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1. BEVEZETES

Napjainkban 1 milliard ember éhezik, vagy szenved alultaplaltsag miatt a vilagon
(2011ben meghaladta a 7 milliardot a teljes népességhgpb ET AL., 2010). Ezen allapot az
elérejelzések szerint a jovoben sulyosbodni fog, mivel a valtoz6 idéjarasi rendszerek
kovekeztében nem csak a kieés csokkend termésmennyiséggel kell szamolni (pl: 2011-
2012-es aszaly hazankban), hanem szamos adat azt is bizonyitja, hogy a névényeiet fert
jarvanyok az idéjarasi jelenségekkel nagyon szoros kapcsolatban allmatéltozo klima és
id6jaras veszélyezteti az élelmiszerbiztonsdgot és leliniké fejlbdé orszagokban okoz
hatalmas problémakat fRERSON-LIMA, 2010, 2011). E véltozas egyik veszélyforrasa a
mikotoxinok és elterjedtségik valtozasa és az élelmiszer alapanyagoknak a jelenleginél
nagyobb gyakorisaggal torténé szenrtgzse (IPCC, 2007). A Fold atlaghémérséklete kbzel
4°Ckal novekszik az érejelzések szerint az elkdvetkex00 évben, amely az éghajlati vek
eltolédasat és azokon belll pedig az id6jarasi jelenségek atalakulasat eredményezi; évszakok
tinnek el, a csapadékeloszlas kiszamithatatlanna valdsz€sségében az extrém idsjarasi
jelenségek szamanak nodvekedése kovetkeztében abgazelasagi termelés szinte
tervezhetetlenné és a folyamatos stresszbeddiejhovényzet a jarvanyokra fogékonnya
vélhat (IPCC, 2007).

A mikotoxinok penészgombak altal termelt masodlagos anyagcseretermékek, melyek
altalaban extracellularisan talalhatbak meg a penészgombakkaizotertanyagokon
(takarmény és élelmiszer alapanyagok). A mikotoxinok valamilyen stressz faktor hatasara
termebdnek, ami lehet & vizhiany, pH eltoldédas, konkurens gombak megjelersib.

A mikotoxinokra jellema, hogy az dllényekre karos hatassal vannak, azaz toxikusak.
Ez a tulajdonsaguk tdbb maodon is jelentkezhet: citotoxicitas, karcinogenitas, genotoxicitas,
mutagenitas, endokrin rendszert zavaré hatas. A tarsadalom mar régoéta kizd a &ulonboz
mikotoxinokat termel gombak ellen, t6bb-kevesebb sikerrel. A klimavaltdaasetkeztében
az extrém idojarasi viszonyok az eddigi stabil termelési rendsaterekfelllirjak, aminek
kovetkeztében a mégazdasag altal termelt alapanyagok jélsnnértékben fedzédhetnek
pené&zgombakkal, valamint szennyelthetnek az Aaltaluk kivalasztott mikotoxinokkal.
Hazankban az eddig leggyakoribb mikotoxin szenigéseket a zearalenon, fumonizin,
deoxvinalenol, ochratoxin-A és T-2 toxinok okoztak; azonban az idgjarasi kortlmények
megvaltozasaval olyan mikotoxinok is megjelentek, mint az aflatoxinok, amik eddig
hazankban nem voltak jelleidak (DoBOLYI ET AL., 2011, VARGA ET AL, 2007).

A mikotoxinok artalmatlanitasara szamos fizikai, kémiai vagy biolégiai modszer is

ismert, kozlllik egyre nagyobb érdédés dvezi a biodegradacios eljarasokat, amelyek soran
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mikroorganizmusok vagy enzimek segitségével torténik a lebontas. A mikotoxinok bontasa
azonban nem jar minden esetben a karos biolégiai hatas imégéxel, biodetoxifikacioval.

Az élelmiszer- és takarmanybiztonsagibigdsok ennek kovetkeztében egyre nagyobb
figyelmet forditanak arra, hogy a mikotoxinok eltavolitasara alkalmazott kulérdgiEnsek
haekonysagat megfeléltoxikoldgiai tesztekkel is értékeljek, kilonos tekiteba képsdo
mefbolitokra. Tobb mikotoxin esetében sikerilt hatdsos mddszert kifejleszienmasmar
kereskedelmi forgalomban kaphaté takarmany-adalékanyagokat is be lehet szerezni a

zearalenon és ochratoxin esetében.

1.1 Ceélkitiizések

Kutatasom sordn a mikotoxin szennydesek artalmatlanitasara, esetleges
meérseklésére probaltam megoldast talalni aromas szénhidrogéneket bontani képes mikrobak
alkalmazasaval. A mikotoxinok jeléi#t része szintén aromas szénvazzal rendelkezik, igy a
rendelkezésemre all6 kulonb®z szénhidrogéneket j6I bontd mikrobak mikotoxin-

degladaciodra torténé tesztelése kézenfekvoriek. t

A kutatdsom soran célom volt:
2) a mikotoxinok detoxifikaciojanak igazolasa,
3) az egyes mikotoxinok degradacidjaért fédebnzimek/enzimrendszerek feltarasa

4) ésa mar izolalt mikroorganizmusok gyakorlati hasznalhatésaganak vizsgalata.

A doktori értekezésben bemutatott eredmények és tézisek sajat laboratGriumi,
valamint kollaboraciés munkékon, tovabba szolgaltatasként megrendelt vizsgalatokon és
meéréseken alapulnak, az eredmények 0Osszevetéséhez pedig az tjisszexp/ ertékelt,

hivatkozott szakirodalom szolgalt alapul.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 Mikotoxin termelé gombak és a toxinképzés feltételei

A mikroszkopikus gombak szerepe a szerves anyagok lebontasaban nélkilézhetetlen.
A természetben szinte minden éghajlati korilmények kozétt nagy szamban forddlnak el
felvett szerves tapanyagokbdl a novekedésik, szaporodasuk folyaméan a gombatest
alkotoelemeit allitjak él. A gombatest épfainyagai mellet, azonban ugynevezett masodlagos
anyagcseretermékeket is termelnek, melyek bonyolult kémiai szetkeameyagok, a
gombdest felépitésében nem jatszanak szerepet, azonbaibgalésitiik bioldgiai aktivitassal
rendékezik. Ezen toxikus biolégiai aktivitAssal rendelkezanyagokat nevezzik
mikotoxinoknak. Az A&ltaluk okozott megbetegedést mikotoxikdzisnak hivjuk, melyet
elsssorban a penészgombak altal termelt mikotoxinok okozikman vonatkozasban
jelents fizioldgiai, illetve patolégids hatassal rendelkeznék, a haszondllatokra pedig
altaldban a taplalékkal bejutva fejtik ki hatdsukat. A magasabb rewmkHiridta élényekre
gyakorolt hatas mellett az alacsonyabb rendiléslyekre (alga, egyséjt gomba, prokariéta
stb.) gyakorolt hatasuk is szamottevé. A masodlagos anyagcseretermékeket, akar a primer
anyagcseretermékekkel parhuzamosan is termelhetnek, de leggyakrabban akkor indukalédik a
sejtekben, mikor a gomba valamilyen stresszhelyzetbe kertl és a nbvekedésédéséfegiz
optimalis kérilmények megvaltoznak. Mind a termelés (szantofoldi), mind a raktarozas soran
fertézédhetnek penészgombakkal az élelmiszer alapanyagolgobak a szennyezett
takarmanyban elszaporodhatnak, majd a kettler kornyezeti hatdsokra (hémeérséklet,
pamtartalom, pH, gazdantvény Aallapota, egyéb faktorok) mikotoxin termeléssel
valaszolhatnak. Ennek koévetkeztében a penészgombakkékzdiertés mikotoxinokkal
szaenyezett alapanyagok felhasznalasa veszélyes az emberre és annak taplalékaul szolgalo
haszonallatokra nézve egyarantgri, 2003;Mezes 2009).
A kalapos gombak éfordulasa a takarmanyozasban elhanyagolhat6, az éjesabakrol

pedg toébb szaz tbérzs vizsgalata alapjan tudjuk, hogy nem termelnek toxikus metabolitokat.

Kdzel 1000 mikotoxin ismert jelenleg, valamint tobb 100 gombafaj, amik termelhetik
a kulonféle mikotoxinokat. Az egyes gombanemzetségen bellli fajok is termelhetnék eltér
kémai szerkezdt toxinokat, tovabba taxondmiailag tavol allo fajoktésmelhetnek azonos

toxinok. Ennek kévetkeztében tobbféle csoportositas lehetséges:



DOI: 10.14751/SZIE.2013.060

1. A mikotoxinok bioszintézisének prekurzorai alapjan téftésoportositas (SMITH és
MOSS, 1985). Ez a csoportositas azonban jelenleg nem teljés i6een szamos
mikotoxin bioszintézisének Utja még nem ismert. A mikotoxinok egy része az acetil-
KoA és a malonil-KoA kondenzaciojabdl vezethele. Az aminosavakbal
szamaztathatd toxinok csoportja heterogén, mivel N-heterociklikus vegyileteket és
ciklikus polipeptideket is tartalmaznak.

2. A toxinok kémiai szerkezetébél addédd rokonsag alapjan valé csoportositas; furano-
kumain szarmazékok (pl. aflatoxinok); trichotecénvazasok Fpisarium penészek
altal termelt toxinok).

3. Farmakoldgiai hatas alapjan torténé csoportositds; ebben az esetben &atfedések
lehetnek mikotoxinok kozoétt, mivel egy adott mikotoxinnak tobbféle hatasa is lehet.
(KovAcs, 2001;RAFAI 2003)

4. Egy régebbi csoportositasi mod a penészgombétbrdulasat veszi alapul, azonban
ez a csoportositas mai ismereteink alapjan mar nem képez éles hatarokat a Kilonbdz
penézgombak és az altaluk termelt mikotoxinok besorolasa kozott.

A szantofoldi-raktari penész csoportositas (2.1 tablazat) azon alapszik, hogy a
takarmanynovények nedvességtartalma a betakaritassal étpgdgglentsen lecsokken.
Annak ellenére, hogy a mindkét csoportba tartoz6 gombak a szantéfoldon, a talajban és a
raktarakban is megtalalhatok, az elszaporodasukhoz a médkdtételeket az egyik csak a
vegeaacios periédusban, a masik pedig a tarolas soran is megtalalja. A toxittgondbak

kozil azokat, amelyek szaporodasukhoz magasabb nedvességtartalmat (20% fol6tt)
igényelnek, szantofoldi penészeknek nevezzik. Rendszerint még a vetésterileten karositjak a
novényeket. A szantéfoldi gombék szaporitd képletei a légmozgas hatasara konnyedén
szallitodnak és a levédllandd képleteiként tekinthetlink rajukaiil, 2003), azokat pedig,
amelyek ennél alacsonyabb viztartalom mellett is képesek szaporodni, raktari penészeknek
nevezzik. A szantéfoldon torténd raktari penészgombadziest veszélye minimalis, de
talajlakd életformajuknak kdszonléen a spoéraik a légmozgassal, mind a labonalld
novéryeket, mind a raktarozott terményt femheti. A legkisebb relativ nedvességtartalom
mellett (14%) azAspergillus sp., ennél valamivel magasabb paratartalom mellett (~16%) a
Penicilliumfajok ferznek, 20% felett pedig a Muctglék (MezEs 1997).

Természetesen ezt a csoportositast sem lehet mereven alkalmazni, meusgkiam fajok —
amennyiben tulélik a betakaritast és a tarolast — a raktarozas soran is képesek tovabb
szaporodni. Ezen képesség alapjan mar nem neveBtetnek a szantéfoldi és raktari
penészek kozotti hatarvonal. A vilaggazdasagi folyamatok (globalizacid) és a klimavaltozéas

kovetkeztében a legkulonfélébb penészgombék és az altaluk termelt toxinok forddlnak el
10
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olyan helyeken, ahol eddigi ébrdulasuk nem volt regisztralva, vagy nem vartdk a

megjelenését ennek a probléméanalo@aLyi ET AL., 2011).

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

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

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

A mikotoxinok biolégiai szempontbdl igen sokfélék, hiszen egyazon mikotoxint
szamos egymassal nem rokon gombafaj is képes termelni (pl. az ochratoxinokat egyes
Aspergillus és Penicillium fajok, vagy a fumonizineket egyeAalternaria, Aspergillus,
Fusarium ésTolypocladiunfajok), egy adott faj azonban termelhet tébbféle mikotoxint is (pl.

A. nigerochratoxinokat és fumonizineket, A. fla\affatoxinokat és kojisavat) (2.2 tablazat).

A mikotoxinok bioszintézisét szamos toxin esetében vizsgaltak. A legtébb mikotoxin
bioszintézisének génjei klaszterekben helyezkednek el (pl. aflatoxinok, trichotecének, ergot
alkaloidok, fumonizinek). Ez felveti annak a lebs#gét, hogy ezek a gének egységként,
horizontalis géntranszfer révén ataddédhatnak mas fajokba. Ez magyarazhatja azt, hogy egyes
mikotoxinokat szamos, egymassal nem rokon gombafaj is termelhet (pl. aflatoxint az A. flavus
és rokonai mellett A. rubeA. ochraceoroseus &nericella; ochratoxi-A-t mind Penicillium
mind Aspergillus fajok termelnek) ARGA ET AL., 2002).

Tobb szazra tehét az eddig meghatarozott gombatoxinok szama, kozulok ban

viszonylag csak kevésnek van nagyobb gyakorlati j¢éé&ge. (RFAI, 2003;MEZzES, 2009).
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2.2. sz. tablazat: A leggyakoribb mikotoxinokat termed penészgombak (Mézes, 2009 nyoman)

Penészgomba nemzetség

Penészgomba fajok Mikotoxin(ok)

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

altenuen, tenuazon-sav

A gomba szaporodasahoz a keliizaktivitds mellett megfeléltapktzegre, oxigénre

€s meghatarozott hémérsékletre van szikség. A szaporodds és a toxiégeopemalis

feltételei rendszerint nem azonosak. Jélentltérés foleg a homeérseéklet iranti igényben

mutakozik. Egyes toxinok (aflatoxinok) esetében magas, mas toxinoknal (Eggasium

toxinok) alacsony, néha fagypont korili hémérséklet sziikséges a ddénigkhoz (KVACS,

2001).
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2.2 Mikotoxinok Utja az emberi szervezetben

A mikotoxinok Gtjat az emberi szervezetben 2.1. abra mutatja be. Az ember ezen masodlagos
anyagcseretermékekkel, a mikotoxinokkalleilg a taplalkozas és a taplalkozas alapanyagaul
szobalé novényi és allati részekkel tortesintkezés és azok elfogyasztasa soran kerdl
kapeolatba. Egyik leginkabb kiemelt veszélyterilet a gabonafélék és takarmany-
alapanyagok. A szervezetbe kerllt mikotoxin az emésztési folyamatoknak is nagymértékben
ellenall.
A toxinok jelents része athalad a bélcsatornan és a bélsarral kiirilelbaktériumok
hatdsara azonban egyes mikotoxinok, igy példaul a DON részben detoxifikdlodik, mig egyes
emészienzimek (peptidazok) hatasdra az ochratoxin-A metzddotihat. A felszivdédas a
vékonybeélbdl torténik, majd a toxin egy része a majon és az epésekid, részben konjugalt
formaban, ismét visszajut a bé&lbg, és a majbol csak a masik — rendszerint a kisebbze r
kerll a vérkeringésbe, ahonnan a tejjel és a vizelettel kitrul a szervezetbél. Emiatt a mgj
mellett a tejmirigy és a vese is koncentrdlja a mikotoxinokat, ezért ezekben a szervekben
reziduum-képédeéssel itt szamolhatunk. Az izomzatban csak a kereyevé mikotoxinok
akkumuhlédnak, altalaban csak kisebb mennyiségbevf€s, 2001).

A szervezetben kerllve a mikotoxinok metabolizacios folyamaton mennek keresztul.
Ez a transzformaciés folyamat lehet k6zombdosités, oxidacid, redukcid, bontas, szintézis.
El6fordul, hogy a metabolizacié soran toxikusabb vegyiltldetkezik, mint a kiindulasi
mikotoxin, ezt toxikus metabolizacionak nevezzik, pl. zearalenonboli-agaralenol

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

v Mikotoxinnal szennyezetakarmany

1

v
Mikotoxinok felhalmoz6déasa a

/ haszonallatokszdveteiben, vérében
. . 4
Mikotoxinnal szennyezett Mikotoxinnal szennyezett
novenyi eredefi eleimiszer allati eredetii élelmiszer
\J

MIKOTOXINOK AZ EMBERI
SZERVEZETBEN

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

2.3 Mikotoxinok kémiai szerkezete

A gazdaségilag jeletd karokat okozd mikotoxinok tulnyomé tobbsége aromas
szerkezelt vazat tartalmaz (2.2 sz. abra). Kémiai szerkezetidntve az aflatoxinok
héstabil furano-kumarin szarmazékok. Az ochratoxinok kumiarin-fenil-alaninok kozé
tartoznak, kémiai szerkezetiket tekinixdenilalaninhoz amidkétéssel kapcsolodo dihidro-
izokumarin szarmazékok. Legfontosabb képuwgét az ochratoxin-A, amely az L-
fenilalaninhoz peptidkdtéssel kapcsolodd hidroxikumarin-karbonsav-szarmazék, mely klor
atomot tartalmaz, fehérjékhez kapcsolodva felhalmozédik a vesében, majban, izmokban,
elsssorban vesekarosodast okoz. Az ochratoxin-B és ésmeme tartalmaznak klor atomot.

Az ochratoxinok kdzepesen stabil molekulak, melyeket a legtébb élelmiszer feldolgozasi
folyamat nem kérosit, mint pl. a sttést é§zéét.

A Fusarium fajok altal termelt trichotecénvazas mikotoxinok kozé tartoznak tobbek
k6zott a deoxinivalenol (DON), nivalenol, T-2 toxin (T-2), diacetoxiscirpenol és a
moniliformin, tovabba ezek metabolitjai 1SN, 1995;LAczAY, 2004). Ezen toxinok kdzUl
nénelyek szorosan 0sszetartoznak, és a trichotecének csoportjat alkotjak, amelyek kémiailag
szeszkviterpének és besorolhatéak az ,A”", ,B”, ,C” és ,D” trichotecének alcsoportjaba. Ez
tébb mint 50 kémiailag rokon vegytuletet jelent, amelyeket kémiai struktarajuk alapjah két f
csopotra lehet osztani. Mindegyik a trichotecénvazas fusariotoxinok csoportjaba tartozé
természetben &orduld mikotoxin tartalmaz egy tizenét szénatomhb& Encon egy epoxid

gyurit, egy olefinkotést a 9. és a 10. szénatom kozodggsepoxi gyokot a 12. és a 13.
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szénatomnal. Ez utObbi alapjan nevezik ezeket a vegyileteket 12,13- epoxitrichotecéneknek
(APSIMON ET AL., 1990).

Egy masik szintérFusarium toxint, a zearalenont a poliaromas rezorcilin laktonsavak
kozé soroljak.

Fontos kivétel az egyik legveszélyesebb mikotoxin csalad: a fumonizinek, melyek
nem tartalmaznak aromas szerkezetet, a diészterezett amino-polihidroxialkil vegyuletekhez
soroljdk 6ket. A toxin molekula alapvdzahoz kapcsol6édé oldalltehépitése hatarozza meg
legnagyobb meértékben a toxicitdst. A molekulaszerkezetet tekintve a fumonizinek egy
haszatomos, nyiltlancu szénvazbol épllnek fel, ezen a lancon harom hidroxilcsoport, két
trikarballilsav-csoport (TCA) és egy aktiv aminocsoport helyezkedik el. A TCA-csoportok
ligos hidrolizissel részlegesen vagy teljesen eltavolithatékrAlElos, 1997).

Aflatoxin-B1 Zearalenon

‘GH,,
Cl
Deoxinivalenol Fumonisin-B1
O Coon
g e e P OOH aH  oH
-"'ﬂ_“-u""_'“"V‘L'-\J’H“"\J'ﬁ‘h PN .,__,f'j“‘muf’

. e ot NH;
n’ T~ rooH
2 GOOH

2.2. sz. dbra: A gazdasagilag jelefis karokat okozé mikotoxinok kémiai szerkezete (HTTPJ
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2.4 Mikotoxinokra vonatkozo hatarértékek

A mikroszkopikus gombédk és a mikotoxinok jelenléte nem harithaté el
maadéktalanul. A mikotoxinokra vonatkoz6 hatarértékek esetében kilénbséget kell tenni:
» az emberi fogyasztasra szant élelmiszerekre vonatkozo6 hatarértékek

» és atakarmanyozasra szant alapanyagokra vonatkozo hatarértékek kozott

A disszertaciomban a takarmanyokra vonatkozé hatarértékekkel foglalkozom
bévebben. A mikotoxin azon mennyiségét, amely allatesgegigyi szempontbdl még
elfogadhatd meértékben forduléeh takarmanyokban, és még |divet teszi azok feletetését,
szanitasba véve a gazdasagi, technoldgiai, jogszabalyi és tarsadalmitéatyazhatarerték
fejezi ki.

A hatarérték megallapitasa toxikoldgiai allatkisérletekbél indul ki, amelyek feltételeit
— mint pl. az allatfajokat, az allatok szamat, korat, nemét, az adagolas modjat, a megfigyelésre
kerlls paramétereket, az értekelées modjat, stb. — nemzetkégallapodasok rogzitik. Meg
kell allapitani elésorban az adott toxinnak azt a szintjét, amely huzdomgssztas mellett
sem okoz karos elvaltozast (NOAEL érték = No Observed Adverse Effect Level). Ezen
adatokbol — az ember esetleges nagyobb érzékenységeee ggermekek és érzékenyebb
egyenek fogyasztasi lehidégeire vald tekintettel — szamitjdk ki a megengédmeipi
menryiséget (acceptable daily intake, ADI mg/kg testtdmeg/nap). Az egy-egy élelmiszerre
vonatkoz6 hatéarértéket az ADI-értékekbsl szamitjak ki, az élelmiszer fogyasztasanak

gyakorisagat és atlagos napi fogyasztasat figyelembe véve.

Magyarorszagon a mikotoxinok maximalis szintjét élelmiszerekben a 7/1999. VI. 16.
EUM rendeletének 4. szama melléklete (moddositas: 9/2003 EszCsM rendelet) szabalyozza,
mig a takarmanyozasban alkalmazott teljes értékii takarmanykeverékekre az egyes allatfajokra
ajanlasokat. Az Eurépai Unidba tortént csatlakozasunkat &&webdz EK bizottsdganak
(Eurdpai Kbzosség) ajanlasa a mérvadd a hatarértékek megitélésében. Konkrét szabalyozas
azonban csak az aflatoxinokra létezik jelenleg: az Eurépai Uniés szabalyozast (2002/32/EK) a
magyar jogrend atvette, amelyet a 44/2003 FVM rendelet, 2. melléklete - médositva 20/2004
FVM rendelet tartalmazza (médositva a 20/2004 FVM rendelet alapjan).

A DON, OTA és ZEA toxin esetében a hazai jogszabalyi és hatdésagi esetekben a
2006/576/EK bizottsag ajanlasa a mérvadd. A T-2 és HT-2 toxin esetében nincs sem hazai,

sem az EU altal 8irt hatarérték ajanlas, mivel jelenleg folyik a hattikeket rendez EU-s
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rendelet véglegesitése. A-2 esetében0,5 mg/kg takarmany az elfogadott, mérvado
hatarérték, amelyre Ericson és Peterson 2004-ben publikalt cikkét idézik a leggyakrabban,
valamint hazai viszonylatban a korabban emlitett takarmanykodex ad eligazitast. A 2.3.
szamu tablazat a takarmanyokra vonatkoz6 érvénybénaliéatoxin hatarértékeket mutatja

be. A Bizottsagi ajanlasban szerépimikotoxinokra vonatkozo (hazai) hatarértékek a 2.4.
szamu tablazatban mutatom be. A hatarértékekre vonatkoz6 nemzetiias el eltérék, az
expotigények miatt a mérési tartomanyok a hazai és nemzetkdzi hatarértékek figyelembe
vételével kerultek kialakitasra.

2.3. sz. tablazat: Takarmanyokban az aflatoxin-B1 ajanlati szint a 44/2003 FVM rendelet, 2. mellékletébe
foglalt nemkivanatos termékek szerint (médositva 20/2004 FVM rendelettel)

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

mg/kg-ban (ppm),

Mikotoxin Takarmanyozasra szant termék 12 %-0s nedvességtartalmu
takarmanyra
vonatkozoéan

Deoxiynivalenol | Takarmany-alapanyag
gabonafélék és gabonakészitmények (**), 8
kivéve a kukorica melléktermékeket
kukorica melléktermékek 12
Kiegészitéés teljes értédktakarmanyok, kivéve: 5
- sertéseknek szant kiegéézis teljes érték 0,9
takarmanyok 5
-borjaknak (< 4 hénap), baranyoknak és
gidaknak szant kiegéséiés teljes érték
takarmanyok
Zearalenon Takarméany-alapanyag
gabonafélék és gabonakészitmények (**), 2
kivéve a kukorica melléktermékeket
kukorica melléktermékek 3
Kiegészitéés teljes értéktakarmanyok
malacoknak és kocasiskhek (fiatal emsék) 0,1
szant kiegészités teljes értdktakarmanyok
tenyészkocaknak és hizésertéseknek szant 0,25
kiegészitéés teljes értéktakarmanyok
borjaknak, tejél marhaknak, juhoknak 0,5
(beleértve a baranyokat) és kecskéknek
(beleértve a gidakat) szant kiegé$#s teljes
értéki takarmanyok
Ochratoxin-A Takarméany-alapanyag
gabonafélék és gabonakészitmények 0,25
kiegészit és teljes értdktakarmanyok
sertéseknek szant kiegéézt teljes érték 0,05
takarmanyok
baromfiknak szant kiegéséiés teljes érték 0,1
takarmanyok
Fumonizin B1 Takarméany-alapanyag
*B2 kukoricafélék és kukoricakészitmények 60
Az alabbiaknak szant kiegészs teljes érték
takarmanyok
-sertések, lovak (I6félék), nyulak, kedvteléisb 5
tartott allatok
halak 10
baromfi, borjak (< 4 hénap), baranyok és gidak 20
felnstt kérddzok (> 4 hdnap) és vidra 50
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2.5 A legfontosabb mikotoxinok jellemzése

2.5.1 Aflatoxinok

Jelenlegi ismereteink alapjan csak a¥pergillus nemzetség tagjai termelnek
aflatoxinokat. Elésorban az Aspegillus flavus és Aspergillus parasiticus fajok.
Legjelenbsebbek az aflatoxinB1, B2, G1, G2, amelyek neviket eékonyréteg
kromatogramon UV fényben lathat6 foltok szine alapjan kaptak, blue (kék) és green (zo6ld).
Az A. flavusB1, B2, azA. parasiticusB1, B2, G1, G2 toxint termelik. A leggyakrabban és a
legnagyobb mennyiségben az AFB1 forddl &Inbvényi terményekben, a toxikoldgiai adatok
zOome is az AFB1-re vonatkozik. A B2, G1, G2 toxinok gyakorlatilag nem talalhatéak az
AFB1 nélkul, az 6sszes aflatoxin szint 50-70%-at az AFB1 teszi ki (WHO, 1998). Az
aflatoxinnal szennyezett takarmanyt fogyasztoosikt tejében (szarvasmarha, juh, kecske)
az AFM1 és M2 (milk) hidroxilalt metabolitok jelennek meg. Az aflatoxinok stabil
molekulak, fé6zésnek, mikrohullamu kezelésnek ellenallnak, az Uy fé@atasara viszont
bomlanak. Az AFM1 koncentracio pasgizéskor nem valtozik (McDONALD ES CASTLE,
1996).

Az Aspergillus flavus aflatoxin termeb tdrzsei a vilagon szinte mindenhol
megdalalhatéak, jelen vannak a talajban, a levegében. Mind a szant6féldon, mind a raktari
korilmények kozott képesek megferhi a terményt. Magyarorszagon a klimatikus
viszonyoknak koszonhéen a hazai élelmiszerek esetében aflatoxin szenngéggtil
napjainkig nem kellett szdmolni. Azonban sajnalatos mddon a klimatikus valtozdsok
kovetkeztében mar tébb hebyrieleztek magas aflatoxin tartalmi Magyarorszagaomedt
gabonat, & tobb esetben mutattak ki nagy aflatoxin tednéépességgel rendelkiez
élonovényrol izolalt Aspergillustorzseket az utdbbi években@dBoLyI ET AL., 2011).

