BIOMIN egy felmérési programot inditott el a keverék takarmanyok és

takarmany-alapanyagok ~ mikotoxin  szennyezettségének  vizsgalatara
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(Schatzmayr és Streit, 2013). Ennek keretében 2005 januarjatoél 2012
decemberéig kozel 20.000 mintat gyiijtottek, és 64.000-nél is tobb vizsgalatot
végeztek el. A mintak 45%-a Azsidbol, 37%-a Eurdpabol, 15%-a
Amerikabol, 2%-a Afrikabol és 1%-a Kozép-Keletrdl szarmazott. A mintak
72%-aban mutattak ki AFB, FB, DON, ZEA vagy OTA szennyezettséget,
38%-ban kett6 vagy tobb mikotoxin jelenlétével. Az eléfordulasok
gyakorisaga a vartnak megfelelden orszagonként kiilonbozé volt, valamint az
0t mikotoxin, illetve mikotoxin csoport is eltérd mértékben jelent meg az
egyes foldrészeken (2. tablazat). A tablazat adatai tiikrozik, hogy az egyes
mikotoxinok mely régidban fordulnak el6 a legnagyobb aranyban. Az
eredmények mutatjadk, hogy a régionként eltérd klimatikus viszonyok,

nagyban befolyasoljak az egyes mikotoxinok termelddését.

2. tablazat: Mikotoxinok eléfordulasi gyakorisaga és koncentracidja
régionként (Schatzmayr és Streit, 2013)

Elofordulasuk ]
. . Atlagos
Mikotoxin/-csoport Helye Gyakorisaga (%) szennyezettség
_ (ng/kg)
Aflatoxin Dél—Azs1a' ’ 78 128
Délkelet-Azsia 55 61
ZEA Eszak-Azsia 56 386
DON leszak—Azsia_ 78 1060
Eszak-Amerika 68 1418
Fumonizin Dél-Amerika 77 2691
Dél-Azsia 55 20
OTA Kelet-Eurdpa 49 4

Legtobb esetben a szennyezettség mértéke nem érte el az EU 4ltal javasolt
biztonsagi vagy maximalis értéket. Viszont nem szabad figyelmen kiviil
hagyni a két vagy tobb mikotoxin egyiittes jelenléte soran kialakulo
szinergista hatds lehetdségét. Kiilon figyelmet érdemel a takarmanyként
felhasznalt élelmiszeripari melléktermékek toxintartalma, mely sokszor
meghaladja a feldolgozott gabona kiindulasi allapotaban jelenlévo

toxinkoncentraciot. A legjobb megoldast a megel6zés jelenti, a mar meglévd
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szennyezettség csokkentése, megsziintetése sokkal nehezebb feladat. Ilyen
megeldzé moédszer a mar emlitett vetésforgd €s az ellenallod fajtak hasznalata.
A mikotoxin szennyezettség teljes mértékben nem sziintethetd meg
prevenciés moédszerekkel sem. Igy indokolt a detoxifikald modszerek
folyamatos vizsgalata és kidolgozasa az élelmiszer-mérgezések elkeriilése
érdekében (Schatzmayr és Streit, 2013).

Rodrigues ¢és Naehrer (2012) szintén az eldzoleg emlitett o6t
mikotoxin/mikotoxin csoportot vizsgalta 2009 elejétél 2011 végéig, mely
kutatasba tobb mint 7000 mintat vontak be Amerika, Eurdpa és Azsia
tertiletérdl. Kozel 24.000 mikotoxin vizsgalatot végeztek el. Az esetek 81%-
aban mutattak ki mikotoxin szennyezettséget. A mintak 48%-aban volt jelen
kettd vagy tobb vizsgalt toxin. Megallapitottdk, hogy a gombandvekedéshez,
ezaltal a mikotoxin termelddéshez legkedvezdbb szubsztratumot a kukorica
képezi a sz6javal és a blizaval 6sszehasonlitva. Az eredmények ez esetben is
jelezték, hogy a vizsgalt régid klimatikus viszonyai, az adott év iddjarasi
koriilményei nagyban befolyasoltdk az egyes mikotoxinok eldfordulasanak
mértékét. Szamos id6jarasi, klimatikus tényezd, ndovénytermesztési, illetve
novényapolasi eljards, valamint betakaritasi, taroldsi ¢s feldolgozasi
koriilmények hatast gyakorolnak a szennyezettség kialakulasara és mértékére.
A kiilonb6z6 novényfajok eltérd érzékenységet mutattak a gombafertdzésre.
Serrano és mtsai. (2012) a mediterran térségek, Spanyolorszag, Olaszorszag,
Marokko és Tunézia mikotoxin szennyezettségét vizsgaltak takarmany (135)
¢és élelmiszer (130) mintakban, 14 mikotoxint (AFB1, AFB2, AFG1, AFG2,
OTA, FB1, FB2, DON, NIV, DAS, ZEN, BEA, T-2, HT-2) figyelembe véve.
A mintdk 53%-aban taldltak toxin szennyezettséget, mely orszagonként
lebontva a kovetkezd volt: Spanyolorszag 33%, Olaszorszadg 52%, Marokko
96% ¢és Tunézia 50%. A vizsgalt mikotoxinok koziil, a ZEN kivételével,
mindegyik jelenlétét kimutattdk a mintdk valamelyikében. A {6 szennyezd

agensek a NIV (pozitiv mintak 96%-aban) ¢s a beauvericin (BEA, 27%-aban)
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voltak. A T-2 és a HT-2 a pozitiv mintdk 6-6%-aban jelent meg. A
legmagasabb mikotoxin szennyezettséget a gabonamagvak koziil az arpa
(100%), mig az élelmiszerek koziil a kekszek (67%) mutattdk a vizsgalt
mediterran térségekben.

Spanyolorszagban 2007-2008 soran vizsgalt 123 arpaminta esetében
kimutattak, hogy 95%-ban kettonél tobb mikotoxin van jelen az egyes
mintakban. Ennek oka az, hogy egy gombafaj tobbféle toxint is termelhet,
illetve, hogy azonos kornyezeti feltételek tobb penészgombafaj
elszaporodasanak is kedveznek. gy egy toxin megjelenése indikalhatja egy
masik toxin jelenlétét is. Leggyakrabban észlelt kombindciok a kovetkezdk
voltak: AFB1, OTA és DON (29%) és AFB1, OTA, DON ¢és ZEA (26%).
Leggyakrabban a DON és acetilalt formaja jelent meg (15-acetil-DON 57%;
3-acetil-DON 28%), valamint ZEA-val kombinaltan termel6dott (37%). A
DON ¢és HT-2 mikotoxin egyiittes jelenléte 22%-0s volt. Az el6z6 két toxin,
kombinalva ZEA vagy OTA mikotoxinnal, mar 30-74%-0s jelenlétet
mutatott az egyes mintak tekintetében. Ezek az eredmények is jol tiikrozik,
hogy egy gombafaj megjelenése tobb mikotoxin termelddését is jelezheti
elére. Ugyanakkor a DON ¢s ZEA termelddése kézt nem mutatkozott erds
korrelacio (r=0,141, NS), melynek oka Iehet, hogy a két mikotoxin
termelédésének eltéré klimatikus viszonyok kedveznek (Ibanez-Vea és
mtsai., 2012). A F. graminearumnak két kemotipusa ismert, az egyik DON-t
¢s acetilezett formait (3, illetve 15-ac-DON) termeli, a masik NIV-et és FUS-
X-et, mindkét tipus esetében a ZEA is tars-szennyezd lehet (Miller és mtsai.,
1991). A DON ¢és a ZEA termel6édésének kinetikaja eltéré (kukoricacsé F.
gramineatummal valo mesterséges fertdzésének eredménye alapjan), a DON
korédn és gyors litemben termelddik, mig a ZEA késébb és lassabban (Muller
¢s mtsai., 1997). Ha ez az arpa esetében iS igaz, akkor ez magyarazhatja a
DON/ZEA eltérd mennyiségét/aranyat a mintdkban (Ibanez-Vea és mtsai.,
2012).
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Streit és mtsai. (2013) készitettek egy tanulmanyt, mely az 6t alap mikotoxin
/mikotoxin csoport 139 metabolitjat vizsgalta multi-mikotoxin LC-MS/MS
modszerrel. A 83 vizsgalt takarmanymintaban 139 kiilonb6z6 metabolit
jelenlétét mutattak ki. Minden egyes minta esetében minimum 7, maximum
69 kiilonbozé metabolitot detektaltak (3. tablazat). A multi-mikotoxikozis
felfedésének abban van jelentdsége, hogy egyes mikotoxinok, illetve
metabolitok egymasra szinergista vagy akar antagonista hatassal lehetnek.
Bizonyos esetekben a f60 mikotoxin elfedheti valamely metabolitja jelenlétét,
mely adott esetben nagyobb kockazatot jelenthet, mint a kiindulasi forma
(Streit és mtsai., 2013).

3. tablazat: Mikotoxin/metabolitok eléfordulasi szama egyes mintakban
(Streit és mtsai., 2013)

Eléfordulé mikotoxin/metabolitok szama Pozitiv mintak szama (n)*

<10 2
10-15 4
16-20 12
21-25 17
26-30 26
31-35 7
36-40 3
41-45 5
46-50 5

>50 2

*psszminta szam: 83

Serrano ¢és mtsai. (2012) altal végzett vizsgalat soran, a mediterran
orszagokban, a mintak dontd tobbségében egy mikotoxin jelenlétét
detektaltak (14 mikotoxint vizsgaltak). A mérések 14%-aban kettd, 18%-aban
kettonél tobb toxin kontaminaciot tapasztaltak mintanként.

A multi-mikotoxik6zis problémajat alatamasztja napjaink legfrissebb
tanulmanya is. 2017-2018 soradn, vildgviszonylatban gylijtott adatok
Osszesitésének alapjan, a mintdk 10%-4ban mérési hatar alatti volt a

toxinkoncentracid, 20%-aban csupan egy mikotoxin volt detektalhato, mig a
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mintdk 70%-aban egynél tobb mikotoxin jelenlétét mértek. A szamszeri

adatokat a 4. tablazat mutatja (BIOMIN World Mycotoxin Survey, 2018).

4. tablazat: Mikotoxin/metabolitok el6fordulasi szama 2018-as 6sszesitett
adatok alapjan (BIOMIN World Mycotoxin Survey, 2018)

Eléfordulé mikotoxin/metabolitok szama Pozitiv mintak szama (%)*

<10 2
10-19 14
20-29 25
30-39 23
40-49 21
50-59 12

>60 3

*2017-2018-ban gyiijtott adatok alapjan

Serrano ¢és mtsai. (2012) vizsgalata soran a BEA-t a mintdk 98%-aban
detektaltak, ezt kovették a sorban az ennitianok 96%-kal, majd a DON és
emodion  89%-kal. @ Néhany  ismert és  gyakran  el6forduld
mikotoxin/mikotoxin csoport/metabolit eléfordulasi gyakorisagat az b5.

tablazat mutatja.

5. tablazat: Néhany mikotoxin eléfordulasa a vizsgalt mintdkban
(Streit és mtsai., 2013)

Mikotoxin/metabolit Pozitiv Pozitiv Kozépérték Maximum
minta (n) minta (%) (ng/kg) érték (ug/kg)

Deoxynivalenol 74 89 122 25.928
Zearalenon 72 87 14 5.326
DON-3-gliikozid 62 75 15 7764
Nivalenol 61 63 17 1.760
T-2 26 31 3,8 427
HT-2 18 22 13 1.910
Fumonizinek 18 22 203 57.667
T-2 tetraol 3 4 9,5 1.655
T-2 triol 1 1 - 278

Evszakonként és évenként igen nagy kiilonbség mutatkozott egyes
mikotoxinok/metabolitok  megjelenésében. Ez  alatdmasztja azt a

megallapitast, hogy az iddjarasi viszonyok nagyban befolyasoljak a gombéak
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novekedését, ezaltal a mikotoxinok és metabolitjaik termelddését is. A 6.
tablazatban néhany példa szemlélteti a mikotoxin szennyzettséget egyes

vizsgalt id6szakokban (Streit és mtsai., 2013).

6. tablazat: Mikotoxin szennyezettség Also-Ausztriaban
2010 és 2012-ben

Toxinkoncentracié (ug/kg minta)
Mikotoxin/metabolit 2010- 2010- | 2012-1- | 2012- 2012- 2012-
1* 2* ** 2** 3** 4**

a-Zearalenol - - - - - 35
Aurofusarin 240 3380 1,3 44 0,9 17.659
Beauvericin 1390 970 1591 64 699 57
B-Zearalenol - - - - - 174
Deoxynivalenol 12 43 65 48 36 25.928
Nivalenol 147 1760 2,3 - - 41
Zearalenon - - - - - 5326
*félév
**negyedév

Az Eur6pai Unidoban maximdalisan megengedhetd értéket hatdroztak meg
AFB: esetében, valamint javasolt hatarértékeket dolgoztak ki DON, ZEN,
OTA ¢és FB mikotoxinok esetében a takarmanyozasra vonatkozodan (7.
tablazat). A szigorubb szabalyozds AFB: esetében a nagyobb human
egészségiigyi kockazata miatt sziikséges, mivel igazolt a meatbolizacioja
AFM; formava ¢és a tejben valo kivalasztasa (carry-over) (Streit és mtsai.,
2012).
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7. tablazat: Az EU-ban érvényes AFB: hatarértékek (Eurdpai Parlament,
2002) és DON, OTA, ZEN, FB ajanlasok (Eurdpai Bizottsag, 2006) a
takarmanyokra vonatkozoan (Streit és mtsai., 2012)

Maximum érték vagy

Mikotoxin Takarmany ajanlott érték (ug/ke)
Aflatoxin By Tejeld és novendék takarmanykeverék 5
Takarmany alapanyag 20
Sertés takarmany és - kiegészitd 900
Deoxynivalenol Gabonamagvak és termékeik 8000
Kukorica melléktermék 12000
Malac és kocasiildé takarmany és -
C 100
kiegészitd
Zearalenon Borju, tejelé6 marha, juh és kecske
L S 500
takarmany és - kiegészito
Kukorica melléktermék 3000
Sertés, 10, nyul és tarsallat takarmany és
. TR 5000
Fumonizin B1+B; - kiegészitd
Kukorica és kukorica alapu takarmany 60000
. Sertés takarmany és - kiegészitd 50
Ochratoxin A Gabonamagvak és termékeik 250

Az eurdpai viszonylatban eldfordulé mikotoxin szennyezettséget mutatjak a

8. tablazat adatai, melyeket 2017-2018 soran gytjtottek Ossze kiilonbozo

gabona mintdkat figyelembe véve. A szdmok jol tiikrozik, hogy Eurdpa

teriiletén a mikotoxinokat termeld penészgombdk szaporodasanak {0

szubsztratuma a kukorica (BIOMIN World Mycotoxin Survey, 2018).
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8. tablazat:

Mikotoxinok eléforduldsa Europdban vizsgélt minta tipusonként

(BIOMIN World Mycotoxin Survey, 2018

AFB | ZEA | DON | T-=2 FB__ | OTA
rsnzlflrt‘;‘{f/oz)e“ 12 77 71 42 78 40
Eﬁiﬁmény a%%é*) ik | g 30 249 30 512 4
zf;’li'r(”p‘;rg**) 136 | 1420 | 8559 | 721 | 26204 | 90
;ﬁf‘:‘;‘{f/ozf“ 18 | 51 65 44 74 13
Kukorica ét;';‘)%*) frick | g 76 816 | 266 | 1540 | 156
zfgl‘("(”pg{)‘**) 76 | 2056 | 40700 | 6062 | 26114 | 5912
ﬁqzuirt]:)(/%;u 1 | 38 59 47 25 12
gagg;‘]’a* ag‘g%*) frick | 40 912 35 206 19
gff‘é’lfr(’;‘gg**) 19 | 615 | 20984 | 2113 | 2354 | 569
*buza, arpa, zab, tritikalé, rozs, cirok, koles
**”pars per billion” azaz pg/kg
Vilagviszonylatban a mikotoxinok el6fordulasi ardnyat a 9. tablazat

szemlélteti. Jol lathato, hogy a T-2 mikotoxin legnagyobb aranyban Kelet-
Europaban jelent meg (BIOMIN World Mycotoxin Survey, 2018).
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9. tablazat: Mikotoxinok eléforduldsa ¢és kockazata régionként
(BIOMIN World Mycotoxin Survey, 2018)

Ossz Mikotoxinok / Mikotoxin csoportok eléfordulisa
Régio kockazat (%
(%)* AFB ZEA DON | T-2 FB OTA

Eszak-Amerika 73 8 34 67 3 44 3
Kozép-Amerika 70 14 10 70 0 84 3
Dél-Amerika 72 27 48 67 25 72 7
Eszak-Eurépa 56 1 42 66 49 44 10
Ko6zép-Eurdpa 46 15 56 64 44 47 16
Dél-Eurdpa 61 21 67 58 24 84 31
Kelet-Eurdpa 36 3 53 66 54 37 35
Kozép-Kelet 60 15 71 65 15 87 15
Afrika 65 26 81 77 10 71 6
Dél-Afrika 67 7 72 72 1 74 6
Eszak-Azsia 60 10 55 82 2 72 14
Délkelet-Azsia 70 54 51 68 1 81 30
Dél-Azsia 86 87 22 33 0 86 73
Kina és Taiwan 85 28 77 90 1 87 7
Oceania 17 4 19 47 0 27 5
Javasolt  kockazati

kiiszob érték - 2 50 150 50 500 10
(ppb**)

*0-25% - mérsékelt; 26-50% - magas; 51-75% - stilyos; 76-100% - extrém magas
**ng/kg

Serrano és mtsai. (2012) a mediterran orszagokban vizsgaltak a mikotoxin
szennyezettséget, valamint a napi beviteli értéket. A the Joint FAO/WHO
Expert Committee on Food Additives (JECFA, 2001) altal javasolt napi
toleralhato beviteli értéket (tolerable daily intake, TDI) (10. tablazat)
bizonyos teriileteken, egyes mikotoxinok tekintetében tullépi ezen orszagok
lakossaganak felvétele. Kiemelt figyelmet érdemel Tunézia, ahol NIV ¢és
OTA esetében tobbszordsen meghaladja a napi fogyasztds a megallapitott
toleralhatd értéket. Ez a szamottevd kiilonbség tiikrozi a klimatikus
viszonyok erés befolyasold hatasat a mikotoxin termelédésre (Serrano és

mtsai., 2012).
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10. tablazat: A JECFA (2001) altal javasolt toleralhato napi beviteli érték és
a vizsgalt orszagok mikotoxin felvétele

TDI* pg/ts TDI szint a JECFA javaslat viszonylatiban (%)
. : kg/nap
Mikotoxinok (JECFA Olaszorszag | Tunézia | Spanyolorszag | Marokké
javaslat)
NIV 0,7 112,95 487,23 61,84 0,87
DON 1,0 - 18,88 - 0,02
FB1 + FB2 2,0 - 2,53 - -
OTA 0,1 - 235,66 - 0,29
T-2+HT-2 0,06 - 72,67 - 0,60

*TDI=tolerably daily intake

Magyarorszagon gabona alapi sertés takarmanymintak (koca-, kan- és
malactap) DON, ZEA és T-2 toxin tartalmat vizsgaltak, mely soran harom
kiilonb6zd takarmanygyartd cégtdl, egységenként 15 mintat vettek (Tima és
mtsai., 2016). Minden egyes mintaban detektaltdk a fent emlitett harom

mikotoxint. Legnagyobb mennyiségben a DON volt mérheté, melyet a T-2,

majd a ZEA kovetett (11. tablazat).

11. tablazat: Magyarorszagi sertés takarmanymintak mikotoxin
szennyezettsége (Tima és mtsai., 2016)

. . ‘ Kozépérték Minimum Maximum
Mikotoxin Atlag (ngke) (ng/kg) (ng/kg) (ng/kg)
DON 261 180 137 997
ZEA 39 21 18 192
T-2 40 39 18 55

DON esetében 2 mintanal mértek a Magyar Takarmanykodexben (2004)

meghatarozott (12. tdblazat) depressziv érték feletti koncentraciot.

12. tablazat: A Magyar Takarmanykddexben (2004) meghatérozott
depressziv és toxikus mikotoxin értékek (ug/kg) sertés takarmanyok esetén

Mikotoxin Takarmany tipus E:t[:’ll;%s:tzéll‘(’ Toxikus hatarérték
ZEA és Tenye::sz s?rté"s 150 250
metabolitjai Tenyész silds __ 50 _

Malac és hizo sertés 200 400
T-2 toxin Sertés 250 600
DON Sertés 400 1000
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A fenti eredmények nemcsak a mikotoxin jelenlétének problémajat tiikrozik,
hanem az egyes mikotoxinok egyiittes megjelenését, ezaltal az esetlegesen

eléforduld szinergista hatasuk veszélyét is.

2.2. A T-2 és a HT-2 mikotoxin

A mikotoxinok egy nagy csoportjat képviselik a trichotecének, melyeket
kiilonb6z6 gombafajok, els6dlegesen gabonamagvakon a Fusarium fajok
termelik. Az utobbi évtizedekben a trichotecén kutatds jelentds mértékben
fejlodott. A  human élelmiszermérgezések kivaltd tényez6i kapcsan
valosziniisithetd egyes trichotecén toxinok, ugymint a DON (vomitoxin) és
NIV szerepe. Szamos human egészségligyi jarvanyszerii megbetegedés
kirobbanasaval hoztdk 0Osszefliggésbe az élelmiszerekben jelen 1évo

trichotecéneket.

2.2.1. Eldforduldasuk

A mikotoxinok kémiai meghatarozasa a 60-as években kezd6dott, de mar ezt
megelézéen is  voltak  feljegyzések a  toxinok  altal  kivaltott
megbetegedésekrdl, igaz, akkor még nem tudtak, hogy mi all a betegségek
hatterében. Voronin 1891-es feljegyzései alapjan (latdsi zavarok, remegés,
szédiilés, fokozott nyalképzés) a betegséget ,részeg kenyér” betegségnek
nevezték el (Rafai és Bata, 1998). A masodik vildghdbori soran
Oroszorszagban jarvanyszeri megbetegedést okozott a civil lakossag korében
az elfogyasztott bliza, mely Fusarium gombaval volt fertézott. Az aldozatok
egy hosszan elhizodo, &ltalaban haldlos kimenetelii betegségen mentek
keresztiil, melynek tiinetei hasonloak voltak a késdbb leirt toxikus leukopénia
(alimentary toxic aleukia - ATA) nevii betegségéhez. Ebben az esetben az
¢lelmiszer szennyezddése természetes uton tOrtént, ami a rossz tarolasi
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koriilményeknek tudhat6 be, de ez indikalja, hogy akar biologiai fegyverként
is alkalmazhatoak a mikotoxinok. Az esetet kovetéen husz év mulva
felfedezték a mikotoxinokat és izolaltak a T-2 toxint (Doi és mtsai., 2006;
Schuhmacher-Wolz és mtsai., 2010; Adhikari és mtsai., 2017). Hasonlo
tineteket irtak le 1987-ben Indidban és 1993-ban Kinaban, mely
bizonyitottan  trichotecén  szennyezett élelmiszerfogyasztassal — volt
Osszefliggésben. Japanban ¢és Koreaban irtak le 1946-1963 kozott
gabonafogyasztassal kapcsolatos megbetegedéseket (WHO, 2001).

A T-2 és HT-2 toxin tilnyomorészt a gabonamagvakban, iigymint buzaban,
kukoricaban, arpaban, rizsben ¢és zabban, valamint a szojaban és ezek
termékeiben taldlhatd6. A mikotoxin termelddésnek kedvezd a nedves
szubsztratum (10-20% nedvességtartalom) és a kornyezet 70%-0S vagy
afolotti relativ paratartalma, valamint 0-50 °C hémérséklet (gombafajtol
figgben) ¢€és az oxigén jelenléte. Kozvetlen befolydsolo tényezd a
nedvességtartalom, a vizaktivitds, a szubsztratum ¢és a ndvény tipusa €s az
asvanyi anyag Osszetétel. Fontos szerepe van a betakaritas utani
koriilményeknek és kezeléseknek, mint a szaritas, keverés és tartdsitoszer
adagolas. Természetesen a mikotoxin termelddést alapvetden befolydsolja a
gombafaj, a kartevok jelenléte és a mikrobiologiai 6koszisztéma (Adhikari és
mtsai., 2017).

Eurépaban a T-2/HT-2 termelddése alacsony szintli, fo problémat Eszak-
Skandindviaban és az Egyesiilt Kiralysagban jelent. Eurdpai viszonylatban az
Eurdpai Elelmiszerbiztonsagi Hatosag (EFSA) a rendelkezésre allo adatok
alapjan az egészségiigyi kockazatat alacsonynak itélte (Streit és mtsai., 2012).
A T-2 jelenlétét a mezdgazdasagi terményekben szadmos orszagban
regisztraltak, a szennyezettség napjainkban is jelentds probléma (Doi és
mtsai., 2006). Egy 2002-es vizsgalat soran finn és olasz helyi piacokon
jelenlévé gabona alapt élelmiszerek vizsgélata soran 20 ug/kg

koncentracioban mutattak ki a T-2 és a HT-2 toxint (Jestoi és mtsai., 2004).
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A legfogékonyabb gabonanak a zab bizonyult, melyet alatdmaszt egy 2002-
2006 kozotti vizsgalat az Egyesiilt Kiralysagban (Edwards, 2009c; Edwards,
nem publikalt adatok). Ennek soran a mintak kozel mindegyikében, magas
koncentracidban mutattak ki T-2 és HT-2 szennyezettséget (13. tablazat)
(Edwards, 2009c). A 2008-as adatok alacsonyabb szennyezettséget mutattak
zab esetében, mint a megel6z6 években kapott értékek (Edwards, nem

publikalt adatok).

13. tablazat: T-2 és HT-2 szennyezettség 2002-2006 kozotti idészakban az
Egyesiilt Kiralysagban (Edwards, 2009¢)

. . , Maximalis érték
Mikotoxin Eléfordulas (% Atla /K
(%) g (ng/kg) (ug/kg)
T-2 84 84 430
HT-2 92 2406 7584

Malomipari termékeket vizsgalva 2004-2007 kozott, hasonléan magas
koncentracioban jelent meg a T-2 (1610 pg/kg) és a HT-2 (3570 ng/kg)
(Scudamore és mtsai., 2009). Finnorszagban a 2005-2007-es idészakban
gyakran tapasztaltak magas (500 ug/kg vagy magasabb) T-2 és HT-2 toxin
szennyezettséget a vizsgalatok soran, kiillonosen 2006-ban, amikor a mintak
44%-a pozitiv volt (Pettersson és mtsai., 2008; Hietaniemi és mtsai., 2009).
2008-ban és 2009-ben a mintak alacsonyabb szennyezettséget mutattak, mint
az el6z6 években (Hietaniemi és mtsai., 2009). Norvégiaban 1998-2001
kozott relative alacsony atlagos HT-2 értéket mértek, mely 2002-2004-es
id6szakban 100 pg/kg-ra, majd ezt kovetéen 200-240 pg/kg-ra novekedett
2005 ¢és 2007 kozott. 2005-ben a maximum érték meghaladta a 800 pg/kg-ot,
mely 2006-ban mar 1050 ug/kg volt (Eriksen, 2008). Mas vizsgalatok soran
2005-ben altalanosan megjelend magas T-2 és HT-2 szennyezettséget mértek,
mely meghaladta az 1000 pg/kg-os értéket Norvégiaban. Ezt 2006-2007-ben
egy mérsékelten magas szennyez6dés (Brodal és mtsai., 2008), majd 2008-

ban alacsonyabb kontaminacio kovette (Pettersson, 2009). Svédorszagban
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szintén a 2005-2007-es iddszak (kiilonosen 2006) mutatott magasabb T-2 ¢és
HT-2 szennyezettségi értéket, mint a 2008-as adatok (Pettersson, nem
publikalt adatok). Franciaorszagi eredmények is ugyanezt a tendenciat
mutatjadk 2006 és 2008 kozotti mintdkat vizsgadlva a T-2 és HT-2
szennyezettség tekintetében (Barrier-Guillot, 2009). Kukoricamintakban
Olaszorszagban 2006-2008-as mérések alapjan a T-2 és HT-2 szennyezettség
mértéke 13 és 17 ug/kg kozott volt (Causin, 2009). Franciaorszagban 2004-
2007 kozott magasabb értékeket kaptak, a T-2/HT-2 szennyezettség elérte a
107, illetve a 149 pg/kg-ot (Scudamore és mtsai., 2009). Egy 1999-2008-as
idészakot atoleld vizsgalat (mely érinti Franciaorszagot, Olaszorszagot,
Argentinat és Braziliat) alapjan a mintak 93%-anal kevesebb, mint 50 pg/kg,
4% esetén 50-100 pg/kg, 3%-nal pedig 100-300 pg/kg-os T-2/HT-2
szennyezettséget mértek (Stuart, 2009). Szamos eurdpai kutatas szerint a T-2
¢s HT-2 mikotoxint termel6 penészgomba-fertézés irant alacsonyabb
fogékonysagu a buza, durum buza, rizs és tritikalé, mint az arpa, zab vagy a
kukorica (Perkowski és mtsai., 2007; Brodal és mtsai., 2008; Eriksen, 2008;
Barrier-Guillot, 2008, 2009; Causin, 2009; Edwards, 2009a; Edwards és
mtsai., 2009; EFM, 2009; Scudamore és mtsai., 2009; Battilani és Pietri, nem
publikalt adat; Pettersson, nem publikalt adat; Van der Fels-Klerx, nem
publikalt adat).

Osszegezve elmondhatd, hogy az Egyesiilt Kirdlysagban (kiemelten) és a
Skandindv orszagok esetén magas T-2 és H-2 koncentracio volt mérhetd a
2003-2007-es iddszakban. A vizsgalt idészakban az érintett régiokban az arpa
¢s a kukorica T-2 ¢és HT-2 mikotoxin szennyezettsége Iényegesen
alacsonyabb volt, mint a zabé. A btza, durum buza, rizs és a tritikalé nem
mutat fogékonysagot a T-2 és HT-2 szennyezddéssel szemben (Van der Fels-
Klerx és Stratakou, 2010).

Hasonld tendencidt mutatnak az élelmiszeripari termékek vizsgalati

eredményei. 2005-2008 sordn zab alapti termékeket vizsgalva az Egyesiilt
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Kiralysag, Finnorszig, Németorszdg és Irorszig teriiletén a T-2/HT-2
szennyezettség atlagosan 19 pg/kg volt, melynek maximalis mértéke elérte a
197 pg/kg-os értéket is (Pettersson, 2009). Német kiskereskedésekben
vizsgalt buza-, rizs- és zabalapt termékek majdnem mindegyikében mértek
T-2/HT-2 szennyezettséget. Ez az érték zabtermékek esetén atlag 15 ug/kg,
maximum 85 pg/kg volt. Bliza- és rizsalapi termékeknél ezek az értékek
lényegesen alacsonyabbak voltak (Gottschalk és mtsai., 2009). Németorszag
teriiletén folytatott mas vizsgélatok is alatamasztottdk ezt a nagy szdmban
megjelend, viszont alacsony értéket képviseld kontaminiciot az emlitett
¢lelmiszerek kapcsan (Usleber, 2008). A zabpelyhek voltak a legnagyobb
mértékben szennyezettek, 2006-ban 20,5 pg/kg (maximum 79,5 pg/kg), mig
2007-ben 14,4 pg/kg (maximum 50,7 pug/kg) atlagértéket mértek. 2005-2008
kozott vizsgalt europai zabpehely mintak esetén 5 pg/kg atlag T-2 (maximum
38 ug/kg) és atlag 14 png/kg HT-2 (maximum 159 pg/kg) szennyezettséget
allapitottak meg (Pettersson, 2008, 2009). Eurdpai sor mintat vizsgalva 2006-
ban 0,098 pg/l, 2007-ben 0,053 pg/l T-2; HT-2 esetén e két évben 0,30 pg/l,
illetve 0,14 pg/l atlagértékben mutattak ki kontaminaciét. Az egyeS sor
tipusok kozt (lager, vilagos, barna, specialis) nem volt kimutathat6 kiilonbség
a toxin szennyezettség tekintetében (Cantrell, 2008). Osszessitve lathato,
hogy élelmiszerekben alacsonyabb T-2/HT-2 szennyezettséget mértek, mint a
nyers gabonamagvak esetében. Legnagyobb toxinkoncentraciot a zabalapu
¢lelmiszereknél mértek. Az eurdpai viszonylatban ndvekvd buhzaalapa
¢lelmiszerfogyasztds ¢és a zab visszaszoruldsa alacsonyabb toxin
szennyezettséget eredményez a kenyér és egyéb pékaruk tekintetében (Van
der Fels-Klerx és Stratakou, 2010).

Az A-tipust trichotecének, mint a T-2, HT-2, T-2 triol, T-2 tetraol és a
neosolaniol megjelenésében van Osszefliggés, melynek oka az, hogy azonos
Fusarium fajok termelik 6ket és hasonlo a metabolizaciojuk. A T-2 triol és a

neosolaniol erds korrelaciot mutat a T-2 és a HT-2 termelodéssel; mérések
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alapjan (zab mintakon) a T-2 triol 5%-os aranyban jelenik meg a HT-2
mennyiségéhez viszonyitva. Norvég zab, buza és arpa mintakban a T-2 és
HT-2 megjelenésében erds korrelaciot (r=0,73) mutattak ki (Langseth és
Rundberget, 1999). Mas vizsgalatok is bizonyitottak ezt az erés korrelaciot
zab, buza ¢és rizs mintakban. Egymashoz viszonyitott egyiittes eldfordulasi
aranyuk 1,75 és 7 kozott valtozik, kiilonbozé vizsgalatok alapjan (Barrier-
Guillot, 2009; Gottschalk és mtsai., 2009; Langseth és Rundberget, 1999;
Scudamore és mtsai., 2007, 2009). Francia adatok szerint a HT-2 mennyisége
2,5-szerese a T-2-ének (Barrier-Guillot, 2009). Buzaban mértek 7-szeres, mig
zab esetén 2-szeres, illetve 3,5-szeres kiilonbséget a két toxin aranyaban
(Gottschalk és mtsai., 2009; Scudamore és mtsai., 2007, 2009). Streit és
mtsai. (2013) 139 kiilonbdz6 mikotoxint/metabolitot vizsgalva a kdvetkezd
eredményt kapta: T-2 toxin a pozitiv mintak 31%-aban, mig a HT-2 toxin
22%-ban volt jelen (14. tablazat).

14. tablazat: A T-2 és a HT-2 el6fordulésa a vizsgalt mintakban
(Streit és mtsai., 2013)

Pozitiv | Pozitiv Kézénérték Maximum
Mikotoxin/metabolit minta minta (ug/[l)(g*) érték
(n) (%) (ng/kg*)
T-2 26 31 38 427
HT-2 18 22 13 1.910

* ng toxin / kg minta

Osszegezve elmondhato, hogy a HT-2 toxin 2-7-szer nagyobb mennyiségben
jelenik meg egyes gabonamagvakban, mint a T-2 toxin. Ez a korrelacid
¢lelmiszerek és sor esetén nem mutathato ki (Van der Usleber, 2008;
Cantrell, 2008; Fels-Klerx ¢és Stratakou, 2010). A T-2/HT-2 toxin termel6dés
mas trichotecén toxinokkal (példdul a DON és a NIV) nem korrelal (Barrier-
Guillot, 2009; Edwards, 2009a,b,c; Scudamore és mtsai., 2007, 2009;
Slaiding, 2009). Ennek oka lehet, hogy ezeket a toxinokat mas Fusarium
fajok termelik (Edwards, 2009b,c).
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2.2.2. Kémiai szerkezetiik és tulajdonsdagaik

A trichotecének szerkezetileg tetraciklikus szeszkviterpének 12,13-
epoxitrichotecén gylriivel, melyben ez az epoxi-gyliri rendelkezik
toxikologiai aktivitdssal. Kémiai szerkezetét meghatdrozza a C-3 atomon 1év6
hidroxyl (-OH) csoport, a C-4 és C-15 pozicioban 1év6 acetiloxy (-OCOCHo)
csoport, a C-7 atomon 1évo hidrogén és a C-8 szénatomon 1évd észterizalt-
izovaleril [OCOCH2CH(CHs).] csoport (Swanson és mtsai., 1987). Ezaltal
négy nagy csoportba soroljak dket A-D-ig terjedden. Leggyakoribbak a B
tipust trichotecének, mint a DON, 3-O-acetil-deoxynivalenol, 15-O-acetil-
deoxynivalenol és a NIV. Gyakorisdgban ezt koveti az A tipus, melynek
képviseléi a T-2 és a HT-2 toxin, melyek a trichotecének csoportjanak
legtoxikusabb képviseldi. Ezekre jellemzd, hogy a C-8 szénatomon nem
tartalmaznak karbonil csoportot.

Altalanossagban elmondhatd, hogy az A tipusu trichotecének toxikusabbak a
B tipusba tartozo tarsaiknal. A szervezetben a T-2 metabolizalodik HT-2
formava (EFSA, 2011). Az A tipusu trichotecének jellemzéje, hogy a C9 és
C10 szénatom kozt kettds kotés van, valamint a C-12 és C-13 szénatomok
epoxi gyurit alkotnak. Nem illékony, alacsony molekulasulyt,
szeszkviterpén-epoxid vegylilet. A T-2 részlegesen hidrolizalt formaja a HT-

2 mikotoxin (2. abra).
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T-2: (R1 = OAC)
HT-2: (Ry = OH)

2. abra: A T-2 és HT-2 szerkezete
(Forras: http://lwww.famic.go.jp/ffis/oie/obj/hc_T2toxin.pdf)

A T-2 mikotoxinnak tobb metabolitja ismert, melyek szerkezeti felépitését a

3. dbra mutatja.
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3. abra: A T-2 és ismert metabolitjainak szerkezete
(Forras: https://aem.asm.org/content/aem/78/24/8694/F1.large.jpg)
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A normal élelmiszer- és takarmanyel6allitds sordn nem karosodik. Savnak,
lagnak ellenalld, az emésztési folyamat sordn nem hidrolizalodo
vegyliletcsoport (Schuhmacher-Wolz és mtsai., 2010).

A T-2 képes az emésztési folyamat soran egy de-epoxilalt formava alakulni,
melynek fontos szerepe van a toxin semlegesitésében, illetve hatasanak
csokkentésében (4. abra) (Adhikari és mtsai., 2017).

o H H
"Ry epoxide - IRy
—_—
" reductase :
[E Rs’ 1 |+ H
R, | - CHy R,
R

4. abra: Trichotecének szerkezeti atalakulasa egy de-epoxilalt formava az
emésztési folyamatok soran (Adhikari és mtsai., 2017)

Az emésztorendszer természetes mikrobidtaja a kémiai szerkezetének
modositasan keresztiil képes részben detoxikalni. Mesterséges uton, magas
hémérsékleten semlegesithetd, melyhez 482,3 °C-0s 10 perces, illetve 260

°C-o0s 30 percen at tortén6 forralas sziikséges (Adhikari és mtsai., 2017).

2.2.3. Kinetikdajuk (felszivodas, eloszlas, kiiiriilés)

A trichotecén mikotoxinok kiilonboz6 tton keriilhetnek a szervezetbe, szajon
at, boron keresztill vagy belégzéssel. A szajon at bejutdo toxin gyorsan
szivodik fel és gyorsan ki is dril anélkiil, hogy barmely szdvetben
akkumulalodna (Eriksen és Pettersson, 2004).

Egerekben (szajon at adagolva) 30 perc elteltével mar mérhetd volt a
vérplazmaban a toxin (Doi és mtsai., 2006); csirkékben (szajon at adagolva)

120 perc utdn mar 60-65%-0s Osszfelszivodast mértek, az abszorpcido mértéke

39



60-90 perc kozott volt a legmagasabb (Reddy és mtsai., 2004). A HT-2
felszivodasara kozvetleniil kevés adat all a rendelkezésiinkre. Mini sertéseken
végzett kisérlet soran mar 1 ora elteltével mérték a toxin jelenlétét a
szérumban, majd 4 ora elteltével mar csokkent a HT-2 koncentracidja (SCF,
2001). BOron keresztiil valo felszivodasa viszont lassan megy végbe
(Sudakin, 2003). Intravénasan bejuttatva 4 ora elteltével mar a
gasztrointesztinalis- €s egyéb szovetekben (példaul izom €és méj) mérhetd
volt a toxin jelenléte (SCF, 2001). Sertésekben intravascularis bevitel esetén
90 perc volt a plazmaban a toxin felezési ideje (Corley és mtsai., 1986; Doi
és mtsai., 2006), 3 ora elteltével mar kimutattak a limphoid szévetekben a
toxin jelenlétét (Doi és mtsai.,, 2006). Szajon at torténd bevitel esetén
hosszabb idére (18 ora) volt sziikség, hogy a toxin megjelenjen az izom,
illetve a maj szoveteiben. Ez a beviteli modtol fliggd eloszlasi tendencia mas
fajokndl is hasonldo volt, ugymint a szarvasmarha és baromfi esetében
(Jaradat, 2005). Lipofil tulajdonsagainak koszonhetéen atjut a vér-agy-gaton,
igy a szervezet minden szovetébe képes eljutni. A placentan keresztiil a
magzat szervezetébe is atjut (Doi és mtsai., 2006).

A ragcsalok szervezetébdl a mikotoxin vizelet €s epe segitségével tavozik, a
kitiriilés mértéke azonban fligg a ragcsalo fajtol (SCF, 2001; WHO, 2001).
Tengerimalacok szervezetébdl a toxin 75%-a kiiiriilt 5 nap elteltével, mely
4:1 aranyban vizelettel, illetve széklettel tdvozott. A vizelet Utjan torténd
kitiriilés 24 ora elteltével tet6zott és a toxin 99%-a eliminalodott a
szervezetbdl 28 nap elteltével (WHO, 2001). Patkanyoknal a széklettel vald
toxiniiriilés dominal. A kitiriilés ideje azonban fiigg a bevitel modjatol (SCF,
2001; WHO, 2001). Egereknél az eliminacid 3:1 aranyban széklettel és
vizelettel torténik (Eriksen és Alexander, 1998). Laktalé szarvasmarhanal
szajon at torténd bevitel esetén vizelettel, epével és tejjel tavozik a
szervezetbdl a toxin (Wu és mtsai., 2010). Kérédzok tejében megjelend

toxinkoncentracio fligg a bendében végbemend metabolizmustol, aminek
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kdszonhetden 4-szer gyorsabb a kiliriilés, mint hasonldo kondiciokkal mas
fajokban (Cavret és Lecoeur, 2006). Tyukoknal a tojasban is megjelent a T-2
mikotoxin, viszont a terhelést megsziintetve hamar csokkent a mért
koncentraci6 (WHO, 2001). Talnyomo6 tobbségben konjugalt gliikkoron
formaban tavozott a szervezetbdl (Corley és mtsai., 1986), mely azt jelzi,
hogy a T-2 mikotoxin az enterohepatikus korforgas alanya (Doi és mtsai.,
2006).

Korabbi vizsgélatok soran nem mutattak T-2 akkumulaciot az egyes
szervekben, szovetekben. Ezt okozhatta az alkalmazott ddzis nagysaga is,
illetve az, hogy az akkumuldlodott mikotoxin mennyisége a kimutatasi hatéar
alatt volt. Chandratre és mtsai. (2014) altal alkalmazott magas T-2 bevitel (20
ppm) soran kimutattdk a szervekben/szovetekben vald akkumulaciot

(Chandratre és mtsai., 2014).

2.2.4. AT-2 és HT-2 mikotoxin metabolizmusa

A T-2 toxin gyorsan metabolizalodik egyes fajokban. Majmok esetén mar 5
perccel a bevitelt kdvetden detektaltak T-2 metabolitot, 24 ora elteltével
csupan 8% volt mérhetd eredeti formaban. Kiilonb6z6 fajok esetén mas-mas
uton, acetilacion, deacetilacion, hidroxilacion, deepoxidacion és gliikkoron
konjugacion keresztiil (5. abra) megy végbe a metabolizacidja (Naseem és
mtsai., 1995; Doi és mtsai., 2006; Wu és mtsai., 2010).

Leggyakrabban és leggyorsabban a C-4-es szénatomon torténd deacetilacion
keresztiil HT-2 metabolitta alakul 4t. Humén bérszovetet alkalmazva 48 ora
elteltével az eredeti molekulaforma 15%-ban, mig a HT-2 71%-ban volt
mérheté (Kemppainen és mtsai., 1986). Maj, vese és 1ép szovetet hasznalva
kizarolagosan csak HT-2 metabolit alakul ki (SCF, 2001). Tehat a
metabolizmus utjat befolyasolja az alkalmazott faj, illetve szerv/szovet,

valamint a bevitel modja és id6tartama is hatassal van ra.
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5. abra: A T-2 metabolizmusa a human ¢és allati szervezetben (Dohnal és
mtsai., 2008)

Utobbit patkanyokon végzett kisérletek tamasztjak ala, ahol eltérd
metabolitok alakultak ki hosszabb/révidebb idejii intravénas, illetve szajon at
torténd bevitel esetén. A metabolizmus utjat a bevitt toxin koncentracioja
nem befolyasolta (Pfeiffer és mtsai., 1988; WHO, 2001; Schuhmacher-Wolz
és mtsai., 2010; Wu és mtsai., 2010; EFSA 2011; Li és mtsai., 2011; Wu és
mtsai., 2014).

2.2.5. Hatasmechanizmusuk

A trichotecének esetében az alapvazhoz kapcsolédd oldallancok
befolyasoljdk a toxikussagukat. Eddig megismert karos hatdsaik a
kovetkezOk:  gastrointestinalis zavarokat okoznak, dermatotoxikusak,
modositjak a mellékvese és befolydsoljak a szaporitoszervek miikodését,
nekrotikus és gyulladasos folyamatokat, illetve idegrendszeri elvaltozasokat
indukéalnak. Gatoljdk a fehérje-, a DNS- és RNS-szintézist, befolyasoljak a

membrantranszport folyamatokat, lipid peroxidaciot fokoznak és apoptozist
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indukalnak. Ennek a csoportnak irtdk le a legerdsebb immunszupressziv
hatasat, a T-2 hatasara a T- és B-sejtek, valamint a természetes 6l6sejtek (NK
sejtek) aktivitasa csokken (Surai és Dvorska, 2005). Nagy dozisu expoziciot
kovetéen a T-2 kivalasztodik a tejben és a tojasban is, de ennek nincs
gyakorlati jelentdsége (Kovacs, 2010).

Allategészségiigyileg jelentds karosito hatasaik a kovetkezéek: a fehérje-,
valamint a DNS- és RNS-szintézis gatlasa miatt negativan hatnak az aktivan
0sztddo sejtekre, pl. bélham limfoid és eritroid sejtekre, illetve csokkentik az
ellenanyagok és a citokinek termelédését (Niyo és mtsai., 1988b; Richard,
1991). Sertésekben immunvalasz gyengitd hatast mutattak ki, baromfiban
nyelécsé  karosodast okozott a toxin, valamint mindkét fajnal
takarmanyfelvétel- és stulycsokkenés lépett fel. Magas toxinbevitel esetén
karositotta a tojastermelddést, csokkent héjszilardsagot valtott ki tojok
esetében. A sertések érzékenyebbek a T-2/HT-2 terhelésre, mint a baromfi. A
kérédzok, emésztészervi sajatossdgaiknak koszonhetben, erre a toxinra is
csokkent érzékenységet mutatnak (Streit és mtsai., 2012).

A T-2 ¢és metabolitja, a HT-2 4ltalaban egylittes karositoként jelenik meg,

eddig a két toxin interakcidjat még nem vizsgaltak.

2.2.5.1. A fehérjeszintézis gatlasa

A fehérjeszintézis gatld hatasa in vitro és in vivo kisérletekben is bizonyitott.
A T-2 mikotoxin interakcioba 1ép a 60S riboszomalis alegységen a peptidil
transzferaz enzimmel, ezaltal meggatolja a peptid kotések kialakulasat
(Schuhmacher-Wolz és mtsai., 2010; Arunachalam és Doohan, 2013; Wan és
mtsai., 2015).
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2.2.5.2. DNS- és RNS-szintézis gatlasa

DNS- és RNS szintézis gatlasa ex vivo és in vitro kisérletekben bizonyitott
(Schuhmacher-Wolz és mtsai., 2010; Arunachalam és Doohan, 2013; Wan és
mtsai., 2015). Csirke leukocytakban kimutattak, hogy DNS fragmentaciot
okoz (Frankic és mtsai., 2006, 2008). Zhang és mtsai. (2016) egér Leydig-
sejteket alkalmazva in vitro kimutattak a DNS karosité hatast. Yuan és mtsai.
(2016) szintén igazoltak a T-2 mikotoxin DNS karositdo hatasat Leydig-

sejteken.