Az aflatoxinok metabolizmusa és egészségkarositd hatasa

Az aflatoxinok eés mérgek: LD50 értékik allatfajonként valtozo 0,3-2ftesttomeg
kg (KovAcs, 2004). Akut toxikus hatasuk minden tanulményozott &llatfajpan a mjj
nekmzisaval jellemezhét hosszabb expoziciés id6 utan kis doézisok fogyasztasa esetén is
majkarosito, genotoxikus é€s immunszupressziv hatasuak. Majturbfmrdeilasat novel
hatisat valészinisitik epidemiologiai vizsgalatok Afrikaban, Indiadaélkelet-Azsiaban
(BIRO, 1999). Az IARC (International Agency for Research on Cancer) az aflatoxin csoportot,
kiemelten az AFB1 tipust huméan 1A rakkelek mingsitette, mig a tébbi aflatoxint és azok

metabolitjait 1B, azaz potencialisan rakkeliesorolast kaptak (XEDINE ET AL., 2007A).
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Ahhoz, hogy a felvett AFB1 genotoxikus hatast tudjon gyakorolni egy szervezetre, at
kell alakulnia reaktiv epoxidda. Ezt az atalakitdst a mono-oxigenaz enzim rendszerhez tartoz6
citokrdm P450 enzimcsaladd végzi. Ezek az enzimek a szervezetbe kerllt idegen anyagok |.
fazisi metabolikus folyamataiban jatszanak szerepet. A majban torténik az AFB1 aktivalasa, a
monooxigenazok altal AFB1-8,9-epoxidda oxidalodik, amelynek két izomere van, az exo €s
az endo forma. Az exo izomer kialakulasat a CYP3A4 citokrom oxidaz enzim végzi. Hataséara
oxirdn-szarmazékot képez, egy oxigénatom kapcsolddik a 8. és 9. szamu szénatomra. A
létrejott AFB1-8,9-exo-epoxid molekula nagy affinitdssal 6kiik a nukleinsavak guanin
bazisdhoz kovalens koétéssel, igy AFB1-N7-guanint formalva. Ez &dk&t guanin-timin
bé&ziscserét, mutaciot, DNS és RNS karosodast okozhat. A szervezetben zajlé6 metabolizacios
folyamatok mésodik fazisanak nagy szerepe van az AFB1-8,9-exo-epoxid DNS-hez val6
kotbdésének megakadalyozasaban. A konjugéaciés kapcselatepoxiddal a glutation-S-
transzferazok képesek kialakitani. A kapcsolat eredményeként AFB1-GSH-konjugatum jon
létre, amely mar nem képes a szervezet molekuldival reakcidba lépni, és amit a szervezet a
kivalaszto folyamatai révén az epén és részben a vesén keresztil a vizelettel kiteEQN

GROOPMAN, 1999; BDARD ESMASSEY, 2006).

2.5.2 Ochratoxinok

1965ben a penészgombak masodlagos anyagcseretermékeinek szisztematikus
vizsgalata soramspergillus ochraceuszirletébdl erésen nefrotoxikus és hepatotoxikus
vegylleteket izolaltak, amelyeket ochratoxinoknak neveztek &€R ESFENNELL, 1965).

Az ochratoxinokat etssorban azAspegillus és Penicillium fajok termelik. Az
ochratoxin-termél fajok kozul a hideg klim4ju régiokban a leggyakoriblzaRenicillium
fajok, mig a meleg és tropusi éghajlatonfapergillusfajok a Hbb termebk. Az Aspergillus
izolatumok altalaban mind OTA-t (ochratoxin-A), mind OTB-t (ochratoxin-B), mig a
Penicilliumfajok csak OTA-t termelnek. Nagy mennyiségben OTA-te$malpergillusfajok
(Circumdatiszekcid) azA. cretensis, A. flocculosus, A. pseudoelegans, A. roseoglobulosus, A.
westerdijkiae, A. sulphureugss Neopetromyces muricatugFRISVAD ET AL., 2004). A
legfontosabb OTA-termélfajok, melyek potencialisan szennyezhetik a kavest ritalokat
es élelmiszereketdA. ochraceus, A. westerdijkigs A. steynii Masik fontos OTA-termél
csopot a feketeAspergillusfajok (Nigri szekcid), ebben a szekcidban a legfontosabb OTA-
termeb faj az A. carbonarius mely nem termel ochratoxin-B-t, ellentétben Az nigekrel
mely mind OTA-t, mind OTB-t termel. Amig a legtolh carbonariusOTA-termebnek
bizonyult, addig azA. niger térzsek 5-15%-a termel OTA-t. Ezen kivil még két fekete

20



DOI: 10.14751/SZIE.2013.060

Aspergillusfaj, az A. lacticoffeatusés azA. sclerotionigeris OTA-termebnek bizonyult
(SAMSON ET AL., 2004).

Az ochratoxin-termél mikroorganizmusok altalaban raktari (post-harvest) lastn
okoznak, viszont ezek a fajok csak részben ded az OTA szennyezettségeéert. A
Pencillium verrucosurot gyakran izolaljak gabonafélék feluletemint szantofoldi kartevo
felelos lehet az OTA szennyezettségériiMr, 1995).

Az OTA-t termeb Penicillium fajokat leggyakrabban a tarolt gabonafélékkel és
fermentalt termékekkel hozzak osszefiiggésbe, migsaergillusfajok féleg a kavebabot,
fiszereket, kakadbabot, sz6jababot, foldimogyorott rss kukoricat szennyeznek (@ds
1996, VARGA ET AL., 2001). Hazai éghajlati korilmények kdzott is teddid, leggyakrabban
és legnagyobb mennyiségben a gabonafélékben és hlvelyesekben fdérd#zmirzne-
SzaBO ES KOVACS, 2007). OTA-val szennyezett élelmiszerek (gabonafélék, zold kavébab,
pené&zes sajtok, hal, tejpor, kenyéfisterek) komoly egészségugyi problémakat okoznak az
egég vilagon. A szennyezett zold kadvébab kilondsen fontos, mivel az OTA nem teljesen
bomlik le a porkolési eljaras alattgTBOUCHI ET AL, 1987). Az élelmiszerek OTA tartalmat

vilagszerte ellenérzikgképp a folyamatos bevitel miattIEDINE ET AL., 20077).

Az ochratoxinok metabolizmusa és egészségkarosité hatasa

Takarmany eredétochratoxikdzisra a haszonallatok kdziként a sertés és a baromfi
erzzkeny. Az OTA efsen toxikus anyag, vesekarositd, allatkisérletekbeonnpitottan
rakkel, immunszupressziv, teratogén anyag. Azésrskervezetbe jutott toxin lassan trdl.

Az ochratoxinok csoportjan belll a klértartalmi szarmazékok akut toxicitdsa nagy,
hatdsuk vesekérositasban, a vesetubulusok nekrézisaban nyilvanul meg. A klérmentes
szarmazékok mérgézhatasa egy nagysagrenddel kisebb. A tdbb hasonldatietlkézil a
legnagyobb mennyiségben az OTA kégik, amely bioldgiailag is a legaktivabb. Savas
tulajdonsaganak koszonlkiein a legtobb faj esetében az OTA a gyomorbdl szivdjkde
vékonybélben torténé felszivodast is megfigyeltek. Monogasztrikus ablatizgetében az
elfogyasztott OTA kozel fele szivodik csak fel AGIER ET AL., 1981). Az OTA a
felszivodast kovéen a vesékben magasabb, a m4j, izom és zsirszévetdesorg/abb
koncentraciéban akkumulalédik. Ennek egy része metabolizalédik a nem toxikus ochratoxin-
a-ra és mas, kevésbé toxikus kisebb egységekre, a kilbrfbfikban eltéé aranyban,
jelents része pedig valtozatlan formaban a vesén kerestitiill la szervezetbél. Kimutattak
az OTA-rdl, hogy hozzakd@idik a vérben lévo fehérjékhez, pl. a szérumalbuminhoz, melynek

hosszu a féléletideje a testben. Az OTA passzivan szivodik fel a bélhamsejteken keresztil és
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aktivan a vesékben (MRQUARDT ESFROHLICH, 1992). A toxin 8leg a vizelettel tavozik a
szavezetbél, kisebb mértékben pedig a széklettel ochrato¥éis-OTA formajaban.

irtdak le (BUCHMANN ET AL., 1985). Legszembigébb a veseelvaltozas: a vese rendszerint
megragyobbodott, vildgosabb szinarnyalatd. Az ochratoxin okozta sertésnefropatiat
valamennyi eurépai orszagban megjelermoy, 1998).

Cdrke- és pulykaallomanyokban is leirtak a megbetegedést: a vesék
megnagyobbodasa és fakd szinedtféit volt, szOvettanilag a proximalis tubulusokban
hanelhalast figyeltek meg. Tomeges elhullast okozott. Jeltermkabb a csokkend
testtbmeg-gyarapodas és a roml6 takarmanyfogyaszté#soiBr ET AL., 1984).

Oralis kisérletekben egereken és patkdnyokon letesztelték az OTA karcinogén hatasét
(CLARK ES SNEDEKER, 2006). Egyértelin tény, hogy az OTA a vesére karcinogén hatassal
van him patkanyokban, bar a hatas pontos mechanizmusa ismeretlen.

1993-ban a Nemzetkozi Rakkutatdé Ugynokség (International Agency for Research on
Cancer, IARC) az OTA-t, mint lehetséges huméan karcinogént a RBI{EE ET AL., 2007B).
coportba sorolta és azt a kovetkeztetést vonta le, hogy elegedéyiték van az
allatkisérletekbdl az OTA karcinogén hatasara, viszont hianyosak ayhédamk az OTA

karcinogén hataséarél az emberre nézve (IARC, 1993).

2.5.3 Zearalenon

A ZEA aFusarium nemzetségbe tartoz6 fonalas gomba fajok altal termelt rezorcilsav-
lakton. Szarmazeékai a termeészetbesfoetlulé a-zearalenol,f-zearalenol, zearalanon, 3'-
hidroxizearalenon, 8’-hidroxizearalenon, 5-formilzearalenonig§ 1998). A leggyakoribb
ZEA-termeb fajok a kovetkedk: F. avenacum, F. equiseti, F. graminearum, F. culmorum, F.
lateritium, F. crookwellense, F. semitect(BETINA, 1989;BENNETT ESKLICH, 2003).

A zearalenon metabolizmusa és egészségkarositdé hatasa

A ZEA és szarmazékai bioldgiai hatdsait tekintéi&éht szaporodasbiologiai és ivarzasi
problémat okoznak. Ennek oka, hogy kémiai szerkezetiikében nagyban hasonlitanak a
természetes 0Osztrogén vegylletekhez, és soks#seldr 6sztrogén receptor affinitassal
bimak (GRomMADzKA ET AL, 2008). A méhnyalkahéartya, a petefészek, a tejmirigyek, a
hipotalamusz, a hipofizis eliils lebenyének sejtjein talalhaté 0Osztrogén receptorokhoz
kapcsolédnak. Az egyes fajok érzékenységét befolyasolja az adott receptorok tipusa és

eloszlasa. A fuzarium toxinok kozott szinergizmus figydlheteg ennek kdvetkeztében
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egymas hatasat fetimitve még sulyosabb szaporodasbiologiai zavarokatnak (CSEH ES
KovAcs, 2010).

Ruzsés és munkatarsai 1979-ben bizonyitottdk a ZEA hormon- és reprodukcios
rendszert zavar0 hatasat. Tobb hetes etetési kisérletekben szennyezett takarmannyal térténé
etdése kovetkeztében a kisérleti allatoknal zavarok léptek fel adéligsben, a
spematogenezis soran, valamint a termékenységben. Tovabbi kutatasok eredményei is
igazoljdk a ZEA csokkenti a tesztoszteron és spermium mennyiségét, és fokozza az
elndiesedést (HENNE ES DOURMAD, 1994). El§sorban a kukorica és a buza alapanyagu
termeékekbdl kerllhet ez a toxin a szervezetbekcs, 2004).

Maéas karos biolégiai hatdsait is kimutattak a ZEA-nak: haematotoxicitaarRbUFI
ET AL., 1996), genotoxikus €s mutagén hatdsat (Liol EJ2804). Ma4jkérositdé hatasat is
leirtak, melynek oka, hogy a toxin megvaltoztat kiléribdmldgiai markereket; valamint
immunotoxicitasa is ismeretesIEDINE ET AL., 2005).

A ZEA atalakulasa soran toxikusabb masodlagos metabolitok keletkezhetnek, mint az
a-zearalenol, mely nagysagrenddel toxikusabb hatastkuah szervezetbe kertlve a ZEA
zsiroldékonysaganak készonbet konnyen megkétdik, majd a sejteken belll tovabb alakul
metbolitjaira, melyek aztan a majban glukuronsavval kapcsolédnak. A glikuronid
megkotdik a bélnyalkahartya-sejtjeiben, majd a majon ketdsat véraramba kertl. A
hepatikus keringés kovetkeztében a toxin eliminécidja gatolva van, ami fokozza a karos
hatasok idétartamat @ MmADzKkA, 2008). A ZEA metabolitja az-zearalenol, négyszerte
aktivabb (MATRAI ET AL., 2003), mig a R-zearalenol (szerkezete megegyeziki-az
zearalenoléval, de az atomok kapcsolédasi sorrendje mas) a ZEA-val megegyertasi
(MEzES 2009). Az eddigi vizsgélatok kimutattak, hogy a haszondllatok kozil a sertés a
legérzékenyebb ra, mert a szerveztében a metabolizacié kovetkezichearalenol

keletkezik, hasonl6an az emberben iAfMAI ET AL., 2003).

2.5.4 Trichotecének — T-2 toxin és a deoxinivalenol

A trichotecénvazas vegyuletek kozul a legismertebb a T-2 toxin és a DON, de emellett
kozd 200 kulonbos trichotecénvazas mikotoxint izolaltak és irtak lelledezo rajuk a
dematotoxikus hatas, 2-3 héten keresztll tartd fogyasztas soran a szajnyalkahartya és
nyelbcsy kisebesedik, viszkét kiutések jelennek meg, valamint szovetelhalds is
medigyelhe®. Ezzel parhuzamosan a vérképben is valtozasok kovetkede, a
fehérvérsejtszam és trombocitaszam csokkerrE ET AL, 1971). Mérsékelt égovon a
leggyakoribb trichotecénvazas mikotoxin a DON, de a NIV, T-2, és HT2 toxidfreéllhat.

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

A legtoxikusabbnak itéltFusarium penészgombak &ltal termelt trichotecénvazas
mikotoxin a T-2, mely a leggyakrabban fordub ed takarmanyok alapanyagaul szolgalo
gabora magvakban (ACINTA ET AL., 1999). A gabonaféléket a szant6féldon a vegetacios
idészakban nedves idében veszélyezteti a kialakulasa, de a helyteles &m@a gabonara
keriilb nedvesség is a trichotecén vazas mikotoxinok korégnjdnak névekedéséhez
vezethet (WHO/FAO, 2000). A T-2 toxin @hidroxi-4-3, 15-diacetoxi-8& (3-methil
butiriloxi)-12,13-epoxitrichotec-9-én) vilagszerte természetes toxikus szefmglezszamit
(MAURICE, 1983;ABRAMSON ET AL, 1997). A T-2 toxin vizben nem, szerves oldoszerekben,
mint alkoholokban és polaros oldészerekben, igy példaul metanolban, etanolban,
izopropanolban, propilén-glikolban, acetonban, etil-acetatban, kloroformban, dimetil-

szulfoxidban jol oldodik.

A T-2 toxin metabolizmusa és egészségkarositd hatasa

A szervezetbe bekekillT-2 toxin nagy része érintetlendl athalad a bélcsatoésaa
bélsarral kitral. A T-2 toxin zsiroldékony vegytilet, emiatt a fennmarad6 hanyad hatékonyan
felszivodik. A felszivodas helye a vékonybél, majd a majon keresztlil részben
metabolizdlodva (pl. glutation konjugacié) az epén keresztil ismét achelgst vissza
(WHO/FAO, 2000).

A majban zajl6 metabolizacios folyamatok soran, a T-2 zsiroldékony jellege csokken,
vizoldhatésdga pedig javul. A folyamat atmeneti metabolitok is keletkeznek, amelyek
toxikusabbak is lehetnek, mint a kiinduldsi vegylletek. HT-2 toxin, mely T-2 toxin
atalakuldsa soran keletkezik, &s vitro karcinogenitasi tesztben bizonyult karosabbnak a
kiindulasi T-2 toxinnal (WHO/FAO, 2000). A T-2 toxin és szarmazékainak toxicitasat a
12,13-epoxid, valamint az azokbodl kédé oxigén gyokok adjak (BFSTETTER ET AL, 2005,
amelyek a sejtek membranjaban lipidperoxidaciés folyamatokat is kivalhatrede T AL,

1998).

A T-2 toxin esetében dermatotoxikus hatasok és a fehérjeszintézis zavarok,
szajnyalkahartya és nyelss felmarddasok, viszkét kilutések, valamint szovetelhalas
figyelhettk meg (FAIRHURST ET AL, 1987, &Lyl ES GLAVITS, 1995). T-2 toxin legfontosabb
hathisa a fehérjeszintézis gatldsa. Amely soran a majsejtek transzformacios folyamataiban
szerepet jatszo fehérjék aktivitasatufBRE ET AL, 2000) és az immunrendszefikbdését

befolyasolja (RCHARD ET AL., 1991; KDD ET AL., 1995), igy a T-2 toxin mérgezés fokozottan

24



DOI: 10.14751/SZIE.2013.060

erzékenye teszi az allatokat az egyes betegségekkel szembere(ML., 1988). Az allati
szervezetben a majban, a csondben, a lépben és a timuszban folyd fehérjeszintézishez
kapcsoldédd folyamatok szenvedik el a legnagyobb mértéki karosodast T-2 toxin terhelés
esdéén. (ROSENSTEIN ESLAFARGE-FRAYSSINET, 1983; HOLLADAY, 1995). Azon sejteket
karositva leginkadbb, amelyekben nagyméiitélehérjeszintézis megy végbe, amilyenek
példaul a limfocitak, vagy az epitelidlis sejtek. A T-2 toxin szarmazékai a fehérjeszintézis
potencialis inhibitorai eukaridta sejtekbenefd, 1968; FEINBERG ESMCLAUGHLIN, 1989;
HOLLADAY , 1995).

Deoxinivalenol

A legjelentsebb névénypatogének kozeé tartozé, buza és kukoricaidzisat okozo
F. graminearumésF. culmorumfajok altal fer6zott szanto6foldi névényeken jelenik meg a
DON. Amely rendkivil ellendlld6 molekula, héstabil, azaz a raktarozastdl kezdve az
eldmiszerlancon keresztlil képes megmaradni.éflesi alapanyag é8készitési eljarasokon
keresztul, a f6zés-sutési eljarasokat is képes atvészelni, tovabiagas hémérséklet sem
csOokkati a mennyiségét @&TER ET AL, 1996; EHLING ET AL., 1997; ERIKSEN ES
ALEXANDER, 1998).

Hosszan tarto (t6bb, mint egy év) tarolas soran azonban, amennyilienéasbkleti
ésnedvesség viszonyok leldgé teszik, a bakterialis folyamatokat részleges dékaxioja
(deepoxidacid) megfigyelh&éwolt (MEzES2013).

A DON metabolizmusa és egészségkarositd hatasa

Az akut DON toxicitas emberekben fejfajast, szédulést, émelygést, hanyast, hasmeneést
okoz. Az allatokban a révid idétartamu kitettség anorexiat és hanyast okoz, a kitstzég
pedig a bels szervek elvaltozasahoz vezet. A DON toxinrél kimatatthogy genotoxikus,
immunszupressziv, teratogén, valamint szamos szaporodasi végpontra is negativ hatassal van.
A DON elss lépésben a fehérjeszintézist gatolja, felboritja tokiiin szabalyozast,
megvaltoztatja a sejtproliferaciot és sejthalalhoz vezet. lgés ievmunrendszer gatlo. A
fehé&jeszintézis megakadasa miatt az agy noveli a triptofan aenosav felvételét, s ennek
kovekeztében fokozodik a szerotonin szintézise. Felégmetez &ll a hatterében a DON
erdteljes émelygést, hanyastielézs hatasanak. Ugy gondoljak, a DON és mas trichotecén
anyagok a megnovekedett szerotoninszinten keresztil 6éellel emellett az anorexia
kialakulasaert is. Az is szerepet jatszhat a csokkent taplalék- vagy takarmanyfelvételben, hogy
a DON irritalja a bélrendszert RENHOLM ET AL., 1984;EHLING ET AL., 1997) Az éllatok a
toxinszennyezett takarmanyt visszautasithatjak a dézistdl, az allat egyedi érzékéhyasegét

eltérs tartasi kortlmeényekt fuggéen. A DON tartalmi takarmany a bélcsatornaban
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gyulladasos folyamatokat, valamint fekélykégeést indukalhat (81 Es GLAvITS, 1995).
Emiatt csokken a taplaléanyagok emészibéye és felszivodasa, igy a takarmanyok

hagnosulasa.

2.5.5 Fumonizin-B1

A fumonizineket §leg aFusarium verticillioidesés F. proliferatumtermeli, az ismert
nyolc fumonizin szarmazék koziul a FB1 a legjedsebb és leggyakoribb. 1988-ban, Dél-
Afrikdban a Marasavezette PROMEC (Programme on Mycotoxins and Experimental
Carcinogenesis) csoport kutatdéi 1988-ban fedezték felLgErsLom ET AL, 1988). A
fumonizinek felfedezése azért volt nagy jetesdtdi, mert ezzel toébb allati és human betegség
oka valt ismertté. Nem véletlen, hogy az elmult 20 évben a nemzetktzi mikotoxin kutatas
kézéppontjdba a fumonizin kutatas kertlugDon, 1996). A fumonizinek a takarmany- és
étkezési kukoricat is vilagszerte szennyezikéf&@ldulasukat az 6sszes kukoricatermészt
orszagaban kimutattak. A fumonizinekre szinte minden allatfaj, kiléntsen a lofélék és a

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

Fumonizinek metabolizmusa és egészségkarosito hatasa

Az FB1 sertésekben sulyos mellvizkoért és tudovidengez eb. A betegséget 1989-
90-ben az USA-ban észlelték és bizonyitottak, hogy FB1 okozz®gI$ON ET AL., 1990).
Az A&llatoknél ebforduld betegséget (FAzEkas ET AL 1997) Kkisérleti allatetetéssel
reprodukaltak. Két 10-12 kg testtomiegnalaccal 330 mg/tak.kg FB1 etetését kdeat az
allatok az 6todik napra elhullottak. A mellvizkor és tudévizemyellett majelvaltozas és
sagasag, agyodéema, illetve kezd6do koérdlirt agylagyulas volt diagnosztizalhaté. A fuamoniz
toxikozis sertésben pulmondlis, kardiovaszkularis és hepatikus szimptomékkal jellémezhet
A fumonizinek rakkelt hatasu anyagok, melyet laborallatokon és szdvetteatsen végzett
kisérletekkel tobbszorésen is igazoltak. A fumonizinek az emberben is takiatstak.
Szamos tanulmény bizonyitotta, hogy a vilag azon részein — Dél-Afrikaban, Kina egyes
részein, a legutébbi adatok szerint Olaszorszag északkeleti részén —, ahol a vidéki lakossag
mindennapi taplaléka a kukorica, illetve a kukoricabol készult ételek, a kukorica gyakran
szennyezett fumonizinekkel, az emberi gabrak kb. 30-szor gyakrabban fordubemint a
vilag mas terlletein, ezért a kutatok altalanosan elfogadottnak tekintik, hogy ezeken a
terlleteken az emberi nyelssrakot a fumonizinek okozzak EEDERBLOM ET AL., 1991,
1992;NORRED ESV 0SS 1994).

A fumonizin hatasmechanizmuséara vonatkozéarbkélt Wang és munkatarsai

(1991)irték le, hogy a FB1 a szfinganin szerkezeti analdgja, majd ez a megfigyelés vezetett el
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ahhoz a felfedezéshez, hogy a FB1 specifikus tamadaspontja a szfinganin- és szfingozin-N-
acetiltranszferdz (ceramiddz vagy ceramid szintaz). A szfingolipidek a membranok
szerkezetének felépitésében, és ezzel igen nagyszamu sejtfunkciéban és ezek szabalyozasaba
vesznek részt B.L ET AL., 1993). A szfingolipidek csaknem minden sejt membranjaban jelen
vann, legnagyobb mennyiségben a kdzponti idegrendszer fehérallomanyatrae s
MANCHOVICH,1996). A szfingolipidek kdz6s tulajdonsaga, hogy vazukat a szfingozin alkotja
(1,3dihidroxi, 2-amino vegytilet).

A Fusariumgombak altal termelt mikotoxinok esetében meg kell jegyezni viszont,
hogy Fusarium mikotoxinok esetében jéval tdbb hosszu lefolyasa hatast irtak mar le, mint
akut tineteket (B Nus ET AL, 1996). Tobbek kozétt az immunrendszefikddésének

zavaait feltételezik a kronikus toxikozisok hatterébeagPA ET AL., 1987).

2.6 Mikotoxinok kimutatasara alkalmazott moédszerek

2.6.1 Kémiai analitika

A toxinok kvalitativ és kvantitativ kimutatasara a legszélesebb kérben alkalmazott
kémai analitikai moédszer a magasnyomasu-folyadékkromatografia = HPLC, illetve annak
tomegspektrometriaval kombinalt valtozatai (HPLC-MS vagy UGjabban HPLC-MS/MS),
pontossaganak és megbizhatésaganak kdsz@mhet

A HPLC vizsgalatoknal az egyik tipus a minta egyedi tulajdonsagat, ugy, mint UV
abszorbancigjat vagy fluoreszcencidjat mérriKOr, 2000). Ez a moddszer sikeresen
adkalmazhat6 a ZEA és szarmazékai esetében, azok természetes fluoreszkalasanak
koszonheten (GQROMADZKA ET AL., 2008). A masik tipus a mozgofazis azon tulajdonsagait
vizsgélja, mely a mintaval valé érintkezés kdvetkeztében megvaltozik. llyen lehdiség
vagy a torésmutaté. Ezen eljarast alkalmazzadk a tdbbi toxin vizsgalatara, mely egy
kromatogréafias elvalasztast alkalmaz kiegészitve a tovabbi szelekcidiviehevé tandem
kapcsolasu tomegspektrométerrel (HPLC-MS/MSPZB ESMARTHNE, 2010).

A hazai és nemzetk6zi szabvanyok mikotoxinok élelmiszerekbél és takarmanyokbol vald
kimutatasdra HPLC mddszereket irnak el
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2.6.2 Immunanalitika

Mikotoxin vizsgélatok esetében megbizhatéan alkalmazhaté az enzimhez kapcsolt
immunszorbens vizsgalat (ELISA — Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay). A moddszer
alapja, hogy az adott mikotoxint nagy antigenitasu vegytilettel konjugaltatjak, majd az igy
képzdott konjugatumot annak hdromdimenzios szerkezetedalapjeceptorok felismerik és
jelen®s titerli antitest termelés indul meg. felismerikR@1ADzKA ET AL., 2008).

A mérés elve antigén-antitest kdtésen alapul folyadék fazisban. A biotin-streptavidin a
legesebb ismert fehérje-ligandum kélcsonhatas. A milaatt lemez cellaiba, amelyek
streptavidinnel fedettek bemérjik a toxin-standardokat, vagy mintakat; tovabba a toxinnal
konjugalt torma peroxidazt (konjugatum). A toxin és a konjugatum az eztkivbemért,
biotinnal kapcsolt, toxin-specifikus antitest antigénékdtelyeiért vetélkedik (kompetitiv
enzm-immunoassay) kezdetben a folyadék fazis teljes térfogataban. Ezzel egy idében a
biotinilalt antitest, amely igen ésen koébddik a streptavidinhez, a vetélké#omponenseket a
celak felszinéhez koti. Az inkubalast kddemosassal minden nem kdbtt komponens
eltavolitunk a rendszeéh igy a cellakba mért szintelen szubsztratot csak aekitaradt
konjugatum képes kék termeékké alakitani, ami az ellenanyaghdézddtbiszabad toxin
menryiségével forditott aranyban all. Az enzimreakciot leallitdo stop oldat a kék szint sargara
valtoztatja. Ennek optikai denzitdsa mikroplate-fotométerrel m&rbet450 nm-en mért
absorbancia tehat forditottan aranyos a mikotoxin koncentraciojaval. A standard pontokbal
nyert kalibracios goérbe (x: Ig(konc.), y: OD450) segitségével a mintak koncentracioja

egyértelnien meghatarozhaté(Tpl).

2.6.3 Biologiai hatasméres

A biologiai hatasmérés soran altalaban valamilyen toxikus anyékgngéekre
gyakorolt hatasaval foglalkozunk. A kronikus és akut vizsgalatokat végzink, melyek kapcsan
meérési vegpontok kilonboztetlikt meg. A vizsgalatok soran a kilonléozszennyeé
anyagok koncentraciéiban adjuk meg a Kkivalasztott tesztorganizmusokon mért hatast
(mozgasképtelenség, fénykibocsatas-valtozas, elhullas). A kil®kbdzentraciok mellett a
kulonbo®d enzimek aktivitasanak csokkenése vagy novekedésegisontként szolgalhat
(GRUIZ ET AL., 2001).

Az adott toxikus anyag semlegesitésének/artalmatlanitasanak ellenérzése soran minél
tobb endszerben negativ, azaz hatast nem kivaltd adatokat kapunk, annal biztonsagosabbnak
tekinthet az eljarasunk. Erdemes a mikroorganizmusokon keélefsgyamatosan magasabb

szervepdédi tesztek felé haladva és egyre tagabb hatasspektiumnsgalni a tesztelni
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kivant artalmatlanitasi modszert pl: citotoxicitas, genotoxicitas, etetési kisérletek (akut és
krénikus) hal, baromfi, egér. igy a mikrobakon, halakon, madarakon keresztiil egészen az
emlosokig eljutva kapunk eredményeket az adott toxikys@ viselkedését.
A toxikus anyagok kulénb@z biologiai hatadsainak tesztelésére szamos teszt all
rendékezésre:
» Prokariota tesztrendszerek:
0 Mutagenitas, genotoxicitds mérésére: AMES teszt, SOS-Chromo teszt
o Citotoxiciths mérésére: Alivibrio fischetgszt, BLYR teszt
» Eukaridta tesztrendszerek:

o Endokrin rendszert zavaré hatads (Osztrogén, androgén) mérésére:

BLYES, BLYAS teszt
+ Allatetetési kisérletek:

o Molekularis genetikai bioassay vizsgalatok, pl: 6sztrogén dependens
MRNS-koncentraciomeérés (amely modszerek in vitro sejtvonalakon is
alkalmazhat6ak)

o Célszerv tulajdonsagainak/elvaltozasainak vizsgalata

2.6.3.1 Prokaritta tesztrendszerek — SOS-Chromo teszt

A genotoxikusanyagok kimutataséara hasznalt SOS-Chromo tesziadaktozidaz és
az alkalikus foszfatdz enzim aktivitas mérésén alapuld eglydadorimetrias mérés. A teszt
az Escherichia coliK12 t6rzsbél szarmazé PQ37 mutans térzsét hasznalja tesztstieéntz
A teszt azon az elven alapul, hogy a legtébb genotoxikus vegyilet indukalja az SOS
hibajavitdé rendszert a baktériumban. Az SOS-repair rendszetsenetarosodott DNS-szal
javitasara az utols6 "esélyt" adja, ahol mar nem a hiba korrekt javitdsa a cél, hanem egy
valamennyire is hasznalhato, folytonos DNS elkészitése, melybaliékben esélyt biztosit
a tuélésre.

A tesztszervezetben a normat gént — gs-galaktozidaz strukturgénje — torélték a
genonbdl, és athelyezték agfiA gén kontrollja ala, amely részt vesz a sejtosztodasban és
tébb beépitett génnel egyitt az SOS valaszreakcioeért isfefekejt a DNS javitasa soran az
sfiA::lacZ operont a genotoxicitds nagysaganak medfeteltobbszor atirja. Az atirasok
szandnak novekedése egyenesen aranyodac@ altal kodolt p-galaktoziddz enzim
menryiségével. (QILLARDET ET AL., 1982;L EGAULT ET AL., 1994).

A teszt alkalmas a genotoxikus, és DNS karositdé anyagok kornyezeti mintakban
tortérd  kimutatdsara, talajban, levdmhl, eélelmiszer 0sszetevokhé vegyilletekbdl,

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

A citotoxikus hatds mérésére alkalmazotliivibrio fischeri tesztszervezet egyik
legismertebb tulajdonsaga a biolumineszcencia, amely tulajdonsaga, ha citotoxikus anyaggal
kerll kapcsolatba nagymértékben gyengtl vagy elveszik. Ezt a tulajdonsagéat alkalmazzak a
kornyezetvédelmi gyakorlatban vizmintak ©kotoxicitasanak megallapitasdamnafibez-
ALBAET AL., 2002;PEINADO ET AL., 2002;REPETTO ET AL 2001;RIBO ES KAISER., 1983). Egy
lengyel kutatécsoport adaptalta a mdédszert mikotoxinok vizsgalatara is. A kutatasaik soran az
AFB1-et 10 pg/ml és DON-t 20 pug/ml koncentracidban vizsgaltaR{SR T AL, 2008).
Krifaton és munkatarsai 2010-ben tovabb fejlesztették a mddszert és megallapitottak, hogy az

AFB1 mar 1 pg/ml koncentracioban is kimutathat6 a teszttel.
2.6.3.2 Eukariéta tesztrendszerek — BYES,/BLYAS teszt

A BLYES/BLYAS rendszer aSaccharomyces cerevisia#deszétorzs genetikailag
modosiott  valtozatat hasznalja tesztszervezetként @&gztrogén/androgén hatas
kimutatasara, amelynek genomjaba a human dsztrogén/androgén receptort integraltdk. A
sejtben jelenlevé 6sztrogén/androgén receptorok, amennyiben hormonretgaggal
kapcsolodnak, képesek azt valamilyen riportergén segitségével jelezni. llyen példaul a
YES/YAS (Yeast Esrtogen/Androgen Screen) teszt, amely esetében plazmidonl&ddolt
gén atirédasa jelzi a hormonhatasu anyag jelenlétét. A receptor-EDc komplex az plazmidon
kodolt dsztrogénvalasz-elemekhez (ERE — Estrogene Response Eleméaik kélinditja a
lacZ gén atirodasaval a 3-galaktozidaz teridést, amely megfelélszubsztrat jelenlétében
szinreakciot ad; igy a hormonhatés kolorimetriasan méffReaUTLEDGE ESSUMPTER, 1995).

Enn&k a modszernek egy tovabbfejlesztett valtozata biolumineszcencia alapu teszt. A
luxCDABE operon sejtbe integralasaval lIétrehoztak a BLYES/BLYAS (Bioluminescent Yeast
Esrtogen Screen) tesztet (Tennessee University, Knoxville, Tennessee, USA). A teszt elve a
kordbban bemutatott YES moddszerhez hasonld, azzal a kulénbséggel, hogy amennyiben a
human dsztrogén/androgén receptor 6sszekapcsolddik egy hormonhatast anyaggal, akkor a
receptor-komplex elinditia a plazmidon kédalix gének arirédasat. igy a tesztszervezet
O0sztrogénhatasu anyagra fénykibocsatas emelkedéssel reagdia (6T AL, 2003). A
BLYES teszt esetében a B76sztradiol kimutathaté 1,36xP06,81x10" pg/ml kozétt,
illetve az 50%-0s lumineszcencia intenzitast okozé koncentraciéo)(E(72+0,65*10"°
pa/ml. A ZEA esetében az Bgérték 0,60 pg/ml (8NSEVERINO ET AL, 2009,KRIFATON ET

AL., 2011)
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A BLYES torzzsel egyidben egy konstitutiv kontroll térzs vizsgélata szigese
amely acitotoxicitds mérésérealkalmasS. cerevisiaeBLYR torzs. A BLYR torzs esetében a
biolumineszcenciaért feléd gének atirédasa éallando, viszont a sejt életfediétekarosan

hato anyagok kévetkeztében lumineszcencia gatlas tapasztalbaRd(EET AL., 2007).

2.6.3.3 Allatkisérletek

A magasabb rendi &llatokkal végzett in vivo kisérleteknél a toxikyesgakiillonb6s
koncentracioi altal kivaltott hatast vizsgaljak kulonkiozendszertani csoportokba tartozo
élélényekben, izolalt szervekben, vagy természetes afipokban. A vizsgalt reakcio lehet a
pusztulas, alaktani, szaporodasbioldgiai, taplalkozasbiolégiai vagy mas élettani reakcié. A
Kisérleti beallitAsokat és az allatok kezelését az OECD 407 protokoll ajanldsai alapjan végzik
az EU orszagokban. Az akut kisérletek idétartama 72 ora (n=7-10). A kronikus kisérletek
idétartama 21 nap (n=7-10) §ZEZIC ET AL., 2006).

Elss lépcHben valamilyen a kisérletes laboratériumi munkakhozzréds ismert
tulajdonsagu ragcsalok nemzetségebe tartozé fajon tesztelik etetési vagy més(jptlleg
dematoldgiai) kezelés soran a kivalasztott toxikus anyagot pl: Kkisérleti egér és
patkanytorzseken (pl. Wistar patkany) vonalakon, adott specialis vizsgalatokhoz halakon (pl.
ezUst karasz), esetleg nyulakon.

A masodik lépcs soran, a céléllatokon folytatott kisérletek kerilnekra pl:
takarmany kiegésiik esetén az az allatcsoport, aminek a kifejlesztetekaayagot szanjak
pl: baromfi, sertés, szarvasmarha.

A kisérletes daganatkutatasbansstsban endisoket, és ezen bellbleég ragcsaldkat
alkamaznak (egér, horcsdg, patkany), valamint az egyes szenzitiv fajok alkalmazasa (pl.
aflatoxin esetében a kacsa) szintén elterjedt.

Az allatok az altaluk fogyasztott takarmany kapcsan taldlkoznak mikotoxinokkal.
Tobb mikotoxin felfedezését allatetetési korilményékték meg. A kilénb&z mikotoxinok
eséében ma mar tudjuk, hogy melyik szervre hat leginkdbb az adott toxin: az AFB1 a
majfunkciokra, a ZEA az endokrin rendszerre, az OTA a vesefunkciokra, a T-2 toxin esetében
dermatotoxikus hatasok figyelté&t meg. A fumonizinB1l sertésekben tldovizésseget,
lovakban agylagyulast idéz &l a DON esetéberdként sertésben az emetikus hatast figyeltek

meg

Molekularis genetikai moédszerek

A genetikai ismeretek dviilése lehdivé tette az egyes toxikus hatassal rendélkez
anyagok genetikai expressziojanak vizsgéalatat, az adott szovetben a toxin hatdsara bizonyos

31



DOI: 10.14751/SZIE.2013.060

enzimek termeléséhez szilkséges gének indukaldodnak, amelyeket Real-Time PCR technikaval
tudnak detektélni a szovetkivonatbdl. Tobb olyan toxikus anyag vizsgélata is lehetséges igy
(akar akut vagy krénikus), amelyeknek nem ismert teljesen a metabolitikus Gtvonala, valamint
a sejtekre gyakorolt hatasa; hiszen a célszervre kifejtett hatas mogott természetesen bizonyos
gének expressziojanak megvaltozasa all. E valtozasok, mint molekularis bioldgiai markerek,

szintén felhasznalhatbak pl. az dsztrogénhatés vizsgalatadmngveeR ET AL, 2007).

Célszerv tulajdonsaqgainak/elvaltozasainak vizsgalata

Endokrin rendszerre kifejtett hatas vizsgalata

Az 6sztrogén fontos szabalyozd szerepet jatszik valamennyi geritiéasyddletében,
ezért gyakorlatilag barmelyikik alkalmas lehet arra, hogy Osztrogén-hatasu vegyileteket
vizsgaljunk. A gyakorlatban azonban — gazdasagi és etikai szempontokat is figyelembe véve —
halakat, illetve ragcsalokat szoktak felhasznalni e célra.

Véltivara halak esetében, mint amilyen a zebrabBanfo rerio) is, a vérplazmaban
vagy a teljes test homogenizatumban mért vitellogenin szint meghatarozasséigbiekinal
egyviszonylag egyszéen kivitelezhei teszt elvégzésére. Normal esetben ez a fehérje csak a
né ivard egyedekben terndelik endogén Osztrogénhatasara. Azonban a kornyezetbdl
szamazd, vizbe kerllt hormonhatdsu szenfiyamyagok ezt megzavarhatjak, illetve a him
ivarban is beindithatjak a fehérje terdadsét, igy ennek a fehérjének ELISA mébdszerrel
torténo vizsgalata alkalmas az 6sztrogénhatasu anyagok ghekRdtimutatasara CBWARTZ
ETAL.,2010).

A fenti modszernek van egy koltségesebb, de annal latvanyosabb megoldasa is. A
zebrahal olyan transzgénikus véltozatat hasznaljdk fel hozza, amelynél a vitellogenin
szintézist kédolo géenzytgl) Osztrogén altal indukalhaté prométeréhez egy fluoreszcensen
vilagito fehérjét ¢fp) kodold részt és egy ERE szekvenciat (Estrogen Response Element)
kapcsoltak. Az ifen konstrukciéji m ivard halak majdban, mar nagyon kis koncentracioju
O0sZrogénhatasu vegyilet jelenlétében intenziv fluoreszcenciat eredményex €C AL.,

2010).

A zebra danio vitellogenin teszttel viszonylag egyézerés gyorsan vizsgalhatjuk a
xenoogtrogének hatasanak meglétét, de messzemené kovetkeztetéseket nem vonhatunk le
arra nézve, hogy az efidallatok hormonrendszerében milyen véltozasok meniégker a

vegyuletek hatasara.
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Uterotrofikus bioassay

Az uterotrofikus bioassay mddszer sorafstény ragcsalokat, jellerden egereket
vagy patkanyokat kezelnek 3 napig a kérdéses vegyllettel, majd eztékdwarzsgaljak a
méhtémegének novekedését és a méh falanak strukturajaban bekodvetkezett valtozasokat. A
kisérletekhez prepubertas koru vagy felnétt, ovariektomizalt (peteféstiek attavolitasa)
allatokat hasznalnak. A prepubertas koru allatoknak még nincs szamottevé nemi hormon
termelése, ezért a kisérlet sordn a vizsgalt markerekben bekdvetdéazasok kizardlag a
bealott vegyuletnek tulajdonithatéak. A felnétt allatoknal az endogén 6sztrogén hatasat
ovaliektomiaval lehet megoldani. Ha a vizsgalando vegyulet 6sztrogéin-satadsokkal
renddkezik, a méh tdmege megné. Ez a novekedés aranyos a vegyllet dssdgével
(OECD 2007A, ABASETAL.,1984).

Az 0sztrogénhatasu anyagok a méhben szamos 06sztrogénhatassal kapcsolatos
Gtvonalat szabalyoznak. A l&gdb ilyen folyamatok modellezik az extracellularis mgt, az
alternativ kiegészdtmikodéseket, sejtproliferaciot, vagy hatast gyakoradtzaintracellularis
Cd*-koncentréciéra. Az dsztrogén receptor altal iranyitott valtozasok a génexpressziéban
megfelelben mérhatk Real-Time PCR mérésekkel. Heneweer és munkatarsaivagzett
kisérletek soran vegul 7 géhéllapitottak meg, hogy etinilésztradiol vagy zeamnale kezelés
hatdsara szignifikAnsan megvaltozik az expressziojuk (apelin, aquaporin 5, kaszpaz 7,
komplement komponens 2, mevalonsav-pirofoszfat-dekarboxilaz, osteopontin, calbindin D9Kk)
(HENEWEER ET AL, 2007). Ezek a gének gyulladasos folyamatokban, a komplement
aktivacioban, az extracellularis matrix atalakulasaban, a kalcium-ion transzportjdban és az
extracellularisan jelenléwizhomeosztazisaban jatszanak fontos szerepet.

Heneweer és tarsaaltal elvégzett kisérletsorozat soran a klasszikus uterotrofikus
bioassay modszert kiegészitettek génexpresszios valtozasokat és koregulator kdlcsénhatasokat
célz6 vizsgalatokkal. A kisérlet soran szexudalisan még éretlen, ndstény patkanyokat
etinildsztradiollal (EE2) és zearalenonnal kezeltek, tobb ddzisban, harom napon keresztiil,
majd vizsgaltdk a méh tomegében, illetve a méhszdvet struktirajaban bekovetkezett
valtozasokat. A vizsgalatok soran azt tapasztaltak, hogy az 1 és 10 pg/testsuly kg-os EE2 és
az 1 és 10 mgl/testsuly kg-os zearalenon adagok szignifikansan megnovelédriez
tomegeét. A 10 pg/testsuly kg-os etinildsztradiol és a 10 mg/testsuly kg-os ZEA dézisok esetén
az endometriunszignifikans megvastagodasat tapasztaltak. Emellett az méhszdvetbdl izolalt
RNS-eket felhasznalva, DNS microarray és Real-Time PCR segitségével meértek az
0sztrogén-fligg gének expressziojaban bekdvetkezett valtozasokaifiggelték, hogy a 10

mg/testsuly kg ZEA ddézis hatasara az APLN génexpresszioja az oOtbdére, az AQP5

33



DOI: 10.14751/SZIE.2013.060

génexpresszidja felével csokkent, mig a C2 gén esetében 508#,-al GALB3 gén esetében

négyszereseére nott az expresszE@NEWEER ET AL, 2007).

Nephrotoxikus bioassay
A mobdszer soran a kisérleti eiséllat veseszoveteben (a vese kérgi régidjaban) auwxi
anyag hatdsara bekoOvetkeavaltozasokat a szoOveti sejtekben lezajlé gén indukcidk
kovetben Real-Time PCR segitségével génexpresszios analgégeznek. Endogén
referenciaként Ppia (peptidylprolyl isomeraz A, cyclophilin A) gén expressziojat hasznaljak.
A reakciok specificitdsat (amplikon integritas) Melt Curve elemzéssebeti@n A meéréseket
a specialis cititoxicitasi marker génekre terveziku{@&T AL., 2009). A vizsgaland6 anyag
toxicitdsat az irodalomban mar leirt expozicié altal leginkdbb befolyasolt markergének
expresszidjanak meérésével hatarozzak meg (LUHE ET2003). Luhe és munkatarsai az
OTA génexpresszigjat kivaltd hatasat vizsgaltdk Wistar patkanyokon, 24 és 72 Oras
kisérletekben, alacsony 1 mg/kg és magas 12,5 mg/kg OTA doézisokkal. Az aldbbi gének
kifejezodését vizsgaltak: az apoptozisért (iranyitott sejtéelafelelbss GADD 153, GADD
45, anexin V; az oxidativ stresszvalaszt add hipoxia faktor 1 és a kataldz; valamint
gyulladasra utal@-2-makroglobulin, ceruloplazmin, és a kathepsin Sathd és munkatarsai
a 72 6ras 10mg/ testsuly kg OTA dozis vizsgalatok soran, az OTA hatasara megndvekedett
expressziOkat tapasztaltak: a Gadd45 és Annexin2 expresszidja a kétszeresére, Gadd153 és

clusterin expresszidja masfélszeresére, a ceruloplazmin expresszioja a 2,5-szereseére valtozott.

Hershberger assay

Az assay antiandrogén aktivizalédasokat detektal androgés-Ergyetek (prosztata,
Cowpea mirigyek, pénisz izom) tdmegmeérésével kasztralt him patkanyoknal, amelyeket
tesztoszteronnal kezelnek a vizsgélandd anyaggal torténé 10 napos oralis kezeléshkovet
(GRAY 1998;GRAY ET AL., 1997A, 1998;HERSHBERGER ET AL, 1953).

Az assay nagyon érzékeny az androgén és antiandrogén hatasu anyagokra. Egyéb
meérési végpontok melyek segitenek megitélni a tesztanyag hormonhatasat a maj, vesek,
mellékvesék és vérszérum, amiben tesztoszteron és a luteinizalé hormon (LH) szintjét szoktak
mérni.

Mind az uterotrofikus, mind a Hershberger assay mar t6bb évtizede segiti a kutatdkat a
vegyi anyagok 6sztrogén és androgén hatasanak megallapitasaban. Azon anyagok, amelyek a
patkanyokndl dsztrogén és androgénhatést valtanak ki nagy vakispiel az emberben is

hasonlé elvaltozasokat és hatasokat okoznak.
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Néstény patkany assay

A frissen levalasztott néstény patkany tesztet mar két évtizede hasznatjak G
AL., 1988,1989). A frissen levalasztott néstény patkanyokat naponta kezelik a mégfelel
dbzissal oralis gyomorszondan keresztil 21 napon at, kdzben a vaginanyilas alakulasat
monitorozzak. Az é&llatokat altatasos elblést kégat 42 naposan, teljes vizsgalatnak vetik
ala (meéh és huvely tdmeg vizsgalat, szbvettan, tiroid hormon statusz mérés, HPG funkcio
mérés, szteroidogenezis gatlas, stb). A moddszer nagyon érzékeny az 6sztrogénhatasra, a
szteroidogenezis gatlasara és az antitiroid aktivitas mérésre, valamint kdnnyen

reprodukélhato.

Him patkany assay

A Kkisérlet soran a pajzsmirigyben végbemené véltozasokat, HPG zavar,
szeroidogenezis zavar, valamint szteroid hormonfunkcids zavarokat vizsgalnak. A frissen
elvalasztott him patkanyokat 30 napon keresztil kezelik a vizsgalandd anyaggal. A vizsgalat
érzékeny az androgén, antiandrogén, szteroidgenezis gatlé és antitiroid aktivitasi anyagokra.
Ezzel a mdbdszerrel szamos peszticid és egyéb xenobiotikum 6sztorgén-adrogén hatasat
allapitottak meg (metoxiklér, linuron, karbendazim, dibutil-ftalatq(&R ET AL, 2000).

Utero-Lactational assay

Az EPA Aaltal alkalmazott utero-lactational assay soran 80 napon keresztll kezelik a
kisérleti csoportokat 10 liter tej/kisérleti csoport (120-150 egyed) beallitassal. Ezen protokoll
alapjan androgén és antiandrogén anyagok tesztekh&-3 hét alatt, az EDC (Endocrin
disturbing compound) hatas és az antitiroid aktivitas pedig 4-5 hetes vizsgalat soran
allapithatéak meg.
Ezt a mddszert hasznaltak a 2,3,7,8 TCDD (dioxin) hatadsanak vizsgalatara: ami mar két
nagysagrenddel kisebb koncentracioban megvaltoztatja a szexualis differencialtsag mértékét a
patkanyok és a horcsogok esetében, mint az irreverzibilis elvaltozasakdezel
koncentracioé az ivarérett patkanyok esetéberAGES OsTBY 1995;GRAY ET AL., 1997 b,c;
WOLF ET AL., 1999).

2.7 Mikotoxinok detoxifikaciojara alkalmazott modszerek

A mikotoxinok detoxifikaci6éja soran vagy a mikotoxin molekula kertl lebontasra

adott fizikai-kémiai eljaras, esetleg mikroba alkalmazasaval. Vagy az adott felhasznalasra

“ sz
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felszivodasanak gatlasaval (pl: agyagasvanyok, éksfal készitmény). A mikotoxinokat
detoxifikald illetve degradalé agensek gyakorlati felhasznaldsa a gazdasagi allatoknal indirekt
modon a human egészségvédelem egyik eszkoze is lenabEBGUE ET AL, 2009).

Az adalékanyagok zen cstkkentik a mikotoxin szennyezést a takarmanyokban azaltal,
hogy gatoljak a mikotoxinok felszivodasat, segitik kivalasztédasukat vagy megvaltoztatjak a
mikotoxinok hataséat az adott szervezetre. Ezen takarmany adalékokat mikotoxin detoxifikalé
anyagoknak nevezzik. Az alabbi detoxifikal6 modszerek ismertedBRGUE ET AL,
2009):

» Adszorbensek Olyan nagy molekulasulya anyagok, amelyek valamilyen modon
megkotik a mikotoxinokat, igy csokkentik azok biologiai hozzafédegét. A
folyamat az éllat bélrendszerének karositasa nélkil jatszédik le, és a mikotoxin-
adszorbens komplex az drilékkel tévozik. Az adszorbensek adott, a piacon
beszerezhét készitmények, tartalmazhatnak ammonium propionatohomerikus
propionsavat és szorbit-savat tartalmaz, specialis, magnéziumot és natriumot
tartalmazo természetes szilikat vivbanyaggal, tovabba kulénbikrobak sejtfalat
is pl: tejsav baktérium vagy akar éleszejtfal. A mikotoxinok megkotésre javasolt
anyagok szervetlen és szerves vegyuletek is lehetnek. A szervetlen csoportba
szilicium polimerek igy példaul egyes agyagasvanyok (kaolin, szepiolit, zeolit,
bentonit, stb.) valamint az aktiv szén tartozik. A szerves adalékanyagok nagy
rosttartalmi takarmanyok (szénak, szalmdak) é&desjtfal kivonatok és egyes
huminsav szarmazékok x@sr+, 1980).

 Kémiai mddszerek: Szamos vegylletet hatasosnak talaltak tébb mikotoxinnal
(aflatoxin, fumonizin, T-2, ZEA, DON) szemben (pl. kalcium-hidroxid-
monometilamin, natrium-biszulfit, 6ézon, klérgaz, hidrogénperoxid, aszkorbinsav,
hidroklorsav, kén-dioxid, formaldehid, ammaédnia és ammaonium-hidroxidRG¥ ES
TOTH, 2005).

» Fizikai modszerek: A gabonatételek mikotoxin-tartalma csokkenthet szemek
medanikai, $iriség szerinti szeparacioja €s szin szerinti osztalgozésén.
Ismeretesek mosasi eljarasok (vizzel, vagy Na-karbonat oldattal) a DON, ZEA és
csokkentésére 150-200°C-on torténé hokezelést alkalmaznak. Az ochratoxin szintet
pedg sikeresen kontrollaltak gamma-sugérzassal takarmanyoklesni (BT AL.,

1996).
» Biotranszformalé anyagok lebontjdk vagy atalakitjak a mikotoxinokat egy vagy

tébb, nem, vagy csak kevésbé toxikus metabolitra. Ezek lehetnek baktériumok,
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gombak vagy kulonbd@zenzimek is (pl: egy a piacon forgalomban Iévé készitmény

az aldbbiakat tartalmazza: BBSH 797 kodsz&aubacterium sp térzg,richosporon
mycotoxinivoranstorzs, tovabba agyagasvanyokat és ébssitfal kivonatot). A
biotranszformacios eljarasok soran a bioldgiai hataselemzés is egyre nagyobb
szerepet kap, amelyet az Eurdpai Elelmiszerbiztonsagi Hivatal (EFSA) 2009-ben
kiadott kozleménye is hangsulyoz; miszerint a biotranszformalé 4gensek alkalmazéasa
sordn nem csak a mikotoxinok, hanem a kKépzmetabolitok 6sszegzett biologiai
hatasat is vizsgalni kell megfeteltoxikoldgiai tesztekben (BUDERGUE ET AL,

2009).

2.7.1 Mikotoxinok biodegradacioja

A szakirodalom alapjan ismert AFB1, ZEA, OTA, T-2, DON és FB1 bonto
mikroszervezeteket a 2.5. sz. tablazat tartalmazza.

A fuzarium gombak mikotoxinjainak szerkezeti képlete tartalmaz egy 12,13-epoxid
csoportot, amely a toxikussagért fél Az epoxid redukcid jol ismert folyamat, a &ézo
allatok bendo6jében &l mikrobidlis epoxidaz enzimei végeznek. llyen mikrobak
Eubacterium fajok is, melyek képesek hasonl6 epoxidaz enzimek szintézisére, ezt a
tulajdonsagukat baromfiban a T-2 toxin esetében le is irnt&&kgMeT AL, 2010).