2.2.5.3. Apoptozis indukdldsa

Apoptozist serkentd hatasat in vivo és in vitro (SCF, 2001), valamint in utero
kisérletek egyarant alatamasztjak (SCF, 2001; WHO, 2001). A hatas
hatterében a fehérjeszintézis gatlasa allhat, amelynek masodlagos hat4saként
felléep a DNS karositas; vagy oxidativ stresszt kivaltva (a glutation szint
csokkentésével, a lipid peroxidacio novelésével) intrinszik, mitokondrialis
uton indukal apoptozist. Osszességében elmondhatd, hogy a T-2 és HT-2 a
gyorsan szaporodo sejtekben/szdvetekben apoptdzist indukal, igy pl. a vér-, a
limfoid-, a gasztrointesztinalis, @ ham- és a magzati sejtekben/szévetekben
(Doi és mtsai., 2006; Schuhmacher-Wolz és mtsai., 2010; Li és mtsai., 2011;
Arunachalam és Doohan, 2013; Yuan és mtsai., 2016).
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2.2.5.4. Lipidperoxiddcio kivaltasa

A T-2 citotoxikus hatdsit az oxigén szabadgyok képzésnek,
kovetkezményesen a lipid peroxidacios folyamatok indukcidjanak
tulajdonitjak. Vitatott, hogy szabadgyok képzéssel kozvetleniil hat, vagy
indirekt moédon noveli a lipidperoxidacié irdnti érzékenységet. Az
antioxidans rendszer gatlasanak hatterében a szulthidril csoportot tartalmazo
fehérjékhez valo kotddés allhat. Hatdssal lehet az antioxiddns enzimek
aktivitasara, valamint a fokozott oxidativ stressz hatasira a xenobiotikum
(esetiinkben a T-2 és metabolitjai) transzformald rendszer sériilhet. A
szakirodalmi  adatokban sok az ellentmondas, igy e teriilet
tanulmanyozéasanak fontossaga egyértelmii. A lipidperoxidacidés hatassal
magyarazzak a DNS Kkarositast és az apoptozis indukciot (EFSA, 2011).
Megallapitottdk, hogy a T-2 sejtkarositd hatdsat egyes antioxiddnsok
csokkenteni tudjak, agymint az E-vitamin és a szelén (Dvorska és mitsai.,
2007). Ez is igazolja a toxin prooxidans hatasat. Brojler csirkében 0,31 és
0,262 mg/takkg T-2 és HT-2 hatasara szignifikansan nétt a szivizom redukalt
glutation (GSH) tartalma a glutation-peroxidaz aktivitas és a malondialdehid
koncentracié valtozasa nélkiil, ugyanakkor a majban lipidperoxidaciot jelzett
a megnétt malondialdehid koncentracié (Pal és mtsai., 2009). Ennek
magyarazata az egyes szoveteknek az oxidativ stresszel szembeni eltérd
érzékenysége. Mar kordbban megfigyelték a kifejezettebb glutation szintézist
az oxidativ stresszel szemben ellenallobb szoveteknél (Sagara és mtsai.,
1998). A T-2 mikotoxin lipidperoxidacios hatasanak igazolasara, kozvetetten
a toxin prooxiddns hatdsat igazolanddan vizsgaltdk az antioxidans
védérendszerre gyakorolt hatasait. Ennek egyik eleme a szivizom redukalt
glutation (GSH) tartalma, mely a mikotoxin terhelés hatasara szignifikansan
nagyobb értéket mutatott a kontroll csoporthoz viszonyitva. Ilyen mértéki

valtozas csak a szivizomban volt mérhetd. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy

45



lipidperoxidacios folyamatok a majban és a vesében indukalodtak a toxin
terhelés hatasara. Ponty esetében a glutation redox rendszer képes a toxinok
peroxidativ hatasanak csokkentésére (Mézes ¢és Balogh, 2010). A T-2
feliiletaktiv tulajdonsaganak koszonhetéen konnyen atjut a sejt membran
kettds foszfolipid rétegén, ahol lipidperoxidaciot indukal és oxidativ stresszt
valt ki, ezaltal karositva a sejteket (Schuhmacher-Wolz és mtsai., 2010;
Chaudhary és mtsai., 2013; Arunachalam és Doohan, 2013; Wu és mtsai.,
2014; Bocsai és mtsai., 2015; Wan és mtsai., 2015; Yuan és mtsai., 2016).
Rovid idejii terhelés esetén, brojlercsirkéken megfigyelték, hogy a
lipidperoxidacios folyamat kompenzalasara képes a szervezet a glutation
redox rendszer aktivalodasaval. A lipidperoxidacidra kifejtett hatas
nagymértékben fligg a toxinbevitel Ota eltelt 1d6tdl és az allatok koratol
(Bocsai és mtsai., 2015). Zhang és mtsai. (2016) egér Leydig-sejten végzett

in vitro kisérletiik soran szintén igazoltak az oxidativ stresszt kivaltd hatast.

2.2.5.5. Genotoxicitas

A T-2 nem bizonyult genotoxikusnak Salmonella typhimurium-mal,
Escherichia coli-val és Saccharomyces cerevisiae-vel végzett tesztekben
(WHO, 2001). A T-2 hatasara majsejtekben DNS fragmentaciét mutattak ki
in vitro és in vivo, amely antioxidansok adasaval kivédheté volt, igy
feltételezhetd, hogy a génkarosodas oxidativ stressznek volt kdszonhetd
(Jaradat, 2005). Brojler csirkékkel 17 napig 10 mg/takkg T-2-t etetve a lép
fehérvérsejtjeiben szintén DNS fragmentacio volt kimutathatd (Frankic és
mtsai., 2006). Hasonlo jelenséget igazoltak sertésben 3 mg/kg T-2 14 napig

torténd etetését kovetden (Frankic és mtsai., 2008).
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2.2.6. A T-2 ¢s HT-2 mikotoxin toxicitasa, kdarosito hatdasai

A T-2 mikotoxin akut toxicitasa magas. A HT-2 hatasait kdzvetetten, a T-2
mikotoxin kisérletek soran kapott eredményekbdl hatarozzak meg, egyéb
adatok hianyaban. Ragcsalok esetében a T-2 oralis LDsp (a kisérlei allomany
50%-anak elhullasat okoz6 adag) értéke 5-10 mg/ts kg, megallapitottak, hogy
egerekben az ujsziilott, illetve fiatal egyedek, valamint a ndivariak nagyobb
érzékenységet mutatnak a mikotoxin terheléssel szemben. Sertésekben az
LDso érték 5 mg/ts kg, csirkékben az LDso T-2-re 2-6 mg/ts kg, mig HT-2
toxinra 7,2 mg/ts kg (SCF, 2001; WHO, 2001; Jaradat, 2005).

Human sejttenyészeteken végzett vizsgalatok sordn citotoxikus hatast
észleltek mindkét toxin esetében. A T-2 IC-50 (inhibitor koncentracid, amely
50%-kal gatolja az enzim aktivitasat) értékét 0,2-0,5 uM-ban, mig a HT-2
esetén 0,7-3,0 uM-ban allapitottak meg (Konigs és mtsai., 2009).
Schuhmacher-Wolz és mtsai. (2010) tobb kisérleti munkaja soran kapott
eredményeket foglalja 6ssze a 15. tablazat, a hossza ideig tartd szubkronikus,

illetve kronikus T-2 toxin expozicid hatasairol.
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Lo

15. tablazat: T-2 mikotoxin toxicitasa eltér6 idGtartam és dozis esetében (Schuhmacher-Wolz és mtsai., 2010)

Dézis . *
Faj Beviteli mod (mglts i;irfft;};fallfrsla (r':|1(I7t)sOI;A I/EnL Hatas
kg/nap) g/ts kg/nap)
Rovid ideig tartd terhelés
0,03-0,09 3 hét 0,03 (L) - 10%-os csokkenés a takarmanyfelvételben 0,03
ma/ts kg/nap dézisnal
- alacsonyabb gliikéz, szervetlen foszfor ¢és
, e, magnézium szint 0,06 mg/ts kg/nap ddzisnal
Sertés Szdjon at 0,03-013 | 3 hét 0,03 (L) immunrendszer karositds
0,016- 5 hét 0,132 - hematoldgiai paraméterekre nincs hatassal
0,132 - takarmanyfelvétel csdkkenés (nem szignifikans)
0,04-0,64 8 hét 0,04 (L) testsulycsokkenés
Mini-sertés Szajon at | 0,012; 0,06 | 7 hét 0,06 betegségekre valo fogékonysagra, sulyra, egészségi
(szonda) allapotra, hematoldgiai paraméterekre nincs hatéassal
Majom Széjon at | 0,1 4-5 hét 0,1(L) immunrendszer karositds (hanyas, vérzékenység,
(szonda) 1égnti betegségek, halal)
Patkany Szajon at 0,25; 0,5; | 4hét 0,25 gyomor  Ozofaguszban  reverzibilis  karosodas
0,75 (hipoplazia, hiperkeratdzis, akantozis, papillomatdzis)
Kroénikus toxicitas
Egér Széjon at | 0,1 25 hét 0,1(L) papilloma
(szonda)
Szajon at 0;1,5;225 | 12ho 1,5(L) gyomorkarosodds  (lasd. patkany rovid idejl
terhelésnél)
Szajon at 0,22; 0,45 71 hét 0,22 (L) - tiid6 és maj adenoma
- gyomor epithelium hiperplazia
- szivnagyobbodas (nagy doézisnal)
Patkany Szajon at 0,5 8 ho 0,5 - nincs hatas

*N(L)OAEL=no (low) observable effect level

(L)=low
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Szamos kisérlet alatamasztja azt, hogy a toxin altal kifejtett hatds erésen
fligg a bevitel modjatol, idejétdl, a toxin dozisatol, a fajtdl, azon beliil a
kortol és a nemtdl egyarant. Van der Fels-Klerx és Stratakou (2010) az
elézéekben leirt eredményekhez hasonlokat gyijtottek dssze. A T-2 toxin
altal okozott akut toxicitds esetén az LDsp érték tdg hatarok kozott mozog,
melyet him patkanyok esetében 0,05 mg/ts kg-ban, mig néivarta egereknél
14 mg/ts kg-ban hataroztak meg (Fairhurst és mtsai., 1987; Creasia €s
mtsai., 1990; JECFA, 2001). A nemek kozotti kiilonbség a toxinra vald
érzékenység tekintetében minden patkdny és egér kisérlet soran bizonyitott
(JECFA, 2001; SCF, 2001). Az akut toxikozis tlinetei kiilonb6zé emldsfajok
esetében a bOr nekrozis, gyengeség, étvagytalansag, hasmenés, Szapora
szivverés €s 1€gzés, szivizom karosodas, hanyas, ciandzis, anorexia, letargia;
a gyomor ¢s bélrendszer, a csontveld, a 1ép, a petefészek és a here
epithelium sejtjeinek karosodasa (Weaver és mtsai., 1978c; Yarom és
mtsai., 1983; Thurman és mtsai., 1986; WHO, 1990; Rafai és mtsai., 1995a;
Eriksen és Alexander, 1998; JECFA, 2001; SCF, 2001; Schuhmacher-Wolz
¢és mtsai., 2010). Rovid ideig tartd terhelés esetén patkanyokon alacsony
doézisban gyomor nyalkahartya sériilést és taplalkozasi rendellenességet,
magas dozisban maj-, vese- és szivsejt elhalast okozott (Ohtsubo és Saito,
1977, Sinovec ¢és Jovanovic, 1993; JECFA, 2001). Baromfiaknal
takarmanyfelvétel- ¢és teststlycsokkenést, szdjnydlkahdrtya karosodast,
csokkend tojastermelést és romlo tojashéj mindséget eredményezett (Wyatt
¢és mtsai., 1972; Chi és mtsai., 1977). Brojler csirkéknél a T-2 és HT-2
egyiittes hatasa a szajiireg és a nyelv sebesedése, vékonybélgyulladas
(Weber ¢és mtsai,, 2010). Sertéseknél étvagy- és testsulycsokkenést,
valamint vérképzési zavarokat okozott, melynek sordn a LOAEL (lowest-
observed-adverse-effect-level) értéket 0,03 mg/ts kg/nap-ban hataroztak
meg (Harvey és mtsai., 1994; Rafai és mtsai,, 1995a). Juhoknal
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szajgyulladast, fokalis hiperémiat, hanyast, fehérvérsejt-szamecsokkenést,
nyirokcsomo és 1ép karosodast valtott ki (Friend és mtsai., 1983). Borjaknal
enyhe bélgyulladast mutattak ki (Pier és mtsai., 1976). Majmoknal hanyast,
hemorragiat, 1égzészervi karosodast és halalt okozott (SCF, 2001), a
korabban 0,1 mg/ts kg/nap mennyiségben maghatarozott LOAEL érték
fehérvérsejt-szamcsokkenést valtott ki (Rukmini ¢és mtsai.,, 1980).
Macskaknal hanyast, hasmenést, sulycsokkenést, lesovanyodast okozott
(Lutsky és mtsai., 1978). Him patkanyokon maj, vese és sziv karosodast
mutattak ki (Schuhmacher-Wolz és mtsai., 2010). Az allatkisérletek soran
kapott eredmények alapjan az IARC a humdn rakkeltdé anyagok 3-as
csoportjaba sorolta, melyek nem mindsiilnek emberben rakkeltének (IARC,
1993).

hataroztak meg (JECFA, 2001). Brojlercsirkéken végeztek rovid idejii nagy
doézisu terhelést T-2 toxinnal kombinédlva, melynek sordn a szajiireg €s nyelv
nyalkahartya karosodasat és vékonybél-gyulladast mutattak ki. Hosszantartd
terhelésre vonatkozo6 adatok nincsenek (Weber és mtsai., 2010).

A trichotecén csoport embernél és allatoknal megjelend karos hatasai kozé
sorolhatoak az anorexia, gastroentritis, hanyas ¢€s kiilonboz6 hematologiai
betegségek (Pestka ¢és Casale, 1990). A mikotoxin szennyezddés
munkahelyi artalomként is megjelenik. Mayer és mtsai. (2008) T-2 és HT-2
toxin jelenlétét mutattak ki a gabonabetakaritas soran leiilepedett porban,
valamint a szelldztetd berendezések feliiletén. Problémat okozhat a béron at

torténd szennyezddés is.
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2.2.6.1. Az immunvdlaszra kifejtett hatisuk

Az immunrendszer nagyfoku érzékenységet mutat e csoport képviseldivel
szemben, melyek mar kis dozisban is befolyasoljak a miikodését, nagy
toxinterhelés a limfoid szOvetekben apoptozist indukal, tehat
immunszupressziv hatasu (CAST, 2003; Pestka és mtsai., 2004). Szajon at
torténd akut toxicitds esetén sejtkérositast indit el a csontveldben, limfoid
szervekben, Iépben, a timuszban ¢S az intesztinalis sejtekben. Mas
trichotecén  toxinokhoz hasonléan az immunszupressziv, illetve
immunstimuldloé hatasa fligg a bevitel idotartamatol €s a dozis nagysagatol
egyarant. Szadmos tanulmany sziiletett a T-2 humoralis- ¢és cellularis
immunvalaszra kifejtett hatasaval kapcsolatban. Hosszantarto terhelés
esetén noveli a fogékonysagot kiilonbdzo patogénekkel szemben. Sertéseken
végzett vizsgalat soran a LOAEL értéket 0,029 mg/ts kg/nap-ban hataroztak
meg (Eriksen és Pettersson, 2004; Schuhmacher-Wolz és mtsai., 2010;
Arunachalam és Doohan, 2013; Wan és mtsai., 2015).

A T-2 toxin immunogenezis gatlasa ¢és az ellendlld képesség csokkentd
hatasa mar tobbszorésen bizonyitott (Pier és mtsai., 1980). Shinozuka és
mtsai. (1997) megallapitottak, hogy a T-2 toxin altal kivaltott lymphoid
sejthalal valdjaban apoptozis, ezaltal csokken a lymphoid szovetek tomege
¢s mérete. Megallapitottdk, hogy a lymphoid sejtek T-2 toxinra valo
érzékenysége eltéré a szovetekben (Shinozuka és mtsai.,, 1997; Nagata és
mtsai., 2001). Egerekben szajon at adagolva, a felszivodas utjat kovetve,
elészor a Peyer-plakkokat, azutan a mezenterialis nyirokcsomokat, végiil a
thymust tamadta meg a toxin (Nagata és mtsai., 2001).

Tuary és mtsai. (1989) a T-2 toxinnal etetett (5 mg/takkg) sertés lymphoid

szerveinek vizsgalatara irdnyuld kisérletiikben a thymusban és a lépben
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tapasztaltdk a legjelentésebb elvaltozasokat. Rafai és mtsai. (1995b)
kisérleteikben bizonyitottak, hogy 0,5 mg/kg T-2 mikotoxin koncentracioju
takarmany etetése 7-10 nap alatt karositja az immunrendszert, igy kdzvetve
hozzajarul a fakultativ patogén mikroorganizmusok altal kivaltott
betegségek kialakulasahoz.

Immunstimulans hatast Weber és mtsai. (2006) mutattak ki egy T-2
mikotoxin dozis és expozicidos 1d6 fliggd hatdsanak vizsgalata soran. A
hivatkozott kisérletben 14 napon at etettek brojlercsirkéket 2,35 ¢és 4,18
mg/takkg dozisu T-2 mikotoxinnal. Az alacsonyabb dozis esetében mutattak
ki novekvd antitesttermelést a Newcastle virus elleni vakcinazast kovetd

elsé napon.

2.2.6.2. Hatds a Szaporodasi folyamatokra

A reprodukcios eredmények diagnosztikai, allomany egészségiigyi ¢€s
termelés Okonomiai szempontbol meghatarozoak. Az Aallatok egészségi
allapotat allomany szinten a szaporodasi mutatok tiikrozik. A szaporodasi
mutatokat a genetikai determinaltsag és a kornyezet alakitja. Kordabban a
fogyasztovédelmi biztonsagi vizsgalatokban az akut toxicitasra, a rakkeltd
¢s a fejlodési rendellenességet okozod hatdsokra fektették a hangsulyt.
Napjainkra az un. reprodukcids- és/vagy genetikai toxicitds fontossagat is
kezdik figyelemmel kisérni. Kezdetekben ezeket a vizsgalatokat elsGsorban
a ndivarban végezték. Mara felismerték, hogy a him 4allatok hasonlo
érzékenységet mutatnak a kornyezetterheld anyagok irdnt. Ezt alatdmasztja
a WHO tanulmanya, mely szerint az elmult 15-20 évben a férfiak spermium
koncentracidja felére csokkent. Napjainkban a medddség forrasa 40-40%-
ban valamelyik fél és 20%-ban a par mindkét tagja (Cseh és Kovacs, 2010).

A kis mennyiségli, de hosszii ideig tarté toxinfelvétel idéz eld
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szaporodasbiologiai zavarokat. A him allatokon végzett kutatasok szama
igen csekély. Bikdkban erdsen szennyezett takarmany esetén a sperma
mindségének erdteljes romlasat tapasztaltdk, mely els6sorban a motilitas
aranyanak csokkenésében nyilvanult meg (Alm és mtsai., 2002).

A szennyezOanyagok gatolhatjak a him allatok szaporodasat azaltal, hogy
zavart okoznak a spermiogenezisben €s a spermiumok fejlédésében. Az
elobbi csokkenti a spermiumszdmot, az utdébbi fokozza a rendellenes
spermiumok szamat, illetve azok szazalékos eléfordulasat. Ez a két hatas
egylttesen, illetve egymastol fliggetleniil 1s kozremiikodik a csokkent
termékenység és a terméketlenség kialakuldsaban. Tovabbi kartételként
jelentkeznek a szaporodasbiologiai zavarok. A mikotoxinok tobb
aspektusban is befolydsolhatjdk a him reprodukcids képességet, igymint a
spermatogenezisnél, Leydig-sejtek funkcidjaban, szeminalis
plazmatermelésben vagy a toxinnal kezelt himekkel paroztatott ndstények
esetén jelentkez6 alomméretben (Egbunike, 1982; Ibeh és mtsai., 1994; Ibeh
és Saxena, 1998). Azonban a mikotoxinok spermatozoakra kifejtett
hatdsmechanizmusa nem ismert, még alig vizsgalt teriilet. Igy a pontos
hatasmechanizmus, dozishatds ismerete az egyes mikotoxinokra
vonatkozdan ellentmondéasos eredményeken alapul. A T-2 reprodukciora
kifejtett hatasait els6sorban sertés és baromfi fajokban vizsgaltak. A
vemhesség utolsdé negyedében adagolt toxin fokozott mortalitast valtott ki
sertésben (Vanyi és mtsai., 1991), mig a vemhesség utolsé harmadaban,
majd valasztasig adagolt T-2-nek nem volt hatasa a mortalitasra (Weaver és
mtsai., 1978a). Hathetes malacokkal 13,52 mg T-2/takkg és 5,42 mg HT-
2/takkg adagban kiilon-kiilon etetett toxinok méh atrofidt valtottak ki
(Palyusik és mtsai.,, 1990). A T-2-vel és mas trichotecén toxinnal
szennyezett takarmanyok romld termékenyiilési eredményeket okoztak a

kocasiildoknél ¢és az anyakocdknal. Patomorfologiai vizsgalatok
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eredményeként kimutattak, hogy az ivarzasi ciklus és a sargatest képzddés
zavara a méh és méhnyalkahartya elhalasaval jar egyiitt (Vanyi és mtsai.,
1995). Alacsony dozisu, szajon at adagolt T-2 toxin iiszOkben petefészek
mikddési zavarokat okozott, kérddzoknél késleltette a sargatest képzddését
¢s a peteérést (Huszenicza és mtsai.,, 2000). A kocak nem ivarzanak, a
ciklikus ovulaciok ledllnak, romlik a vemhesiilési arany és a sikertelen
termékenyités utdn a visszaivarzas késve jelentkezik, illetve elmarad (Rafai
¢s Bata, 1998).

Szliz ndstény nyulaknal petefészek miikodési rendellenességet és alacsony
plazma progeszteron szintet mutattak ki (Fekete és mtsai., 1992).
Baromfinal negativan befolyasolja a tojasképzést és a keltethetOséget
(Speers és mtsai., 1977; Tobias és mtsai., 1992; Diaz és mtsai., 1994; Vanyi
¢és mtsai., 1994a; Bata és Rafai, 2001). Vanyi és mtsai. (1994b) dozisfliggd
negativ hatast mutattak ki tojo ludakban.

Yang ¢s mtsai. (2016) ndstény patkanyokon igazoltak a T-2 tobbréti,
kozvetett karositd hatasat az ivari folyamatokra. A toxin a reproduktiv
szervek (méh, petefészek) sulycsokkenését idézte el6. A méh izomzat és az
endometrialis mirigyek szama csokkent; a petefészekben végbemend
sejtképzédésben zavart okozott, valamint a hiively nyalkahartyajaban is
koros elvaltozast valtott ki. Csokkent az LH és FSH, valamint az 6sztrogén
szint. Mas oldalrél viszont nagyon kevés adat all rendelkezésiinkre a T-2
toxin szaporodasbiologiai hatasairol him allatok esetében, ezek is tobbnyire
baromfi fajra korlatozodnak. A 0,1-3,0 mg/kg adagban bevitt T-2 nem
befolyasolta a spermiogenezist és nem okozott rendellenességet a here
epithelsejtjeiben gunarakban (Vanyi ¢és mtsai,, 1994b). A T-2 nem
csokkentette a kakasok heremiikddését, de a parzasi kedv mar Kkis

mennyiségli toxin hatasara is csokkent. A T-2-vel kezelt gunarak szintetikus
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GnRH injekciéo hatasara szignifikansan kisebb tesztoszteron-termeléssel
reagaltak (Nikodémusz és Mézes, 1992).