Az AFB1 mikotoxint napjainkig bizonyitottan az aktinomicétak korében tartozo
mikrébak képesek biodegradalni. Eddig Mocardia corynebacteroideCIEGLER ES
PETERSON, 1966), aMycobacterium fluoranthenivoran§HORMISCH ET AL, 2004) és a
Corynebacterium rubrun{MANN ES REHM, 1977; SHIH ES MARTH, 1975), aflatoxin-bonto
képességérsl szadmolt be a szakirodalom. Teniola é€s munkatérsai (2@83)etesen
tanulméanyoztak &hodococcus erythropoliextracellularis enzimeinek AFB1 biodegradalé
hatasat és vizsgaltak a mutagén hatas valtozasat is. Kromatografias vizsgalatokkal nem tudtak
az AFB1 bomlasi termékeit kimutatni, valamint AMES teszt hasznalataval bizonyitottak a
mutagenitasi potencial megsresét.

A ZEA biodegradacigjara tébb gomba is képes. Kamimura (198®hizophus sp.
ZEA-bonto tulajdonsagat irta le, majd El-Sharkawy és Abul-Hajj (1988) irtak le a ZEA
eredményes bontasat, amelynek sorddliacladium roseunmevii gombafaj a toxin giyiis
rendgerét bontotta. AStreptomyces griseus, S. rutgersensus, Rhizopus arrhiras
esetében, amely mikroszervezetek 18, 25, 40%-at tudtdk a ZEA toxinpe&ralenonna
aleakitani (E.-SHARKAWY ES ABUL-HAJJ, 1988). Itt azonban fontos megjegyezni, hogy az-az a
zearalenol nagysagrenddel toxikusabb a ZEA-nal, igy biodegradacio vegtermékkent

megjelenése nem dlyds. Takahashi-Ando és munkatérsai (2004) izol&t&itonostachys
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rosea ZEA detoxifikaciojaért felés laktonohidrolaz enzim génjét,zad101€t, amelyetE.

coli ésS. cerevisiaanikroszervezetekbe transzformaltakzd101 gént GM rizsbe Ultetve is
vizsgaltak annak ZEA detoxifikal6 hatékonysagat. Az genmododitottoli altal végzett
degradacio hatékonynak bizonyult, mig a génmaodositBtt cerevisiaekisebb aktivitast
mutatott. A GM rizzsel bedllitott kisérletek soran szintén tapasztaltakdgelexinmennyiség
csOkkenést (TAKAHASHI-ANDO ET AL, 2004). A Trichosporon mycotoxinivorans
éleszbgombafaj is képes a ZEA- és ochratoxin bontasara,mimala a biodegradacios
végtermék nem rendelkezett 6sztrogénhatassaliiéR ET AL., 2004;VEKIRU ET AL., 2010).

A prokariétdk ZEA bonté képessegkrkevés szakirodalmi adat all rendelkezéstinkre.
Pssudomonas putida ZEA-1 jelzé&ég6rzs®l irtdk le 2007-ben, a zearalenon szénforrasként
torténé hasznositast, a ZEA bontdas maradékanyaganak toxikasahArtemia salina
tesztszervezettel vizsgaltak Tovabbi vizsgalatokban azonositottdk a ZEA bontasést felel
plazmidon kodolt géneket (AALHI ES EL-DEEB, 2009.

T-2 toxin esetében mar 1983-ban izolaltak olyan talajlaké baktériumot
Curtobacterium sp., mely feltételezieh képes volt a degradaciora. Kiéls 1987-ben
rumenbdl izolalt baktériumok esetében vizsgaltak a T-2 degiatlanely sorarButyrvibrio
fibrisolvens altal termelt észteraz enzim hatadsara 1 ora inkubalas alatt 42% csokkenést
tapasztaltak a kiindulasi T-2 koncentraciobolEMVLAKE ET AL., 1987), ami kifejezetten j6
degldaciés érték. Az eredmény kbbi gyakorlati felhasznalasarél azonban szakirodalmi
ada nem lelhet fel.

Egyes Lactobacillus fajokrél kimutattak, hogy kézepes OTA bonté képességgel
rendelkeznek, azonban a metabolitok és azok esetleges toxikus hatésait nem vizsgaltak. Egy
Acinetobacter calcoaceticud6rzs is képes az OTA degradaciojara, de a bontasi
melléktermékek vizsgalata ebben az esetben sem tortént roegdska, 2005). Stander és
tarsai pedig egyAspergillus nigettdrzs esetében azonositottak egy OTA bonté enzimet, mely
vizsgalatakor megéllapitottak, hogy OT-alfa és fenilalanin a ddiz bomlastermeék
(STANDER ET AL., 2000,ABRUNHOSA ET AL, 2006). Mindezek mellett &richospororfajok is
hasonlo lebontasi Utvonalon degradaljak az OTA-t. Ebben az esetben azonbaddétkéepz
degmadéaciés termékeket mar toxikologiai vizsgalatokkal is tanulmanyoztdk és arra a
megéallapitasra jutottak, hogy a torzs biztonsagosan képes az OTA biodegradacidjara
(SCHATZMAYR ET AL., 2003). Sajnos arrichosporon mycotoxinivorangorzsl azoéta
megdlapitottdk, hogy human patogén, mivel tggélladast okozhat a velesziletett cisztikus
fibrozisban szenved6 betegeknél iIdkey ET AL., 2009). Egyerdire csak kronikusan
legyengilt immunrendszeéy és genetikai rendellenességel renddiKakut cisztikus fibrozis)

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

A DON esetében jelenleg nagyon kevés mikrobatérzs ismert, mely rendelkezne a
biodegradacios képességgel, dfybacterium spBBSH 797 torzs (BIDER, 1997) képes a
DON de-epoxidacidjara. Ezen kivil csak egyetlen baktérium képes a DON teljes lebontaséra,
melyet Ikunaga és munkatarsai irtak le 2011-benNscardia nemzetség tagja. Jelenleg nem
ismeriink mas torzseket, melyek képesek lennének a DON toxin biodegradaciojara. Shima és
munkatarsai altal 1997-ben lefkgrobacteriumsp. térzsél nem publikaltak 1997 6ta, mely
algpjan feltételezhéta térzs mikotoxinbonté aktivitdsanakigiése.

A fumonisin-B1 detoxifikacidja az eddigi tudomanyos eredmények alapjan legalabb
két enzimes Iépésben tortenik:@dént a de-észterifikacionak kell megtoérténnie, majyl ey
aminacios lépés szuksége<(kl ET AL., 2010). Eddig minddsszeseniack és munkatarsai
irtak le 1998-ban az FB1 metabolizalasara képes torzsdkebphiala spinifera,
Rhinocladiella atrovirengs egy aSphingomonayvagy Xanthomonasiemzetségbe tartozo
izolatum, ATTC 55552. 2005-beATBEL egy FB1 metabolizaciojara kép8phingopyis sp.
MTAL144 jeli torzset irt le. Eme baktérium altal termelt enzimedsgalatat taglalja EINL €s
munkaarsai (2010) altal készitett cikk. Ezen kivUENEDETTI €s munkatarsai 2006-ban
izolaltak Delftia/Comamonagsoportba tartozé baktériumot, melyet NCB 1492 koddal lattak

el.
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2.5. sz. tablazat: A mikotoxinok bontasara képes mikroszervezetek dsszefoglalasa

Toxin Mikroszervezet Forras
AFB1 Nocardia corynebacteroides (Flacobacteriyn€IEGLER ET AL, 1966
aurantiacum)
Mycobacterium fluoranthenivorans HORMISCH ET AL, 2004
Corynebacterium rubrum MANN ESREHM, 1977
SHIH ESMARTH, 1975
Rhodococcus erythropolis TENIOLA ET AL., 2005
Aspergillus parasiticus WU ET AL., 2009
Bacillus subtilis UTBSP1 FARZANEH ET AL., 2012
ZEA Rhizopus sp. KAMIMURA , 1986
Gliocladium roseum EL-SHARKAWY ES ABUL-HAJJ, 1988
Absidia coerulea EL-SHARKAWY ES ABUL-HAJJ, 1988
Absidia spinosa
Aspergillus niger
Fusarium oxisporum, F. avenaceum
Mucor bainieri
Penicillum stipitatum
Streptomyces griseus, S. rutgersensus,| S.
rimosus
Rhizopus arrhizus EL-SHARKAWY ES ABUL-HAJJ, 1988
Fusarium sp. PLASENCIA ESMIROCHA, 1991
BERTHILLER ET AL., 2009
Clonostachys rosea TAKAHASHI-ANDO ET AL., 2004
Clonostachys rosea zla1 génje| TAKAHASHI-ANDO ET AL., 2004
transzformélva
- E. coli baktériumba
- Saccharomyces cerevisialesztbhe
- rizsbhe
Trichosporon mycotoxinivorans MOLNAR ET AL., 2004
VEKIRU ET AL., 2010
Kevert baktériumtenyészetek MEGHARAJ ET AL, 1997
MORTENSEN ET AL, 2006
YUKSEL ET AL., 2005
Rhizopus stolonifer, R. oryzae, R. microsporU&ERGA ET AL, 2005
Pseudomonas putidaEA-1 ALTALHI, 2007
ALTALHI ES EL-DEEB, 2009
Acinetobacter spSM04 YUETAL., 2011
T-2 Butyrvibrio fibrisolvens WESTLAKE ET AL., 1987
Selenomonas ruminantium WESTLAKE ET AL., 1987
Anaerovibrio lipolytica WESTLAKE ET AL., 1987
Curtobacterium sp. UENO ET AL, 1983
OTA Phenylobetarium immobile WEGST ESLINGENS, 1983
Acinetobacter calcoaceticus HWANG ESDRAUGHON, 1994
Trichosporon mycotoxinivorans SCHATZMAYER ET AL., 2003
DON Nocardioidessp WSNO05-2 IKUNAGAET AL., 2011

Agrobacterium sp.

SHIMAET AL., 1997

Eubacterium sp.

BINDER ET AL., 1997

Fumonizinek

Delftia/Comamonas

BENEDETTIET AL, 2006

Sphingopyxis sp. MTA144

TAUBEL, 2005

Exophiala pinifera

Rhinocladiella atrovirens

Bacterium ATTC 55552

DUVICK ET AL.,1998
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2.8 A Rhodococcusiemzetseég jellemzése

Kutatdsom soran leginkabb Rhodaoccus nemzetségbe tartozé mikroszervezetek
mikotoxinbonté képességét vizsgaltam. Rhodococcusnemzetség tagjai gyakran jelen
vannak kuloénb6a éléhelyeken: talajban, vizben, tengervizben, és van kdedtbvényi,
emberi és allati korokozo is (®DFELLOW ET AL, 1998). Napjainkig aRhodooccus
nemzetségbe tartozé 37 fajbol (2.6. sz. tabldzat) 2 esetében mutattak ki patogenitast: a
ndévénypatogérR. fasciansa ndvények abnormalis ndvekedését okozza, mig. aqui
legzoszervi megbetegedést valt ki mind az ember, mind aklegetében (GETHALS ET AL,

2001).

2.6. sz. tblazat: Az eddig leirRhodococcusniemzetségbe tartozé fajok

Faj Kozeg, amibd izolaltak Referencia

R. aetherivorans Vegyi hulladékot kezél bioreaktor iszap GODFELLOW ET AL, 2004

R. artemisiae Artemisiannua —r6l izolalt ZHAO ET AL., 2012

R. baikonurensis Az orosziirallomas levegje LIET AL.,2004

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

R. cerastii levélrol izolalt KAMPFER ET AL, 2013

R. cercidiphylli Avar minta LETAL.,2008

R. coprophilus Noévényew benditartalom, eleveniszap hab oRBOTHAM ESCROSS 1977

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

R. equi Talajban széles korben elterjedt GOODFELLOW ESALDERSON 1977,1979

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

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

R. gingshengii Szennyezett terllet XU ET AL., 2007

R. globerulus Talaj GOODFELLOW ET AL, 1982

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

R. imtechensis Novényvédszerrel szennyezett terilet HGSH ET AL, 2006

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

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

R. koreensis Ipari szennyviz YOON ET AL, 200(r

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

R. kunmingensis Noveényi rizébiumbal WANG ET AL., 2008

R. kyotonensis Riz6biumbol LETAL., 2007

R. maanshanensis | Talaj ZHANG ET AL., 2002

R. marinonascens Tengeri Uledék HELMKE ESWEYLAND, 1984

R. nanhaiensis Tengeri tledék LIETAL.,2012

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

R. percolatus 2,4,6-trichlorofenollal dusitott tapkbzeg RBLIAET AL., 1996

R. phenolicus Urkdzpont bioprocesszor REHFUSS E4URBAN, 2005

R. pyridinivorans Ipari szennyviz YOON ET AL, 2000

R. rhodnii Egy bogar béltartalmabdl GOODFELLOW ESALDERSON, 1977,1979

R. rhodochrous Talaj TSUKAMURA, 1974,Z0PF, 1891

R. ruber Talaj GOODFELLOW ESALDERSON 1977 KRUSE
1896

R. triatomae Vérszivo bogarbol Y ASSIN, 2005
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R. trifolii levélrdl izolalt KAMPFER ET AL, 2013

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

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

A nemzetség tagjai kozeli rokonsagban vannakoaynobacterium, Mycobacterium,
Nocardia, Gordonia, Tsukamurella, Dietzia daricela taxonok képviséivel, tovabba
sejfaluk nagy mennyiségben tartalmaz mikolinsavakat, amelyek segitségével a hidrofob
szennye&anyagokhoz jobban hozzaférnekKlIER ESNIKAIDO, 1994; LARKIN ET AL., 2006).

A Rhodococcusemzetségbe tartozo torzsek eddig leirt biodegradacios képességét 2. szamu
mellékletben mutatom be. Edgghodococcus erythropoligrzsl Teniola €s munkatarsai
(2005) irtak le az AFB1 bont6 képességet. A biodegradaciés képességekkel parhuzamosan
ipan alkalmazasok terén mar van olyRhodococcusdrzs, amellyel akrilamidot termeltetnek
acetonitrilb6l (YAMADA ES KOBAYASHI, 1996).

A Rhodococcufajokat a katabolitikus sokoldalisag mestereinek tartjak, kosziarhet
hatalmas enzimrendszertiknek, amellyel szokatlan szervesanyagok hasznositasara is képesek.
Katalitikus diverzitasuk a sokféle és kilénleges anyagokat (xenobiotikumok) atalakitod
enzimeknek, mint oxigenazok, dioxigenazok, dehidrogenazok, hidrolazok és halogenazok. A
prokariotak kdzott nagymérfetgenomban taroljak (7-9,7 Mb) mindezen tulajdonsagokat
amely mellett a kromoszoman kivil lineéris plazmidokon is kddolnak informéciot és ezek az
extrakromoszémalis elemek a rekombinaciéban és a horizontalis géntranszferben jatszanak
szerepet (BRKIN ET AL., 2005). Képesek természetes emulgealé anyagok szintézisére,
sgitfaluk ellenalld, katabolit represszidjuk hianyzik, olddszer toleranciajuk fiedemh 2.
sz&nu mellékletben talalhatd tablazatban biodegradéacios folyamatokban résztvevé enzimek
ésazokat kodolo géneket foglaltam 6sszeRAodococcusiemzetségbe tartozo fajok eddigi
genom meghatarozasai alapjan (7 db) rendkivil sok oxigenaz enzimmel rendelkeznek. Adott
faj akar 100-300 kuldnbéz oxigenadz enzimet is tartalmazhat. Ennek kovetkeztéen
aromas vegylletek lebontasahoz is kulédbdkvonalakat és enzimeket hasznalnak. Az
aromas vegylletek lebontasi Utvonalait Rhodococcustorzsek esetében periférikus és
centralis lebontasi Utvonalakra lehet szétvalasztani. A periférikus atvonalakbdl legalabb 26 db
létezik, a centralis utvonalakbol eddig 8 db-t azonositottRkh@lococcusajok esetében. A
periférikus Utvonalak esetében nincs pontosan feltarva az eddigi 26 Gtvonal. A legismertebbek
a bifenil, etilbenol lebontasi Utvonal, valamint a ftalat és tereftgdatiférikus lebontasi

utvonal. Centralis lebontasi Utvonalak az alabbiak: béta-ketoadipat utvonal, fenilacetat
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atvonal, gentizat atvonal, 2-hidroxipentadionat Utvonal, homogenizat utvonal, hidroxikvinol
atvonal, homoprotokatekvat Utvonal, hidroxilaz atvonal és extradiol atvonal.

A fent felsorolt valtozatos metabolikus képességeikkel, robosztus sejtfelépitésiikkel,
hidegtiréstikkel, valamint a katalitikus represszio hiany&gyre nagyobb figyelmet kapnak
a kornyezetvédelem tertletén, hiszen igen jékenszerepet jatszanak az aromas
szénhidrogének, Kklérozott fenolok, szterolok, lignin, készén, nyersolaj és peszticidek
atdakitasaban, lebontasdban ARTINKOVA ET AL., 2009).Emellett az ipar, a biotechnoldgia
(AISLABIE ET AL., 2006),a gyogyszeripar (READWAY ET AL., 1999) és a hulladékhasznositas
(VAN DER GEIZE ET AL., 2004)teriletén is novekszik az érdédks ezen mikroszervezetek
irdnt, mint értékes enzim gyarak.

A Rhodococcusmemzetségbdl kilon kiemelném R pyridinivorans fajt, mivel a
doktori munkam egyik jelets részeét kepezi. Rhodooccus pyridinivorangipustorzsét
eredetileg Koreaban izolaltak, mint extrém hatékony piridin bonté coryneform baktériumot.
Ez az izolatum a kébbiekben Uj fajként lett identifikalvaRhodococus nemzetségen bellli
R.rhodochrousklad tagjaként (‘6oN ET AL, 2000).R. pyridinivoranstérzsek szamos aromas
vegyulet bontasara képesgdiridin, bifenil, sztirén és BTEX vegytletek S ET AL., 2003;

JUNG ET AL,. 2004;JUNG ET AL., 2005, YoON ET AL, 2000). Ez idaig a mikotoxinbontd

képességet a faj esetében nem irtak le a szakirodalomban.

2.9 Egyéb vizsgalatba vont nemzetségek jellemzése

Az alabbi fejezetben azon mikroorganizmus nemzetségeket mutatom be, amelyeket a

kutatdsom soran vizsgaltam.

2.9.1 Cupriavidus nemzetség

A Cupriavidusnemzetség kemoorganotrof és fakultativ kemolitotrof baktériumokbol
all, amelyek szdmos valtozatosélélyen megtaldlhatdak, mint a talaj, vizi kdrnyezet,
gyokérgumok és humangyogyaszati eszktzokCupriavidusnemzetség jelenleg 14 fajbol
all, a nemzetség tipustorzse @ necator. A kornyezeti izolatumok altalaban jelést
nehé&fém tolerancidval jellemezhietk (Coris ET AL, 2001;JANSSEN ET AL, 2010), €s néhany
faj fontos xenobiotikum bontd képességgel biERP~PANTOJA ET AL., 2008; CUADRADO ET
AL.,2010;LYKIDIS ET AL., 2010).

Cupriavidus basilensidajt eredetileg egy 2,6-diklorofenol bontd térzsként izolaltak
(STEINLE ET AL., 1998). A fajhoz tartozdé mas izoladtumok szintén széles korben képesek
kilénb6d xenobiotikumok lebontdsara, mint furfural, 5-hidroirh furfural (KooPMAN ET
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AL., 2010), biszfenol-A (ISCHER ET AL, 2010), klérfenolok (LOUEI ET AL., 2006) és atrazin
(STAMPER ET AL, 2002). A Cupriavidus nemzetségbe tartozo tbrzsek biodegradacios
képességét a 2.7. szdmu tdbldzatban mutatom be. Eddig a nemzetségbe tartozé torzsek
egyikénél sem vizsgaltak azok mikotoxinbont6 képességét.

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

A nemzetség genom meérete 6,5-8,5 Mbp kdzo6tt valtozikil(RANN ET AL., 2006),
amely alapjan elmondhaté, hogy a prokariétakhoz képest nagyimggabmmal rendelkéz
neneetségbl beszélink. A genom szekvencidk alapjan allithatd, helgnts katabolitikus
potencidllal rendelkezik a faj, mivel szamos aromasriiyhasitasért felés utvonalat sikerilt
azono§tani: katekol és protokatekol orto-helyizegyirihasitaséert felés utvonal, katekol
met-helyzeti gyiirihasitasért felés Utvonal, gentizdt és a homogentizat atvonal,
hidroxikvinol ttvonal, és a benzol-CoA GtvonalREFAULT ET AL., 2004) .

A torzs nehézfémekkel terhelt kdrnyezetben torténé taléléséért szamos, a nehézfémek
transzportjaért és detoxifikalasaért fékelfehérjét kddoldo génszakaszt sikerilt azonositani,
mint a réz-cink-kadmium-krém toleranciaért félelfehérjék (copCD &z kiséb fehérjék) és a
neh&fém efflux pumpék (réz /nehézfém efflux P-tipus ATPazok és CzcA csaladdba tartozo

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

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

. Kdzeg, amibd . . . Eddig azonositott Teljes
Faj S Biodegradalt vegyllet . . genom
izolaltak enzimek és gének .
projekt
C. alkaliphilus
(EsTRADA-DE LOs | alkalikus talajbol n.a. n.a. n.a.
ETAL., 2012)
2,6-dikl6rfenol (SEINLE ET AL., 1998)
C. basilensis furfural, 5-hidroximetil furfural furfural degradalo gén
: Laboratériumi (KooPMAN ET AL, 2010) 9 9
(STEINLE ET AL., bi k biszfenol-A (F 2010 klaszter (KOOPMAN ET AL, n.a.
1999) ioreaktor iszfenol- (FSCHER ET AL, ) 2010)
klorfenolok (4LouEel ET AL., 2006)
atrazin (SAMPER ET AL, 2002)
C.campinensis Cink szennyezett
(GORISET AL, terilet n.a. n.a. n.a.
2001)
C. gilardii
(COENYE ET AL, na. n.a. n.a. n.a.
1999)
C.laharis(Sato et V.l.J lI_I_<an| hamulé
al., 2006 ) Filop 52|eget,, n.a. n.a. n.a.
’ Pinatubo vulkén
C. metallidurans . .
Cink gyar
(GORIS ET AL, dekantalo tartaly n.a. n.a. Igen
2001)
C. necator(DAvis, talai Klorozott aromas vegytuletek: benzoat 1,2-dioxigenaz laen
1969)(MAKKAR ES ! halobenzoatok és nitrofenolok (MORIMOTO ET AL., 2005) 9
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CAsIDA, 1987) klorokatekol degradativ
operon (BAWA ES
MIYASHITA, 1999)

C. numazuensis

(KAGEYAMA ET AL,. Termeszetes n.a. n.a. n.a.
2005) talaj, Japan
C. oxalaticus
(SAHIN ET AL., kertészeti talaj n.a. n.a. n.a.
2000)
C.pampae Argentina
(CUADRADO ET AL., dg ’ n.a. n.a. n.a.
2010) Nedves Pampa
C. pauculus
(VANDAMME ET emberi légc$ patogen n.a. n.a. n.a.
AL., 1999)

C. pinatubonensig Vulkani hamu,

(SATOET AL., 2006 | Fulop sziegetk, Klorozott aromas vegyuletek:

n.a. Igen

) Pinatubo vulkan 24d
C. respiraculi cystic fibrosis-
(COENYE ET AL, ban szenvedl n.a. n.a. n.a.
2003) beteg tiidejébl
C. taiwanensis | Mimosa pudica . .
(CHEN ET AL, gyokérgumé | Fenol, trikloretilén (GEN ET AL., 2004) acetil-KoA reduktaz (GEn Igen
2001) (Tajvan) ETAL.,2010)

2.9.2 Pseudomonas nemzetség

A Pseudomonasiemzetségbe tartozé fajok aerob, Gram negativ baktériumok, a
talajmikroorganizmusok egyik legdominansabb nemzetsége, amelyeket nagy hatékonysaggal
alkalmaznak kllénbdz szerves vegyuletek biodegradacioja soran. Kulonok&s,aaromas
és poliaromas szénhidrogének bontasat irtak le. Effektiv bontasi képességiiket genetikai
tulajdonsagainak készonhetik, mivel a degradaciot egy rendkivil stabil metabolikus plazmid
vezeéreli. Ez a plazmid iranyitja az 0sszes degradacios utat az aromas vegytletek bontasa
soran is (@SEN ESARBOR, 1985). APseudomonas putiddEA-1 izolatum esetében Altalhi
és munkatarsai irtak le (2007, 2009) zearalenon bonté képességet.

2.9.3 Pseudoxanthomonas nemzetség

A Pseudoxanthomonamemzetség tagjai Gram negativ, palcika alaki mikrobak,
amelyek rendelkeznek ¥anthomonadajok és aStenotrophomonafajok tulajdonsagaival,
am azoktol eltégr tulajdonsdgaik miatt, mint pl.. a nitritet dinitrogéridra redukaljak
(THIERRY ET AL., 2004), konngg az elkulonitésik. A kornyezetipként a homérseékleti
valtozasokkal szemben ellenallbak AMG ET AL, 2010). Alkalmasak poliaromas
szénhidrogének és poliklorozott bifenilek biolégiai bontadsara, bar a szénforrast csak
korlatozottan képesek hasznositani. Oxigendz enzimjeiknek koséénhehéhany
Psaidoxanthomonafaj alkalmas monoaromas szénhidrogén vegytiletek bontasarmisiK
AL., 2008); $t, képes a peszticidek, koztik a DDT bontasara isNSVET AL., 2010).
Mindezidaig nem vizsgaltak eme nemzetség mikotoxinbontd képességét.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 Vizsgalatba vont mikroszervezetek

A vizsgalatokba vont torzsek egy része sajat izolatum, masik része tobb kdlénboz
torzsgyijteménybe tartozik: Agruniver Holding Kft. torzsgtemeény, SZIE KKB Tanszék
torzsgyijtemény, nemzetkdzi torzsggemények valamint maganszemélyek torzsei (4.1
tablazat). A torzsek egy részét a szénhidrogénekkel szennyezett tefililéseknatrixokbol
(pl: talaj, talajviz, szennyviz, komposzt, biofilm) izolaltuk. A kivalasztott és vizsgalatba vont
mikroszervezetek legtobbjének jelletiz, hogy sajat vizsgalataink vagy irodalmi adatok

alapjan j6 szénhidrogén- vagy mas xenobiotikum-bonté képességgel rendelkeznek.

3.1.1 Molekularis taxonémiai vizsgalat

A tanszéki gifjteményben talalhat6 torzsek jeléntrésze korabban csak parcialis 16S
rDNS (400-500 béazispar) szekvencia alapjan lett identifikalva. A pontosabb meghatarozashoz

a teljes 16S rDNS szakasz szekvenalasat végeztem el az alabbi médszerek alkalmazasaval.

3.1.1.1 DNSizolalas

A meghatarozni kivant baktérium torzsbél tiszta tenyészetet hozunk létre. A DNS
izolalast MoBio UltraClean Microbial DNA Isolation Kit-tel végeztem (MoBio Laboratories
Inc., USA) a gyarté altal megadott protokoll szerint.

3.1.1.2 DNS-detektalds agardz gél-elektroforézissel és koncentracio vizsgalata

A kapott genomialis DNS detektadlasdhoz 1%-0s agardz gélt ontdttem, amely a
kovetkedket tartalmazta: 1 g agar6z, 10 ml tizszeres TBE®MIlliQ H 0, és 3 ul
etidium-bromid (10 mg/ml). A gél zsebeibe 5 pul DNS-mintat és 3 pl téltépuffert (30 viv %
glicerin, 0,25 mM bromfenolkék) toltottem, illetve azdéelssebbe 3 pl markert (Fermentas,
GendRuler™ DNA Ladder mix SM0331) pipettaztam. A gélt IXTBE pufferben (TRIS-bazis
10,78 g/l; bérsav 5,5 g/l; EDTA 0,74 g/l; pH=8,3) 80 V-on 2 6éraig futtattam. A kapott

genomidlis DNS tisztasagat és koncentracidjat nanofotométer segitségével ellenériztem.

3.1.1.3 16SrDNS PCR reakcio
A genomidlis DNS-t a tovabbiakban 16S rDNS génre specifikus polimeraz lancreakcio
templatjaként alkalmaztam. A reakciohoz az univerzéalis 16S rDNS primereket hasznaltam:
27f (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3), 519r (5-GWATTACCGCGGCKGCTG-3),
1492r (5-TACGGGTACCTTGTTACGACTT-3)), és 519f '(5

CAGCMGCCGCGGTAATWC-3 (Invitrogene, UK). Steril PCR cstvekbe 5 pul tizszere
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PCR puffert (Fermentas), 3 uL 2mmol/l Mg®t (Fermentas), 0,5 pumol/l forward és 0.5
pmol/l reverse primert, 1 U Tag DNS polimerazt, 10 pl dNTP-t (Fermentas), 2 pl templatot és
annyi desztillalt vizet pipettdztam, hogy a wegérfogat 50 pl legyen. Ezutan a PCR csdvek
tattalmat kémcskeve segitségevel 6sszekevertem, majd lecentrifugaltafCR reakciot
Eppendorf Mastercycler (Eppendorf, Németorszag) PCR készilékkel végeztem.

A hoprofil sszedllitdsa:

. 98°C 5 perc Preinkubacio

. 94°C 30 mp Primer annelacip

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

. 72C 10 perc Végsextenzio

. 4°C 00 Hiités

A PCR reakcié utan a megfetefragmentek jelenlétét agar6z gél-elektroforézissel
dekektaltuk a 3.2.2 fejezetnek megféleh.

3.1.1.4 A PCR termék tisztitasa

A DNS tisztitasa Viogene Kittel (Advanced PCR Clean Up System) tortént a gyarto
altal megadott protokoll szerint. A tisztitds lényege, hogy a 100bp-10kb iniBNS
fragmentek kaotropikus sok jelenlétében a szilika alapi membranhédnkdt majd tobb
tisztitasi fazist kovéien, amelyek soran lemossuk a felesleges sokat, mkietedNTP-t,
eludljuk a fragmenteket a membranrdl. A tisztitott DNS-t 30 perces agar6z gél-

elektroforézissel detektaltuk a 3.2.2 fejezetnek megietel

3.1.1.5 Bazissorrend meghatarozas
A szekvenalo reakcio
Munkam soran Sanger féle dideoxi lancterminacidés szekvenalasi modszert
alkalmaztam. A tisztitott DNS-t ezutan BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Ready
Reaction Kit felhnasznélasaval szekvencia analizisnek vetettem ald. Steril PCR-cstvekbe a
kovetkedket mértem: 2ul BigDye Terminator, 3ul puffer, 1 yl 519r primer (5'
ATTACCGCGGCTGCTGG 3, @il desztillalt HO, 6 ul tisztitott DNS. A cséveket Thermal
Cycler 2720 (Applied Biosystems) PCR készlilékbe tettem.
A héprofil a kévetked volt:
. 96°C 10 mp
. 50°C 5mp ¢ 28ciklus
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. 60°C 4 perc
" 40C 00

A szekvenalod termek tisztitasa etanol-precipitacioval

A PCR termékhez hozzamértem 3 pl 3 M Na-acetat oldatot (pH=4,6), 62,5 ul 96 %-
os etanolt, 14,5 ul desztillalt,B-t. A reakcidelegyet kémékeversvel 6sszekevertem, majd
10 pecig inkubaltam szobahémérsékleten. A mintakat centrifugaltam (4600 rpm;r20 pe
4°C), majd a feluliszot dvatosan leszivtam. A pelletre 180 pl 70%-0s etanolt mértem, ezutan
kénmcsskeveBvel Gsszekevertem. Ismét centrifugaltam a mintat (4409, 20 perc; ZC),
mgd a fellluszot eltavolitottam. Végll a mintakat vdkuum centrifugén kiszaritottam (15-20
perc). A mintakat 20 pl Hi-Di (High Density) formamidban vettem fel, majd a csévéRet 4

on inkubdtam 12 6ran keresztil.

Kapillaris gélelektroforézis
A mintékat ezutan kapillaris-elektroforézisnek vetettem ala az Applied Biosystems®
ABI 310 DNA Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA) segitségével.

3.1.1.6 Szekvencia analizis

A kapott szekvenciakat a MEGA3 program segitségével dolgoztam fel. A
szekvenciakat GenBank adatbazis, illetve a BLAST algoritmus segitségével azonositottam.

3.1.2 A vizsgalt mikrobak tenyésztéséhez felhasznalt taptalajok, tapoldatok

A torzsek tenyésztéséhez TGE (Tripton-Glikéz-Etdseonat), TGES és LB (Luria-
Bertani) taptalajokat és tapoldatokat hasznaltam, amelyek kdzul a szénhidrat(glikdz)-mentes
LB taptalaj és tapoldat volt a legmegfélatb.

Kisérletek soran hasznalt taptalaj €s tapoldat receptek

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

TGES5= tripton 5 g, glikoz 5 g, éleszkivonat 2,5 g (1 liter desztillélt vizre), pH=7

LB = haskivonat 10 g, éles#ivonat 5 g, NaCl 9 g (1 liter desztillalt vizre), pH=

3.2 Vizsgalatba vont mikotoxinok

A vizsgalatba vont mikotoxinok egyedi tulajdonsagaira vonatkozé adatokat a 3.2. sz.

tablazatban foglaltam 6ssze.

49



DOI: 10.14751/SZIE.2013.060

3.1. sz. tablazat: A Vizsgéalatokban felhasznalt mikotoxinok adatai

M ikotoxin AFB1 ZEA T-2 OTA FB1 DON

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

témeg (g)

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

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

Tarolasi

hémérséklet +2-8 -20 -20 +4 +4 +4

()

Forma Poralaku Poralaku Poralaku Poralaku Poralaku Poralaku

Ké p Iet Q?H 1206 ClSH 2205 C24H 3409 CZOH 1SC | N 06 CS4H 59N 015 ClSH 2006

Mikotoxin torzsoldatok készitése

A szilard toxinokbdl analitikai mérleg segitségével a medfelaiennyiséget
kimértem, majd 99%-0s acetonban (ReaNagyszergyar) oldottam fel, 1 mg/ml-es
koncentraciéra bedllitva a torzsoldat koncentraciojat. A kész tbérzsoldatokat a gyarté altal
megadott hémérsékleten (-20°C vagy +4°C) taroltam teflobveétfedett 40 ml-es vial
tortént az 3.4 fejezetben leirt modszerek segitségével, amelyeket a Wessling Hungary Kift.
akkreditalt laboratoriuma végzett (3.3. sz. tablazat). A bontasi képességek meghatarozasanal a
kémiai analitikai eredményekbdél szarmaztatott adatokat hasznaltam fel a Vak minta

koncentraciéjahoz viszonyitva.

3.2. sz. tablazat: A bontasi kisérletekhez felhasznalt térzsoldatok mikotoxin koncentracidja

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

AFB1 1000 mg/I 1153 mg/I

ZEA 1000 mg/I 871 mg/l

OTA 1000 mg/I 1065 mg/I

T-2 1000 mg/I 1001 mg/I

DON 1000 mg/I 876 mg/l

FB1 1000 mg/I 917 mg/l

A bontasi kisérletek soran alkalmazott mikotoxin koncentracidk

A mikotoxinbontasi kisérletekben alkalmazott toxinkoncentracié meghatarozasanal
figyelembe vettem a nemzetk6zi és hazai gyakorlatban hasznalt hatarértékeket és a
szakirodalomban eddig hasznalt koncentraciokat (3.3. sz. tdblazat). Tobb vizsgalat soran 2 és
20 mg/l mikotoxin koncentraciokkal dolgoztam.
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3.3. sz. tdblazat: A takarmanyokra vonatkozé mikotoxin hatarértékek, az eddigi bontasi
kisérletek mikotoxin koncentraciéja a szakirodalom alapjan, valamint a sajat kisérletekben hasznalt

koncentraciok

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

Elsédleges szempontom volt, hogy a szakirodalomban tatAb@itasi kisérletekben hasznalt

koncentraciokndl is k6do eddig ismeretlen mikotoxin bontdé mikrobékat talalfakezdeti,

a mikotoxinok bontast vizsgélo kisérletek esetében a 2 mg/l koncentracioval valasztottam ki

azon torzseket, amelyeknél a kontrollhoz képest 50% feletti toxincsokkenést kaptam. Ezt

kovetben a legjobb bontasi potenciallal rendelkerzsek kisérlet utani maradvany

mikotoxin koncentracioit viszonyitottam hatarértékekhez. A DON és az FB1 esetében a

kezdeti vizsgalatok soran nem mutatkozott bontas, a toxinok visszanyerése a kisérleti

rendszerbdl a 2 mg/l koncentracio mellett teljes volt, igy eanlétt toxinnal k&sbbiekben

nem probalkoztam mas koncentraciéval. A kutatdsom tovabbi vizsgalatai soran a ZEA és

OTA esetében a 20 mg/l koncentracionél is néztem a torzsek bontdéképességét, mivel az

kezelési kisérletekhez (patkdny és egér) kis térfogatra kellett magas mikotoxin

koncentraciokat beéllitanom.
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3.3 Mikotoxinbontasi kisérletek

A bontasi kisérlethez alkalmazott inokulumok edkészitése

A mikotoxinbontasi vizsgalatba vont mikrobakat tisztitd szélesztéssel szilard LB
tapagarra oltottam tiszta tenyészetekbdl, amelyeket -80°C-on taroltam. Az igy szélesztett
torzseket 28C-on 3 napig inkubaltam, majd ellendriztem a teleptigbt és a megfelel
telepekbél inokulumot készitettem. Sterilizalt oltokaccsakata telepekbdsl 50 ml folyékony
LB tapoldatot oltottam be, amelyet 3 napon keresztiCzh, 170 rpm fordulaton razé-
termosztatban inkubaltam.

A 3 napos inkubaciét kovéen OD600 mérést végeztem IMPLEN nanofotométerrel
az inokulum pontos sejisiiségének meghatarozasara. Az inokulumokat egységesen
OD600-0,6 értekre allitottam be steril LB tapoldattal toérténd higitassal.

A kisérlet 6sszeallitadsa

45 ml folyékony LB tapoldatban (300 ml-es Elenmeyer lombikban) 2-20 mg/l toxin
koncentraciokkal dolgoztam. Ennek megfédsl a tomény tdrzsoldatbol 50, 100 vagy 250
pML-t mértem, majd a térzsinokulum sejt$segéet OD600=0,6 allitottam be, majd annak 5 ml
menryiségét adtam a lombikhoz. A bontasi kisérlet soran mindegyik térzsbél 3-3 parhuzamos
lombikot allitottam kisérletbe. Az 0Osszeallitott bontdsi rendszereket 3 napon keresztil
inkubaltam, 28C-on razétermosztatban, 170 rpm fordulaton. 3 nap elteltével mintat vettem a
lombikokban talalhato tenyészeteket. A lombik tartalmanak homogenizalasadedaeml
pipettaztam at 2 ml-es térfogatli Eppendorlms Majd a cstveket 15000 rpm3C4on
centrifugaltam 15 percig és a pellet valamint a felllusz6 szétvalasztasdbddvarzokat -

20°C taroltam a tovabbi vizsgalatokig.

Vizsgéalati iranyok

Az analitikai vizsgélatokra két moddszert alkalmaztam: immunaffinitas oszlopon
torténd tisztitast kovéen elvegzett HPLC meérést, valamint mikroplate hordokdeglesztett
kompetitiv ELISA mérést.

A mikotoxinbontést tovabbi vizsgalatokkal ellenériztem: a sejtkivonatot inkubaltam
proteinaz-K-val, valamint hokezeléssel.

Peleten torténé mikotoxin megkdotédes vizsgalata

Vizsgéaltam a mikrobak felszinén toréétoxin megkdbdés mertéket is. A bontéasi

kisérletek utan a fellilisz6tdl elvélasztott biomasszat 1 ml metanolban oldottam, majd
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centrifugaltam (15000 rpm, 10 perc 4°C) és az fellliuszé toxintartalmat HPLC méréssel
detektaltam. A toxinvisszanyerést El-Nazami és munkatarasai (2002) modszere alapjan
szamoltam, ami alapjan a visszanyerés mértéke 80-90%.

Proteinaz-K vizsgalat az enzimatikus bontas igazolasara

A vizsgalat soran 3x50 ml LB tapoldatban felszaporitottam az inokulumokat (3
nap,170 rpm), majd centrifugaltam. A pelletet 50 mM TRIS-ben (pH=8) felvettem (30 ml),
majd ultrahangos dezintegratorral 4x 1 percen keresztul feltartam (jégen tarolva). A 3
parhuzamos feltart pellet oldatot homogenizaltam, majd fehérjetartalmat nanofotométerrel
280 nm hullamhosszon megmeértem (spektrofotometrias moédszer UV elnyelés alapjan). Az
oldatokat 3 egyefilrészre osztottam (10-10-10 ml). Az oldatokba a tétfaak megfelglen
2 mg/l mikotoxin koncentraciot allitottam be. A vizsgalatokat 3-3 parhuzamos bedllitasban
végeztem. Az sejtkivonatot az alabbi kezelésekben részesitettem:

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

2) HK = Hokezelt: hokezelés 15 perc 100 °C-on, majd inkubélas 30°C, 6 Oran
keresztil

3) K = Kezeletlen: kezeletlen inokulum, inkubalas 30°C, 6 oran keresztil
A vizsgalatot kovdten TOXIWATCH ELISA Kit hasznalataval (3.5 fejezetbeairiak
alapjan) allapitottuk meg az oldatok mikotoxin koncentraciojat.

A biodetoxifikacios hatékonysagot a biologiai hatas fuggvényében értékeltem pro- és
eukariota tesztszervezeteken: (1) getotoxicitds (SOS-Chromo teszt) — az AFB1 esetében, (2)
Osztrogénhatas (BLYES teszt) — ZEA esetében. A biodetoxifikacids hatékonysagot allatetetési

és allatkezelési kisérletekkel is igazoltam.

3.4 A HPLC mérés leirasa

A kémiai analitikai méréseket a Wessling Hungary Kft. akkreditalt laboratériuma
végerte. A vizsgalati paramétereket a 3.4. sz. tablazat tartalmazza.

A vizsgalatok sordn az AFB1 toxinszennyezettséget standard modszerrel allapitottak
meg. Immunaffinitds oszlopos (VICAM-AflaTest) tisztitast és trifluor-ecetsavval torténd
szamazeékképzeést koveen folyadékkromatografias elvalasztas kovetkezett (E820.33).

Az eluens viz:acetonitril:metanol (68:16:16) keveréke volt izokratikus &ramlassal. Az
injektadlas 100-50-1Qu oldattal tortént a HPLC-készilékbe. Az egyes tdxamponenseket

C18-as oszlopon (Supelco, 250 mm x 4,6 mm >umd) valasztottak el, 25°C-on, és
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fluoreszcens detektorral detektaltak (Agilent 1100 HPLC-FLD) 365 nm (emisszid) és 440 nm
(extinkcid) hullamhosszon.

A vizsgalatok soran a ZEA szennyezettséget standard modszerrel allapitottdk meg.
Immunaffinitds oszlopos (VICAM-ZearalaTest) tisztitast kéeet folyadékkromatografias
elvalasztas kovetkezett. A metanol-viz 1:1-es keverékben visszaoldott mintabdl 50 pl
mennyiségét injektaltdk HPLC-készllékbe. Az eluens viz:acetonitril (45:55) keveréke volt
izokratikus aramlassal. Az egyes toxin komponenseket C18-as oszlopon (Vydec Denali, 4 150
mm X 4,6 mm x 5um) 25°C-on valasztottak el és fluoreszcens detekt¢Agilent 1100
HPLC-FLD) detektaltdk 274 nm (extinkcid) és 440 nm (emisszid) hullamhosszon.

A vizsgalatok sordn a T-2 toxin szennyezettséget Pascale és munkatérsai altal 2003-
ban kifejlesztett mddszer alapjan éallapitottak meg. Immunaffinitds oszlopon (VICAM T-2test)
torténd tisztitast é€s szarmazekképzést Kkimret folyadékkromatografias elvalasztas
kovetkezett. A metanol-viz 1:1-es keverékebdl allo higitas utan a minta 50 pul mennyiségét
injektaltdk HPLC-készllékbe. Az eluens viz + HCOOH / metanol - HCOOH keveréke volt
izokratikus dramlassal. Az egyes toxin komponenseket C18-as oszlopon (Restek Ultra 1l C18;
100 x 2 mm; 3 um) 25°C-on valasztottak el és tomegspektrometrias detektorral (Agilent 1200
+ Agilent TripleQuad 6410 B) detektaltak (ionforras: dynamic MRM).

A vizsgélatok sordn a DON toxin szennyezettséget standard maédszerrel allapitottak
meg. Immunaffinitas oszlopos (VICAM-DONItest) tisztitdst kdeet folyadékkromatogréfias
elvdasztas kovetkezett. A 5:95 aranyu acetonotril:viz elegyben oldott mintabdl 50 pl
mennyiségét injektaltak HPLC-készulékbe. A mérés gradiens elucioval, viz és acetonitril
eluensekkel tortént. Az egyes toxin komponenseket C18-as oszlopon (Vydec Denali, 4 150
mm X 4,6 mm x 5um) 25°C-on valasztottak el és diodasoros detektdigilent 1100
HPLC-FLD) detektaltdk 218 nm hullamhosszon.

A vizsgalatok sordan a OTA toxin szennyezettséget standard etalon moddszerrel
allapitottdk meg. Immunaffinitds oszlopos (VICAM-OchraTest) tisztitAst kéwnet
folyadékkromatogréafias elvalasztas kovetkezett. A minta 50 pl mennyiségét injektaltak
HPLC-készulékbe. Az eluens viz:acetonitril:ecetsav (49.5:49.5:1) keveréke volt izokratikus
aramlassal. Az egyes toxin komponenseket C18-as oszlopon (Vydec Denali, 4 150 mm x 4,6
mm x 5um) 25°C-on valasztottak el és fluoreszcens detekt¢hgilent 1100 HPLC-FLD)
detektaltdk 330 nm (extinkcid) és 460 nm (emisszid) hullamhosszon.

A vizsgalatok soran a FB1 toxin szennyezettséget standard etalon moddszerrel
allapitottak meg. Immunaffinitas oszlopos (VICAM-FumoniTest) tisztitast és

szarmazékképzést koven folyadékkromatografias elvalasztas kovetkezetimetanol-viz

rrrrrr
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Az eluens viz:acetonitril (45:55) keveréke volt izokratikus aramlassal. Az egyes toxin
komponenseket C18-as oszlopon (Vydec Denali, 4 150 mm x 4,6 mnux) 325°C-on
vélasztottak el és fluoreszcens detektorral (Agilent 1100 HPLC-FLD) detektaltak 360 nm

(extinkcid) és 455 nm (emisszid) hullamhosszon.

3.4. sz. tdblazat: A toxinbontasi kisérletek értékelésénél alkalmazott HPLC mdédszerek

Aflatoxin-B1 Zearalenon T-2 toxin Ochratoxin-A Fumlcs)glsm— Deoxinivalenol
AOAC AOAC MSZ EN Vicam
Modszer Official Official PASCALEET MSZ EN ISO 1SO DONTgst
Methods Method AL., 2003 15141-1:2000 143522004 Instruction
990.33 985.18 ' manual, 1999
Agilent 1200 Agilent 1100
Miiszer Agilent 1100 Agilent 1100 + Agilent Agilent 1100 Agilent 1100 HPLC-DAD
HPLC-FLD HPLC-FLD TripleQuad HPLC-FLD HPLC-FLD
6410 B
Restek Ultra Vydec Denali
. . 11 C18; 100 . Vydec
Oszlop Vydec Denali  Vydec Denali X2 mm: 3 Vydec Denali D)e/nali
pm
viz:acetonitril . viz+ viz:acetonitril: . _ viz:acetonitril
) viz:acetonitrii  HCOOH / viz:acetonitri (10:90)
Eluens :metanol (45:55) metanol - ecetsav | (45:55)
(68:16:16) HCOOH (49.5:49.5:1)
extinkcié:  extinkcio: 'O”I‘;Ogas' extinkcié:  extinkcio; 218 nm
. 365 nm 274 nm s 330 nm 360 nm
Hullamhossz N o detektalas: o A
emisszio: emisszio: dynamic emisszio: emisszio:
450 nm 440 nm 460 nm 455nm
MRM
Meghataroza
si hatér 1 ug/l 10pug/l 1 ug/l 2 ug/l 2 ug/l 0,1ug/l
(LOQ)
h@gf?ﬁgg) 0,1 g/l 2 g/l 0,2/ 0.3ug/l 0,1ug/l 5,040/

3.5 Az ELISA mérés leirasa

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

Minta ebkészités: A Soft Flow Biotechnology altal forgalmazd®XIWATCH
ELISA Kitek gabonamintak toxin mérésére vannak Kkifejlesztve, amelyekbdl a toxin
extrakcidja 75%-0s metanol oldattal tortént. A gabona extraktum PBS-sel térténé higitasa
révén a T-2 és a ZEA mérésénél a minta metanol tartalma 7,5%-ra higul, aflatoxinnal 9,4%-
ra. Mivel a metanol — elsorban fehérjedenaturaciés hatasa miatt — befolyaanlpntigén-
antitest kéddést, a mintak mérése csak akkor oldhaté6 meg prediaenind a standard sor,
mind a mérendé mintdk azonos mennyiségetanolt tartalmaznak. Ez az oka, hogy
TOXIWATCH ELISA Kitekben a standard sorok metanol tartalma 7,5 illetve 9,4%.
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Mivel a bakterialis sejtfeltilisz6 matrixa Lysogeny broth (LB) médium, amely nem
tartalmaz metanolt, a mérésekhez 2 léhég allt rendelkezésemre:
1. Az LB kihigitasa megfelélmetanol tartalmu oldattal

2. Metanolt nem tartalmazo standard pontok alkalmazasa

A ZEA és T-2 toxin meghatarozasanal a énéendszer nagyfoku stabilitAsa miatt az
elss — méréstechnikailag egyséilbb — megoldast valasztottam, és az LB-t 7,5% metanol
tartalmu PBS-sel higitottam a méréshez. Aflatoxin mérésénél a biztosabb eredmény
erdekében a standard sort metanol mentes kézegben, PBS-ben készitettem el, és a mintakat is
tiszta PBS-sel higitottam. Mivel a mintak toxin koncentracidja igen magas volt, 50-1000x-es
higitdsban estek csak a TOXIWATCH ELISA Kitek méréstartomanyaba.

3.5. sz. tablazat: A TOXIWATCH ELISA Kitek mérési jellemzéi (ng/ml) a gyartéi Gtmutatasok alapjan

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

Kimutatasi tartomany 0,03-40 1-8 2-16 0,125-4 5-40

Kimutatasi hatar (LOD) 0,025 0,14 0,10 0,13 14,80
Meghatéarozasi hatar (LOQ| 0,04 0,3 2 2 2,95

A jelentés mintahigitas lehévé tette egyuttal a matrix hatast, tovabba a 7,5 %-nyi
metanol higulasédnak elhanyagoldsat. (Erre utal, hogy a toxint nem tartalmazé LB mérése
valéban 0 ppb-nyi eredményt adott.)

Méres

* Az ELISA lemezt 25 WASH oldattal mossuk. (Hasznalat&la koncentratumot 10x-
ére higitjuk.)

* A megfeleb mintahigitast kovéen bemérjik a standard sor elemeit €s a mintédkat. AFB1
esetén 7%u-t, a tobbi toxinnél 50 Ht kell bemérni egy well-be.

 Bemérjiuk a konjugatumot (CONJ). AFB1 esetén 2%, a tobbi toxinnal 50ul-t kell
bemérni egy well-be.

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

e A mikrolemezt szobahémérsékleten sotétben inkubaljuk. AFB1 esetében 1t,0Z&tAa
és T-2 toxinnal 15 percig.

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

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

* A mikrolemezt szobahtiérsékleten sotétben inkubaljuk. AFB1 esetében 1§,peEA és

T-2 toxinnal 10 percig.
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e Bemériink 5Qul STOP oldatot a reakcio leallitasahoz
e 450 nm-en megmeérjik az OD értékeket.
* Megrajzoljuk a kalibracios gorbét és kiszamitjuk a mintak toxin koncentracioit.
A multimikotoxin mérésekhez alkalmazott Soft Plex Fungi6-PlexTM kit paramétereit a

3.6. sz. tablazat tartalmazza.

3.6. sz. tblazat: Soft Plex Fungi6-PlexTM kit mérési jellendi (ng/ml) a gyart6i Utmutatasok alapjan

Aflatoxin-B1 Zearalenon T-2 toxin
Kimutatasi tartomany 0,01-0,64 0,25-16 0,5-32
Kimutatasi hatar (LOD) 0,1 0,09 0,61
Meghatarozasi hatar (LOQ) 0,06 0,37 1,9

3.6 Mikotoxin-detoxifikacios potencial vizsgalata

A mikrobak szelektdlasa egyrészt a mikrobdk aktivitasdra irdnyul, masrészt a
legkevesebb maradék toxicitast eredmédybiztonsagos torzsek kivalasztasa a cél.

3.6.1 SOS-Chromo teszt

A bakterialis biotesztek kozul egy, a vegyuletek DNS karositd hatasat vizsgalé SOS-
Chromo tesztet alkalmaztam a mikotoxinok vizsgalatara.

Ahogy azt az irodalmi attekintésben bemutattam ebben a médszergera@izPQ37
jelzédi torzs esetében a mutagén anyag hatasara indukalv@@szreakcioval egyutt &
galaktozidaz enzim termelésért félslgénszakasz transzkripcidja is megtorténik. A madsze
soran ap-galaktozidaz termétés mellett, amely a genotoxikus potencialra utal,jikéaz
alkalikus foszfatdz aktivitasat is, ami a sejt életképességét mutatja. A két enzim aktivitasa
kolorimetriasan mérhéta megfelal szubsztrat hozzdadasaval fAyalaktozidaz szubsztratja
az 5-bromo-4-kloro-3-indolilB-D-galaktopiranozid (X-gal), amely hidrolizis utan imév
kék szini és 620 nm-en, fotometriasan mérhetig az alkalikus foszfatdz enzim a para-
nitrofenil foszfat (pNPP) szubsztrattal sarga szinreakciot ad, ami 405 nm-endnérhhet
hullamhosszon mért abszorbancia értékekbdl (ELx800 — ELISA reader, BioTek Instruments,
Inc.) az enzimaktivitdsok kvantitativan meghatarozhat6éalg-galaktozidaz és az alkalikus
eredmények kifejezésére alkalmazhatd az indukciés faktor (IF), amely a genotoxikus aktivitas
kifejezésére szolgal az egyes koncentracio szinteken, és az alabbi képlettel hatarozhaté meg:

IF= A05kx A620
A405 x A62(Cnk
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ahol, A405: abszorbancia 405 nm-en (alkalikus foszfataz)
A620: abszorbancia 620 nm-¢hdalaktozidaz)
nk negativ kontroll

sz

t: adott szerkoncentraciéju tesztelt oldat

Szakirodalmi adatok alapjan genotoxikusnak szamit az a minta, amely egy adott
koncentracidéban 1,5 vagy annél nagyobb IF értéket mutata{lLT ET AL., 1994).

A teszt alkalmas a direkt genotoxikus hatast Kifeggylletek mellett azon toxinok
vizsgalatara is, amelyek indirekt médon a szervezet lebontd folyamatai altal, metabolitjaik
réven fejtik ki karos hatasukat. Ebben az esetben a vizsgalandd kemikaliakast eml
m§enzimekkel kezeljik (tesztben: reakcibhoz adagolt S9 mix), a szervezetben végbemen
folyamatok modellezése végett.

Korabbi vizsgalatokban bizonyitast nyert, hogy az SOS-Chromo teszt aflatoxin-
altalam beallitott AFB1-bontasi rendszerek értékeléséhez is alkalmazhat6. A tdbbi toxin
esetében (ZEA, DON, T-2, OCHRA) bar egyes siletkimutattak azok mutagén hatasat is,
korédbbi vizsgalatoknal (RIFATON ET AL., 2010) ezen toxinok esetében csak magas 10 pg/mi

koncentraciéban indukaltak a tesztszervezet SOS-repair rendszerét.