Karositja a tesztoszteron Szintézist és a spermatogenezis folyamatat (Eriksen
¢és Pettersson, 2004; Schuhmacher-Wolz és mtsai., 2010; Yang és mtsai.,
2015a). Chandratre és mtsai. (2014) magas dozist alkalmazva (20 ppm) a
spermatogonium kéarosodasat figyelték meg, csokkent a spermatidak szdma

¢s a spermatogenikus aktivitas.

2.2.6.3. Egyéb karosito  hatisok (testsuly, termelés,

nydlkahdrtya erozio, emésztokésziilék, vérképzés stb.)

A T-2 toxin els6dleges hatasa a vérképzé rendszerben a leukopénia
(alacsony fehérvérsejt szam) ¢és a koagulacidos zavar kivaltasa. A
neurotoxikus hatas vizsgalatok soran eltéré eredményeket kaptak az egyes
szerzok. Kérosodast csak magas dozis esetén mutattak ki, igy ennek a
potencialis veszélyét elvetették. Karcinogén hatast egér, patkany és
szivarvanyos pisztrang esetén ¢észleltek szajon at torténd adagolast
alkalmazva, valamint egérnél béron at adagolva egyarant (IARC, 1993;
Schuhmacher-Wolz és mtsai., 2010). Human vonatkozasban nincs adat
karcinogenitassal kapcsolatban. Ezért az IARC 1993-ban a karcinogén
anyagok 3-as csoportjaba (nem mindsiilnek emberben rakkeltének) sorolta,
figyelembe véve azt is, hogy az allatkisérletek soran kapott eredmények sem
adnak elegendd bizonyitékot a karcinogén hatésra (Eriksen és Pettersson,
2004; Schuhmacher-Wolz és mtsai., 2010; Chandratre és mtsai., 2014).
Chandratre és mtsai. (2014) magas dozist (20 ppm) ad libitum 14 napon at
alkalmazva szignifikans teststilycsokkenést, hanyast, anorexiat, letargiat,

pupos tartast, csokkent takarmanyfelvételt észleltek patkanyokban.
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Csokkent a létfontossagu szervek relativ sulya, romlottak a hematologiai
paraméterek, oxidativ stressz alakult ki.

Frankic és mtsai. (2006) 10 mg/takkg T-2-t ad libitum etetve, 17 napos
periodust kovetden, szintén észlelték a testsuly, a takarmanyfelvétel és a
szervek relativ sulyanak csokkenését csirkékben.

A takarmanyfelvétel csokkenés hatterében a kozponti idegrendszer zavara
all. A szajon at felvett toxin gyulladasos citokinek termel6désének
serkentése révén valt ki takarmany-visszautasitast (Gaigé és mtsai., 2014).
Rafai (1997) brojlercsirkékkel végzett kisérletében a T-2 mar 0,2 mg/takkg
mennyiségben is takarmany-visszautasitast valtott ki, ennek kdvetkeztében
kis  mértékben csokkent a  sulygyarapodas is, a  fajlagos
takarmanyfelhasznalas azonban nem moddosult. A toxin tartos etetése (0,4-
0,6 mg/kg takarmany, 5 héten at), a korbonctani és korszovettani
vizsgalatok eredményei alapjan, a lymphoid szervek sorvadasat, csokkent
ellenanyagtermelést és a vérképzés romlasat okozta (Rafai és Bata, 1998).

A kérddzo allatok a bendédmikrobak detoxikald képességének koszonhetden
altaldban toleransabbak a mikotoxinnal szennyezett takarmanyokkal
szemben, mint az egyiiregi gyomru allatok (Akande és mtsai., 2006). A
szarvasmarha bend6éjében a T-2 toxin HT-2-vé majd T-2 tetraolla alakul, igy
bioldgiai aktivitdsa csokken. Ennek koszOnhetden a szarvasmarha nem
kiilonosebben érzékeny a trichotecén toxinokkal szemben. A juh bendd
detoxikald kapacitdsa szerényebb, mint a szarvasmarhaé, 24%-os elhullast
tapasztaltak a két honapon 4t 0,4; 0,8; 1,6; 3,2 mg/takkg koncentracidban T-
2, illetve HT-2 toxinnal szennyezett takarmanyt fogyaszté allatok korében
(Friend és mtsai., 1983). A takarmany mindsége is meghatarozd tényezo a
benddben torténd toxinsemlegesités szempontjabol. A szalastakarméany
struktirajanal fogva lassabban emésztédik, igy tobb idé jut a toxin

lebontasara, mint abraktakarmany esetén (Rafai és Bata, 1998). Problémak
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idOsebb, illetve bendémikodési zavarokkal kiizdd allatok esetében
jelentkezhetnek. Ez takarmany-visszautasitasban, tejhozamcsokkenésben
nyilvanulhat meg, de kisérleti beszamolok alapjan a T-2 toxin nem hat az
ellés menetére és a borju egészségére.

Patkanyok esetében kardiomiopatiat tapasztaltak (Magnuson és mtsai.,
1987), mig a rhesus majmok és a macskak az emberi ATA-hoz hasonld
tiineteket mutattak (Lutsky és Mor, 1981).

A gazdasagi allatfajok koziil a sertés a legérzékenyebb a T-2 mikotoxinra
(Ratcliff, 2002). Megbetegedésre csak ritkan keriil sor, hiszen a sertések
altalaban nem fogyasztjak el a szennyezett takarmanyt, bar ezt befolydsolja
a toxin koncentracioja a takarmanyban és az allatok egyedi érzékenysége. A
mérgezés hatasaként csokken a takarmanyfogyasztds ¢€s emiatt a
testsulygyarapodas elmarad az elvarhatotol. Ez a hatas 1 mg/kg
koncentraciotol mar szignifikans eltérést eredményez novendék sertésekben
(Rafai és Bata, 1998). Rafai és mtsai. (1995a) dermatotoxikus hatast is
észleltek 4 mg/kg koncentracioja toxinbevitel esetén. Tary és mtsai. (1989)
25 napon keresztiil 5 mg/takkg T-2 toxint etettek ndvendék sertésekkel. Az
allatok ajkain, pofajuk nyalkahartyadjan kimarddast, nyelviikon hamhianyt
¢észleltek. A vesemedence hamsejtjeiben sulyos vacuolés elfajulast figyeltek
meg. Utobbit, Fekete ¢és mtsai. (1983) szerint, nyulakkal végzett
vizsgalataikra alapozva, a vizelettel wriild toxin, és annak metabolitjai
okozhattdk. Csokkent a malacok teststlya, melyet a takarmany-visszautasitd
hatasnak (49-77%) tulajdonitottak. Mindegyik allatban 1ép és mellékvese
karosodast figyeltek meg. A kezelt allatok majaban hepatocyta degeneraciot
irtak le.

Weaver és mtsai. (1978b) 8 hétig etettek sertésekkel 1, 2, 4, 8 mg/kg T-2
toxinnal szennyezett takarmanyt. Ugy talaltdk, hogy a toxin nem hatott a

fehérvérsejtszamra és a lymphoid szovetekre. Friend és mtsai. (1983) 0,4,
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0,8, 1,6, 3,2 mg/takkg koncentracioban adagoltak a T-2 toxint, ami nem
modositotta a vOrdsvértestszamot, a vordsvértestek kozepes térfogatat, a
hematokrit értékét és a hemoglobin koncentraciot. Bata és Rafai (2001) a
toleralhatd hatarértékeket tanulmanyoztak az ellentmondasok feloldasa
érdekében. Malacokkal 3 héten at etettek 0,5, 1,0, 2,0 és 3,0 mg/takkg T-2-t.
Mar a legkisebb koncentracid esetén is megfigyelhetd volt a csokkent
testsulygyarapodas, melynek oka a takarmany-visszautasitas lehetett. EQy
ludakon végzett kisérlet soran a 0,1 mg/ts kg T-2 adagolasakor mar
megfigyelhetd volt a tojastermelés csokkenése és a keltethetdség romlasa. A
0,5-0,6 mg/kg-os expozicional a tojastermelés, mig mar 0,3 mg/ts kg
koncentracié esetén a keltethetdség 50%-o0s visszaesése volt megfigyelhetd.
A 0,6 mg/ts kg T-2 esetén mar kisebb szamu elhullas is jelentkezett.
Yazdanpanah ¢és mtsai. (1997) a T-2 hatdsat vizsgaltdk kabitd
fajdalomcsillapitokkal kolcsonhatasban. Az tudott, hogy a toxikdzis
sokkhatas kovetkeztében endogén opioidok, endorfinok szabadulnak fel.
Egereken végzett kisérleteik sordn megallapitottak, hogy a morfin (opioid
agonista) felerdsiti, mig a naloxon (opioid antagonista) kivédheti, illetve
csokkentheti a toxikdzist. Sertéseken végzett agyi vérkeringési vizsgalatok
soran megallapitottak, hogy a T-2 0,6 mg/ts kg esetén a kis- és nagyagyi
véraramlast jelent6sen csokkentette; 2,4 mg/ts kg koncentracio esetén az
agytorzsi vérkeringés is csOkkent. Megallapitottdk a mérgezést kdvetden a
neurotranszmitterek vizsgdlataval, hogy a hatas elsddleges helye az agy ¢és
nem kizardlag a hipoxia miatt Iép fel karosodas. Antibiotikumként hasznalt
cykloheximide-del keverve a T-2 toxikus hatasa fokozodik az agyban. igy a
gyogyszerek hatdsdnak modositasa kiemeli a T-2 mikotoxin kutatas

fontossagat (Banczerowski, 2001).
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2.2.7. PTDI adatok, EU ajanldsok a T-2 és HT-2 mikotoxinokra

Az Europai Unid ajanlasokkal szabalyozza a tagorszagokon belill a
gabonafélék és a gabonatermékek mikotoxin tartalmat. Az FEuropai
Bizottsag ajanlast adott ki a T2 és HT-2 jelenlétével kapcsolatban. Az
Eurdpai Elelmiszerbiztonsagi Hatosag (EFSA) keretein beliil miikodd
Contam Panel (az ¢élelmiszerlancba bekeriillé szennyezd anyagok
tudomanyos testiilete) szakvéleményt dolgozott ki a fent emlitett két
mikotoxin allat- és kozegészségiigyi kockazatarol az élelmiszerekben és
takarmanyokban valo jelenlétiik alapjan (EFSA, 2011). Allategészségiigyi
vonatkozasban a becsiilt értékek szerint kérddzok, nyulak és halak esetében
a kitettség nem jelent allategészségiigyi kockazatot. Sertés, baromfi, 16 és
kutya esetében a karos egészségi hatdsok lehetdsége alacsony értéket
képvisel. A macska a legérzékenyebb allatfaj a T-2 ¢s HT-2 kontamindciora.
Mar alacsony (0,06 mg/ts kg) toxin kitettség esetén is sulyos egészségiigyi
karosodast mutatnak, igy nem allapithat6 meg NOAEL ¢és LOAEL érték.
Macskaeledelek esetében szigorbb szabalyozasok valtak sziikségessé
(2013/637/EU).

Megallapitottdk, hogy a takarmanyokbol igen kis mértékben keriil at a
szennyezettség allati eredetli termékekbe, igy ezek az élelmiszerforrasok
elhanyagolhatdak az emberek toxin kitettségére vonatkozodan.

M¢ég tobb adat gyiijtése sziikséges a T-2 ¢és HT-2 gabonafélékben valod
jelenlétérdl, tekintve a megfigyelhetd nagy éves ingadozast. Sziikséges az
¢lelmiszerek feldolgozasa, valamint a mezégazdasagi tevékenységek altal
metabolizaciojara. Ezek alapjan megfeleld mezdgazdasagi, takarmany- és

¢lelmiszer-feldolgozasi modszereket kell kidolgozni a toxin termelédésének
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megeldzésére, illetve csokkentését megcélozva. Az Eurdpai Kozosség
ajanlasa (401/2006/EK) nem tartalmazza a rizst, illetve rizstermékeket,
mivel ezekben a T-2 és HT-2 tartalom kis mértékben, vagy egyaltalan nem
mutathatdo ki. Ahhoz, hogy meghatarozzak, mely esetekben kell tovabbi
vizsgalatokat végezni, kidolgoztak egy ugynevezett indikativ értéket a
gabonafélék és gabonatermékek esetében (16. tablazat) (Az Europai Unid
Hivatalos Lapja, 2013).

16. tablazat: A gabonafélék és a gabonatermékek indikativ értékei (*)(**)
(Az Eurdpai Unid Hivatalos Lapja, 2013)

A T-2 és a HT-2 toxin egylittes
mennyiségének indikativ értékei
(ng/kg)(*)
Feldolgozatlan gabonafélék (***)
Arpa (sorarpa is), kukorica 200
Zab (magburokkal) 100
Buza, rozs, mas gabonaféle 100
Kozvetlen emberi fogyasztasra szant
gabonamagvak (****)
Zab 200
Kukorica 100
Mas gabonafélék 50
Emberi fogyasztisra szant gabonatermékek
Zabkorpa, pelyhesitett zab 200
Gabonafélék korpaja, malomipari zabtermékek, 100
malomipari kukoricatermékek
Mas malomipari gabonatermékek 50
Reggelire vald gabonafélék (formazott gabonapehely 75
is)
Kenyér (kisméretli pékaru is), cukraszsiitemény, 25
keksz, gabonaszelet, tésztafélék
Csecsemdknek ¢s  kisgyermekeknek  szant 15
gabonaalapu élelmiszerek
Takarmanyként valé felhasznildsra  szant
gabonatermékek, takarmanykeverékek (*****)
Malomipari zabtermékek (magburok) 2000
Mas gabonatermékek 500
Takarmanykeverék (kivéve: macskaeledel) 250

(*) Az e mellékletben talalhat6 értékek olyan indikativ értékek, amelyek felett -tobbszori
kimutatas esetén bizonyosan- ajanlott vizsgalatokat végezni a T-2 és a HT-2 toxin nagy
mennyiségeit eredményezl tényezOk feltdrasara vagy az élelmiszer- ¢és a
takarmanyfeldolgozas hatasainak meghatarozasara. Az indikativ értékek az EFSA
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adatbazisaban rendelkezésre allo, az EFSA szakvéleményében bemutatott adatokon
alapulnak. Az indikativ értékek nem tekinthet6k takarmany-, illetve élelmiszer-biztonsagi
hatarértékeknek.

(**) Ezen ajanlas alkalmazasdban a gabonafélék fogalma a rizst, a gabonatermékek
fogalma a rizstermékeket nem tartalmazza.

(***) A feldolgozatlan gabonafélék azok a gabonafélék, amelyek a szaritastol, a
tisztitastol és a valogatastol eltekintve nem estek at sem fizikai, sem hokezelésen.

(****) A kozvetlen emberi fogyasztasra szant gabonamagvak azok a gabonamagvak,
amelyek atestek szaritasi, tisztitasi, magburokeltavolitasi és valogatasi folyamatokon, de
az élelmiszerlancban valo tovabbi feldolgozasuk elétt mas tovabbi tisztitasi és valogatasi
miiveleteken nem esnek at.

(*¥****) A takarmanyként valo felhaszndlasra szant gabonafélék és gabonatermékek,
valamint a takarmanykeverékek indikativ értékei 12% nedvességtartalmu takarmanyra
vonatkoznak.

A rékkeltd hatasu toxinok esetében az az alapelv, hogy nincs olyan doézis,
melynek ne lenne rak kialakulasat indukalé hatisa. gy ezen toxinok
esetében nincs tolerdlhatdo érték, ezek jelenléte nem elfogadott az
¢lelmiszerekben (Fan és Tomar, 1999). A JECFA ¢és a FAO szdmos
mikotoxin esetében elvégezte a kockdzatbecslést és  toleralhatd
hatarértékeket hatarozott meg: PMTWI (Provisional Maximum Tolerable
Weekly Intake) és PMTDI (Provisional Maximum Tolerable Daily Intake),
melyek a NOAEL (No Observable Adverse Effect Level) allatkisérletekben
torténdé meghatarozasan alapulnak altaldban /100-as biztonsagi faktort
alkalmazva. A T-2 és a HT-2 esetében a PMTDI értéket 60 ng/ts kg/nap-ban
hataroztak meg (WHO, 2001). A 2001-es tanulmany szerint a gyermekek
altal kozkedvelt ¢lelmiszerek a legkritikusabbak a szennyezddés
szempontjabol (FDA, 2001). A T-2 és HT-2 felvétel a legtobb esetben a
tTDI (temporary TDI) érték feletti volt. Az eddigi kutatdsok eredményei
alapjan, az SCF (Scientific Committee on Food) ¢és a JECFA (Joint
FAO/WHO Expert Committee on Food Additives) szervezetek a T-2 és HT-
2 toxinra egyiittesen adtak meg atmeneti toleralhatd napi beviteli értéket
(tTDI), mivel a HT-2 esetében a TDI és a NOEL (no observed effect level)

érték meghatarozasahoz nem alltak rendelkezésre megfelelé adatok (SCF
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2001.; JECFA 2001). Rafai és mtsai. (1995b) kisérletikk alapjan
megallapitottak, hogy alig egy hetes kezelést kovetden a T-2 toxin mar 0,5
mg/takkg koncentracioban is csokkentette a vérpalydban keringd
fehérvérsejtek szamat, a T-lymphocytdk aranyat, az ellenanyagképzést,
valamint a sejtes immunitas szdmos paraméterét. A JECFA ¢s a SCF ezen
eredményeket vette alapul és allapitotta meg tTDI (temporary Tolerable
Daily Intake) értékként a 0,06 pg/ts kg koncentraciot (Schlatter, 2004).
Mindkét bizottsag hangsulyozta annak fontossdgat, hogy a két toxin
esetében kiilon-kiilon is torténjen kockazatbecslés és a toleralhato érték
meghatarozasa (Schuhmacher-Wolz és mtsai., 2010).

Az Eurépai Tanacs nem hataroz meg maximalisan megengedhetd
hatarértéket a két toxinra kiilon-kiilon, csak egyiittes koncentraciojukat

szabalyozza (17. tdblazat).

17. tablazat: A T-2 és HT-2 toxin maximalisan megengedhet6 egyiittes
hatarértéke (Van der Fels-Klerx és Stratakou, 2010)

Elelmiszer tipusa Maximalisan megengedett érték (ug/kg)
Feldolgozatlan gabona és gabona alapu
. 100
termékek
Feldolgozatlan zab 500
Zab alapt termékek 200
Bébiétel 50

1998-ban egy fuzariummal foglalkoz6é munkacsoport (Eriksen és Alexander,
1998) az atmenetileg toleralhatdo napi beviteli értéket (tTDI) 0-0,2 pg/ts
kg/nap-ban hatarozta meg T-2 és HT-2 mikotoxinra vonatkozoan
egyiittesen, a lehetséges karcinogén hatdsat alapul véve és 1000-szeres
biztonsagi faktort alkalmazva a NOAEL érték alapjan. A szerz6k véleménye
szerint, ez az érték védelmet nyljt az immunotoxikus és egyéb kritikus
toxikus hatdsokkal szemben egyarant (Eriksen és Alexander, 1998). Rafai és
mtsai. (1995a) sertéseken végzett kisérletilk soran 0,029 mg/ts kg/nap
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LOAEL értéket kaptak, 500-as biztonsagi faktort alkalmazva. Ezt az értéket
a T-2 és a HT-2 mikotoxin egyiittes, illetve egyediili jelenléte esetén
egyarant alkalmaztak. Ez megalapozta az SCF altal 2001-ben meghatarozott
tTDI értéket, melyek védelmet biztositanak kronikus, szubkronikus és
reproduktiv hatasokkal szemben egyarant (Schuhmacher-Wolz és mtsal.,
2010; EFSA 2011). A két toxin esetében az egyiittes napi toleralhato
beviteli (TDI) értéket 100 ng/ts kg-ra modositotta a CONTAM
(Elelmiszerlanc szennyezédés) Panel a BMDL50 (95% lower confidence
limit for the benchmark dose for a 50% response) érték alapjan. A
rendelkezésre allo eléfordulasi adatok alapjan végzett becslés szerint, ez
nem jelent kozvetlen egészségiigyi aggalyt, mivel minden korcsoportnal a
toxinnal valo kitettség nem éri el a TDI értéket (EFSA 2011). 2011-2016
kozott 11 eurdpai orszagban végeztek egy igen sokrétli élelmiszer- és
takarmanyvizsgalatot a T-2 ¢és HT-2-re vonatkozoan. Ennek egyik
eredményeként meghataroztak a korosztalyonként elfogyasztott T-2 és HT-2
mennyiségét (18. tablazat) (Arcella és mtsai., 2017).

18. tablazat: Atlag T-2 és HT-2 terhelés korosztalyonként Europaban
(Arcella és mtsai., 2017)

T-2 fogyasztas HT-2 fogyasztas

Korosztaly Min | Kozépértek | Max Min | Kozépértek | Max
ng/ts kg/nap
Csecsemd 10,2 16,9 40,6 12,9 23,1 50,9
Kisgyerek 26,8 36,2 43,8 40,4 47,7 54,8
Gyerek 20,7 30,0 41,9 28,5 39,8 52,6
Serdiilé 9,76 18,2 26,4 12,8 24,3 34,3
Felnott 9,58 134 18,4 12,5 17,1 23,4
1d6s 9,06 12,2 16,3 11,9 15,3 20,3
Agg 9,77 13,0 14,2 12,9 16,7 18,4
Varandos - - 15,3 - - 21,6
Szoptatd . . 11,0 . . 14,6
anya

*csak egy adat allt rendelkezésre
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Szadmos tanulméany arra a kovetkeztetésre jutott, hogy a him dallatoknal
kialakulé szaporodasi zavarok és medddség tekintetében a kornyezeti
tényezOk koziil a legfontosabb szerepet a mikotoxinok jatsszdk, mint a
leggyakrabban eléfordulo taplalkozasi mérgek, azonban az erre iranyuld
kisérletek szdma igen csekély. A gabona ¢és egyéb ndvényi alapu
¢lelmiszerek gyakran szenyezettek Fusarium toxinokkal. E csoport
képviseléi a T-2 és a HT-2 mikotoxin, melyek jelenléte kozt erds
Osszefliggés mutathatd ki. Szadmos kisérlet alkalmaval bizonyitottdk e két
mikotoxin sejtkarositdo hatasat, azonban a két toxin egymasra gyakorolt
hatasa még kevéssé kutatott teriilet. A T-2 karositdé hatdsait mar szamos
teriileten bizonyitottdk. Azonban a toleralhato értékekrdl €s a karositas

meértékérol ellentmondasokba utkoztek.
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3. CELKITUZESEK

Mig a reprodukciora gyakorolt toxikus hatds a ndivarban jol ismert, az
egyes mikotoxinok hatasaival és hatasmechanizmusaval kapcsolatos
ismereteink hianyosak a him reprodukcid €s a spermatermelés tekintetében.

A T-2 ¢s a HT-2 toxin citotoxikus hatasa bizonyitott.

A kutatdmunka sordn a kitizott céljaim az alabbiak voltak:

1. A sejtkérosito hatas meghatarozasa in vivo: a T-2 toxin spermiogenezist
befolyasold hatasanak vizsgalata, valamint a him allatok egyéb
reprodukcids paramétereire gyakorolt hatdsdnak meghatarozasa
nyulban, egy rovid idejli, nagy dozisu €s két kronikus, alacsony dozisu

terhelés esetén.

2. Sertés limfocitdk alkalmazhatosaganak tesztelése a citotoxikus hatas

MTT teszttel torténd meghatarozasaban.
3. A sejtkarosito hatas kimutatasa in vitro, MTT tesztben: a T-2 és a HT-2

dozis- és expozicios 1dd-fliggd, egyiittesen €s kiilon-kiilon érvényesiild

sejtkarositd hatasanak meghatarozasa.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Reprodukcios toxicitas vizsgalatok baknyulakon

Az in vivo kisérletek soran a spermiumokat valasztottuk modellsejteknek,

mert gyors osztodasuak ¢és a toxikus hatdsokkal szemben nagyon

érzékenyek.

Az éllat modellek rendkiviil hasznosak a reprodukcids jelenségek

vizsgélataban (Schardein és mtsai., 1985; Christian és Hoberman, 1996). A

nyul kivalé6 modellallat; kistestli, konnyen kezelhetd, szapora és még tobb

pozitiv tulajdonsdga is van. A toxikologiai vizsgalatok sordn szivesen

alkalmazzak a spermiumok karosodasanak vizsgalatara (Foote €és Carney,

2000).