A teszt kivitelezése

Az AFBL1 biologiai lebontasanak vizsgalata az SOS-Chromo teszttel (Environmental
Biodetection Products Inc., Canada) a gyarté altal megadott, valamint Krifaton és munkatarsai
altal 2011-ben modositott eljaras szerint tortént. A kontrollok és biodegradacios kisérletek
mintainak 10ul mennyiségét adagoljuk a mikrotiter-lemez megteleszeibe, amelyekhez
100 ul tesztszervezetet adagolunk, majd 1,5 6ran keresitibaljuk 37°C-on. A megfelél
szubgtratkeverek (X-gal és pNPP) hozzdadasa utan Ujabb inkubacio kdvetkezik (90 min,
37°C). Véqgul az abszorbanciat 405 és 620 nm-en mérjiuk. A vizsgalat soran két pozitiv
kontroll alkalmazasaval ellenérizzik a teszt megéelalikodését. A 4NQO a direkt hatasu
genobxinokra alkalmazott kontroll, amely segitségével lébeg van a teszteredmények
standardizalasara. A 2-amino-antracén (tovabbiakban 2AA) az indirekt genotoxinok
vizsgalatakor hasznalatos kontroll vegyuletU(QARDET ET AL., 1985). Mindezek mellett
alkalmazunk egy higité oldatot tartalmazo negativ kontrollt és egy mikrobamentes kontrollt
is. Emellett a biodegradaciés kisérletben szérepkrobamentes kontroll mintdk az SOS-

Chromo teszt esetében, mint pozitiv genotoxikus kontroll szerepeltek.
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3.6.2 BLY ES teszt leirasa

A tesztszervezeteket az amerikai Tennessee Egyetem munkatarsai fejlesztették ki és
hivatalos egyittrikodési szerdgdés keretében Gary S. Sayler professzor, a Center for
Environmental Biotechnology vezgé bocsatotta rendelkezésinkre. Ahogyan az irodalmi
attekintésben bemutattam a BLYES tesztszervezet human 6sztrogén receptort tartalmaz, és
amennyiben &sztrogénsieranyaggal kapcsolddik, képes az 06sztrogénsHelyekhez
csalakozva a plazmidon kodolt lumineszcenciaért telegének atirasat indukalni. igy a
teztszervezet dsztrogénhatasu anyagra biolumineszcencia intenzitassal reagal.

Az éleszbk szaporitdsahoz uracil és leucin szelektiv tapold@tdMura-, leu-)
alkalmaztam, amelyet 5 tovabbi oldattal egészitettem ki: vitamin oldat (amely tiamint,
piridoxint, pantoténsavat, inozitolt és biotin oldatot tartalmaz), 20%-o0s glikéz oldat, L-
aszparaginsav oldat, L-treonin oldat és réz-szulfat oldat. A tenyészeteket -80°C-on taroltam a
tovabbi vizsgalatokig. A BLYES tesztszervezetet 250 ml-es Erlenmeyer lombikban
szaporitottam 30 ml tapoldatban, majd termosztatban inkubaltam (30°C, 200 rpm) 24 éran
keresztil és sejisiiségét 600 nm-en (OD600) 1-re Allitottam beN&VERINO ET AL.,

2009).

A vizsgalatokat Krifaton €s munkatarsai (2012) altal médositott modszer alapjan
végeztem, aminek révid leirdsa alabb lathaté.

A mintdk és kontrollok kiadagoldsa (2@/well) utan a bedllitott (OD600=0,1)
sefsiirisédi tesztszervezet 200l-ét adagoltuk a mikrotiter-lemez megfélelészeibe és a
mikrotiter-lemezt 30°C-on inkubaltam 5 éran keresztil. Ellenériztem a kezdé fénykibocsatast,
majd 6ranként mértem VictorX Multilabel Plate Reader (Perkin Elmer Inc.) segitségével.

A vizsgalatok soran pozitiv kontrollként a bontasi kisérletbél (lasd 3.3 fejezet)
szamaz6 mikrobamentes kontroll (2 pug/ml ZEA) oldatot alkalmaztam; valamint negativ
kontrollként a higitashoz hasznalt metanolt és a tesztszervezetet tartalmazé kontrollt, valamint
magat a tesztszervezetet tartalmazd kontrollt alkalmaztam.

A bontési kisérlet feluluszé mintai esetében egy lumineszcencia intenzitasi értéket
hataroztam meg Froehner és munkatarsai altal kidolgozott (2002), de mddositott egyenlet
alapjan, amely szerint az eredeti egyenlet reciprok eértékének alkalmazasaval nem
biolumineszcencia gatlasi, hanem intenzitasi értékben adtam meg szazalékos aranyban a

kontrollhoz viszonyitott fénykibocséatas valtozast.

Intenzitasi érték (%) {@‘j *100} % (-1)
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ahol Ktx: parhuzamos kontroll mintak fénykibocsatasanak atlagértéke adott
kontakticbnél
Mtx:  parhuzamos minték fénykibocsatasanak atlagértéke adott kontaktidénél
Amennyiben a mintdk tobb mint 50%-al novelték az alapfénykibocsatasat a

tesztszervezetnek, ugy azokat 6sztrogénhatasunak tekintetttk.

3.7 Allatetetési és allatkezelési kisérletek

Kutatasom soran ezen kisérletsorozatok az &ltalam kivalasztott mikroorganizmusok
mikotoxinbont6 hatékonysaganak és alkalmazhatdésaganakrelisgée szolgaltak.

« A brojlercsirke etetési kisérletet a Szent Istvan Egyetem 6ldgdasag- és
Kornyezettudomanyi Kar, Allattudomanyi Alapok Intézet, Takarmanyozasi Tanszéke
munkatarsaival végeztiik el. Allatkisérletekre vonatkozé engedélyszam: Pest Megyei
Korméanyhivatal Elelmiszerlanc-biztonsagi és Allategészségiigyi lgazgatésaga altal
kiadott 3/2012 engedély

« A hal etetési Kkisérletet a Szent Istvdan Egyetem, d@zdasag- és
Kornyezettudomanyi Kar, Kornyezet- és Tajgazdalkodasi Intézet, Halgazdalkodasi
Tanszéke és a Szabolcsi Halaszati Kft. munkatarsaival végeztiik. Allatkisérletekre
vonatkozo engedélyszam: "Természetes vizi €s halastavi kutatasok” XIV-1-001/2304-
4/2012, "Toxikolégiai vizsgéalatok halakon™ XIV-1-001/2303-4/2012

« A patkany- és egérkezelési modellkisérleteket a Kisérleti Orvostudomanyi
Kutatointézet Molekularis Endokrin Neurobiolbgia Kutat6csoportjanak
munkatarsaival végeztiik. Allatkisérletekre vonatkozé engedélyszam: PEI/001/35-
4/2013

3.7.1 Brojlercsirke és hal etetési kisérletek

Takarmanyminték biztositdsa, aflatoxin biodetoxifik&cid

A kisérlethez sziikséges aflatoxinnal kontaminalt kukoricat a Szent Istvan Egyetem
Mezégazdasag- és Kornyezettudomanyi Kar, Kornyezet- éggazdplkodasi Intézet,
Kornyezetveédelmi és Kornyezetbiztonsagi Tanszékeén izolalt AFB1-téivsgergillus flavus
ZT80 torzzsel Allitottuk él (DoBoLYl ET AL., 2011). A HPLC analitikai vizsgélat adatai
szerint 9,87 mg/kg AFBL1 tartalma kukoricét allitottunlé &l ZT80 jelzés torzs kukoricara

Tre

kukoricatételt 1 mg/kg AFB1 koncentraciora higitottuk amely az etetési kisérletekben
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brojlercsirke és hal takarmanyként szolgahKB1” beallitas). A kisérlet folyamata a 3.1. sz.
abran lathato.

A kontaminalt kukoricét toxinbontasra képes mikroszervezettel oltottam be. Ehhez
szilard fazisu fermentaciés eljarast hasznaltam, amelyben a 40% nedvességtartalomra
bedllitottam kukoricadarat inokulaltam. A fermentacié 28C°-on 4 napig tartott, 5 liter/perc
aeracio és a nedvesseégtartalom szinten tartdsa meNEB1,+ AK37” beallitas).

Parhuzamosan mikotoxin mentes kukoricadaMiKrobamentes Kontroll’beallitas)
inokulalasat és kezelését is elvégeztem az AK 37 torzzsel a fentiek sz&iomtrQ)l +
AK37” bedllitds). A kilonbdgz beallitasokat 122C-on, 20 percen keresztiil sterileztem az

etetési kisérletek megkezdésétel

Kontamin:lt takarniny

AFEL: 0.86 myu ke

s

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

—

R. preidinivorans
AK3™

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

3.1. sz. abra: A brojlercsirke etetési teszt folyamatabraja

3.7.1.1  Brojlercsirke etetési kisérlet leirasa
Az etetési kisérlethez 120 db Cobb 500 brojlercsirke kakast allitottunk be.
A kisérleti csoportok kialakitasanal az egyes kezelések két ismétlésben (latin négyzet
technikaval) 15-15 egyed/ismétlés létszammal lettek bedllitva.
« Mikrobamentes kontroll (n=2x15): AFB1 mikotoxint nem tartalmazé takarmanyt

fogyaszt6 csoport.
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« Kontroll + AK37 (n=2x15): AFB1 mikotoxint nem tartalmazo, baktériummal kezelt
takarmanyt fogyaszto csoport.
« AFB1 (n=2x15): AFB1 mikotoxinnal szennyezett kukoricat tartalmaz6 takarmanyt
fogyaszt6 csoport. A takarmany szamitott AFB1 tartalma 1mg/kg.
e AFBl1 + AK37 (n=2x15): AFB1 mikotoxinnal szennyezett biodetoxifikacios
technikaval ebkezelt kukoricéat tartalmazé takarmanyt fogyaszté csoport
A kisérlet id6tartama 42 nap volt.
Kisérlet értékelésénél az alabbi mérési paramétereket hataroztuk meg:
» Testtbmeg: napos korban, valamint hetente — egyedileg
» Takarmanyfogyasztas naponta csoportonként

* Elhullas: naponta csoportonként

Az eredmeények statisztikai értékelésénél az egyes vizsgalt paraméterekbsl minden esetben
kiszamitottuk az atlag, valamint a széras értekeket. Az egyes kisérleti csoportok kozotti
kilénbségeket Student ,t” probaval értékeltik. A szadmitdsokhoz MS Excel 7.0 programot

hasznaltunk.
3.7.1.2 Hal etetési kisérlet leirdsa

A pontymodell etetési kisérletet a Szabolcsi Halaszati Kft. telephelyén kiviteleztik, a
gazdasag sajat szaporitdsabdl szarmaz6 egynyaras pontyokon. A halak négyféle kukoricat
fogyasztottak testtomegik 3%-aban, napi négy részletben, autométasagédségével. A
kisérlet soran az alabbi beallitAsok és csoportmegnevezések lettek kialakitva:

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

fogyaszt6 csoport

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

fogyaszt6 csoport.
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A halakat 2 mes medencékben tartottuk, recirkulaciés rendszerben. A kisérleteket 3
ismétlésben végeztik 25-25 egyeddel. Az etetést 5 nap szoktatas utan kezdtik meg, 14 napon
keresztil.

A tartdviz paraméterei a kovetkdevoltak:

» homérséklet: 24+ 2,3°C

e pH=7,3-8,3

* vezebképesseéq: 812-118%u

» oldott oxigén mennyisége: <70%

A kisérlet ideje alatt naponta mértik a vizminésegi paramétereket, illetve figyeltiik az
estleges elhullast és meghataroztuk az elfogyasztott takarmany mennyiségét. A kisérlet
elején, illetve végén mértik a halak testtdmegét és testhosszusagat. A kisérlet végén a
kilonbd®d kezeléseken atesett egyedek majabdl szovettani rrederzekészitettiink és
elemeztik a metszeteket.

A hal etetési kisérlet soran korszovettani vizsgalatot is végeztink. A boncolasokat
koveten eltavolitottuk a vizsgalt egyedek majat, amiketifekézett kis tivegekben Bouin
folyadékban fixaltunk. 12-16 6ras fixalast késet a mintdkat 75%-0s etilalkoholba
helyeztik at a feldolgozésig. A dehidraticid felszalld alkoholsorban tortént (75-90%-es
etilalkohol), amit xilolos atmoséas és paraffinba agyazas kovetett. Mikrotom segitségével 2-5
Hum-es metszeteket készitettink. A metszeteket hematoxilin-eozinnal festettiik meg
(KRUTSAY, 1980). Az egyes egyedéktszarmaz6 korszévettani metszeteket Nikon Eclipse
E600 mkroszkop segitségével vizsgaltuk meg.

3.7.2 Patkanykezelési modell kisérlet

A patkanykezelési kisérletekben a ZEA bontasanak hatékonysagat és a bontasi
termékek élettani hatasait vizsgaltuk. A kezelések soran a vizsgalandé anyagokat
gyomorszondan juttattuk a kisérleti allatok szervezetébe.

Az kisérlethez 500 pg/ml ZEA koncentraciéju LB tapoldatot a toxin elbontasara képes
mikroszervezettel oltottam be, amely 28°C-on, 170 rpm razatassal, 5 napon keresztil
inkubaltam. Az 6todik napoa kisérleti rendszereket centrifugaltam (15000 rpm, 20 perc, 4°C),
majd a fellliszo6t Edwards Micromodulyo liofilizalé berendezésen beszaritottam és a ZEA
koncentraciot HPLC meéressel (3.5 fejezet) eliamtettem. A fagyasztva szaritott feltiliszot
oliva olajpban vettem fel és az igyokészitett matrix adta az etetési kisérlet egyik

takarményanak alapanyagat.
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A kisérleti csoportoknak megfet@n a kovetkez bedllitasokat alkalmaztam:
* Kontroll: ZEA-t nem tartalmazo LB
e ZEA: 500 pg/ml ZEA-t tartalmazo6 LB
« ZEA + K408: ZEA-val szennyezett (500 pg/ml) biodetoxifikacios technikaval

elékezelt minta

A kisérlethez Heneweer és munkatarsai (2007) altal elvégzett uterotrofikus bioassay-t
vettik alapul, ahol harom napon keresztil 1 és 10 mg/ testsuly kg ZEA végddzisok hatasat
vizsgaltdk DNS microarray és Real-time PCR segitségeével.

A modellallatok pubertas @&ti néstény Wistar patkanyok voltak, amelyek a KOKI
sgat tenyésztésallatai. Az allatokat harmaséval tartottuk 21+1°C hémérsékleten és 65%-0s
pamatartalom mellett, 12 éras megvilagitasban (07:00-19:00 6ra). Fito6sztrogénmentes tappal
eés kezeletlen csapvizzel taplaltakl libitum 3 napon keresztil. Mindegyik allatra napi
rendszerességgel szamoltuk ki az etetési dozist, 5 mg/kg ZEA bevittel testsulyra vetitve. A
kezelések soran a vizsgaland6 anyagokat gyomorszondan juttattuk a kisérleti allatok
szervezetébe.

A Kkisérlet soran az uterusz tomegenek valtozadsat és az uteruszban talalhatd
markergének expresszalodasat vizsgaltuk a kontrollhoz viszonyitva: apelin (APLN),
aquaporin 5 (AQPS5), komplement komponent 2 (C2), kalbindin-3 (CALB3). Az
eredmeényeket relativ génexpresszibban (RQ - relative quantity) fejeztik ki, ami
meghatarozza, hogy hanyszoros az adott gén expresszioja a mintakban. A méréseket a 3.7.

szamu tablazatban lathaté marker génekre terveztuk.

3.7. sz. tdblazat: Zearalenon expozici6 altal befolyasolt markergének

Gén vagy enzim Hatasa Kisérlet tipusa

apelin (APLN) Kardiovaszkularis és immunmodulacipakut
folyamatok

aquaporin 5 (AQP5) Viz sejtmembranon torténd atjutasakut
simaizom sejtekben és a méh epithel
sejtjeiben

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

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

3.7.3 Egérkezelési modell kisérlet

A Magyar Tudoményos Akadémia Kisérleti Orvostudomanyi Kutatoint@eekl)

dtal kdzosen elvégzett etetési kisérletekbaikroszervezetltal detoxifikalt OTA degradéacio
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bomlasi maradékanak élettani hatasait vizsgaltukezelések soran a vizsgalandé anyagokat
gyomorszondan juttattuk a kisérleti allatok szervezetébe.

A kisérlet soran 2Qug/ml OTA-val kontaminall.0%-os LB tapoldatot a toxin bontasara
képes mikroszervezettel oltottam be, amelyet 28°C-on, 170 rpm-en, 5 napon keresztil inkubaltam.
Az 6todik napon a kisérleti rendszereket centrifugaltam (15000 rpm, 20 perc, 4°C), majd a

feliluszétEdwards Micromodulydiofilizalé berendezésen beszaritottam.

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

eékezelt minta

A kisérletekhez ivarérett 7-9 hetes him egereket hasznaltunk (CD1 t6rzs). Az allatokat
az MTA-KOKI Orvosi Géntechnologiai Részlegében tartottuk az etikai és allatvédelmi
szabalyokat betartva. A Kkisérleti allatokat ellenérzott korilmények kozott tartottuk
(hémérséklet: 21+£1°C, paratartalom: 65%, megvilagitas2z%2 ora/ nap). A taplalék és az
ivoviz hozzéaférés ad libitum volt.

A Kkisérleti bedllitAsokat és az allatok kezelését az OECD 407 protokoll ajanlasai
alapjan végeztik. Az akut kisérletek idétartama 72 6ra (n=7-1HET AL., 2003), mig a
kronikus kisérletek idétartama 21 nap (n=7-10¥(ZzIC ET AL, 2006). A Kkisérleti allatokat
ngponia egyszer kezeltik a déldi orakban. A kezelések soran a vizsgalandoé anyagokat
gyomorszondan juttattuk a kisérleti allatok szervezetébe. Az akut vizsgalatban az OTA
dozisok 1 mg/testtomeg kg, illetve 10 mg/testtomeg kg voltak napi egyszeri beadassal. A
krénikus toxicitdsi vizsgalatokat 0,5 mg/testtomeg kg doézisban 21 napon keresztil, napi
egyszeri kezeléssel végezzik (n=7-10). A pozitiv kontrollként hasznalt metil-
metanszulfonatot (MMS) steril csapvizben higitottuk. A mikrobialisan bontott ochratoxin-A
biodegradacios termékeit tartalmazo liofilizalt készitményt 10 mM Tris (pH=8) tartalmu steril
csapvizben oldottuk fel. Kontrollként az azonos fenofazisi, OTA mentes bakterialis kultara

liofilizalt feltluszojat hasznaltuk, amely tartalmazta a taptalaj maradvanyait is.

A kisérleti csoportok megnevezése a 72 0ras toxicitasi kisérletnél
» Kontroll (DMSO a nagy dézisu intakt OTA higitasanak megieie)
* MMS (pozitiv kontroll, 200 mg/kg)
* OTA (1 mg/testtbmeg kg)
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* OTA (10 mg/testtomeg kg)

* Bontott OTA (1 mg/testtdmeg kg)

* Bontott OTA (10 mg/testtomeg kg)

* LB-Baktérium (DMSO a nagy dozisu intakt OTA higitasanak medgfeig)|

A kisérleti csoportok megnevezese a 21 napos kronikus toxicitasi kiserletnél:
« Kontroll (DMSO az intakt OTA higitasanak megféleh)
*  MMS (pozitiv kontroll, 40 mg/ testtomeg kg)
* OTA (0,5 mg/ testtémeg kg)
* OTA bontott (0,5 mg/ testtdmeg kg)
» Tapfolyadék (LB)-baktérium (DMSO az intakt OTA higitasanak medgfetgl

A kisérlet sordn célunk az OTA-nak a vesére, az intakt mikotoxin altal leginkabb
karositott szervre gyakorolt toxicitasanak vizsgalata volt. A bomlastermék toxicitdsat az
irodalomban mar leirt OTA expozicio altal leginkabb befolyasolt markergének
expresszidjanak mérésével vizsgaltuk a vese keérgi régidjahmE @1 AL, 2003) és relativ
génexpressziéban (RQ) adtuk meg. A méréseket a 3.7. szadmu tablazatban lathato
cititoxicitdsi marker génekre terveztik: alfa Gadd45, Gaddl153, annexin 2 (Anxa2),
ceruloplazmin (Cp), szulfotranszferaz K2 (StK2), clusterin (Clu). A vizsgalt markerek uagy
lettek kivalasztva, hogy azok az OTA vesekarosité (DNS karositd, apoptotikus, gyulladasos)

hatasait tikrozzék:

3.8. sz. tablazat: Ochratoxin-A expozicié altal leginkabb befolydsolt markergének

Gén vagy enzim Hatdsa Kisérlet tipusa
Gadd 45, DNS karosodas altal aktivalt marker Akut és Krénikus
Gadd 153 DNS karosodas altal aktivalt marker Akut és Krénikus

Clusterin (Clu) Apoptotikus folyamatok elindulasa (vesedaganat Akut
kialakulasa)

Ceruloplazmin (Cp) Vesegyulladasban és oxidativ stressz soran Krénikus

emelkedett expresszio

Szulfotranszferaz K2 | Alapvet enzim a sejtek detoxifikacios és cellularis Krénikus

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

Az eddigi mikotoxinbontasi vizsgélatok eredményei alapjan kivalasztottunk két
mikroszervezetet, amelyek teljes genom szekvencia analizisét a szegedi Baygen Intézet
segitségével végeztik el.

A két kivalasztott torzs:

* Rhodococcus pyridinivorans, AK37

» Cupriavidus basilensisDR16

Genomi DNS izolalas tiszta tenyészet

A folyamat leglényegesebb része a tiszta tenyészet gondos kialakitdsa volt. Ehhez a
Rhodococcus pyridinivoransAK37 és Cupriavidus basilensisOR16 térzsek -80C°-on
fennfartott torzstenyészeteibél LB taptalajra szélesztettem kacshegynyi biomasszat,
pathuzamos szélesztéses technikaval. A harom ismétlésben leoltott LB lemeZ€ken 3@t
napg inkubaltam, majd a kilonallé telepekbél 3-3 darabot 25 ml LB tartalmd 200 ml
Erlenmeyer lombikba oltottam. Harom napos inkubaciot leere{(170 rpm, 28°C) mindkét
folyadékkultarabdl haromszor 3 ml mennyiséget centrifugalva (4000 rpm) dsszegyijtottem a
medelelé6 mennyiséfl biomasszat. A DNS izolalast a MoBio altal forgalmazditraClean
Microbial DNA Isolation Kit segitségével végeztem, a gyartd utasitdsai szerint. A DNS
mintak tisztasagat és koncentraciéjat nanofotométer (Implen) segitségével mértem. Ennek
alapjan a DNS mintak tisztasaga (A260/A280) mindkét esetben 1,9 feletti értéket mutatott,
mig koncentracidja &R. pyridinivorans AK37 esetében 210 ng/uG. basilensisOR16
extében 350 ng/ul volt. A DNS mintdk néisegét agardz gélelektroforézis segitségével is
ellenériztem (1%-os agar6z gélben, 5 pl mintat 1 6ran kihe$20 V fesziltség mellett
futtatva), ez alapjan megallapithatd volt, hogy a genomi DNS egyik minta esetében sem
tbredezett szét, igy azokbol 30-30 pg-ot juttattam el genomi szekvenalasra (Baygen Intézet,
Szeged).

A genomszekvencia vizsgalat kombinalt ciklikus ligandum szekvenalé berendezéssel
tortént (SOLID 4 System-Life Technologies, 454 FLX pyrosequencing-Roche). A szekvencia
illesztést CLC Bio Genomics Workbench 4.8 és Omixon Gapped Solid Alignment 1.3.2
program segitségével végezték el, amelyek 416 nagyim@@d bp-nal nagyobb) kontigot
hoziak létre. A kapott tobb ezer rovid szekvencia szakaszt bazissorrendsspgszerint

szamitogép sikitett kisebb szamu szekvencia szakaszra, majd pedgBI Prokaryotic
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Genomes Automatic Annotation Pipeline (PGAAP) eszkdz segitségével tortént a genom

Osszeillesztése (HTTP2).

3.9 Statisztikai moédszerek

A biodegradaciés kisérletek eredményei kozétti kapcsolatrendszer vizsgalatat
statisztikai modszerekkel végeztem a PASTANIMER ET AL., 2001) és Microsoft EXCEL
smoftverek felhasznalasaval.

A Kkorrelacio szamitasaval két tedteges valtozo értékei kozotti kapcsolat vizsgélhato.
Amennyiben a két valtozo értékei kozott pozitiv, szignifikans korrelacié mutathato ki, azt
mondhatjuk, hogy a két valtozé egymastol féigértékeik kozott egyenes aranyossag all fenn;
amenyiben negativ korrel4cié all fenn, ugy a két valtozé egymastobfiggekeik kdzott
forditott arAnyossag all fenn. Amennyiben a két valtoz6 kozotti korrelacié értéke nulla, akkor
azok nem korrelalhatéak. A korrelacié maximalis értéke +1, minimuma -1 lehet. A statisztikai
ertékelésnélPearson—féle korrelacidés egyutthatotallapitottam meg. Amennyiben szoros
egyenes aranyu kapcsolat fededhisti a valtozok kozott, ugy az egyitthatdo 0,6—1 kdzott
helyezkedik el, mig szoros forditott aranyu 6sszefliggés esetében az egyutthatd (-1)—(-0,6)
kozotti értéket kapunk ERARSON, 1896). Munkdm soran az egyes mintak kémiai analitikai
(HPLC), immunanalitikai (ELISA) eredményeivel végeztem korrelaciészamitast a Pearson-

féle korrelacio felhasznalasaval.
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1 Vizsgéalatba vont izolatumok identifikalasa

A munkam soran &hodooccus majd mas baktérium nemzetségekbe tartozé 55 torzs
mikotoxinbontd képességét vizsgaltam, amelyek 13 baktérium nemzetség, 29 kéilonboz
fajdhoz tartoznak. Azon mikroszervezetek esetében, amelyek tanszéki (19 db), Dr. Szabd
Istvantol szarmazo (3 db) és sajat izolatumok (10 db) a fajidentifikalast 16S rDNS szekvencia
alapjan hataroztam meg, a meghatarozott bazisparhossz alapjan az eredményeket a 3. szamt
melléklet tartalmazza, amelyhez hozzarendeltem a nemzetkdzi tijtesggnybdl szarmazo

fajokat €s azok diteményi helyét. A 4.1 sz. dbra mutatja, hogy a viltdggktériumok nagy

része aRhodococcusiemzetségbe tartozik, ezt kdvetPaeudomonasemzetség tagjaihoz

tartozoé torzsek.

B Rhodococcus sp. 33 térzs

W Arthrobactersp. 1 térzs

W Chrysecbacterium sp. 3 tdrzs

W Cupriavidus sp. 2 tdrzs

W Gordonia sp. 1 térzs

B Microbacterium sp. 2 térzs
Ochrobactrum sp.1 térzs

B Paracoccussp. 1 torzs

B Pseudomonas sp. 6 tdrzs

W Pseudoxanthomonas sp. 2 térzs

W Raoultellasp.1 térzs

W Serratiasp. 1 térzs

Sphingopyxis sp. 1 tdrzs

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

Munkam soran 29 fajhoz tartozé 55 baktérium térzs mikotoxinbontd képességét hat
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mikotoxin (ZEA, AB1, DON, T-2, FB1 és OTA) esetében vizsgéltam. Analitikai

vizsgalatokkal a mikotoxinbontas igazolasara — a fizikai adszorpcio kizardsara — a pellet

toxinkoncentracio meghatarozasa is megtortént. AFB1 és OTA esetében 2% aldtiskot
ardnyt, a T-2 és a DON esetében 5% és 10% kozottidési aranyt, a ZEA-nal 10%, egy

esdben 26% kdaidési aranyt figyeltem meg a kiindulasi koncentraci6képest. A pellet

vizsgalatok eredményét a 4.1. sz. tablazatban mutatom be.

4.1. sz. tblazat: A kontroll mintakhoz viszonyitott pelletl visszanyert toxin koncentracié metanolos
kezeléssel, E-NEzAMI ET AL ., (2002) médszere alapjan

Mikotoxin

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

- ; Nem volt vizsgalva

A mikotoxinbontds enzimatikus igazolasara proteinaz-K kezeléses vizsgalatot végeztem az

alabbiRhodococcusirzsek esetéberv&EY ET AL, 2000 modszere szerint, (az eredményeket

a 4.2. gamu tablazat tartalmazza):
- AFBL1 toxin degradacids vizsgalatot a NI1, GD1, AK37, K408, AK36, NI2, ATTC
12674 torzsek esetében.

- ZEA toxin degradacios vizsgalatot a NI1, AK37, K408 torzsek esetében
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- T-2 toxin degradaciés vizsgalatot a NI1, GD1, AK36, NI2, ATTC 12674 torzsek
esetében
Az sejtkivonatot az alabbi kezelésekben részesitettem:
1) PK = Proteinaz-K kezelés
2) HK = Hokezelt
3) K = Kezeletlen
A vizsgalatot kovdten TOXIWATCH ELISA Kit hasznalataval (3.5 fejezet)adltottuk meg

“ sz

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

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

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

K408 |R. pyridinivorans 18% <5% 40% 14%| <10% 43%
AK 36 |R. globerulus 21% <5% 46% 25% <59 40%

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

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

Mindezek alapjan elmondhatd, hogy az eredményeimben kdzolt mikotoxinbontasi
szazalékok metabolikus aktivitdsnak kdszotblet
Az alabbi fejezetekben a vizsgalat mikroszervezetek bontasi képességét mutatom be

mikotoxinonként.

4.2.1 Rhodomccus nemzetségbe tartozo izolatumok mikotoxinbonto képessége

Osszesen nyolRhoda@occusfajba tartozé harmincharom torzs bontasi képességét
vizsgaltam hat kulonb&z mikotoxinra. A tovabbiakban egy dsszefoglald tabléaat (4.
szamu melléklet), valamint mikotoxinonként kulon-kilon kdzlom a kapott eredményeket.
Elsd lépésben ELISA mérésekre kerllt sor, amelyik torzstében 50% feletti bontasi
potencialt jelzett a mérés, ezen esetekben a HPLC méréssel szintén ellenériztem a bontési
sz&alékokat. A 4. szamu mellékletben lévo tdblazat tartalmazza mind a HPLC és ELISA
eradlményeket, valamint az AFB1 és ZEA esetében a bioldgiai hatasmérés eredményeit, a
statisztikai vizsgalatok alapjan Pearson—féle korrelacié elemzéssel, szoros egyenes aranyu
0sszefliggés mutathatdé ki a HPLC és ELISA mérések kozoétt. A korrelacios egydtthatd az
AFB1 és T-2 esetében 0,99, mig a ZEA esetében 0,98 volt.
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4.2.1.1 A Rhodococcuszolatumok aflatoxin-B1 bontasi eredményei

A 4. szamu mellékletben lathat6, hogy a legnagyobb szambneaythropolisfajba
tartozé izolatumok alltak a rendelkezésemre, amelyek mindegyike 50% feletti bontasi
képességgel rendelkezett. A aetherivorang€sR. gordoniaefaj 1-1 képvisalje 50% feletti,
de a 95%-ot el nem ér AFB1 bontast mutatott. A harmincharoRhodococus torzsbol
mind0sze négy esetében tapasztaltam 50% alatti AFB1 bontast, ezek kdzll Héronber
(N361, AK41, 4S-8), egy pedig R. globerulusfajhoz (N58) tartozott, amelyek alacsony
biodegradacidos kapacitassal rendelkeztek. Az analitikai eredmények alapjdh a
pyridinivoransés aR. rhodochroudajokba tartozo6 térzsek mutattak kimagaslé, kdzel 100%-
os biodegradacios képességet.

Az AFB1 detoxifikaciot az SOS-Chromo teszttel vizsgaltam. Ennek eredményeként a
harmincharom Rhodococcus izolatumbdl tizenke&t esetében mértem genotoxikus
bonmlastermékeket, olyan torzsek esetében is, amelyek a HPLC és ELISA eredményeik
alapjan j6 degradacios kepességeket mutaRalerfythropolis DSM1069, IFO12538, L88 és
aR. aetherivorang®\K44). A vizsgalt tizenkilendR. erythropolistérzs esetében az 50% feletti
degradacios képesség ellenére hét izolatumnal (DSM 743, DSM 1069, IFO 12538, L88,
AK40, OM7-2, ZFM 23-1) is genotoxikus hatast tapasztaltam a bontasi maradék
vizsgalatanal. AR. aetherivorangtrzs esetében magas bontasi képesség mellett szintén
genotoxikus bomlasterméket kaptakiz SOS-Chromo teszt vizsgalat soran genotoxikus
eredményt mutato térzseket a tovabbi kisérletekbe nem vontan be.

Az eredmények és a nemzetkdzi szakirodalom OsszevetésétBeveikerilt 3
Rhodooccus faj izoldtumainak esetébeR. globerulus(AK36), R. pyridinivorans(K402,

K404, K408, AK37) és &. rhodochrougNI2, ATTC 12674), valamint aR. erythropolidaj
tovabbi 12 izolatumnél (NI1, DSM 4306, NCAIMB 9784, AK 35, AK 42, GD1, GD 2A, GD
2B, BRB 1AB, BRB 1BB,0OR 9, OR 13) kéaros metabolitok nélkiili AFB1 biodegradacios
képességét feltarnom.

4.2.1.2 A Rhodococcus izolatumok zearalenon bontasi eredményei

Mint az a 4. szamu melléklet tdblazatdban lathatd, az altalam vihsgdlincharom
izolatumbdl az AFB1 bontasi eredményeihez képest joval kisebb szamban figyelhettem meg
ZEA degradacios képességet.Rhodococcudajok esetében hét torzsnél tapasztaltam 50%
feletti ZEA degradaciotR. erythropolisNI1; R. pyridinivoransAK 37, K402, K404, K408;
R. ruberN361; R. globeruludl58). Erdekesség, hogy a rendelkezésre all6 torzsek esetében az
R. erythropolisfaj esetében tizenkilenc izolatumbdl hét esetébeR, auber faj esetében
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harom izolatumbol egy esetében, Rs rhodochrousfajnal két izolatumbol egy esetében
tapasztaltam bontéast, azaz egyes fajokon belil ige elégradacios képességet detektaltam.

A j6 bontési képességgel rendelkedrzseket biodetoxifikacios képességét a BLYES
teztrendszerrel ellenériztem. Az eredmények alapjan a hét ZEA bonto tdrzsbél csak az
AK37, K402, K404 és K408 jelolésR. pyridinivoransss az NI1R. erythropolisfajba tartozo
torzsek biodegradaciéja nem, vagy kis mértékben eredményezett 6sztrogénhatasu mellék- ill.
kozti bomlasterméket.

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

4.2.1.3 A Rhodococcuszolatumok T-2 toxin bontasi eredményei

A T-2 toxin esetében harmincharom térzsbh6Rhodococcusnanzetségbe tartozé
izoladtumok jelents része, huszondét izoldtum képes volt 50% feletti diggiara. AR.
gordoniae, R. coprophilus, R. rhodochrous, R. globertdiskba tartozo térzsek 90% feletti
bontast mutattak, hasonléarRaerythropolisfajhoz, ahol szintén mindegyik izolatum képes
volt legalabb 90%-0s bontasra.RA ruberfajhoz tartozé torzsek esetében az N361 jelblés
60%-0s bontasra volt képes, mig a két masik nem csOkkentette a toxinszintet. A
pyridinivorans izolatumok kézil egy torzs sem tudta degradalni a T-2 toxint, mRy a
aetherivorang6rzs 35%-0s biodegradéaciora volt képes.

Szakirodalmi adatok alapjan ezidaig Rhodococcusnemzetségbe tartozé fajok
esetében nem Allapitottak meg T-2 toxin bontd képességet. Munkdm sorén sikerlt
megallapitanom, hogy az alabbi fajokba tartozé izolatumok képesek a T-2 biodegradéacidjara:
R. erythropolis(16 izolatum), R. globerulu€ izolatum), R. rhodochrou@ izolatum), R.
coprophilus (1 izolatum)R. gordoniae (1 izolatum).

4.2.1.4 A Rhodococcuszolatumok OTA bontasi eredményei
A 4. szamu melléklet tablazatabdl kiolvashato, hogy az OTA esetében a meglévd

izoldtumok nem mutattak szamottevé degradacios potencialt, a rendelkezésre allé tbrzsekbé
dsgzesen négy mutatott alacsony (10—-35%) bontaRt, erythropolisGD 2A és BRB 1AB,
valamint R. pyridinivoran&402 és K408

4.2.1.5 A Rhodococcuszolatumok DON bontasi eredményei
A DON toxin esetében a rendelkezésemre all6 harminchd&bodococcusdrzs

egyike sem mutatott degradacios képességet.
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4.2.1.6 A Rhodococcus izolatumok FB1 bontasi eredményei
A FB1 toxin esetében a rendelkezésemre all6 harminchd&bodococcustdrzs

egyike sem mutatott degradacios képességet.

4.2.1.7 Rhodococcuszolatumok multimikotoxin bontasi képessége

A tobb toxin biodegradaciojara képes torzsek esetében a biol6giai hatasmérésre
alkalmazott tesztek (SOS-Chromo és BLYES test) alapjan rangsoroltam és valogattam ki a
multi-mikotoxinos kisérletbe vont izolatumokat. A 4. szamu melléklet tablazataban talalhato
az a 19 torzs, amelyeknél 2 vagy 3 mikotoxin esetében is biodetoxifik&cio volt megfigyelhet
Ezen torzsek kozil harom kilonbdZajba tartoz6 térzs multimikotoxin vizsgalatéra nyilt
lehetség:R. erythropoilsNI1, R. pyridinivorans K408, R. rhodochrous NI2.

A vizsgalathoz ugyan azokat a kisérletiokglszitéseket végeztem el (Id. 3.3.
fejezetben), mint a korabbiakban, azzal a kilénbséggel, hogy egyszerre harom mikotoxin volt
a tapoldatban kilén-kulon 2 mg/l koncentracidban:

* Az R. erythropoilsNI1 torzs esetében AFB1-ZEA-T-2 mikotoxin elegy
* AR. pyridinivorans K408 térzs esetében AFB1-ZEA mikotoxin elegy
* A R.rhodochrous NI2 t6rzs esetében AFB1-T-2 mikotoxin elegyet.

Az eredményeket a 4.2 sz. abiaglalja dssze, amel§t leolvashatd, hogy &R.
erythropolis NI1 degradacios potencialja 90% feletti volt az AFB1, a ZEA és T-2 esetében is
(AFB1: 99,88+0,09%, ZEA: 92,11%+11,25%, T-2: 98,48+13,45%), mRy pyridinivorans
K408 tobb mint 95%-at lebontotta az AFB1 és a ZEA toxinoknak (AFB1: 99,31+2,24%,
ZEA: 96,83+£1,90%); AR. rhodochrousNI2 szintén 95% folotti degradaciét mutatott az
AFB1 és a T-2 toxin esetében (AFB1: 99,88+0,09%, T-2: 97,94+2,25%).

A tesztelésbe vont torzsek a kivald multimikotoxin bontasi képesség mellett a
genotoxikus €és az 0sztrogén hatast is megsziuntették. Tovabbi érdekesség, hogy a
monotoxinos rendszerben mutatott ZEA bontasi szazalék (NI1 60% és K408 77%) a
multitoxinos rendszerben jeléisen megnovekedett.
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4.2. sz. abra: A multimikotoxin bontasi kisérlet felliliszé mintaiban 3 nap biodegradacio utan ELISA
teszttel mért toxinkoncentraciok

A szakirodalmi adatok alapjan ez idaig prokariotdk esetében nem mutattak ki
multimikotoxin bontasi képességettStobb mikotoxin bontasat (ZEA és OTA) eddig csak

az aikariota Trichosporon mycotoxinivoragkeszénél sikertlt kimutatni.
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4.2.2 Egyeb nemzetségbe tartozo izolatumok mikotoxinbonto képessége

Disszertaciom ezen fejezetében azon mikroorganizmusok mikotoxinbontd képességét
ismertetem, amelyek nem a Rhodococoeszetség tagjai.

Mindegyik ebben a fejezetben vizsgalt torzs olajszarmazékokkal szennyezett
karhelyekél, vagy olajos komposztokbdl lett izoldlva. Tizenkekilonb6® nemzetségbe
tartozd huszonkét izoldtum mikotoxinbontd képességét vizsgaltam 6t mikotoxin esetében. A
fejezetben elként egy oOsszefoglalé tdblazatot (5. szamu melléklethemertetek az
eredményekroél, majd mikotoxinonként taglalom a kuloértbdemzetségekbe tartozo térzsek
degradacios képességét.

Az ELISA mérések eredményeit, a HPLC és ELISA vizsgélatok kozott szoros
korrelacids kapcsolat miatt, csak a kiemelt bontasi képességgel, vagy a kiemelt vizsgalatban

szerepd torzsek esetébendmitettem meg HPLC-s analitikaval.

4.2.2.1 A nem Rhodococcusemzetségbe tartozo izolatumok aflatoxin-B1
bontasi eredményei

Az 5. szamu melléklet eredményeibél latszik, hogy a vizsgalt huszonkét torzs
mindeagyike 50% feletti biodegradacids képességet mutatott az ELISA eredmények alapjan.
Azonban az SOS-Chromo teszt a torzsek tobbségénél genotoxikus bomlastermékeket
mutatott. Mindéssze a DN1 jelZéfseudomonas putida torzs szlintette meg az AFB1
genotoxikus hatasat. A feldolgozott szakirodalmakat alapul véWseadomonasemzetség

esetében a tudomany szadméara 0j eredmény az AFB1-bont6 képesség.

4.2.2.2 A nem Rhodococcusiemzetségbe tartozo izolatumok zearalenon
bontési eredmények

Az 5. szamu melléklet tabldzatabathato, hogy a vizsgalt huszonkét torzsbsl az AFB1
bontsi eredményeihez képest, a rhodococcuszokhoz hasonléan jéval kisebban, mindossze
4 torzsnél figyelhettem meg 50% feletti ZEA degradacios képességet, amelyek a
Pseudomonas pseudoalcaligerfedisH28, aPseudoxanthomondsalamensisH4 jeldlégi, a
PsaidoxanthomonasuwonensidlZS6 jelzé§ és aGordonia paraffinivorandNZS14 jeldlég
torzsek. Ezen ZEA bonto torzsek esetében BLYES teszttel ellenériztem a bontasi képesség
biztonsagossagat, azaz, hogy marad-e dsztrogénhatasu melléktermék a biodegradéacié utan. A
BLYES eredmények alapjan a FEH28 és a H4 jélzBaktériumok ZEA degradacioja
eséében nem tapasztaltam dsztrogénhatdsu bomlasterméket.
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Szakirodalmi adatok alapjan ismerPaeudomonasemzetség esetében a ZEA bonto
képesség, de faj szintenPeeudomonapseudoalcaligenessetében a tudomany szamara U;j
eredmény a ZEA-bontd képesség.

4.2.2.3 A nem Rhodococcusemzetségbe tartozo izolatumok T-2 toxin bontasi
eredmények

A T-2 toxin esetében &uszonkéttbrzsbsl harom tdrzs mutatott 50% feletti, 90%
koruli bontast, avlicrobacteriumnemzetsédiét tagjaEL1 €s NSZ9 és a Pseudoxanthomonas
nemzetségbe tartozé NZS6 torzs.

A feldolgozott szakirodalmakat alapul véve, mind a két nemzedMégabacterium,

Pseudoxanthomonas¥etében a tudomany szamara Uj eredmény a T-2-bontd képesség.

4.2.2.4 A nem Rhodococcusemzetségbe tartozo izolatumok ochratoxin-A
bontasi eredményei

Az OTA esetében harom torzs esetében magas bontasi képességet sikerilt kimutatni,
mind a HPLC, mind az ELISA mérések adatai alapjan, amelyek kozil két tGrgwriavidus
nemzetség tagja: BRB 6/AC( basilensis)ésOR16 (C. badlensis) egy tdrzs éSphingopyxis
chiliensisfajba tartozé K610 jel6lésizolatum.

A feldolgozott szakirodalmakat alapul véve, min@w@priavidus mind Sphingopyxis

nemzetség esetében a tudomany szadméara Uj eredmény az OTA-bontd képesség.

4.2.2.5 A nem Rhodococcusiemzetségbe tartozo izolatumok deoxinivalenol
toxinbontd képessége

A kisérleteim sordn mind lauszonkétdrzs DON bont6é képességét vizsgaltam, egyik

esetében sem tapasztaltam bontast a kontroll mintakhoz viszonyitva.

4.2.2.6 A nem Rhodococcusemzetségbe tartozo izolatumok fumonizin-B1
toxinbontd képessége

A kisérleteim soran mind lauszonkétdrzs FB1 bonté képességét vizsgaltam, egyik

extében sem tapasztaltam bontast a kontroll mintakhoz viszonyitva.

4.2.2.7 A nem Rhodococcusiemzetségbe tartozo izolatumok multi-
mikotoxinbont6 képessége

A nem Rhodococcustdrzsek estében tizenegy izolatum kapcsan mertlt fel a
multimikotoxin bonté képesség; de a bioldgiai hatdsmérést is alapul véve nem volt olyan
torzs, amely egyszerre lenne képes a tébb mikotoxin lebontasara azok karos bioldgiai

hatdsanak megsatetésével.
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UJ TUDOMANYOS EREDMENY (a 4.2. fejezetben bemutatott eredmények alapjan):
(1. tézis) Feltartam a Rhodococcus nemzetségbe tartoz6 8 faj, 33 tdrzsének
mikotoxinbontd képességét. A nemzetségen belll eddig toxinbontasi tulajdonsagérol
ismeretlen 3 fajnal R. globerulus, R. pyridinivorans, R. rhodochrougflatoxin-B1, 2
fajnal (R. pyridinivorans, R. erythropolispedig zearalenon biodetoxifikacios képességet

mutattam ki. 5 fajnal (R. erythropolis, R. globerulus, R. rhodochrous, R. coprophilus, R.

V4

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

(2. tézis) A Cupriavidus és Sphingopyxis nemzetség esetében ochratoxin-A; a
Microbacterium, Pseudoxanthomonasemzetség esetében T-2 toxin; a Pseudomonas
nemzetség esetében aflatoxin-B1 biodegradaciot mutattam ki.

UJ TUDOMANYOS EREDMENY (a 4.2. fejezetben bemutatott eredmények alapjan):
(3. tézis) A prokariotak esetében elgként mutattam ki multimikotoxin biodegradaciot és
biodetoxifikaciot. Az aflatoxin-B1 és a zearalenon detoxifikalasara, tovabba a T-2 toxin
bontdsara képes &R. erythropolisNI1 jelzési torzs. Ketté mikotoxin, az aflatoxin-B1 és
zearalenon egyuttes biodetoxifikaciojara képes &. pyridinivorans K408 jelzédi torzs,
valamint az aflatoxin-B1 detoxifikalasara és T-2 toxin egyuttes bontasara képes R

rhodochrous NI2 jelzéd torzs.
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4.3 Allatetetési és allatkezelési kisérletek

Annak ellenérzésére, hogy a®al fejezetekben leirt biodegradécids ill. a mikrobialis
és molekularis biotesztekkel bizonyitott biodetoxifikacios képességek magasabb réndi él
szavezetekben is eredmeényre vezetnek, allatetetési és allatkezelési kisérleteket végeztink.

Az AFB1 detoxifikacio hatékonysadganak elteresére hal- és brojlercsirke etetési
kisérletet valasztottunk, amelyhez a takarmanyt a 3.7.1. fejezetben leirtak alapjan allitottuk
elé, mig a toxinmentesitéshez R pyidinivorans AK 37 baktérium tdrzset hasznaltuk,
egyrészt kivalo hatasfokim vitro AFB1 biodetoxifikacios tulajdonsaga (Id. 4.2. sz. tablazat)
miatt, masrészt annak okan, hogy ezt a térzset valasztottukia fajvo genom projektjének
elkészitéséhez.

A ZEA biodetoxifikacio hatékonysaganak ellenérzéséhez patkany modell kisérletet
vaasztottunk, amelyhez a kezelési anyag (tapoldat) a 3.7.2. pontban leirtak szerint késziilt,
mig a toxinmentesitéshezRa pyridinivoransK 408 baktérium térzset hasznéltuk, amely a
Rhodococcusirzsek kozil a legnagyobb hatasfokkal bontotta a ZEA-t, rdadasul ugy, hogy a

karos bioldgiai hatasat (EDC) megszintette.

Az OTA biodetoxifikacios hatékonysaganak ellenérzéséhez egér modell kisérletet
vélasztottunk, melyhez a kezelési anyag (t4poldat) a 3.7.3. pontban leirtak szerint készUlt, mig
a toxinmentesitéshezQupriavidus basilensi®R16 baktérium térzset hasznaltuk, amely az

altalam vizsgalt mikrobak kozul a 98%-o0s hatasfokkal bontotta az OTA-t.

Az allatetetési s kezelési kisérletek mikotoxin tartalom alapjan 3 agra valtak szét:
1. Aflatoxin-B1 szennyezett kukorica etetési kisérlete brojlercsirke és hal rendszerben
2. Zearalenorbontasi rendszer biodegradacios termékeit tartalmazo liofilizalt készitmény
vizsgalata patkanykezelési kisérletekben
3. Ochratoxin-A bontasi rendszer biodegradaciés termékeit tartalmazé liofilizalt

készitmény vizsgalata egérkezelési kisérletekben.

AFBL1 tartalmua takarmany el éallitasa
Az allatetetési kisérletek soran AFB1l-mentesitési/artalmatlanitasi eljarast dolgoztam
ki, amely sordn a szennyezett takarmanyt kezeltem a kutatdsaim eredményei alapjan
kivalasztott mikroorganizmussal. A Kkisérletek sordn a tanszékink A&ltal izolalt Zt80
Aspergillustérzzsel aflatoxin tartalma kukoricéat allitottunké €ld. 3.7.1. fejezet), majd ezt
szlard fazisu fermentacios folyamatb&modococcus pyridinivoran&K37 mikroba térzzsel
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detoxifikaltam. Az igy kezelt takarmanyt (kukorica) hal és brojlercsirke etetési tesztekben
vizsgaltuk.

A kisérlet soran a takarmanyok AFBl-tartalmat mind a mar ismertetett ELISA és
HPLC modszerrel (3.4 és 3.5 fejezet) ebiertik. A kontroll takarmanykeverékek AFB1
koncentraciéja nem érte el a kimutathatosag hatarat. Az AFB1 tartalma kisérleti tapban a
tervezett 1 mg/kg koncentracioval szemben 860 ug/kg volt az AFB1 tartalom. A bakteridlis
detoxifikacio hatasara ez az érték 105 pg/kg értékre csokkent, amely érték, bar meghaladja az
Eurdpai Uniéban megengedett 50 pug/kg maximalis koncentraciét (2003/100/EC), azt jelenti,
hogy az AFB1-et a kisérleti baktérium kultura 87,8%-0s hatékonysaggal bontja a kidolgozott
eljarasban. A tovabbi vizsgalatokban ennek a detoxofikalt takarménynak a biolégiai hatasat
ellenériztik hal és brojlercsirke tesztallatokon.

4.3.1 Hal etetési teszt aflatoxin-B1 mentesités ellenérzésére
A hal etetési kisérletet az 3.7.1.2 fejezetben leirt modszerrel végeztik.

4.3.1.1 Termelési paraméter, mortalitas és takarmanyfogyasztas vizsgalatok
A Kkisérlet ideje alatt a halak testttmegében és testhosszaban bekovetkezett

valtozasokat az 4.6. sz. tablazat foglalja 6ssze. A kisérlet végére a vizsgalt paraméterek
egyikében sem tortént statisztikailag igazolhaté valtozas sem a csoportok ismétlésein belll

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

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

Etetési beallitas Testhossz (cm) Testtomeg (kg)
kezdeti vég$é kezdeti vég$
AFB1 12,2+6 12,2+ 4 0,71+0,08 0,69 +0,09
AFB1+ AK37 12,144 12,5+ 5 0,74+0,06 0,74 +0,08
Kontroll + AK37 12,345 12,4+ 4 0,72+0,06 0,74 +0,06
Mikrobamentes kontroll 12,2+4 12,4+ 6 0,71+0,06 0,73+0,08

Az allatok pusztulasat vizsgalva (4.7. sz. tablazat) statisztikailag is igazolhato
kulonbsége volt tapasztalhatd az egyes kezelések kozott (P<0,05). Két csoportban tortéent
mortalitds a vizsgalati id6 alatt. AFB1 + AK37 mintaval etetett halak kdz6tt a 4. napon
tortént egy csekély mértékii pusztulas, amely nagy valésziniiséggel nem a kezelés
kévekezmeénye volt, ennek magyarazatara a szovettani részben térek ki. A 10. naptdl kezdve
nagymeértéekii elhullast volt tapasztalhaté AZB1 kukoricaval takarmanyozott csoportban.
Szovettani vizsgalatok alapjan bizonyitast nyert, hogy ebben az esetben az elhullakaont

a takarmany toxintartalma volt.
80



DOI: 10.14751/SZIE.2013.060

4.7. sz. tAblazat: Az elhullasok mértéke az egyes csoportoknal a hal etetési kisérlet ideje alatt

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

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

A kisérlet ideje alatt a napi takarmanyfogyas is rogzitésre keriilt az egyes csoportoknal
(4.8. sz. tablazat). A kiesések miatt az adott csoportok takarményadagjait a csokkent
egyedszamnak megfetein korrigaltuk. A tablazatbdl j6l latszik, hogy @4B1 tartalmu
kukoricaval etetett csoport az idésethaladtaval egyre kevesebb takarmanyt vett magahoz.
Enne&k oka az AFBL1 toxikdzis volt. A tobbi csoportnal hasonlé mértéki csokkenés nem volt

tapasztalhatd, minden egyed az életkoranak medgfaieértékben fogyasztotta a bejuttatott

takamanyt.

4.8. sz. tablazat: Atlagos takarmanyfogyasztas az egyes csoportokban a hal etetési teszt soran
Etetési beallitas Atlagos takarmanyfogyas g/hal/14 nap

AFB1 18,0 + 3, 9*

AFB1 + AK37 250+7,1

Kontroll +AK37 29,7 £5,6

Mikrobamentes kontroll 31,2+4,4

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

A kisérlet végén beallitasonként a 10-10 egyednél majmintat vettink a szdvettani
vizsgalatokhoz. Az elkésziilt metszetek hematoxilin-eozinnal festett és hisszoros nagyitason
rogzitett mikroszképos felvételét a 4.1. sz. kép mutatja.

O g ER Y
£ ‘.494;'5_',)" -
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Kontroll + AK37, C: AFB1+ AK37, D: AFB1) (Készitette: Dr. Baska Ferenc)

A. A szdvettani metszeten jol latszik, hogWigkrobamentes kontrollkukoricamintaval
etetett halaknadl a maj szoveti szerkezete ép, a majsejtsorok jol Kikehet
hepaocitdkban normalis mennyisgégsirvakudlum (zsirraktar) lathat6. A hepatocitak

82



DOI: 10.14751/SZIE.2013.060

szama megfelé| a sejtmagok centralisan helyezkednek el. A metstaghjan
elmondhatd, hogy a kukoricaminta nem volt kimutathatd toxikus hatassal a halak
méjara a kezelés ideje alatt.

B. A Kontroll + AK37 mintaval etetett halaknal a méaj szoveti szerkezete szintén ép, a
majsejtsorok is jol kivehéek. A sejtmagok centralis helyfiek maradtak. A metszet
algpjdn elmondhatd, hogy a kukoricaminta nem volt kimutathatdé toxikus hatassal a
halak majara a kezelés ideje alatt.

C. Az AFB1 + AK37 mintaval takarmanyozott halak majaban igen kismértéka diffuz
pabldgias zsiros infiltracio (kéros basddés, a sejtekben vagy szévetekben tortend
anyag felhalmozodas) taldlhatd, de a magok még kdzponti hégkeharadtak. A
méjban kulonboé méreti zsircseppek alakultak ki, amelyet a kontroll csoporii#)z
képest a tobb fehér terlilet jelez.

D. Az AFB1 jeli mintaval etetett halaknal a majban magelvaltozasdal gsiros
infiltracio figyelhe6 meg, a majsejtek zsirtartalma jel&s#gn megébtt, a mjj
szakezete helyenként teljesen megbomlott, rendezettsége fmégazmaj szivacsos
szakezetivé valt. Az infiltracio mértéke diffuz nekrobidzishdaz éb sejtek, illetve
szOveek lassu elhalasi folyamata) vezetett. Az elzsirosodas mellett gyulladasos sejtek,
limfocitdk és granulociték is lathatéak a metszetekben. A magok kortil, illetve a sejtek
kozott voros elszinezédés figyelhietmeg. Tobb helyen is megfigyellbet
magdvaltozas (kariorekszis). A szOvettani vizsgalat alapjan elmondhaté, az AFB1

toxintartalma kukorica éisen mérgezvolt a kezelt halakra.