Hérom kisérletet végeztiink el baknyulakkal:

1. kisérlet: magas dozisu (4 mg/allat/nap), rovid ideig (3 nap) tartd
T-2 expozicio;

2. kisérlet: alacsony doézisu (0,05, 0,1, és 0,2 mg/allat/nap), hosszan
(65 mnap) tarto T-2 terhelés, melyben a tisztitott toxint
gyomorszondan keresztiil juttattuk a szervezetbe;

3. kisérlet: alacsony dozisu (0,33 és 0,66 mg/takkg), hosszan (65

nap) tartd T-2 expozicid, takarmanyba kevert gombatenyészettel.

A Kkisérleti protokollokat a Somogy Megyei Mezdgazdasagi Szakigazgatasi

Hivatal Elelmiszerlanc-biztonsagi és Allategészségiigyi Igazgatosiga

23.1/02322/007/2008 szam alatt engedélyezte.
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4.1.1. A kisérleti allatok, elhelyezésiik és takarmadnyozdsuk

Mindharom kisérletben tenyésztésben 1évé, 9 honapos koru, onddvételhez
szoktatott, kb. 4050-4500 g testsulyti Pannon Fehér baknyulak (n=24) vettek
részt. Az egyedi ketrecekben (42 x 50 cm) elhelyezett allatokbol alakitottuk
ki a csoportokat; 16 : 8 6ras fényprogram mellett, az atlaghémérséklet 16-18
°C kozott valtozott, az épiiletben tilnyomdasos ventillacié mikodott. Az
allatok onetetokbdl fogyaszthattak étvagy szerint kereskedelmi forgalomban
1évé granulalt baknyul tapot (10,3 MJ DE/kg, 15,5% nyersfehérje, 4,0%
nyerszsir és 14,7% nyersrost). Vizet sulyszelepes Onitaton keresztiil ad
libitum kaptak.

A T-2 gombatenyészet €s a toxinnal szennyezett tipok mikotoxin tartalmat
LC-MS (Shimadzu, Kyoto, Japan) késziilékkel tortén6 méréssel
ellendriztiik. A homogenizalt mintdk 50 g-jat IKA M20 laboratoriumi
daraloval fix 20 000 1/perc fordulaton 2 percig daraltuk. Az extrahalas
metanol:viz=75:25 keverékével, 1% ecetsavtartalommal tortént. Az LC-MS
analizishez Shimadzu Prominence UFLC szeparaciés rendszer és LC-MS-
2020 single  quadrupole  (ultra-fast)  folyadék  kromatograf -
tomegspektrométer  (Shimadzu, Kyoto, Japan) allt rendelkezésre,
atmospheric-pressure chemical ionization (APCI) és electrospray ionizacios
(ESI) rendszerrel. Paraméterek: 4.5 kV interfész fesziiltség, 1.05 kV
detektor fesziiltség negativ modban, 1.25 kV pozitiv modban, 200 °C. A gaz
porlasztasdhoz és szaritasahoz nitrogént hasznaltunk (1.5 L/perc, illetve 15
L/perc dramlés). A kromatografias elvalasztas paraméterei: forditott fazisu
RP-18 oszlop (2.1 x 100 mm, 2.6 um, KinetexTM Phenomenex USA), 50
°C. A kapott kromatogrammokat a késziilékhez tartozé LCSolution szoftver

segitségével értékeltiik. A T-2 kimutatdsi hatara (LOD) 10 pg/kg volt. A
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kontroll tdp nem tartalmazott kimutathat6 mennyiségii T-2-t. Egyik tapban
sem volt DON, ZEN vagy FUM kimutathato.

4.1.2. A gombatenyészet és a tisztitott T-2 toxin elodllitasa

A T-2 toxin eléallitasa Fusarium sporotrichioides NRRL 3299 torzs
(Agricultural Research Service Culture Collection, National Center for
Agricultural Utilization Research, Peoria, IL, USA), daralt kukorican
torténd elszaporitasaval Fodor €s mtsai. (2006) mddszere alapjan tortént.
800 g kukoricadarat (sarga szemil, szemcseméret: 2-3 mm) 4,2 literes
szélesszaju befottesiivegben, lefedve autoklavoztuk 2 o6ran keresztiil 121 °C-
on, egy ¢jszakan at tartd aztatast és szlirést kovetéen. Az inokulum Czapek
agaron 25 °C-on 8 nap elteltével termelt gombat. A kulturabol 2,5 ml steril
desztillalt viz segitségével allitottunk el spora szuszpenziot. Steril kacs
segitségével vittiik at a szuszpenziot a steril, autoklavozott kukoricadarara.
Az igy elkésziilt kultarat s6tét helyen inkubaltuk 1 héten at 24 °C-on, ezt
kovetden tovabbi 2 hétig 8 °C-on. A gombaval szennyezett kukoricat ezutan
par napon at szobahdmérsékleten szaritottuk. Ezt a gombatenyészetet (T-2
¢s HT-2 toxintartalom 5870, illetve 1300 mg/kg) kevertiik a takarmanyba a
3. kisérletben.

A tisztitott T-2  eldallitdisdhoz 500 g légszdraz végsé alap
gombatenyészetiinket kétszer extrahdltuk 1,5 1 metanol-viz 3:2 ardnyu
keverékével. A gombatenyészetbdl extrahdlt T-2 és HT-2 elvalasztasa
szilard-folyadék extrakciot kovetden preparativ oszlop kromatografids
modszerrel tortént (Kametler, nem publikalt adatok), mely sordn 96%-0s

tisztasagu T-2 mikotoxint allitottunk eld.
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4.1.3. A T-2 expozicié maodja és idétartama

4.1.3.1. Magas dozisu (4 mg/allat/nap) szubakut expozicio
(1. kisérlet)

A kisérleti csoportnak (n=12) a tisztitott T-2-t szuszpenzidban
gyomorszondan 4t adagoltuk 3 napon keresztiil. Az éallatok 2 ml
szuszpenziot kaptak, ami 4 mg/allat napi toxinbevitelnek, vagyis <1 mg/ts
kg-nak (0,78-0,99 mg/ts kg) felel meg. Az allatok takarmanyfogyasztasat
figyelembe véve ez kb. 26 mg/kg takarmany szennyezettséget jelent. A
kontroll csoport (n=12) toxinmentes szuszpenziot kapott 3 napon at.

Az egyedi takarmanyfogyasztast naponta, az allatok teststlyat a 0., 17., 29.,
36., 43. és 51. napon mértiik. Mar a kisérlet 2. napjatol Kifejezett takarmany-
visszautasitast észleltiink, mely a testsulygyarapodasban visszaesést
eredményezett. Annak vizsgalatara, hogy a csokkent takarméanyfelvétel vagy
kizar6lag a toxinterhelés okoz-e szaporodasbiologiai problémakat,
beallitottunk egy korlatozott takarmanyfogyasztasu kontroll csoportot is
(n=12). A takarmanyadagokat a visszautasitas aranyaban alakitottuk ki 10 g
(1-3. napon), 30 g (4-7. nap) és 100 g (8-10. napon) takarmany/allat, ezt
kovetéen ad libitum takarmanyozast folytattunk. Az allatok egészségi

allapotat naponta 3 alkalommal ellendriztiik.
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4.1.3.2. Alacsony dozisu (0,05, 0,1, és 0,2 mg/allat/nap),

hosszan tarto (65 nap) toxinterhelés (2. kisérlet)

A Kkisérleti csoportnak (n=10) a tisztitott T-2-t szuszpenzidban
gyomorszondan at adagoltuk. Az allatok 0,05, 0,1, és 0,2 mg/allat/nap T-2
toxint fogyasztottak 65 napon keresztiil. A kontroll csoport (n=10)
toxinmentes  szuszpenziot kapott 65 napon 4t Az  egyedi
takarmanyfogyasztast naponta, az 4allatok testsulyat hetente mértiik, az

egészségi allapotukat naponta ellendriztiik.

4.1.3.3. Alacsony dozisu (0,33 és 0,66 mg/takkg), hosszan tarto
(65 nap) toxinterhelés (3. kisérlet)

A masodik kisérlet eredményei alapjan, annak meghatarozasara, hogy a
nyulak elfogyasztjak-e az alacsony dozisban T-2-vel szennyezett
takarmanyt, a 3. kisérletben két kisérleti csoportnak (n=10) a T-2-t
gombatenyészetben, takarmanyba keverve adagoltuk ugy, hogy a takarmany
0,33 ¢és 0,66 mg/kg koncentracioban tartalmazzon T-2-t. Ez kb. 0,05, és 0,1
mg/allat/nap T-2 toxin felvételnek felelt meg. A kontroll csoport (n=10)
toxinmentes  takarmanyt kapott 65 napon 4. Az  egyedi
takarmanyfogyasztast naponta, az 4allatok testsulyat hetente mértiik, az
egészségi allapotukat naponta ellendriztiik.

A harom kisérleti beallitast a 19. tdblazatban foglaltam Gssze.
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19. tablazat: In vivo kisérleti beallitasok

A toxin
Kisérlet e);]%zz;;lo (m;a?ll(ziz(t)/zr:zszp ) Expozicio médja | Mintavétel idopontja
(nap)
a kisérlet 51. napjan
tiszta toxin (48 nappal a
1. 3 4 gyomorszondan toxinterhelés
keresztiil megsziintetését
kdvetden)
tiszta toxin
2. 65 0,05; 0,1 és 0,2 gyomorszondan a kisérlet 65. napjan
keresztiil
0,05 ¢s 0,1 gombatenyészet
3. 65 (0,33 és 0,66 takarmanyba a kisérlet 65. napjan
mg/takkg) keverve

4.1.4. Mintavételek, spermium vizsgdlati modszerek

A szubakut toxikézis késéi hatasdnak meghatarozdsira a 3 napos
toxinterhelés megsziintét kovetéen a 48. napon (1. kisérlet), a kronikus
terhelés hatasainak vizsgalatara a kisérleti periddus 65. napjan (2. és 3.
kisérlet) mihiivellyel spermamintat vettiink. Az altalunk is megfigyelt
elhizodd toxinhatds (ugymint a toxinterhelést 48 nappal kovetden
megjelend morfologiai abnormalitds) oka lehet a kiilonb6z6 sejttipusok
eltéré érzékenysége a toxinokkal szemben, amit Sprando és mtsai. (2005)
DON esetében leirtak kiilonbozo érettségi fazisban 1év0 spermiumoknal.
Ettlin és mtsai. (1984) patkdnyokkal valo vizsgélata alapjan a szoveti
fixaciot megelézden 28 nappal kell a toxinterhelésnek megtorténnie. E két
publikacio eredményei alapjan valasztottuk a 48 napos idOtartamot az
elhuz6do hatds vizsgalata érdekében. A kisérlet végén az allatokat boditast
kovetden elvéreztettiik. Korboncoldst kovetden lemértiik a here sulyat és
mintét vettiink szdvettani vizsgélatra.

A spermatologiai vizsgalatok keretében a kovetkezd paramétereket

ellen6riztik:
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e sperma pH-ja;

e spermiumok koncentraciéja: Neubauer sejtszamlald  kamra
segitségével mikroszkoposan;

e spermiumok  mozgasa (motilitdsa):  szamitégépes  sperma
analizatorral (Computer Assisted Sperm Analysis, CASA)
(Medealab TM CASA System, Erlangen Németorszag) teljes
mozgékonysag €s gyors/alacsony spermium tovabbjutas vizsgalata,
ahol a koncentraciot 80-120 x 10%/ml-re allitottuk be foszfat pufferes
sooldat (PBS) segitségével, minimum 500 spermium vizsgalata;

e morfologiai és acrosomalis rendellenességek: nativ és festett kenet
(Spermac TM festés, Beernem, Belgium), minimum 200 spermium
vizsgalata;

e a jarulékos nemi mirigyek funkcidjanak ellendrzése: az ondoplazma
citromsav (Citric Acid Test, FertiPro, Belgium), cink (Wako
Chemicals GmbH, Németorszag), ¢és fruktoz (Fructose Test,
FertiPro, Belgium) koncentraci6janak meghatarozasa.

A spermatologiai  vizsgalatokat a  SZIE  AOTK  (jelenleg:
Allatorvostudomanyi  Egyetem)  Sziilészeti és  Szaporodasbiologiai
Tanszékének Androlégiai €s Asszisztalt Reprodukcidés Laboratériumaban

végeztiik el.

4.1.5. Statisztikai analizis

A takarmanyfogyasztds ¢és a teststlygyarapodéds adatait tobbtényezds
variancianalizissel vizsgaltam, a kezelés és a kezelési id6 hatdsanak
kimutatasdra. A tobbi paraméter esetében egytényezOs varianciaanalizist

vagy t-probat alkalmaztam. Az eltérések szignifikanciajat LSD (Least
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Significant Difference) post hoc teszttel hataroztam meg. Mindehhez az

SPSS 10.0 (2002) programcsomagot hasznaltam.

4.2. A T-2 és a HT-2 toxin citotoxikus hatasanak vizsgalata

MTT-modszerrel

Az in vitro tesztek nagy elénye, hogy nem sziikséges kisérleti allatallomanyt
fenntartani, ezaltal nagyban csokkentheték a kisérleti koltségek. Masik
fontos pozitivuma, hogy segitségével biztosithatdo az azonos kisérleti
koriilmények megteremtése, ezaltal lehetdség nyilikk a konnyl
ismételhetdségre. Toxikus anyagoknak az allatkisérleteket megel6z6en in
vitro rendszerekben vald tesztelése eleget tesz a harom R (Refinement,
Reduction, Replacement, azaz tokéletesités, csokkentés, helyettesités)
elvének (Russell és Burch, 1959), melynek értelmében etikailag kivanatos
az allati modellek helyettesitése mas modszerekkel, modellekkel.

Az altalunk hasznalt médszer gyors, pontos, megbizhatod kvantitativ mérési
eljaras, melyben egy lIépésben nagyszamu kisérleti beallitas alkalmazhatd. In
vitro, MTT tesztben, sertés limfocitak felhasznalasaval vizsgaltuk a T-2, a
HT-2 és a T-2 + HT-2 dozis- és expozicids ido-fliggd citotoxikus hatasat. A
konkrét dozisok meghatarozasa egy elokisérlet eredményei alapjan tortént.
Az MTT tesztet Mwanza ¢és mtsai. (2009) modszere alapjan, kisebb
modositasokkal végeztiik.

Az in vitro kisérlet soran felhasznalt vegyszereket, beleértve a T-2 és HT-2
mikotoxin standardeket a Sigma-Aldrich magyarorszagi kirendeltségétol

szereztik be.
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4.2.1. MTT teszt f6bb lépései

4.2.1.1. A limfocitak izolalasa

A vérvétel lapaly-nagyfehér F1 genotipusi ndvendék sertésekbdl (4
honapos, 24 kg-os egyedek) tortént, a vena cava cranialis-on keresztiil. A
steril, heparinos vérvételi csdvekbe vett vérbdl 3 ml-t azonos mennyiségi,
RPMI-1640 (glutaminnal kiegészitett) tenyészté folyadékkal dsszekevertem
egy 15 ml-es, steril centrifugacsében. A vér-RPMI keveréket Ovatosan
rarétegeztem 6 ml Histopaque 1077 folyadékra egy masik centrifugacsdben,
és ezt 30 percig 1000-es fordulaton centrifugaltam, szobahdmérsékleten.
Ennek hatasara a frakciok szétvaltak, melybdl a limfocita réteg

eltavolithatova valt (6. abra).

= plazma

30

-— limfocita réteg

—=— granulocitak,
eritrocitak

6. abra: A véralkotok elhelyezkedése centrifugalas hatasara
(Forras: https://www.pluriselect.com/hu/knowledge-base/sample-
material/buffy-coat.html)
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A mononukledris sejteket tartalmazé rétegbdl 3 ml-t gyiijtottem Pasteur-
pipetta segitségével egy jabb centrifuga csObe, majd feltoltottem 12 ml-re
RPMI-1640 oldattal, ezt 15 percig, 3000-es fordulaton centrifugaltam
szobahdmérsékleten. A feliiliszot ledntottem, a visszamaradod pelletet
fellazitottam ¢és ismét felontdttem 12 ml-re RPMI-1640 tenyésztd
folyadékkal, majd 5 percen keresztiil 3000-es fordulaton centrifugaltam
szobahOmérsékleten. A feliiluszot ledntve a sejtszuszpenziot fellazitva CM-
ben (culture media) reszuszpendaltam, igy elkésziilt a CCM (complet
culture media), melynek végsé mennyisége 10 ml. Ezutan 96 lyukl plate-re
helyeztem a sejttenyészetet, lyukanként 100 pl leosztassal, majd 37 °C-on
5% CO2 kiegészitéssel termosztatban inkubaltam, 24 o6ran keresztil. A
reszuszpendalds soran hasznalt CM keverék Osszetétele: 1 ml FCS (foetal
calf serum) vagy FBS (foetal bovine serum); 100 pl Penstrep (100 U/ml
penicillin és 100 pg/ml streptomycin); 150 pl glutamin és kiegészitjiik
RPMI-1640 tenyésztéfolyadékkal, hogy a végtérfogat 10 ml legyen.

4.2.1.2. Sejtszamlalas festékkotés alapjan

100 pl CCM-et (1:1) 100 pl 0,2%-o0s trypan kék oldattal elegyitettem egy
1,5 ml-es eppendorf csében, és szobahémérsékleten 5-10 percig allni
hagytam. Neubauer sejtszdmlalé kamra segitségével (Haemocytometer)

megallapitottam az ép sejtek ardnyat:

életképesség% = (nem festddo sejtek/dsszes sejt) x 100
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4.2.1.3. Methyl thiazol tetrazolium (MTT) eljaras

A 24 6ras inkubaciot kdvetden a sejtek stimuldlasa érdekében 20 pl PHA-t
(phytohaematoglutinin) adagoltam a sejttenyészethez lyukanként. A 96-
lyuka ELISA lemezen a kisérleti elrendezésnek megfeleléen (20-21.
oldatabol 100 pl-t. A végso térfogatot 400 pl-re allitottam be gy, hogy a
kontroll sejtekhez 200 pul, a kezeltekhez 100 pl RPMI-1640
tenyésztéfolyadékot adtam. A leolvasasi idopontokhoz 1-1 lemezt allitottam
elé. A lemezeket 5%-0s CO» kiegészitéssel, 37 °C-on termosztatban
inkubaltam 6, illetve 24 oran (1. kisérlet), valamint 6, 12 és 24 6ran (2.
kisérlet) keresztiil. Az adott inkubacids id6 letelte utan a citotoxicitast MTT
oldat hozzaadasaval hataroztam meg. 30 ul MTT oldatot (MTT-s6 PBS-ben
oldva) adtam lyukanként a sejttenyészetekhez, melyet a pipetta segitségével
Osszekevertem. Ezt kdvetéen a lemezt 2 Ordn 4t ismét inkubatorba
helyeztem. Végiil a formazan kristalyok feloldasa érdekében 50 pl DMSO-t
(dimethylsulphoxide) adagoltam lyukanként, és 20 percre ismét inkubatorba
helyeztem a lemezeket. Az €16 sejtek az MTT-t szines formazanna alakitjak
at. Az optikai denzitas értéke egyenesen aranyos az €l0 sejtek szamaval.

Az optikai denzitast (OD) ELISA leolvason mértem, 540 és 620 nm-en.

¢letképesség% = (ODM/ODN) x 100
(Ahol ODM a mikotoxinnal kezelt, mig az ODN a mikotoxinnal nem kezelt,

azaz kontroll mintak OD értéke.)

A kezelés, a koncentracio és az id6 hatdsanak vizsgélata hat ismétlésben
tortént.
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20. tablazat: Az 1. kisérlet soran alkalmazott mikotoxin kezelések
Koncentracio kategoridk / toxinkoncentraciok (uM)

Kezelés 1 5 3 4 5
T-2 0,001 0,01 0,05 0,1 0,5
HT-2 0,05 0,1 0,2 0,5 1,0

Kombinacio 0,001 T-2+ | 0,01T-2+ 0,05T-2 + 01T-2+ 05T-2+
0,05 HT-2 0,1 HT-2 0,2 HT-2 0,5 HT-2 1,0HT-2

21. tablazat: A 2. kisérlet soran alkalmazott mikotoxin kezelések
Koncentracid kategoriak / toxinkoncentraciok (uM)

Kezelés 1 5 3 4 5 6
T-2 0,001 0,01 0,05 0,1 0,5 1,0
HT-2 0,05 0,1 0,2 0,5 1,0 2,0

Kombinacio | 0,001 T-2+ | 0,01T-2+ | 005T-2+ | 0,1T-2+ | 05T-2+ | 10T-2+
0,05 HT-2 0,1 HT-2 0,2 HT-2 05HT-2 | 1,0HT-2 | 2,0HT-2

A kontroll sejtek életképességét vettem elméleti 100%-nak, ehhez

viszonyitva szamitottam a kezelt sejtek életképesség?o-at.

4.2.2. Statisztikai analizis

A kisérletb6]l szarmazé alapadatok értékelésekor a csoportok kozotti
szignifikanciat tobbtényezOs varianciaanalizissel (Multiway ANOVA),
illetve LSD (Least Significant Difference) ¢és Tukey tipusu ,,post hoc”
teszttel (P<0,05) értékeltem.

Az adatfeldolgozashoz ¢és a matematikai statisztikai szamitasok
elvégzéséhez az SPSS for Windows 19 (2010) szoftver ,,Compare Means”,
,Correlate” és ,,Descriptive Statistics” moduljait (SPSS Inc., Chicago IL,
USA), valamint az EXCEL 2003 tabladzatkezeld ¢és abraszerkesztd
programjait alkalmaztam.

A két toxin kombinicidjanak  eredményeként mért  értékeket
Osszehasonlitottam az egyes toxinok kiilon-kiilon mért hatdsai alapjan vart
értékekkel. A vart értékeket Segvi¢ Klari¢ és mtsai. (2012) szerint
hataroztam meg:
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vart atlag (T-2 + HT-2) = mért atlag (T-2) + mért atlag (HT-2) — 100
(kontroll)

vart SD (T-2 + HT-2) = [(SD T-2)? + (SD HT-2)%]*?

Additivnak tulajdonithatd a hatds, ha a mért €s a vart értékek nem térnek el
egymastol szignifikansan. Ha a két toxin egyiittes hatdsa szignifikdnsan
kisebb sejt életképességet eredményezett, mint a vart (szadmitott) érték,
akkor a két toxin hatasa szinergista. Ellenkez0 esetben (azaz, a mért érték
szignifikdnsan nagyobb, mint a szamitott) antagonizmus all fent a két toxin

kozott.
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5. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

5.1. A T-2 toxin hatasa a baknyulak spermiumaira

5.1.1. Szubakut toxikozis hatdsa (1. kisérlet)

Elhullasok, kérbonctani tiinetek

A kisérlet soran a toxint fogyasztd csoportbol 6t allat elhullott: 1-1 allat a 2.
¢és 3., ketté pedig a 4. napon, egy tovabbi elhullas a 35. napon kovetkezett
be. Az elhullott allatok tiinetei nagyon hasonldak voltak: a majban jol
lathaté szerecsendid rajzolat, kifejezett centrolobularis zsiros infiltracioval,
fako vesék gombostifejnyitdl borsonyi méretii vilagosabb teriiletekkel,
véres gyomortartalom, a gyomor nyalkahartyajan pontszerti bemélyedések,
illetve fekélyek, fakd szivizomzat, bovérii tiidok. A 35. napon elhullott
allatnal koros mértékii lesovanyodast tapasztaltunk. Az akut toxikozis
tiinetei voltak: lehangoltsag, csokkent takarmanyfelvétel és lesovanyodas. A
kontroll csoportban ¢és a korlatozott takarmanyfogyasztasu csoportban nem
jelentkezett elhullas, az allatok egészségesek voltak, koros tiineteket nem
mutattak.

A T-2 kiilonboz6é fajok esetében 0,06-10 mg/ts kg expozicional alakit ki
akut toxikdzist. A hatds nem specifikus tiinetekben mutatkozik, mint a
sulyvesztés, takarmany-visszautasitas, dermatitisz, hanyas (macska, kutya,
sertés €s kacsa), hasmenés, vérzés és hamsejtelhalas a gyomorban ¢&s
belekben, csontvel6ben, lépben, herében és petefészekben (SCF, 2001).
Figyelembe kell venni a nyulak relative nagyobb érzékenységét a T-2
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mikotoxinnal szemben, melyet a viszonylag alacsony LDsg érték (1,1 mg/ts
kg) jelez (Wannemacher és Wiener, 1997). Ez a nagyfoku érzékenység, a
cokotrofia jelensége miatt, a toxin ujra fogyasztasanak tulajdonithato
(Fekete és mtsai., 1989b). Az SCF (2002) a tTDI (temporary tolerable daily
intake) értékét T-2 és HT-2 esetében egyiittesen hatarozta meg 0,06 ug/ts
kg/nap mennyiségben. Mi a T-2 toxin TDI értékének kozel 15-szorosét
alkalmaztuk, mely LDso érték kozeli. Nem tapasztaltunk specifikus hatast,
altaldnosan volt észlelhetd a takarmany-visszautasitas, illetve az étvagy
teljes hianya (anorexia). A tipikus elhaldsos elvaltozasok hidnya a szaj
nyalkahartyajan a toxinbevitel modjanak koszonhetd, mivel a toxint a
szondaval kozvetleniil a gyomorba juttattuk. Az elhullott allatoknal a
gyomor ¢és bél nydlkahartya feliiletén kimarddasokat és fekélyeket lattunk,
melyet kordbban a toxin kozvetlen citotoxikus hatisaként irtak le (Fekete és
mtsai., 1989a). A maj, vese, sziv és tiid6 patologiai elvaltozasait csaktgy,
mint a takarmany-visszautasitast, szamos szerz6 leirta korabban nytlban
(Niyo és mtsai., 1988a; Glavits és mtsai., 1989; Sandor és Vanyi, 1990),
sertésben €s pulykaban (Sundstel és Pettesson, 2004).

Takarmanyfogyasztas és teststlyvaltozas

Mar az els6 T-2 toxinbevitel utan is drasztikusan csokkent az allatok
takarmanyfelvétele (a kontroll csoport 27%-ara, P<0,05); a napi
takarmanyfelvétel a kisérleti csoportban az elsé toxinbeadést kdvetd napon
2-22 g volt. A 2-3. napon a toxin etetés hatasara a takarmanyfogyasztas egy
allat kivételével 10 g ala csokkent. A 3. naptdl, a toxin megvonasat
kovetden a nyulak takarmanyfogyasztdsa napokig nem valtozott, maradt a

10 g alatti értéken, emelkedése egyedenként valtozo idépontban, a toxin
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bevitelt kovetd 3. és a 10. nap kdzott indult meg. A toxinetetést kovetd két
hétben a kisérleti csoport egyedei szignifikansan kevesebb takarmanyt
fogyasztottak, mint a kontroll csoport (22. tablazat). A kdvetkezd két hétben
is elmaradt a takarmanyfogyasztasuk a kontroll csoportétol, de a kiilonbség
mar nem volt szignifikans. A kontroll csoport fogyasztasa 150-160 g kortili
volt az egész kisérleti periddus alatt. A korlatozott csoport fogyasztasa az
elsd kéthetes korlatozast kovetden nem mutatott szignifikans kiilonbséget

sem a kisérleti, sem a kontroll csoporthoz képest.

22. tablazat: A kisérleti és a kontroll csoport atlag napi takarmany felvétele
(g, atlag £SD, n=12) heti bontdsban

Csoport A kisérleti napok szdma

1-7. 8-14. 15-21. 22-28. 29-35. 36-42. 42-49.
Kisérleti 39,8*A | 106,4*B | 139,98 146,78 136,98 133,98 144,78
(T-2) +30,9 +33,7 +41,1 +62,3 +31,4 +19,1 +27,1
Kontroll 150,1° | 159,6° 151,3 163,7 167,6 161,6 158,5
+20,8 +22,6 +28,9 +33,3 +33,4 +47,7 +32,2

Korlatozott 167 158 156 162 157
* * +38,2 +32,7 +30,8 +29,3 +25,6

ab csoportok és A vizsgélati iddpontok kozotti szignifikdns (P<0,05) kiilonbség
*takarmany-korlatozas: 10 g (1-3. napon), 30 g (4-7. napon), 100 g (8-10. napon)
allatonként, majd ad libitum fogyasztas

Az allatok teststlyaban a kisérleti és a kontroll csoport k6zott csak a kisérlet
17. és 29. napjan volt szignifikdns kiilonbség (23. tablazat), a kontroll
csoport testsulyanak 88%-at érte el a kisérleti csoport. A 29. napot kovetéen
a kisérleti csoport testsulygyarapodéasa lassi novekedést mutatott, de nem
érte el a kontroll csoport értékeit a kisérleti periodus végéig. A tobbi
idépontban is kisebb maradt a toxint fogyaszté csoport sulya, de a
kiilonbség nem szignifikdns. Ennek hatterében a kisérleti csoportnal
tapasztalt nagy szoras allhat. Egy alacsony mértékii testsulycsokkenést

figyeltiink meg a korlatozott fogyasztasu csoport esetében a 10. napnal, de
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ezt kovetéen nem volt szignifikdns kiilonbség a kontroll csoporthoz

viszonyitva.

23. tablazat: A kisérleti és a kontroll csoport egyedeinek atlag testsulya
(g, atlag £SD, n=12) az egyes vizsgalati id6pontokban

Csoport A kisérleti napok szama
0. 17. 29. 36. 43. 51.
Kisérleti (T-2) 4401A 402728 400128 41588 41708 4187"
+269 +523 +677 +559 +553 +585
Kontroll 4493 4557b 4579b 4506 4492 4493
+302 +336 +356 +370 +401 +452
Korlatozott 4381 4372 4395 4403 4450 4428
+286 +345b +370° +346 +371 +369

ab csoportok és A8 vizsgalati idépontok kozotti szignifikans (P<0,05) kiilénbség

A trichotecének megvaltoztatjak a kozponti idegrendszer szerotonin
aktivitasat. A T-2 terhelés a majban gatolja a protein szintézist, mely
hyperaminoacidémiat okoz, ami az agy fokozott triptofan felvételéhez és
szerotonin szintézis€¢hez vezet. A szerotonin receptorok fontos szerepet
jatszanak az étvagy szabalyozdsidban, ezaltal a szerotonin koncentracio
novekedése étvagycsokkenést és takarmany-visszautasitast valt ki (Smith,
1992). Zhang ¢és mtsai. (2017) a CCK és GLP-1 étvagy szabalyozasaban
szerepet jatsz6 hormonok termelédését mérték 1 mg/ts kg T-2 és HT-2 toxin
adagolasat kovetden. Kisérletiik soran bizonyitottdk, hogy a két toxin
hataséara hirtelen hormonszint emelkedés alakul ki, mely étvagycsokkenést,
takarmany-visszautasitast eredményezett az egerekben. Irodalmi adatok
szerint nyulakban a legmagasabb T-2 toxinkoncentracio, mely még nem valt
Ki takarmany-visszautasitast 0,01 mg/ts kg (Fekete és Huszenicza, 1993). Ez
a toxinszint azonban mar csOkkenti az immunrendszer aktivitasat,
megvaltoztatja a majmikodést, a vesék glomerularis funkcidjat és a

petefészek aktivitasat (Szilagyi és mtsai., 1994).
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Spermaminéség

Az ondo pH értékére nem volt hatasa a toxinterhelésnek (6,9-7,2 érték
kozott mozgott, mindegyik csoport esetében). A sperma mennyiségében
(245-263 x 10%ml) sem volt toxinhatds kimutathat. A toxinnal kezelt
csoportban az ondosejtek motilitasa csokkent (53%) a kontrollhoz (65%)
képest, azonban az eltérés nem volt szignifikans (P>0,05). A toxinnal kezelt
¢s a korlatozott fogyasztdsi csoportokban novekedett az abnormalis

morfoldgidju spermiumok aranya (P<0,05) (24. tablazat).

24. tablazat: Normal morfologiaju spermiumok aranya
(%, atlag +SD, n=12) a kisérleti és a kontroll csoport atlagaban

Csoport Normal morfolégiaji spermiumok aranya
Kisérleti (T-2) 58+25°
Kontroll 89+7°
Korltozott 594240

ab csoportok kozti szignifikéns kiilonbség (P<0,05)

A leggyakrabban eléforduld morfologiai  abnormalitisok: farok
rendellenességek (60%), citoplazmacsepp visszamaradasa, acrosoma hidny,

vagy megvaltozott alaku fej (7. abra).
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Citoplazma csepp maradvany

Gorbiilt farok

Csavarodott farok

7. abra: A spermiumoknal eléforduld & morfoldgiai rendellenességek
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A magas dozisi toxinbevitel a szeminalis plazma citromsav
koncentracidjanak csokkenését valtotta ki (P<0,05), mdas 0&sszetevo

koncentracidjaban nem okozott szignifikans eltérést (25. tablazat).

25. tablazat: A szeminalis plazma citromsav, fruktdz €s cink
koncentrécidja (atlag£SD, n=12

Csoport Citromsav (mg/ml) | Fruktéz (mg/ml) | Cink (mg/100ml)
Kisérleti b
(T-2) 2,7+1,6 2,4+1,1 702,6+109,3
Kontroll 12,8+1,32 2,4+1,0 560,0+174,5
Korlitozott 10,4+1,22 2,3+0,9 601,3494,6

A termékenység egyik fontos tényezdje a spermium motilitasa, mely
szignifikans kapcsolatban van a sziiletett utodok szamaval (Barnett és
mtsai., 1993; Krause, 1995; Parkinson, 2009). Elfogadott tény, hogy
alacsony szdzalékban a normal ejakuldtum is tartalmaz abnormalis
morfoldgidju spermiumot. Csokkent termékenységet jelez az onddé magas
arany abnormalis alakt spermiumtartalma (Kruger és mtsai., 1988; Gillan
és mtsai., 2008; Parkinson, 2009). Vizsgalati eredményeink azt mutatjak,
megszlntetése utdn is csokkent motilitast valt ki és noveli az abnormalis
morfoldgidju spermiumok aranyat. A heremikodésre Kkifejtett hatésa,
ugymint az abnormalis spermiumok ardnyanak nodvekedése, kozvetlen
citotoxikus hatésnak tekinthetd, ami mutatja a trichotecének toxikus hatasat
a gyorsan osztodo sejtek esetében. Citotoxikus hatast eredményezhet a
toxinnak a fehérjeszintézist gatld hatdsa (a riboszémakhoz valé kotodése
miatt), valamint a sejtmembran diszfunkcidja is (WHO, 1990). Az altalunk
is megfigyelt elhtiz6dé toxinhatas (ugymint a toxinterhelést 48 nappal
kovetden is kimutathaté morfoldgiai abnormalitas) hatterében a kiilonb6zo
sejttipusok toxinnal szembeni eltérd érzékenysége allhat, amit Sprando és

mtsai. (2005) DON esetében leirtak. Kimutattdk, hogy a DON-ra
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legérzékenyebben a korai stddiumu spermatocitak reagaltak. Kisérletiink
soran a takarmanykorlatozas negativan befolyasolta a spermiumok
60%-a) is erdsen ronthatja a reprodukciot patkanyok esetében. Azonban
Chapin és mtsai. (1993) eredményei alapjan a Sprague-Dawley patkanyok
képesek toleralni a takarmanykorlatozast és a kontrollhoz viszonyitott 10-
30%-o0s testsulycsokkenést, akar 17 héten keresztiil, minden termékenységre
kifejtett hatas nélkiil. A takarmdnykorldtozds nyulakban is okozhat
reprodukcios zavarokat (Assane és mtsai., 1995; Brecchia és mtsai., 2006).
Kisérletink  soran a  takarmanykorlatozas alacsony  (2-4%)
teststilycsokkenést eredményezett, ami aligha magyardzza a normal
vizsgalt paraméter, ami a takarmanykorlatozas negativ hatasat mutatja.

A toxinnal kezelt csoport esetén tapasztalt csokkent motilitds oka lehet a
karosodott mellékhere funkcid, mely befolydsolja a spermiumok érési
folyamatait (Yeung, 1995; Parkinson, 2009). A plazma komponensek
koncentracidjanak csokkenése altaldban jelzi a jarulékos nemi mirigyek
szekrécidjanak zavarat. Az ondoplazma Osszetételének valtozasa, igymint a
citromsav koncentracio csokkenése, mint a kdrnyezeti tényez6 optimalistol
vald eltérése, okozhatja a spermiumok motilitasanak csokkenését (Cooper és
Yeung, 2000).

Ismert, hogy a vér-here gét rendkiviil szelektiv és megvédi a szervet a
legtobb toxikus anyagtol (Steinberger és Klinefelter, 1993). A trichotecének
tetraciklikus vegyiiletek, melyek a 12-es és 13-as szénatomon epoxi
csoportot tartalmaznak (SCF, 2002). Az, hogy a vér-here gaton atjutnak-e
vagy sem, nem bizonyitott. Egy masik magyarazat szerint a T-2 kozvetleniil
az agyalapi mirigyre vagy a Sertoli-sejtek inhibin termelésére van hatassal,
melyet Sprando és mtsai. (2005) DON esetén igazoltak. A Sertoli-sejtek
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funkci6 zavara okozhatja az abnormalis spermiumok szadmanak
ndvekedését. A Sertoli-sejtek ugyanis aktiv szerepet jatszanak a lumenben a

e ey

sejtek visszatartasaban.

5.1.2. Kis dozisu, hosszan tarto, nyelocsészonddn dt bejuttatott

T-2 toxin hatasa (2. kiséerlet)

Takarmanyfelvétel és testsulyvaltozas

A toxinterhelés nem volt szignifikdns hatassal a teststlyra. A kisérlet ideje
alatt az allatok semmilyen toxinhatésra utal6 klinikai tiinetet nem mutattak,
nem tortént elhullas.

A T-2 toxin 0,1, illetve 0,2 mg/allat adagja az els6 héten szignifikansan, 63,
illetve 47%-ra csokkentette a takarmanyfelvételt a kontroll csoporthoz
viszonyitva. A legkisebb dozis (0,05 mg/allat) alkalmazasanal idészakos
takarmany-visszautasitas jelentkezett a masodik héten (P<0,05), mig a
harmadik héten szignifikans kiilonbség csak a legnagyobb koncentracid
esetén volt mérhetd. A toxinhoz valé alkalmazkodast jelzi, hogy a masodik
hét utan a toxinnal kezelt csoportoknal noétt a takarmanyfelvétel és a 4.

hétté] mar nem volt szignifikans eltérés (26. tablazat).
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26. tablazat: Onkéntes takarmanyfelvétel (g/nap, atlag+SD)
kisérleti csoportonként heti bontdsban

Hét Napi T-2 bevitel (mg/allat) n=10/csoport
0 0,05 0,1 0,2
1 155+39° 118440 98+32% 731297
2 141+38° 98+32% 93+45° 771257
3 139+39° 122424 111435%® 83+33%
4 130431 121411 129422 101430
5 125421 118416 123433 114416
6 154429 140416 143429 140428
7 151434 144421 152422 140429
8 134425 117414 133429 130+30
9 128+18 128+19 133421 130428

abe szignifikans (P<0,05) eltérés a csoportok kozott

Spermaminéség

Az ond6 mennyisége atlagosan 1,5 ml volt minden csoportban. A vizsgalt
sperma mindségi paraméterekben a csoportok kézt nem volt szignifikans
kiilonbség, kivéve a citoplazmacsepp maradvany ardnya esetén, mely a
legnagyobb T-2 doézisnal a kontrollhoz képest 3,2-szeresére nétt (27.
tablazat). Az adatok tendencidja azt mutatja, hogy a toxinetetés negativan
befolyasolta a spermiumok motilitasat, bar szignifikans kiilonbség nem volt
mérhetd a csoportok kozott. A morfologiai rendellenességek a kovetkezd
aranyban jelentek meg: 13,3%-ban (SE=0,6) a csavarodott farok, 4,5%-ban
(SE=0,8) a torott farok, 2,8%-ban (SE=0,8) a kicsi fej, 1,4%-ban (SE=0,9)
az akroszoma hiany és 0,7%-ban (SE=0,2) a nagy fej. Azonban az egyes
csoportok kozott szignifikans kiilonbséget nem mutatott az abnormalis

morfologidju sejtek ardnya.
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27. tablazat: A vizsgalt sperma mindségi paraméterek
(atlagtSD) alakulasa a kezelések hatasara

Paraméter Napi T-2 bevitel (mg/allat) n=10/csoport

0 0,05 0,10 0,20
Spermium szam (108/ml) 3004136 | 3454159 | 265+139 | 2774111
pH 7,14+0,14 | 7,2340,27 | 7,06+0,22 | 7,09+0,16
Citromsav (mg/ml) 3,23+1,6 | 4,06+1,86 | 3,56+1,2 | 3,51+1,79
Frukt6z (mg/ml) 1,43+0,7 | 1,440,7 1,24£0,7 0,9+0,3
Zn (pg/ml) 596+145 | 686+115 | 537+223 | 675+207
Normal morfologia (%) 70+14 69+19 7748 70+7
Citoplazmacsepp maradvany | 3*+0,6 5,442 0 | 2,9%+1,0 9,6°+2 4
Motilitas (%) 85,4455 | 74,6490 | 72,9+18,1 | 79,0+9,0

ab csoportok kozti szignifikans kiilonbség (P<0,05)

A szovettani vizsgalatok eredményei

A here sulya 10,4+1,7 és 11,1£2,0 g kozott valtozott, a kezelések nem
okoztak szignifikans eltérést.

A szovettani vizsgalatok alapjan a 0,05 mg/allat/nap T-2 toxinnal etetett
csoportban aktiv heremiikodés, fiziologias spermiogenezis €s ¢ép here
parenchima volt megfigyelhet. A napi 0,1 mg/allat expozicional a Leydig-
sejtek enyhe hiperplaziaja, mig a legnagyobb (0,2 mg/allat/nap) terhelésu
csoport esetében emellett megndvekedett proliferativ aktivitas volt mérhetd.
Az utobbi esetben a herék enyhén hiperémiasak voltak.

A T-2 toxinnak a spermiumok képzddésére gyakorolt negativ hatasanak
lehetséges okait az el6zd fejezetben ismertettem. A 2. kisérletiink szdvettani
eredményei felvetették a Leydig-sejtek miikodési zavaranak lehetéségét is.
A him reprodukciés folyamatok erdsen tesztoszteronfliggéek. A
tesztoszteron szabalyozza a spermiogenezist, a spermiumok érését, az
ondoplazma termelést és egyéb ivari folyamatokat (De Kretser és Kerr,
1994). gy a Leydig-sejtek esetleges diszfunkcidja szintén okozhatta a
spermiumok érésének zavarat, amely nagyobb aranyban eredményezett

olyan sejteket, amelyek citoplazmacsepp maradvanyt tartalmaztak. Zhang és
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mtsai. (2016) in vitro kimutattak, hogy a T-2 karositja az egerekbdl izolalt
Leydig-sejteket, és hogy a karositdo hatas hatterében a toxin altal kivaltott
oxidativ stressz all. A cito- és genotoxikus hatas kimutatasaira MTT tesztet,
illetve comet assay-t alkalmaztak. Az oxidativ stresszt és a lipidperoxidaciot
jelezte a csokkent szuperoxid-dizmutdz, glutation-peroxiddz és katalaz
aktivitds, és a megemelkedett malondialdehid koncentracié. Ugyancsak
egerekbdl izolalt Leydig-sejteket T-2 toxinnal kezelve igazoltak azt, hogy a
toxin szignifikansan csokkenti a hCG indukalt tesztoszterontermelést (Yang
¢és mtsai., 2015b).

Egérben és patkanyban 0,23 és 0,5 mg/ts kg/nap értékben hataroztak meg a
T-2 toxin NOAEL értékét kronikus expozicional (SCF, 2001). A SCF
szerint a megallapitott tTDI (0,06 pg/ts kg/nap) érték csokkenti a kronikus,
szubkronikus és reprodukcids toxicitas hatds kialakuldsanak lehetdségét. Az
altalunk alkalmazott 3 koncentracid a TDI-nél nagyobb, de az egérben ¢€s
patkdnyban megallapitott NOAEL-nél Iényegesen kisebb expoziciot
jelentett  (0,01; 0,02 ¢és 0,05 mg/ts kgmap). Az atlagos
takarmanyfogyasztdssal szamolva ez 0,3; 0,6 ¢és 1,3 mg/takkg
szennyezettséget reprezental, melyb6él a két alacsonyabb (0,3 és 0,6 ppm)
mar gyakorlati koriilmények k6zott is eléfordulhat (BIOMIN, 2018).

5.1.3. Kis dozisu, takarmdnyba kevert T-2 toxin kronikus

hatasa (3. kisérlet)

A masodik kisérlet eredményei azt mutattak, hogy a 0,05 mg/allat dozis még
nem, mig a 0,1 mg/allat terhelés kismértékii valtozasokat okozott a vizsgalt
paraméterekben. Annak meghatarozasara, hogy a nyulak elfogyasztjak-e az
alacsony dozisban T-2-vel szennyezett takarmanyt, a 3. kisérletben két

kisérleti csoportnak (n=10) a T-2-t gombatenyészetben, takarmanyba
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keverve adagoltuk 0gy, hogy az kb. 0,05, és 0,1 mg/allat/nap T-2 toxin
felvételnek feleljen meg. Visszaméréssel a takarmany T-2 koncentraciojat
0,33 és 0,66 mg/kg-nak talaltuk. fgy a harmadik kisérletben ezt a két dozist
valasztottuk ki, hogy meghatarozzuk, ilyen alacsony toxinterhelés okoz-e

takarmany-visszautasitast.

Takarmanyfogyasztas

Az allatok a kisérlet ideje alatt nem mutattak klinikai tiineteket, elhullas nem
tortént. A csoportok kozott sem a teststilyban, sem a takarmanyfelvételben
nem volt szignifikdns kiilonbség. Bar a takarmanyfogyasztasban némi
ingadozast megfigyeltiink, ez a kontroll csoportban is mutatkozott, nem volt

toxinhatésra visszavezethetd (28. tablazat).

28. tablazat: Onkéntes takarmanyfelvétel (g/nap, atlag+SD)
kisérleti csoportonként heti bontasban

Hét Napi T-2 bevitel (mg/takkg) n=10/csoport
0 0,33 0,66
1 123+40 130+41 157423
2 116+24 107+24 129+16
3 149+19 130+37 153+16
4 92+19 85428 9614
5 13248 104+28 129426
6 146+20 137433 151+£24
7 108+18 106+21 120+16
8 123+40 130+41 157423
9 116+24 107+24 129+16
Spermamindség

A vizsgélt spermamindségi paraméterek koziil egyik sem mutatott
szignifikans kiilonbséget a toxinnal kezelt és a kontroll csoportok kozott

(29. tablazat).
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29. tablazat: A vizsgalt sperma mindségi paraméterek
(atlag=SD) alakuldsa csoportonként

. Napi T-2 bevitel (mg/takkg) n=10/csoport
Paraméter 0 0,33 0.66
Spermium szam (10%/ml) 213+102 2444167 211488
I(\i/f));mél morfologiaju sejtek ardnya 77412 7549 77210
CIFOplazmacsepp el6fordulasanak 340 4517 6434
aranya (%)

Motilitas (%) 70+8 70+4 68+£15

Citromsav (mg/ml) 2,0+0,9 3,3+1,5 2,1+1,3
Fruktéz (mg/ml) 1,7+0,6 2,1+0,8 1,8+0,6
Cink (ug/ml) 672+97 601£100 | 647£159

A szovettani vizsgalatok eredményei

A here sulya 12,4+1,7 és 14,1£2,0 g kozott valtozott, a kezelések nem
okoztak szignifikans eltérést.

A szovettani vizsgalatok alapjan minden allatban aktiv heremiikddés,
fiziologids spermiogenezis €s ép here parenchima volt megfigyelhetd. A
here tubulusok dajka sejtjei normalis eloszlastiak és alaktiak voltak. Az
Ossejtek kiilonbozo fejlodési stddiumban, megfeleld aranyban és szdmban
voltak jelen. Az interstitiumban koros eltérés nem volt lathaté. A Leydig-
sejtek szama, formaja, szerkezete megfeleld volt.

Ahogy ezt az 1. kisérlet eredményeinek értékelése soran kifejtettem, a T-2
altal  kivaltott  takarmany-visszautasitds  hatterében a  kdzponti
idegrendszerben megvaltozd hormonalis hatasok &llnak (Smith, 1992;
Zhang ¢és mtsai., 2017). Fekete és Huszenicza (1993) eredményei alapjan a
legnagyobb T-2 koncentracid, mely még nem okoz takarmany-
visszautasitast nyulak esetében 0,01 mg/ts kg volt. Esetiinkben a 2.
kisérletben 0,05 mg/allat (azaz ugyancsak 0,01 mg/ts kg) T-2 bevitel
atmeneti, csak az expozicid 2. hetében jelentkezd takarmanyfelvétel

visszaesést okozott, melyet par napon beliill kompenzalt az allat. A két
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nagyobb doézis (0,1 és 0,2 mg/allat) esetében is a 4. héttél a kontrollhoz
hasonlo takarmanyfelvételt tapasztaltunk a gyomorszondan keresztiil torténd
expozicid esetén. Ugyanaz a toxinkoncentracid gombatenyészettel a
takarmanyba keverve (3. kisérlet) nem okozott csokkenést a
tapfogyasztasban, nem rontotta szignifikdnsan a mért spermamindségi
paramétereket ¢és nem okozott szOvettanilag kimutathatd  koros
elvaltozasokat. Ennek oka feltételezhetGen a tisztitott, etanol:viz elegyében
oldott, illetve a gombatenyészettel bevitt T-2 eltérd felszivodasaval és
toxikokinetikdjdval magyarazhat6. A mikotoxinok a takarmdnyban lévd
taplaldbanyagokkal komplexeket képezhetnek (Meca és mtsai., 2012b). DON
esetében kimutattdk a folyadékban szonddn 4t bejuttatott tiszta toxin és a
természetes szennyezO0deés révén takarmannyal felvett toxin eltérd biologiai

aktivitasat (Meca és mtsai., 2012a).
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52. A T-2 és HT-2 toxin onallé és egyiittes citotoxikus
hatasanak in vitro vizsgalata idé és Kkoncentracio

fiiggvényében

A kisérlet soran harom kezelést (T-2, HT-2 és a kettd kombinacidja)
vizsgaltam; az 1. kisérletben kezelésenként 6t koncentracidban, két kisérleti
periodusban (6 és 24 oOras terheléssel), a 2. kisérletben kezelésenként hat
koncentracidban, harom kisérleti periodusban (6, 12 és 24 oras terheléssel).
MTT modszer segitségével mértem a sejtéletképességre kifejtett hatast.

A vizsgélati koncentracidkat, a T-2 és HT-2 mikotoxin citotoxicitas
vizsgalataval kapcsolatos, rendelkezésre allo szakirodalmi adatok alapjan
hataroztam meg. Konigs és mtsai. (2009) két human sejtvonalon végzett
vizsgalataik soran er6sebb citotoxikus hatast allapitottak meg T-2 esetében
(ICs0 érték, mely az enzim aktivitast 50%-osra csokkenti, 0,2-0,5 uM), mig
metabolitjainal, a HT-2 és neosolaniol esetében joval alacsonyabb (ICso
érték 0,7-3,0 uM) hatast mértek. Hasonlo eredményekrdl szamoltak be
Nielsen és mtsai. (2009), akik az 1Csg értéket T-2 esetében 4,4-10,8 nmol/I,
mig a HT-2-nél 7,5-55,8 nmol/l-ben allapitottak meg. Sertés limfocitakra
vonatkozoan semmilyen adat nem 4&llt rendelkezésiinkre. Korabbi
vizsgalatunkban (Mwanza ¢és mtsai., 2009), FB1 és OTA 6nallo és egyiittes
citotoxikus hatasanak in vitro MTT tesztben torténd vizsgalatakor igazoltuk,
hogy a sertés limfocitdk érzékenyen reagdlnak a mikotoxinok sejtkarositd
hatasara, ¢és praktikusan jol alkalmazhatéak citotoxicitds és mikotoxin

kombinacidk tesztelésében.
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5.2.1. Az elso kisérlet eredményei

A vizsgalat soran mindkét toxin mutatott dozisfiiggd hatést (8. abra).

T-2 dozis hatasa
=2 90 d G
2 gg i . 5] bc . ab =
I s a a
i 60 - = -
=% 50 - @6 dra
% 491 @24 éra
© 20
i
0,001 0,01 0,05 0,1 05
T-2
@6 ora 78,22 73,42 69,16 65,16 61,33
024 éra 68,89 65,02 55,62 54,94 57,36
T-2 koncentraciok (uM)
HT-2 dozis hatasa
° c
s gg | b c
[=2] 9] ab
@ 70 - a
7] a a
7] 60 - = 6 &
g 50 | | (@6 dra
® 40 [ | (B@24 ¢ra
P2 S
O T [~
=, 10 A —
@ 0 4
@ 0,05 0,1 02 05 1
HT-2
W6 éra 78,67 74,58 68,18 64,36 61,34
024 6ra 7413 5765 52,42 58,14 59,69
HT-2 koncentraciok (uM)

n=6, *szignifikins (P<0,05) eltérés 6 és 24 6ra kozott, #>°4 szignifikans (P<0,05) eltérés
az egyes koncentraciok kozt

8. abra: A sejtek ¢letképességének valtozasa 6 és 24 ora elteltével T-2

(0,001, 0,01, 0,05, 0,1 és 0,5 uM) és HT-2 (0,05, 0,1, 0,2, 0,5 és 1,0 uM)
esetében novekvo toxinkoncentracidval
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A 6 oras inkubaciot kovetéen a T-2 0,001-r61 0,5 uM-ra, illetve HT-2
esetében a 0,05-r6l 1,0 pM koncentraciora valdé novekedése a sejtek
¢letképességének 17%-o0s visszaesését valtotta ki. 24 6rat kdvetden a sejtek
¢letképessége szignifikdnsan alacsonyabb volt a 6 oras értékeknél minden
koncentracidban, kivéve T-2 esetében 0,5 uM, illetve HT-2-nél 0,05 és 1,0
uM  koncentracioknal. A 24 6ras inkubaciot kovetéen a T-2
toxinkoncentracio novekedése 0,001 uM-r6l 0,1 uM-ra 14%-os visszaesést
okozott a sejtek életképességében, tovabbi csokkenés a toxinkoncentracid
novekedésével (0,5 uM-ra) nem tapasztaltam. HT-2 esetében a legmagasabb
¢letképesség-csokkenés (22%) 0,2 uM-nal volt mérhetd.

Szignifikans (P<0,001) interakciot figyeltem meg koncentracio x kezelés,
illetve koncentraci6 x 1d6 kapcsolataban, mig az id6 x kezelés
viszonylataban nem volt statisztikailag igazolhato (P=0,084).

A T-2 és HT-2 kolcsonhatasanak becsiilt értékét Segvi¢ Klarié és mtsai.
(2012) modszere alapjan szamoltam ki, melyet a mért értékekkel
hasonlitottam 6ssze (9. dbra).

A 6 6ras inkubaciot kovetéen minden koncentracio esetében magasabb sejt
¢letképességet mértem a szamitott értékhez viszonyitva, a legalacsonyabb
koncentraciot kivéve, ahol a kiilonbség nem volt szignifikans.

Ha 0sszehasonlitjuk a toxinok egyiittes és kiilon-kiilon kivaltott hatasat,
azonos koncentracioban és inkubacios idében (10. abra), lathato, hogy a két
toxin kombinacioban kdvetkezetesen alacsonyabb sejt talélést okoz, mint

egyediili szennyezdként a 6 oras inkubacios id6 leteltét kdvetden.
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T-2 és HT-2 egylittes hatasa 6 oras toxinkezelés esetén
80 «
o
s 65
2 60
73 55
@ 50
o 45 B Mért értékek
= gg mVart ertékek
kS 30
© 25
5 1
7] 18
0
mMert ertékek| 71,56 72,89 63,29 63,29 59,29
mVart értékek | 56,89 48 37,33 | 29,51 22,67
T-2 és HT-2 egyiittes hatasa 24 oras toxinkezelés esetén
. B
: &
‘D
@
® §§ mMeéert érték
=3
2 gg m\Vart érték
=
(]
o
5 &
’ 3
1 2 3 4 5
mMért érték | 66,38 58,24 58,24 59,88 58 04
mVart érték | 43,02 22,67 8,04 13,08 17,05

n=6, *szignifikans (P<0,05) eltérés a mért és a vart értékek kozott
1: 0,001 T-2 és 0,05 HT-2 toxinkoncentraciod

2: 0,01 T-2 és 0,1 HT-2 toxinkoncentracio

3: 0,05 T-2 és 0,2 HT-2 toxinkoncentraciod

4:0,1 T-2 és 0,5 HT-2 toxinkoncentraciod

5:0,5 T-2 és 1,0 HT-2 toxinkoncentracié

9. abra: Sertés limfocitak életképessége (atlag+SE) 6 és 24 oras T-2 (0,001,

0,01, 0,05, 0,1 és 0,5 uM) ¢és HT-2 (0,05, 0,1, 0,2, 0,5 és 1,0 uM) kombinalt
toxin kezelés hatasara, a szamitott vart értékekkel 6sszehasonlitva

97



Koncentracio/ kezelés hatas 6 oras toxinkezelés esetén

—_— 90 a a
S 80 +E1xb -2
> 70 e e a2b—
3 60 - mT-2
$ 50
‘E 20 ] o gr-z
=] 30 4 =
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m —
0 1 2 3 4 5

mT-2 | 7822 | 7342 | 69,16 | 6516 | 61,33

BHT-2| 7867 | 74,58 | 68,18 | 64,36 | 61,34

aoc 7155 | 72,89 | 6329 | 6329 | 59,29

Koncentracioé kategoriak

Koncentracio/ kezelés hatas 24 oras toxinkezelés esetén

=
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@ T -

@ T-2
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2 oHT-2
=

® ocC
L]

=,

[+]
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1 2 3 4 5

mT-2 68,89 65,02 55,62 54,94 | 57,36
oHT-2| 74,13 57,65 52,42 58,14 | 59,69
aoc 66,38 58,24 58,24 59,89 | 58,04

Koncentracio kategoriak

C=T-2 és HT-2 kombinalt alkalmazasa
abszignifikans eltérés a kezelések (T-2, HT-2 és C) kozott azonos toxinkoncentracié (1-5
kozott) €s inkubacios id6 esetén (P<0,05)

10. abra: A T-2 és HT-2 egyediili és egyiittes hatasanak dsszehasonlitasa
15t novekvé toxinkoncentracio alkalmazasa esetén 6 és 24 6ra elteltével
(Masd. Anyag és modszer c. fejezet)
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Ez a tendencia a 24 6ras inkubaciot kdvetden nem volt tapasztalhato, ahol a
2-es koncentraci6 kategoria esetén a két toxin egylittes hatasa, mig a 4-es és
az 5-0s kategoriaban a T-2 és HT-2 egyediili hatasa magasabb sejttulélést
valtott ki, vagyis kevésbé volt sejttoxikus.

Osszegezve megallapithato, hogy bar a két toxin egyiittes sejtkarositd hatdsa
erdsebb volt, mint a toxinoké kiilon-kiilon, a vart (szamitott) citotoxicitastol

jelentdsen elmaradt, azaz nem additiv hatastiak egymas viszonylataban.

5.2.2. A masodik kisérlet eredményei

A masodik kisérletben vizsgaltam egy 12 6rds inkubdacids idétartamot is,
valamint beiktattam egy, az el6z6 kisérletben alkalmazott legmagasabb
koncentracidju kezeléshez képest kétszeres expoziciot.

Ebben a vizsgalatban is kimutathatd volt mindkét toxin dozisfiiggd

citotoxicitasa (11. dbra).
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T-2 dozis hatasa
80
= 70 1
3 gg | mT-26 6ra
H 40 - OT-2 12 éra
53 30 1 aT-2 24 éra
z 20
T 10 4
0 _
1 2 3 4 5 8
mT-266ra | 7760 | 74,89 | 70,88 | 67,37 | 6125 | 61,85
OT-21206ra| 7264 | 71,05 | 63,88 | 6159 | 5930 | 60,79
OT-2246ra| 72,39 | 74,68 | 64,27 | 5876 | 6032 | 61,88
Noévekvo koncentracio
T-2 1=0,001uM | 2=0,01uM | 3=0,05uM | 4=0,1uM | 5=0,5uM | 6=1,0uM
6 Ora a ac cd d b b
12 ora a a b b b b
24 ora a a c b bc bc
HT-2 dézis hatasa
80
= 70 4
§’ gg 1 BHT-2 6 6ra
8 40 1 OHT-2 12 éra
2 30 - OHT-2 24 éra
= 20 -
a 18 ]
1 2 3 4 5 6
BHT-266ra | 76,29 | 76,19 | 7248 | 63,86 | 64,86 | 64,36
OHT-2126ra| 73,63 | 72,44 | 65,08 | 62,09 | 59,70 | 61,79
OHT-224 6ra| 69,47 | 64,17 | 59,80 | 62,19 | 62,61 | 62,82
Novekvo koncentracio
HT-2 1=0,001uM | 2=0,01pM | 3=0,05uM | 4=0,1pM | 5=0,5uM | 6=1,0uM
6 6ra a a a b b b
12 éra ac ac c bc b bc
24 6ra a b b b b b

n=6, 22 szignifikans (P<0,05) eltérés az egyes koncentraciok kozott

11. abra: A sejtek életképességének valtozasa 6, 12 és 24 ora elteltével T-2
(0,001, 0,01, 0,05, 0,1, 0,5 és 1,0uM) és HT-2 (0,05, 0,1, 0,2, 0,5, 1,0 és
2,0uM) esetében ndvekvd toxinkoncentracidval
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A 6 6ras inkubécios id6 eltelte utan T-2 esetében a 0,001-r6l 0,5 pM-ra vald
koncentracié ndvekedés a sejtek életképességi mutatdiban tobb mint 16%-0S
visszaesést eredményezett. A tovabbi koncentracié ndvekedés nem mutatott
szignifikans kiilonbséget az eredményekben. A HT-2 esetében a 0,5 pM-nal
volt a legalacsonyabb életképességi érték (12-13%-0s csokkenés), mely a
tovabbi koncentracid novekedéssel szignifikdns eltérést nem mutatott. A
tovabbi két inkubacids periddus letelte utan T-2 esetében ez a tendencia
tovabbra is érzékelhet6 a 6 Ords adatokhoz viszonyitva, azonban itt a
legnagyobb életképesség-csokkenés mar csak 12-13%-o0s volt. A legerdsebb
hatast, az idopontokat és doézisokat Osszegezve, a 0,5 és az 1,0 uM T-2
koncentracié mutatta, melyek k6zott szignifikdns eltérés nem volt mérhetd.
A HT-2 sejtkarositd hatdsa 12 és 24 oOra esetén kisebb mértékben
jelentkezett (10% koriili sejt tulélési csokkenés), szignifikans eltérést csak a
legkisebb koncentracié mutatott a nagyobbakhoz viszonyitva. Mindhdrom
idopontot egyiitt megfigyelve lathatd, hogy a T-2 toxin a legnagyobb
karositast 0,5-1,0 uM-os koncentracioban fejti ki, a 0,001 uM-hoz
viszonyitva 12-16%-kal Kisebb sejt talélési%-ot eredményez. A legerésebb
hatast HT-2 esetében a 12 oOras terhelést kovetéen az 1,0 puM-0s
koncentracional mértiik, de a sejtkarositas itt csak 14%-os eltérést mutatott a
legkisebb HT-2 terheléshez (0,05 uM) viszonyitva.

Megvizsgaltam a T-2 és HT-2 hatdsat inkubacios id6 fliggvényében
koncentracié kategorianként, melynek eredményeit az 1. mellékletben
részletezek, mivel nem kotddik szorosan a vizsgalataim célkitlizéseiben
megfogalmazottakhoz.

A T-2 és HT-2 kolcsonhatasanak mért értékeit osszehasonlitottam a Segvié
Klari¢ és mtsai. (2012) modszere alapjan kiszamitott vart értékekkel (12.a.,
b., c. abra).
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T-2 és HT-2 egylittes hatasa 6 oras toxinkezelés esetén

@ Mért életképesség %

mVart életképesség %

Eletképesséqg %

@ Mért életképesség % | 72,88 | 74,79 | 67,97 | 59,95 | 60,65 | 61,15
mVart életképesseg % | 53,68 | 51,08 | 43,36 | 31,23 | 26,12 | 26,22

Novekvd toxin koncentracié

n=6, *szignifikans (P<0,05) eltérés a mért és a vart értékek kozt

Kategoriak 1 2 3 4 5 6
Koncentracié | 0,001 T-2 + 001T-2+ 0,05T-2+ 01T-2+ 05T-2+ 10T-2+
(M) 0,05 HT-2 0,1 HT-2 0,2HT-2 05HT-2 1,0 HT-2 2,0HT-2

12.a. abra: Sertés limfocitak életképessége (atlag+SE) 6 6ras T-2 (0,001,
0,01, 0,05, 0,1, 0,5 és 1,0 uM) és HT-2 (0,05, 0,1, 0,2, 0,5, 1,0 és 2,0 uM)
kombinalt toxinkezelés hatasara, a szamitott vart értékekkel 6sszehasonlitva

T-2 és HT-2 egyiittes hatasa 12 oras toxinkezelés esetén

mMért életképesség %

W Vart életképesség %

Eletképesség %

B Meért életképesség % | 74,53 | 65,27 | 64,38 | 58,41 | 57,01 | 58,81
B Vart életképesség % | 46,27 | 43,48 | 28,96 | 23,68 | 19 |22,59

Novekvd toxin koncentracio

n=6, *szignifikans (P<0,05) eltérés a mért és a vart értékek kozt

Kategoriak 1 2 3 4 5 6
Koncentracio | 0,001 T-2 + 0,01T-2+ 0,05T-2+ 01T-2+ 05T-2+ 10T-2+
(uM) 0,05 HT-2 0,1 HT-2 0,2 HT-2 0,5 HT-2 1,0HT-2 2,0HT-2

12.b. abra: Sertés limfocitak életképessége (atlag+SE) 12 6ras T-2 (0,001,
0,01, 0,05, 0,1, 0,5 és 1,0 uM) és HT-2 (0,05, 0,1, 0,2, 0,5, 1,0 és 2,0 uM)
kombinalt toxinkezelés hatasara, a szamitott vart értékekkel 6sszehasonlitva
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T-2 és HT-2 egyiittes hatasa 24 dras toxinkezelés esetén

mMért életképesség %

mVart életképesség %

Eletképesség %

1 2 3 4 5 6
EMeért életképesseg % | 71,55 | 62,61 | 60,43 | 56,37 | 60,43 | 58,03
mVart életkepesség % | 41,86 | 38,85 | 24,08 | 20,96 | 22,93 | 24,7

Novekvo toxin koncentracio

n=6, *szignifikans (P<0,05) eltérés a mért s a vart értékek kozt

Kategoriak 1 2 3 4 5 6
Koncentracié | 0,001 T-2 + 0,01 T-2+ 0,05T-2 + 01T-2+ 05T-2+ 10T-2+
(uM) 0,05 HT-2 0,1 HT-2 0,2 HT-2 0,5 HT-2 1,0HT-2 2,0 HT-2

12.c. abra: Sertés limfocitak életképessége (atlag=SE) 24 6ras T-2 (0,001,
0,01, 0,05, 0,1, 0,5 és 1,0 uM) és HT-2 (0,05, 0,1, 0,2, 0,5, 1,0 és 2,0 uM)
kombinalt toxinkezelés hatasara, a szamitott vart értékekkel 6sszehasonlitva

A 6, 12 és 24 o6ras inkubaciot kovetden minden koncentracid esetében
magasabb sejt életképességet mértem a szamitott értékhez viszonyitva. A
kiilonbségek minden esetben szignifikansnak (P<0,05) bizonyultak.

Ha 0sszehasonlitjuk a toxinok egyiittes és kiilon-kiilon kivaltott hatasat,
azonos koncentracioban és inkubacios idében (13.a., b., c. abra), akkor
lathato, hogy a két toxin kombinacioban kovetkezetesen alacsonyabb sejt

talélést okoz, mint egyediili szennyezOként minden idSpontban és

koncentracioban.
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Koncentracio / kezelés hatas 6 oras toxinkezelés esetén
85 =
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Novekvo koncentraciok

abszignifikans eltérés a kezelések (T-2, HT-2 és kombinacié) kozdtt azonos
toxinkoncentraci6 (1-6 kozott) és inkubacios id6 esetén (P<0,05)

13.a. abra: A T-2 ¢és HT-2 egyediili és egyiittes hatasanak dsszehasonlitdsa
'hat novekvé toxinkoncentracié egyszeri és egyiittes alkalmazasa esetén 6
ora elteltével (*lasd. Anyag és modszer c. fejezet)

Koncentracio / kezelés hatas 12 oras toxinkezelés esetén
85 a
a
g0 T L T h
3 T
o B85 - I
%88 i
3 20 - |r-2
8 13 1 mHT-2
[=1
CER OKombinacié
W
10
5 n
0 n T
1 2 3 4
Novekvo koncentracio

abszignifikans eltérés a kezelések (T-2, HT-2 és kombinacio) kozdtt azonos
toxinkoncentracié (1-6 kozott) €s inkubacios id6 esetén (P<0,05)

13.b. abra: A T-2 és HT-2 egyediili és egyiittes hatasanak dsszehasonlitasa

hat névekvd toxinkoncentracio egyszeri és egyiittes alkalmazasa esetén 12
ora elteltével (*1asd. Anyag és modszer c. fejezet)
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Koncentracio / kezelés hatas 24 oras toxinkezelés esetén
85 a
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73] = h D
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Novekvo koncentracio

abszignifikans eltérés a kezelések (T-2, HT-2 és kombinacié) kozdtt azonos
toxinkoncentracio (1-6 kozott) és inkubacios id6 esetén (P<0,05)

13.c. abra: A T-2 és HT-2 egyediili és egylittes hatasanak dsszehasonlitasa
!hat novekvé toxinkoncentracid egyszeri és egyiittes alkalmazasa esetén 24
ora elteltével (*lasd. Anyag és modszer c. fejezet)

A masodik in vitro kisérlet eredményei alatamasztottak az elsé kisérletben
tapasztaltakat. Jelen esetben is megallapithato, hogy a két toxin egylittes
sejtkarositd hatdsa erdsebb volt, mint a toxinoké kiilon-kiilon, a wvart
(szamitott) citotoxicitastol jelentdésen elmaradt, azaz nem additiv hatasuak
egymas viszonylataban.

A T-2 gyorsan felszivodik a bélbdl, eloszlik a szervezetben, viszonylag
gyorsan kiiiriil, csekély felhalmozddassal. A HT-2 hatasaval kapcsolatban
kevés informécio all rendelkezésre, az elérhetd adatok alapjan a T-2 és HT-2
toxikus hatdsa hasonld erdsségiinek tekinthetd (Joint FAO/WHO Expert
Committee on Food Additives, 2001).

Szamos tanulmany a T-2 metabolitjai (HT-2, T-2 triol és T-2 tetraol)
kapcsan alacsonyabb citotoxikus hatasrol szamol be, feltételezve a szervezet

természetes detoxikald hatasat (Babich és Borenfreund, 1991). Mivel a T-2
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metabolizacioja HT-2-vé in vivo gyorsan lezajlik, a T-2 altal okozott kéros
hatasok részben a HT-2 hatasanak tulajdonithatoak.

A Kkisérleteinkben alkalmazott T-2 és HT-2 koncentraciok kategoérianként
kozel azonos sejt tulélési adatokat mutattak (55 és 80% kozott), az azonos
kategoridkon beliil nem volt szignifikans eltérés a T-2 és a HT-2 altal
okozott karositds mértékében. Figyelembe véve azt, hogy kategdrianként a
HT-2 mindig magasabb koncentracidban képviseltette magat, mint a T-2
toxin, vizsgalatunk azokat a kordbbi eredményeket tamasztotta ald, amelyek
szerint a HT-2 kisebb toxicitast, mint a T-2. Nielsen és mtsai. (2009) nyolc
human sejtvonalban (Hep-G2, A549, CaCo-2, HEp-2, A204, U937, RPMI
8226 ¢és Jurkat) tesztelték a két toxin citotoxicitasat. Az ICso értéket T-2
esetében 4,4-10,8 nmol/l, mig HT-2-nél 7,5-55,8 nmol/l koncentracioban
allapitottak meg. Human vékonybél hamsejtekben kozel 4-szeres toxicitast
mutattak ki T-2 re, mint HT-2-re (ICso érték T-2: 6.4 nM, HT-2: 24 nM)
(Nielsen és mtsai., 2009). Konigs és mtsai. (2009) két primér sejtkultarat
(RPTEC és NHLF) hasznaltak, a T-2 metabolitjait kevésbé toxikusnak
talaltak, mint az intakt toxinét (ICso érték T-2: 0,2-0,5 uM, HT-2: 0,7-3,0
uM). Kisérletiinkben T-2 esetében hasonld koncentracio tartomanyban nem
értiik el az ICso értéket, 0,5 uM T-2 expozicid 60-70%-os ¢letképességet,
HT-2 esetében a legmagasabb dozis (2 puM) is csak 40% koriili
sejtpusztulast valtott ki (60%-os ¢letképesség). Ez a sertés limfocitdk
toxinnal szembeni Kisebb érzékenységét jelezheti a  hivatkozott

vizsgalatokban hasznalt sejtvonalakhoz képest.
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6. KOVETKEZTETESEK, JAVASLATOK

A magas dozisu T-2 toxinbevitel elhuzodod hatasat jelzi nyulakban a

crer

crer

napos akut toxikozist kovetd 48.-dik napon is. Mindezen valtozasok
onmagukban vagy egyiittesen csokkent termékenyitéképességet okozhatnak
himivara  allatokban.  Tovabbi  vizsgéalatok  sziikségesek  annak
megallapitasara, hogy eltérd koncentracidju expozicido hogyan befolyéasolja a
ndstény nyulak termékenyiilését. Szdmos hatdsmechanizmus var még
feltarasra a T-2 toxin him nemi mitkk6désre gyakorolt hatasaval kapcsolatban
is (spermiogenezis, spermiumok érése, ondoplazmatermelés, tesztoszteron
termelés sth.). A takarmanykorlatozas, vagyis csokkent taplaloanyagbevitel
hatasait 1is javasolt tovabb vizsgalni, mivel nem egyértelmiick az
eredmények (a morfologiai abnormalitas aranyat novelte, a motilitasra és a
plazma Osszetételre nem volt hatassal; enyhe foku testsulycsokkenést

okozott).

Egy feln6tt baknyul 0,33 és 0,66 ppm-es (azaz 0,05, illetve 0,1 mg/allat/nap)
T-2 toxinterhelést képes toleralni a vizsgalt spermamindségi paraméterck
jelentds romlasa, valamint takarmdny-visszautasitds nélkiil. A 0,2
mg/allat/nap expozici6 mar takarmany-visszautasitast valtott ki,
nagymértékben novelte a citoplazmacseppek aranyat (mely jelzi a spermium

érési folyamatainak zavarat) és a herében kimutathatd szoveti elvaltozasokat
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okozott. Ezek alapjan a vizsgalt paraméterekre a NOAEL érték felnott
baknyulakban <0,1 mg/allat/nap (<0,02 mg/ts kg/nap).

MTT tesztben egészséges sertésekbol izolalt limfocitdkat alkalmazva
megallapitottuk a T-2 és HT-2 koncentracio6 és expozicios id6-fliggd hatasat.
A HT-2 2-50-szer nagyobb koncentracioban mutat hasonld mértékii
citotoxicitast, mint a T-2 mikotoxin. A két toxint egyiittesen alkalmazva
kovetkezetesen alacsonyabb sejttalélést figyeltink meg az egyedi
hatasokhoz képest, 6 oras inkubaciot kovetden. Mivel a két toxin egylittes
hatasaként mért citotoxicitds a vart (szamitott) citotoxicitastol jelentdsen
elmaradt, a két toxin hatasa nem additiv. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek a
T-2 és HT-2 I1Csp értékének meghatarozasara sertés limfocitakon, valamint a
két toxin interakciojanak vizsgalatara alacsonyabb koncentracid esetén is.
Sziikséges a sertés limfocitak esetleges T-2/HT-2 metabolizalo
képességének megallapitdsa a mas sejtek  esetében  bizonyitott

mechanizmushoz hasonléan (Konigs és mtsai., 2009).
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7. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

A T-2 mikotoxin 3 napig tartd, nagy dozisu (4 mg/allat) expozicidja
hosszutava (a toxinbevitel megsziintetését kovetden 48 nappal) negativ

cres

Baknyulakban a takarmany-visszautasitasra, a spermiumok motilitasara
¢s morfologiajara vonatkozd6 NOAEL érték T-2 mikotoxinra
vonatkozoan <0,1 mg/allat/nap (<0,02 mg/ts kg/nap).

Igazoltam a T-2 és HT-2 mikotoxin expozicidés id6- és dozisfliggd
hatasait MTT-teszt segitségével, egészséges sertésekbdl izolalt
limfocitakon.

A HT-2 mikotoxin a T-2 toxinhoz hasonlé6 mértékii citotoxikus hatast
sertés limfocitak esetében 2-50-szeres koncentracioban képes kifejteni,
mint a T-2 toxin.

Megallapitottam, hogy sertés limfocitdk esetében a T-2 és a HT-2
mikotoxin egyiittes alkalmazasa kdvetkezetesen alacsonyabb sejttalélést
eredményezett az egyedi hatasokhoz képest. Azonban mivel a két toxin
egylittes hatasaként mért citotoxicitds a vart (szamitott) citotoxicitastol

elmaradt, a két mikotoxin hatasa nem additiv.
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8. OSSZEFOGLALAS

Szamos szerzé véleménye szerint a him 4llatok szaporodasi zavarainak
hatterében gyakran a takarmanyt szennyezé mikotoxinok allnak (Scott,
1990). A mikotoxinok himivaru allatok szaporodasi folyamataira gyakorolt
karos hatasa kevéssé vizsgalt. A T-2 toxin a trichotecének legtoxikusabb
képviseldje (SCF, 2001). Az allat modellek rendkiviil hasznosak a
reprodukcios jelenségek vizsgalataban (Schardein és mtsai., 1985; Christian
¢s Hoberman, 1996). A nyul kivalo modellallat; kistestli, konnyen
kezelhetd, szapora és még tobb pozitiv tulajdonsaga is van. A toxikologiai
vizsgalatok sordn szivesen alkalmazzdk a spermiumok karosoddsanak
vizsgalatara (Foote és Carney, 2000).

Célul ttztiik ki a T-2 toxin himivar reprodukcids folyamataira gyakorolt
hatasainak vizsgalatat egy rovid ideji, nagy dozisu és két kronikus, alacsony
dozisu terhelés esetén baknyulakban.

Héarom kisérletben vizsgaltuk a T-2 toxin dozis és expozicids id6
fliggvényében kivaltott hatasait az alabbi kezeléseket alkalmazva: (1) 4
mg/allat/nap tisztitott toxin, 3 napon at, gyomorszondan keresztiil; (2) 0,05;
0,1 és 0,2 mg/allat/nap tiszitott toxin, 63 napon &t, gyomorszondan
keresztiil; (3) 0,33 és 0,66 mg/takkg gombatenyészettel bekevert toxin 63
napon keresztiil.

A nagy dozisa T-2 kezelés mar a 2. napra drasztikusan csokkentette (a
kontroll csoporthoz képest 27%-ra, P<0,05) a takarmanyfelvételt, amely a
toxin megvonasat kovetden két hétig alacsonyabb szinten maradt (P<0,05).
A kisérleti csoport allatainak teststilya a 17. naprol a 29. napra a kontroll

allatok testsulyanak 88%-ara csokkent (P<0,05). A kezelésnek nem volt
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hatdsa a sperma mennyiségére, koncentracidjara és a pH-ra. Az 51. napon
(azaz, a toxinmegvondst koOvetOden 48 nappal) a kezelt allatokban a
spermiumok gyengébb motilitdsat (kontroll: 65%, kezelt: 53%, P<0,05), az
abnormalis morfologidji  sejtek aranyanak novekedését (P<0,05)
tapasztaltuk. Csokkent az ondoplazma citromsav koncentracidja (P<0,05). A
csokkent  takamanyfelvételnek  tulajdonithatdé  esetleges  hatasok
meghatarozasara  bedllitottunk egy  kontroll csoportot, melynek
takarmanyfelvételét a T-2 csoportéhoz igazitottuk. Ezen csoport
sejtek aranyaban talaltunk szignifikans eltérést az ad libitum etetett és toxin
terhelésnek nem Kkitett csoport eredményeihez viszonyitva.

A tisztitott és gyomorszondan keresztiil a szervezetbe juttatott T-2 0,1 és 0,2
mg/allatnap  dozisban  atmeneti  csOkkenést  eredményezett a
takarmanyfelvételben, a csoportok kozotti kiilonbség a 4. hétre megsziint. A
sejtek aranyaban tapasztaltunk valtozast, amely 0,2 mg T-2 hatasara a
kontrollhoz képest tobb mint haromszorosara nétt (P<0,01). A 0,1 mg T-2-
vel kezelt csoportndl enyhe hyperplasia volt megfigyelhetd a Leydig-
sejtekben, mig a legnagyobb ddzisban terhelt allatoknal vérbdség, a Leydig-
sejtek hyperplasia-ja és megnovekedett proliferacios aktivitas alakult ki.

A harmadik kisérlet célja annak meghatarozasa volt, hogy van-e a
hatasokban kiilonbség, ha a T-2 toxint a két alacsonyabb ddzisban (0,05 ¢és
0,1 mg/allat/nap, ami a takarmanyfelvétel alapjan 0,33 és 0,66 mg/takkg/nap
adagnak felelt meg) a takarmanyba gombatenyészetként keverve adjuk az
allatoknak. A csoportok kdzott nem mutatkozott szignifikans eltérés sem a
takarmanyfelvételben, sem a vizsgalt spermamindségi paraméterekben.
Figyelembe kell venni a nyulak relative nagyobb érzékenységét a T-2

mikotoxinnal szemben, melyet a viszonylag alacsony LDsg érték (1,1 mg/ts
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kg) jelez (Wannemacher és Wiener, 1997). Az SCF (2002) a tTDI
(temporary tolerable daily intake) értékét T-2 és HT-2 esetében egyiittesen
hatarozta meg 0,06 pg/ts kg/nap mennyiségben. Egérben és patkanyban 0,23
¢s 0,5 mg/ts kg/nap értékben hataroztak meg a T-2 toxin NOAEL értékét
kronikus expozicional (SCF, 2001). Az ez alapjan szamitott tTDI érték
védelmet nyajt a kronikus, szubkronikus és a reproduktiv toxicitdssal
szemben. A hdrom kisérlet eredményei alapjan elmondhatd, hogy a
szubakut T-2 toxikozis hatasa tartdsan, esetiinkben még 48 nappal a
toxinmegvonast kovetden is érzékelteti kedvezdtlen hatasat. A 0,33
mg/takkg (0,05 mg/allat/nap) T-2 felvételt a him allatok a szaporodasi
folyamatokat jellemzd vizsgalt paraméterek szignifikdns valtozésa nélkiil
képesek voltak tolerdlni.

A T-2 és HT-2 termelédésében erds Osszefliggést mutattak ki. Szamos in
vitro kisérlet soran vizsgaltdk a T-2 és HT-2 citotoxikus hatasat, de a két
toxin kozott interakciot még nem irtak le. Az in vitro Methyl Thiazol
Tetrazolium (MTT) eljaras a leggyakrabban hasznalt vizsgalati modszer a
Fusarium toxinok citotoxikussag vizsgalatara. Egy gyors, pontos,
megbizhato kvantitativ mérési eljaras, melyben egy lépésben nagyszamu
kisérleti beallitas alkalmazhat6. (Dombrink-Kurtzman et al., 1994). Szamos
sejt tenyészetet hasznaltak a kutatasok soran, de egyik sem mutatott
nagyfoka érzékenységet a Fusarium mikotoxinok valtozataival szemben
(Cetin és Bullerman, 2005). Maenetje és mtsai. (2008) a mikotoxinok
citotoxikussaganak vizsgalataban human limfocitakat alkalmaztak. Idealis
alany lehet a human limfocita mellett a sertés limfocita tenyészet, mivel
nagyfoku fiziologiai hasonlosdgot mutat és a mikotoxinokkal szembeni
érzékenysége a haziadllatok kozott a legnagyobb ennél a fajnal. Ezt
alatdmasztja az eldzetesen végzett kisérletiink soran mutatott érzékenysége a

FB1 és az ochratoxin-A citotoxikus hatasaval szemben (Mwanza és mtsai.,
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2009). Kutatomunkam célja volt a sejtkarositd hatas kimutatdsa in vitro,
MTT tesztben: a T-2 és a HT-2 dozis- és expozicids id6-fliggd, egyiittesen
¢s kilon-kiilon érvényesiilé sejtkarositd hatdsdnak meghatirozasa. Két
kisérlet sorozatban a két mikotoxint kiilon (1,0; 0,5; 0,1; 0,05; 0,01 és 0,001
uM koncentracioban T-2 esetén, illetve 2,0; 1,0; 0,5; 0,2; 0,1 és 0,05 uM
koncentracidoban HT-2 esetén), valamint kombinacidjukat teszteltem, 6, 12
€s 24 oras kisérleti periodusokban. Az MTT assay alkalmazéisaval a T-2 ¢€s
HT-2 toxin 1d6 és dozisfiiggd citotoxikus hatdsa volt kimutathatod sertés
limfocitakon. A 6 6ras inkubacios periodust kovetden a toxinkoncentracio
novekedése (T-2 esetén 0,001-r61 0,5 uM-ra és HT-2 esetében 0,05-r61 1,0
uM-ra) kozel 17%-os csokkenést eredményezett a sejtek életképességében.
A 24 6ras inkubaciot kovetden szignifikansan alacsonyabb volt a sejtek
¢életképessége mindkét toxin minden alkalmazott koncentracidja esetében. A
két toxint egyiittesen alkalmazva kovetkezetesen alacsonyabb sejttulélést
eredményezett az egyedi hatasokhoz képest, de mivel a két toxin egyiittes
hatasaként mért citotoxicitas a vart (szamitott) citotoxicitastol jelentosen

elmaradt, a két toxin hatasa nem érvényesiilt additiv modon.
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9. SUMMARY

In several studies it has been concluded that the major factors with regard to
male subfertility or infertility can be attributable to environmental factors,
like mycotoxins, as frequently occurring dietary toxins (Scott, 1990). Our
knowledge about mechanisms of action and the effects of certain
mycotoxins on male reproduction processes is incomplete since it has not
been widely adequately studied. T-2 toxin is the most acute toxic compound
among trichothecens (SCF, 2001). Animal models are useful for studying
various reproductive phenomena (Christian and Hoberman, 1996; Schardein
et al, 1985). The rabbit has many advantages as a nonrodent and second
model for assessing the effects of toxic agents on semen quality (Foote and
Carney, 2000). The aim of the present study was to examine the chronic and
subsequent effect of T-2 toxin in high and low doses on sperm quality, using
rabbit as a model animal. The subsequent effect of T-2 toxin applied to
rabbits in high dose (4 mg/animal/day) manifested in decreased sperm
motility, in increased the number of spermatozoa with morphological
abnormalities, and decreased testosterone level even after 48 days following
a 3-day long acute toxicosis. Adult male rabbits may tolerate the
concentration of 0.33 ppm (0.05 mg/animal/day) T-2 toxin, without any
significant decay in sperm quality. The 0.2 mg/animal/day toxin had a
pronounced feed refusal effect, dramatically increased the ratio of
spermatozoa with cytoplasmic droplets, and reduced GnRH induced
testosterone production. None of the sperm quality parameters examined
showed significant difference between groups (in case of 2a and 2b

experiments), except the ratio of spermatozoa with cytoplasmic droplets,
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which increased by 320% in animals treated with the highest dose of T-2.
Daily 0.1 mg/animal exposure resulted in slight hyperplasia of the Leydig
cells. The highest dose caused increased proliferative activity of the Leydig
cells beside hyperplasia, the testes were slightly hyperaemic. Rabbit can be
considered rather sensitive to T-2 toxin, it has relatively low (1.1 mg/kg bw)
LDso values (Wannemacher and Wiener, 1997). The SCF (2002) has
established a combined t-TDI of 0.06 pg/kg bw/day for the sum of T-2 and
HT-2. The NOAELs (no observed adverse effect level) for T-2 have been
identified by the Scientific Committee on Food (SCF, 2001), NOAELSs in
mouse and rats are 0.23 and 0.5 mg/kg bwi/day, respectively, in chronic
toxicosis. According to the committee’s report this t-TDI would protect
against the chronic, subchronic and reproductive effects. The T-2 toxin dose
we applied was 0.01-0.02-0.05 mg/kg bwi/day, it represents about 0.3-0.6-
1.3 mg/kg feed contamination, the lower values can be considered as a risk
under practical conditions. The higher ratio of spermatozoa with
cytoplasmic droplets and the decreased motility can be the result of the
impaired epididymal function, i.e. maturation of spermatozoa (Yeung, 1995;
Parkinson, 2009). According to the results it can be concluded, that adult
male rabbits tolerate the concentration of 0.05 and 0.1 mg/animal/day T-2
toxin, without any significant decay in sperm quality, however 0.1
mg/animal/day toxin caused a slight alteration in the Leydig cells. 0.2 mg T-
2 dramatically increased the ratio of spermatozoa with cytoplasmic droplets,
caused hyperaemy in the testes, proliferation and hyperplasia in the Leydig
cells.

Fusariotoxins are frequently existing contaminants in cereal and other plant
products. High relationship was found between the levels of the
trichothecene T-2 and HT-2 toxin detected in contaminated commaodities.

Many in vitro studies investigated the cytotoxicity of T-2 and HT-2, but the
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interaction between them has not been thoroughly studied yet. In vitro
Methyl Thiazol Tetrazolium (MTT) cell culture assay is one of the most
frequently used tests for preliminary screening of cytotoxicity of Fusarium
toxins. It is a rapid, versatile, quantitative, and highly reproducible
colorimetric assay for mammalian cell viability/metabolic activity; it is
useful on a large scale mycotoxins screening assay (Dombrink-Kurtzman et
al., 1994). Although a variety of mammalian cell cultures were used to
detect Fusarium mycotoxins in contaminated extracts none of them showed
high sensitivity to all of the Fusarium mycotoxins tested (Cetin and
Bullerman, 2005). The use of human lymphocytes has been described in
mycotoxin cytotoxicity test by Maenetje et al. (2008). Pigs are better test
animals, may better correlate with human physiology and are more sensitive
to most mycotoxins than other domesticated animals. Our preliminary
results obtained in a study on the combined effect of FB1 and ochratoxin A
have shown the feasibility of using isolated pig lymphocytes as test cells in
the MTT assay (Mwanza et al., 2009). The aim of the study was to examine
the dose dependent cytotoxic effect of T-2 and HT-2 toxins, single and in
combination, using pig lymphocytes in the methyl thiazol tetrazolium
(MTT) assay. The mycotoxins were added at various concentrations, i.e.
1.0, 0.5, 0.1, 0.05, 0.01 and 0.001 uM of T-2; 2.0, 1.0, 0.5, 0.2., 0.1 and 0.05
uM of HT-2; and both mycotoxins combined. Three exposure times (6, 12
and 24 h) were tested. Both T-2 and HT-2 toxins exerted a dose dependent
effect. After 6 h incubation, the increase in concentration of T-2 from 0.001
to 0.5 uM and HT-2 for 0.05 to 1.0 uM resulted in lower cell viability by
17%, respectively. After 24 h cell viability was significantly lower
compared to values obtained at 6 h, except 0.5 uM T-2 and 0.05, 1.0 uM

HT-2, respectively. Measured cell viability for combinations of T-2 and HT-
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2 was higher than in single administration in case of all concentration and

incubation period.
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15. MELLEKLETEK

1. melléklet: A T-2 és HT-2 mikotoxin hatas vizsgalatanak eredményei

inkubacios id6 fliggvényében koncentracid kategdrianként mérve

A Tukey tesztet (1. tablazat) alkalmazva szignifikans eltérés az idopontok
tekintetében csak HT-2 esetében volt megfigyelhetd a 6 és 24 oras
inkubacioés id6k kozott, a 0,1 és 0,2 uM-0s toxinkoncentraciokra

vonatkozoan.

1. Tablazat: Tukey teszt alkalmazasaval (P<0,05) kapott szignifikancia
értékek kezelési csoportonként az inkubacids 1d6 fliggvényében
6 ¢s 24 oras kezelések kozti szignifikancia érték koncentracionként

Tukey teszt | Koncentracié kategoriak
HT-2 1 2 3 4 5 6
Szign. érték | NS 0,001 |0,000 |NS NS NS

NS: nincs szignifikans kiilonbség

LSD teszt hasznalataval mar tobb esetben mértiink szignifikans kiilonbséget
az idépontok tekintetében. A T-2 toxin (2. tdblazat) megfigyelve a 6 Oras
inkubacidés id6 adatai mutattak szignifikans eltérést a 12 és 24 orahoz
képest. Az utobbi két inkubacids idot kovetden mért adatok kdzt nem volt
mérhetd szignifikdns eltérés a toxinkoncentracié kategéridkon beliil. A 6
oras adatokat figyelembe véve a 0,05 és 0,1 pM-o0s T-2 koncentracid
esetében volt mérhetd szignifikans eltérés a masik két inkubacios periodus

soran kapott eredményekhez viszonyitva.
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2. Tablazat: LSD teszt alkalmazasaval (P<0,05) kapott szignifikancia
értékek T-2 mikotoxinnal kezelt csoportok esetében az inkubacios idé

fliggvényében
LSD 6 61
teszt ora
Tp |Roncentracio |, 2 3 4 5 6
kategoriak
1 NS NS NS NS NS NS
2 NS NS NS NS NS NS
. 3 NS NS 0,006 |NS NS NS
12 6ra
4 NS NS NS 0,022 |NS NS
5 NS NS NS NS NS NS
6 NS NS NS NS NS NS
1 0,034 |NS NS NS NS NS
2 NS NS NS NS NS NS
. 3 NS NS 0,006 |NS NS NS
24 ora
4 NS NS NS 0,000 |NS NS
5 NS NS NS NS NS NS
6 NS NS NS NS NS NS

NS: nincs szignifikans kiilonbség

A HT-2 toxinnal (3. tablazat) minden idOpont viszonylataban volt
szignifikans kiilonbség. Erdekes megfigyelni, hogy a legnagyobb (2,0 uM)
koncentracid tekintetében egyik iddpont viszonylatdban sem mérhetd
szignifikans eltérés. A 6 6ras adatok a 12 oraval dsszevetve a 3 (0,2 uM) és
az 5-6s (1,0 uM) koncentracié kategoridban; mig a 24 o6ras értékekhez
viszonyitva a 3 legkisebb (0,05, 0,1 és 0,2 uM) koncentraci6 kategdriak
esetében mutatott szignifikans kiilonbséget. A 12 és 24 6ra viszonylatdban
azonos az eredmény, mint a 6 és 12 6rat parhuzamba allitva, ahol a 3 (0,2
uM) és az 5-6s (1,0 uM) koncentracié kategéridk mutattak szignifikans

eltérést.
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Mindharom idépontot figyelembe véve csak a 3-as (0,2 uM) HT-2

koncentracié kategoria esetében figyelhetiink meg szignifikans kiilonbséget

a mért adatok tekintetében.

3. Tablazat: LSD teszt alkalmazasaval (P<0,05) kapott szignifikancia
értékek HT-2 mikotoxinnal kezelt csoportok esetében az inkubacios id6

fliggvényében
LSD 6 ora 12 6ra 24 ora
teszt
HT-2| 1 2 3 5 2 3 5 1 2 3
1 NS [ NS | NS |0,004| NS | NS
6 (2 NS | NS | NS | NS |0,000| NS
ora |3 NS |0,004| NS | NS | NS [0,000
5 NS [ NS [0,040] NS | NS | NS
2| NS NS NS | NS NS |0,001| NS
,12 3| NS NS [0,004| NS NS | NS |[0,034
ord 5[ NS NS NS |[0,040 NS NS NS
1| 0,004 | NS NS NS NS NS NS
,24 2| NS | 0,000 [ NS NS [0,001| NS NS
ord 3| NS NS (0,000 NS NS [0,034| NS

NS: nincs szignifikans kiilonbség
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