4.3.2 Baromfi etetési teszt

A vizsgalatok célja annak megéllapitasa volt, hogy a doktori munkam keretében
kifejlesztett, az AFB1 mikotoxin detoxifikacidjara alkalmas enzimet tériaktérium eldlt,
hoékezelt kultiraja milyen hatast gyakorol brojlercsirkédyyes termelési paramétereire. A

Kisérletet az 3.7.1 fejezetben leirt médon végeztik.

4.3.2.1 Termelési paraméterek
Testsuly

A testsuly adatok elemzése soran, az egyes kezeléseken belll, az ismétlések kozott
szamottevé eltérés nem volt tapasztalhatd, ezért a tovabbiakbaggyes kezeléseket

egységesen vizsgaltuk. A testsuly adatok a 4.9. sz. tablazatban és 4.4. sz. abran lathatéak.
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4.9. sz. tblazat: A brojlercsirke ébsily (g) alakulasa a nevelés/kezelés teljes ideje alatt

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

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

Kontroll + AK37 atlag | 47,0 142,5° 336,1° 647, 1050, 1583, 1864,4°
szoras| 0,0 20,7 50,0 1014 92,0 129,3 196,8

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

AFB1 + AK37 atlag | 47,2 136,4*° 312,8®° 582,9° 9794° 1504,1° 17938

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

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

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

4.4, sz. dbra: A brojlercsirke ébsuly (g) alakulasa a nevelés/kezelés teljes ideje alatt

Az aflatoxin-kezelés hatasara az allatok atlagos testsulya két hetes Kkortdl
szagnifikansan alacsonyabb volt mindharom csoporttal szemben a kezelés végeéig.
Ugyanakkor abban a csoportban (AFB1 + AK37), amelynek takarmanya az AFB1 mellett a
mikotoxin detoxifikacidjara képes enzimet terthelolt baktérium kultarét is tartalmazta a
kontroll csoportokhoz hasonléan alakult az atlagos testsuly.

Sulygyarapodas

Az éatlagos heti sulygyarapodas értékeit a 4.10. sz. tablazat és 4.5. sz. 4bra tartalmazza.
Az eredmények azt mutatjdk, hogy a csak AFB1-et tartalmazé takarmanykeverék hataséara
csaknem a hizlalas teljes ideje alatt szamottevéen alacsonyabb napi gyarapodast értek el e
copoit egyedei a tobbi csoporténal. Ugyanakkor azon csoport egyedeinek gyarapodasa,
amelyek az AFB1 mellett a mikotoxin detoxifikacidjara képes baktérium kulturat tartalmazé
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takarmanyt fogyasztottak a hizlalas soran ugyan kis mértékben elmaradt a kontrolltol,

azonban ennek mértéke nem szignifikans.

4.10. sz. tdblazat: Az atlagos sulygyarapodas (g) alakulasa a brojlercsirke nevelés/kezelés teljes ideje alatt

1dé hét 1.hét 2.hét  3.hét 4. hét 5. hét 6. hét
Mikrobamentes kontroll atlag 86,3 1710 301,77 4143  566,7 380,4
Sz06ras 16,8 47,6 34,4 79,9 73,7 78,3
Kontroll + AK37 atlag 958 1938 3118 421,77 533,2° 3187
Sz0Oras 20,7 55,3 58,9 54,5 81,8 60,6
AFB1 atlag 84,7 1369 1820 3123  387,F 2475
Sz0ras 15,4 38,5 35,3 54,2 99,6 116,6
AFB1 + AK37 atlag 89,2 1764 270, 3980 5252 3094
Sz0Oras 14,5 34,8 35,3 62,6 69,9 97,6

Jelmagyarazat:
Az azonos oszlopban eltébetivel jelolt értékek szignifikdns mértékben kilénbéznek egymastdél: a-b, a-d,
c-d p<0,05, a-c, b-c p<0,001,
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Mikrobamentes  Kontroll+ AK37 AFB1 AFB1+ AK37
kontroll

A baromfi etetési teszt kisérleti rendszerei

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

Atlagos napi takarmanyfogyasztas

A takarmanyfogyasztas egyedi mérésére nem voltdséegf igy statisztikai elemzésre
semvolt mod. Emellett a tartastechnoldgia sem tette tetéet sz6rédas, ill. pazarlas teljes
meéréku kizarasat, illetve annak meghatarozasat. Ezek méstélsmrban a hizlalasi idészak
elss két hetében lehet jelgis

A 4.6.sz. abra foglalja 6ssze az atlagos egyedi takarmanyfogyasztas alakulasat a kisérlet

teljes idejére vonatkoztatva. Ennek alapjan elmondhat6, hogy az AFB1 hatasatsegalent
cOkkent az Aallatok étvagya. Ugyanakkor a detoxifikacidés eljarassal csokkentett AFB1

tartalmua takarmany fogyasztasakor ez a hatads mar nem nyilvanult meg.
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Takarmanyként felhasznilt kukoricatételek jelilései

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

Atlagos takarmanyértékesités

Mivel a takarmanyfogyasztast nem egyedileg mértik, igy a takarmanyeértékesitést,
azaz az 1 kg sulygyarapodashoz felhasznalt takarmany mennyiségét sem lehetett
statisztikailag értékelni. A takarmanyértékesitést a hizlalas teljemtaihara vonatkoztatva a
4.7. 2. dbra szemlélteti, amely szerint az AFB1 hatasara kis mértékben romlott az allatok
takarmanyértékesitése, azonban ennek mértéke nem szignifikans. Tovabba érdekes modon a
csak a detoxifikaciohoz alkalmazott eldlt baktérium kultira hatasara is csokkent mértéki

takamanyértékesités nyilvanult meg.
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4.7. sz. abra: A brojlercsirkék takarmanyértékesitése a teljes hizlalasi éie vonatkoztatva a kontrollhoz
viszonyitva
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Brojlercsirke etetési kisérlet eredményeinek dsszefoglalasa

A kisérlet el§ két hetében a vizsgalt termelési paraméterek halsgrgen alakultak
minden csoportban, ugyanakkor a masodikéh&EB1 hatasara szamottevéen romlottak. Az
elss két hétben szignifikans eltérés nem volt tapaszt@lahi arra utal, hogy az alkalmazott
dozisban az AFB1 kedvétten hatasait a brojlercsirke rovid ideig képes kompabmnzKét hét
alatt azonban a szervezet kompenzéacios képessége kimeril és igy a tovabbiakban az AFB1
kedvedtlen hatasai mar érvényesiinek.

A Kkisérletben felhasznalt baktérium torzs hatékonyan csokkentette a szennyezett
takarmany AFB1 koncentraciojat. Ugyanakkor, az extrém magas szennyezettség
kovetkeztében a detoxifikacio ellenére a takarmany toxintartalma meég igy is meghaladta a
takarmanybiztonsagi hatarértéket (105 pg/kg az 20 pg/kg helyett). S&thedzzel
magyarazhatd, hogy a detoxifikalt takarmanykeveréket fogyasztd6 egyedek sulya és
takarmanyértékesitése kis mértékben, de nem szignifikhnsan elmaradtak a kontroll
egyedeldl.

Osgességében tehat a kisérletben kiprobalt AFB1 detoxifikacidjara képes enzimet
termeb baktérium kultra hatékonyan hasznalhatd mikotoxinrge® hatasainak
kikliszbbolésére baromfi takarmanyaban. A 4.2. sz. képen a mintegy 400 grammos
tomegkulonbségen kivil szembébtz egészségi allapotban, fittségben, a csud és ja tara
szinbeli klilénbo&ségében megnyilvanulé eltérés a biodetoxifikalt takkanyh fogyaszto allat

javara.

4.2. sz. kép: Brojlercsirkék allapota az etetési kisérlet végén — balra az AFB1 takarmanyon nevelt, jobbra
az AFB1+AK37 takarmanyon nevelt csirkék (Készitette: Cserhati Matyas)
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4.3.3 Patkanykezelési modell kisérlet (uterotrofikus bioassay)

4.3.3.1 Elékisérlet a biodegradacios hatékonysag ellérzéséere

Az etetési kisérlet éit a biodegradacios kisérlet inkubalasi szakaszabammietak
0sztrogén hatasanak valtozasat BLYES teszten ellenériztik, amely a hormonhatas folyamatos
csokkanését mutatja az inkubacios id6 alatt. Valamint HPLC és ELISA analitikai mérésekkel
is mértik a ZEA koncentracio valtozasat.

Az eredmények alapjan a ZEARhodococcus pyridinivorans408 LB tapoldatban
az 5 napos inkubacio végére jelsdn csOkkent az 0Osztrogénhatas a mintakban. A
biodeggradacio vizsgélatanal a HPLC és ELISA mérésekhez hasonlé eredményeket kaptunk a
BLYES teszttel, vagyis az analitikai mérésekkel igazolt ZEA-eliminacié az dsztrogénhatas
csokkenésével jart (4.8. sz. abra). Mig az analitikai mérések 85% lebomlast mutattak a
felilisz6é mintaban, addig a BLYES teszt 81% csokkenést mutatott az 6sztrogén hatasban. Az
eredmeényeket részletesen értékelve lathatd, hogy 24 o6ra elteltével a ZEA 44%-at mar
detoxifikalta a K408 jelzéstorzs, majd a 3. napig nem volt detektalhaté tovbbmonhatéas
csokkenés. A 4. napon viszont a hormonhatas mar 56%-al csokkent, mig végul az 6todik
napon mar 81% csokkenést ért el.

Biohmmineszcenciaintenzifikacid (%)

4.8. sz. abra: A patkanykezelési teszthez végzett zearalenon biodegradacio Osztrogénhatas-vizsgéalata
BLYES teszttel
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4.3.3.2 Uterus tomeg valtozasanak vizsgéalata

A ZEA mikrobialis biodegradaciojat vizsgald kisérletek soran a kontroll csoporthoz
képest a méhtomeg szignifikans novekedése (2,6-szoros) csak a ZEA csoportba tartozo
allatoknal volt tapasztalhato (4.9. sz. abra). Ezzel szemben a Kontroll csoport és a ZEA+K408
csoport kdzott nem volt szignifikans kilénbség. A ZEA és a ZEA+K408 csoport eredményeit
dsszehasonlitva azt allapithatjuk meg, hogy a mikrobaval inkubalt, zearalenonnal szennyezett
tapoldat altal kivaltott biologiai hatas 2,5-szer kisebb, mint az ugyanilyen 0Osdgetétel

baktériummal nem inkubalt tapoldat hatasa.
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4.9. sz. abra: A vagas étti testtdmegre normalizalt uterus tomegek csoportonkénti atlaga a kezelések
fuggvényében (**: p<0,01), a zéld csillagok a Kontroll és a ZEA csoport kdzotti, a kék csillagok a ZEA és a
ZEA+K408 csoport kdzétti szignifikancia szintet jelolik.

A kapott eredmények alapjan Kkijelenihvethogy a ZEA uterotrofikus hatdsa
Rhodococus pyridinivoransk408 torzzsel torténé inkubacié hatdsara mégszEbbél arra
kovekeztethetliink, hogy a mikroba elbontotta a mikotoxint, uterotrofikus hatasu aktiv

metabolit pedig nem keletkezett.

4.3.3.3 Real-time PCR-es génexpresszios vizsgalatok

A patkanykezelési vizsgalat soran 6sztrogén dependens géneket valasztottunk ki a
Real-time PCR-es vizsgalatra. A ZEA hatasara a komplement-komponens-2 (C2) és
kalbindin-3 (CALB3) szint ndvekedése, mig az apelin (APLN) és aquaporin-5 (AQP5) mRNS
szint csokkenése volt jelleiz Ezeknek a gének expresszidjat mértem a ZEA-nal
szaenyezett, illetve az ugyanilyen 0sszetételde Rhodococcus pyridinivorand<408

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

A ZEA-t tartalmazo tapoldat adagolasanak hatasara - a kontroll allatokhoz viszonyitva
- az APLN és az AQPS5 expresszidja csokkent, a C2 és a CALB3 expresszidja pedig megnétt.
Haviszont a ZEA tartalmu tapoldat&®hodococcus pyridinivorans408 térzzsel inkubaltuk
az in vivo kezelést megékéen, akkor ezek a hatasok meiysek, a vizsgalt gének
expresszidja szignifikhnsan nem kulonb6zott a kontroll allatoknal tapasztaltaktdl. Az
eredmeények hasonlésagot mutatnak Heneweer és munkatarsai (2007) altal megfigyelt ZEA
dozis hatasokhoz, ahol 10 mg/testsuly kg ZEA ddézis hatasara az APLN génexpresszidja az
otodére, az AQP5 génexpresszidja felével cstkkent, mig a C2 gén esetében 50%-kal nétt, a
CALB3 gén esetében négyszeresére nétt az atirodas vagy megnyilvanulas.

Mindezeket figyelembe véve megallapithatd, hogy a baktériummal torténé
inkubaksnak kdszonhétn a ZEA, e négy gén expresszidjara gyakorolt hatésgsZimt.
Ebbd arra kovetkeztethetiink, hogy az oldatban lévé mikotoxint a mikroba eredményesen
lebonbtta, aktiv metabolit pedig nem keletkezett.

Az uterusz vizsgélatok soran nem mutattak ki szignifikans kilonbséget a markergének

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

ZEA tartalmu LB tapoldatban megds# az (endokrin zavar6) 6sztrogénhatas.

4.3.4 Egékezelési modell kisérlet (nephrotoxikus bioassay)

4.3.4.1 Viz, takarmany fogyasztas és a testtomeg valtozasai

A kisérleti allatok napi kezelésben részesultek. A kezelések soran rogzitésre kerllt a
viz és takarmanyfogyasztas, tovabba az allatok testtdmege. A viz és takarmanyanyag felvétel
nem valtozott szignifikAnsan az eliétezelések hatasara, sem az akut, sem pedig a kronikus
vizsgalatok soran. Az allatok testtomege szintén nem mutatott szignifikans valtozast a

kisérletek soran.

4.3.4.2 A 72 06ras OTA kezelés hatasa a markergének génexpressziojara

Az akut (72 oras) toxicitasi vizsgalatok soran a pozitiv kontrollként hasznalt MMS és
a nagy doézisu (10 mg/testtomeg kg dozis) OTA kezelés szignifikAnsan mege@atid 45
és a Gadd 153 expressziojat (4.11-12. abra). A Gadd 153 expresszié a vesében mar a kis
dozisu (1 mg/ testtomeg kg dozis) OTA kezelés hatasara is elérte a statisztikai biztositottsag
szintjét. A mikrobialis degradacion atesett OTA tartalmi készitménnyel kezelt kisérleti
allatok veséjében nem emelkedett meg sem a Gadd 45, sem a Gadd 153 expresszio. Mindkét
dozis esetében a degradacié egyben detoxifikacidbnak is bizonyult és megszintette a
genotoxikus, DNS karosito hatast. A csak LB-t és a biodegradaciéban hasznalt baktérium
feliluszoét tartalmazo készitménnyel kezelt csoport mMRNS szintjei nem valtoztak a két

markerre vizsgalva a cortexben.

Gadd 45

&

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

4.11. sz. 4bra: A Gadd 45 expressziéjanak valtozasa az egérkezelési kisérletben a 72 6ras toxicitasi
vizsgalat soran (n=7-10, * p<0.05, ***p<0.001)
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4.12. sz. dbra: A Gadd 153 expresszidjanak valtozasa (RQ) az egérkezelési kisérletben a 72 6ras toxicitasi
vizsgalat soran (n=7-10, * p<0.05,** p<0.01 ***p<0.001)

Sem az MMS, sem a kis dozisi OTA nem valtoztatta meg a vese kérgi régidjaban a
clusterin expressziot (4.13. sz. 4bra), mig az OTA 10 jélz&zelés szignifikansan novelte.
A bakterialisan lebontott OTA egyik dozisban sem novelte a clusterin mennyiségét. A
mikrobialis OTA bomlastermékek tehat nem inditottak be apoptotikus folyamatokat a kezelés
soran, még nagy dozist alkalmazva sem. A csak médiumot (LB) és a biodegradacioban

hasznalt baktérium feltliszot tartalmazd készitménnyel kezelt &llatok veséje nem mutatott

valtozast a vese cortexben a markerre vizsgalva.

6 - *k

5

RQ (clusterin)
-2

O |t
" Ik
“ ik
%, ML

4.13. sz. abra: A clusterin expresszidjanak (RQ) valtozasa az egérkezelési kisérletben a 72 6ras toxicitasi
vizsgalat soran (n=7-10, ** p<0.01)

A sajat eredményeink hasonlitanak Luhe és munkatarsai (2003) altal kapott 72 éras 10mg/
testsuly kg OTA dozis vizsgalataihoz, ahol az OTA hatasara a Gadd45 és Annexin2
expresszidja a kétszeresére, Gaddl53 és clusterin expresszidja masfélszeresére,

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

A 21 napos krénikus OTA kezelés szignifikansan megemeGadd 45 és a Gadd

153 expresszidjat (4.14-15. sz. abra) a kisérleti allatok veséjében, mig az MMS kezelés a
kronikus kezelés soran nem valtoztatta meg a DNS kéarositd hatasra aktivalédé markergének
expresszidjat. A Gadd 153 és Gadd 45 mRNS expresszi6 nem valtozott a vesében a
biodegradacio soran keletkezett OTA bomlastermékek hatasara. Mindkét markergén esetében
a degradacio egyben detoxifikacionak is bizonyult és megszintette a genotoxikus, DNS

karositd hatédst. A csak médiumot (LB) és a biodegradacioban hasznélt baktérium felullszét
tartalmazé készitmény nem mutatott aktivalé hatast a vese cortexben a két markerre

vizsgalva.

Gadd 45

Kaontroll MM OTABONT LB Baktérium

25 4

4.14. sz. bra: Gadd 45 expresszidjanak valtozasa az egérkezelési kisérletben a 21 napos krénikus
toxicitasi vizsgélat soran, (FC = Fold change) (n=7-9, **p<0.01)
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RQ (Gadd 153)
(=]
[#a]

Kontroll MDMS OTA OTA BONT LB-Baktérium

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

A 21 napos kronikus OTA kezelés szignifikansan megemelte a ceruloplazmin
expresszidjat (4.16. sz. abra) a kisérleti allatok veséjében. Az MMS kezelés a kronikus
kezelés sordn nem véltoztatta meg a pozitiv akut fazis markergén expresszidjat. A
ceruloplazmin mRNS expresszido nem valtozott a vesében a biodegradacio soran keletkezett
OTA bomlastermékek hatasara. A markergén esetében a degradacié egyben detoxifikacidnak
is bizonyult és megszintette a mikotoxin gyulladagkédt oxidativ stresszt okoz6 hatasat. A
cs&k médiumot (LB) és a biodegradacioban hasznalt baktérium fellliszot tartalmazo

készitmény sem mutatott hatast a vese cortexben a ceruloplazmint vizsgalva.
6 .

5 4

RQ (Ceruloplazmin)
RS
|

Kontroll MMS OTA OTABONT LB-Baktérium

4.16. sz. &bra: A ceruloplazmin expresszidjanak (RQ) valtozasa az egérkezelési kisérletben a 21 napos
kr 6nikus toxicitasi vizsgélat soran (n=7-9, **p<0.01)

A 21 napos kronikus OTA kezelés szignifikansan csokkenteieubiotranszferaz
K2 expresszidjat (4.17. sz. abra) a kisérleti allatok veséjében, mig az MMS kezelés a krénikus

kezelés soran nem befolyasolta a markergén expresszigjat. A szulfotranszferaz K2 mRNS
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expresszié nem valtozott a vesében a biodegradacié soran keletkezett OTA bomlastermékek

1 -
0.8 -
04 -
0.2

Kontroll MDMS OTA BONT LB Baktérium

hatasara.

RQ (stzulforotranszferaz)
(=]
[#))

4.17. sz. &bra: Szulfotranszferaz expresszidjanak valtozasa az egérkezelési kisérletben a 21 napos krénikus
toxicitasi vizsgalat soran (n=7-9, *p<0.05)
A 21 napos krénikus OTA kezelés szignifikansan emeltarsexin 2 expresszidjat

(4.18. sz. abra) a kisérleti allatok veséjében, mig az MMS kezelés a kronikus kezelés soran
nem befolyasolta a markergén expresszidjat. Az anxa2 mRNS expresszid nem valtozott a
vesében a biodegradacié soran keletkezett OTA bomlastermékek hatasara. A markergén
expresszidjanak mérése bizonyitja, hogy a degradacié egyben detoxifikaciénak is bizonyult és
megszlntette a mikotoxin altal indukalt potencialis karcinogén hatdst a kronikus kezelés
soran. A csak médiumot (LB) és a biodegradacibban hasznalt baktérium fellluszéjat

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

2.5 A

RQ (annexin 2)
n
|

0.5 A

Kontroll MMS OTA OTA BONT LB-Baktérium

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

(4. tézis) Az aflatoxin-B1 mikotoxin biodetoxifikaciojara alkalmazott Rhodococcus
pyridinivorans AK37 baktériumtdrzs hatékonysagain vitro laboratoriumi kisérletek
mellett, ponty és brojlercsirke etetési tesztekben is igazolasra kerult. Az aflatoxin-B1
toxinnal szennyezett takarmany karos biologiai hatdsat aR. pyridinivorans AK37
baktériumtdrzs sikeresen megsintette, a szennyezett takarmany biodetoxifikacios

kezeléssel mar nem valtotta ki a toxikozis tlineteit a kisérleti allatokon.

UJ TUDOMANYOS EREDMENY (a 4.3.3 fejezetben bemutatott eredmények alapjan):
(5. tézis) A zearalenon mikotoxin biodetoxifikacidjara alkalmazott Rhodococcus
pyridinivorans K408 baktériumtérzs hatékonysaga az in vitro laboratériumi
biodegradacié mellett patkany modell kisérletekben is igazolasra kertlt. A zearalenon
toxinnal szennyezett takarmany karos biol6giai hatasat aR. pyridinivorans K408
baktériumtorzs sikeresen megsintette, a szennyezett takarmany biodetoxifikacios

kezeléssel mar nem valtotta ki a toxikozis tlineteit a kisérleti allatokon.

UJ TUDOMANYOS EREDMENY (a 4.3.3 fejezetben bemutatott eredmények alapjan):
(6. tézis) Az ochratoxin-A mikotoxin biodetoxifikaciojara alkalmazott Cupriavidus
basilensisOR16 baktériumtoérzs hatékonységa azn vitro laboratériumi biodegradacio
mellett egér modell kisérletekben is igazolasra kertlt. Az ochratoxin-A toxinnal
szennyezett takarmany karos biolégiai hatasat &. basilensisOR16 baktériumtorzs
sikeresen megsaztitette, a szennyezett takarmany biodetoxifikacios keEssel mar nem

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

A toxinbontési képességek és egyéb tulajdonsdgok alapjan kivalasztottuk az AK37
jellési Rhodococcus pyridinivoransvdamint az OR16 jelolés Cupriavidus basilensis
térzset, hogy meghatarozzuk a teljes genom szekvencigjukat.

Az AK37 torzs genomszekvenaldasat indokolta a térzs aromas mikotoxinbontasi
képessége AFB1 és a ZEA esetében BIKKTON ET AL., 2011, 2012). Az elvégzett teljes
genom analizis émozditja, hogy izolalhassuk a kulcsenzimeket, amelgskivesznek az
artalmas 0sszetevok lebontasaban.

Az OR16 térzs genomprojekt elinditasa mellett a torzs @§Agyéb szennyéanyag
bont6 kdpessége miatt dontottink.

4.4.1 Az Rhodococcugpyridinivorans AK37-es torzs genomja

A Rhodococcusiemzetség tagjainak nagy része nem patogén, eddig leirt 37 fajbdl 2
esetében allat/huméan patogenitéstéqui, R. gordonia) és 1 esetében névénypatogeriRast (
fascian$ mutattak ki (®ETHALS ET AL, 2001). A nemzetségbe tartoz6 torzsek a prokariotak
korében hatalmas genetikai anyaggal rendelkeznek, amely némileg indokolhatja, hogy az
eddig ismert torzsekbdl csak kevés esetben valdsult meg teljes genomsakaldig 5 faj
genom analizisér van ismeretink (Genbank]R. erythropolis (PR4), R. equi103S), R.
opacus(B4) ésR. jostii (RHAL) és a legujabb aR. ruber (Chol-4) 2013-bdl. Sikertlt az
AK37 jelzédi R. pyridinivorangdrzsteljes genomszekvenalasat elvégeznink, amely édaels
Rhodochous kladba tartozo fajok kozul. A torzs nemzetségen belil elfoglalt filogenetikai
helyét lasd a 4.19. sz. abran.

A torzs aerob, nem spéras, gram-pozitiv baktérium, amelyet nyersolajjal szennyezett
talajbdl izolaltak Magyarorszagon 1984-ben. Molekularis taxondémiai vizsgal&tal
pyridinivorans torzsként azonositottuk (NCAIM PB1376), majd letétbe helyeztik a
Mezégazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti if@mnényében 2008-ban.
Metabolitikus jellemai miatt j6 BTEX bontd térzsnek bizonyult £Rcsics ET AL, 2008).

R. pyridinivorans AK37 torzs genomja 5,244,611 bazisparbdl all (5,2 Mb), aminek
GC tartalma 67,8% és 4,822 putativ kodold szekvenciat, 52 tRHS és 3 rRNS I6kuszt
tartalmaz. A térzs genommérete kismének tekinthaet az eddig ismert genomok alapjan a
Rhodococus nemzetségen belil, R jostii (RHAL) térzsnek 9,7 Mb, &. opacus(B4)
torzsnek 8,8 Mb. A genomszekvenalas alapjan azonositott géneket dsszesitettik a 4.20. sz.
abran. A szekvenalasi eredmények 117 aromas vegyuletek bontasaéd @makopiat

azonostottak. Ezen belul a szekvenalas igazolta, hogy az AK37-s tbrzs legalabb hat
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kulonbo®d gyirihasitdo utvonallal rendelkezik a monociklikus aromsznhidrogének
lebontasahoz, ez genetikai bizonyiték a torzs kivadlo BTEX bonté képességére. Az alabbi
aromas szénhidrogén hasitasért éslegéneket sikerilt azonositani: katekol 1,2- és 2,3-
dioxigenaz, protokatekvat 3,4-dioxigendaz, benzoat 1,2-dioxigenaz, homogentizat, 1,2-
dioxigenaz, orto-halobenzoat, 1,2-dioxigenaz. Air¢ilgasitdé gének meglétébsl addéddan az
aromas szerkezét mikotoxinok bontasa is indokolt. Az &ltalam vizsg&hodococcus
nemzetségbe tartozé izolatumok nagy AFB1 bontasi képességgel rendelkeztek. Alkan és
bifenil bontashoz sziikséges kulcsenzimeket is azonositottunk a projekt soran. Tovabba, a 3-
ketoszteroid-9a-hidroxilaz (ksh) gén jelenléte utal a szteroidbk@iésségre. Ez a gén azon
Osztrogénhatasu anyagok bontasara valé képességet feltételezz, melyek az 0Osztrogénhez
hasonlé kémiai szerkezettel rendelkeznek, mint a ZEA. A rhodochrous klan két tagfnal, a
rhodochrousés aR. jostii esetében mar leirtak kshA, kshBgének tobb homologjanak
jelenlétét. AR.rhodochrousDSM 43269 izolatumnal 5 kilonbéén kopiat talaltakshAlL-

5, melyek kilonbdz szteroid szarmazékok katabolizmusdban vesznek régat, p@ldaul
szterolok, pregnanok, androsztének és epesav@iR(BMA ET AL, 2011). A Ksh enzini
megdlapitottak, hogy kétkomponetisa terminalis oxigenakshA és a ferredoxin reduktaz

KshB (RETRUSMA ET AL, 2011). A R. pyridinivoran®AK37 NCAIM PB1376 lajstromszamu

torzs teljes nukleotid szekvencidja az AHBWO00000000 azonositoszadmon lett a
DDBJ/EMBL/GenBank adatbazisban elhelyezve.

A genomszekvenalas soran 67 db virulencia faktort azonositottunk, melyek
feldolgozasa és pontos meghatarozasa folyamatban van. A szekvenalaskor az adott szoftver
minden ndvényi és allati virulencia faktorra hasonlité génszakaszt ebbe a csoportba helyez el.

Ezidaig a fakultativ patogéR. equi(103S) torzsnek tartak fel részletesen a virulencia
faktorok és a patogenitasi képesseg kdzotti kapcsolatokat gének sziatjér It AL., 2010).

Ez a térzs nem képes a szénhidratok bontasara, emiatt szénforrasként zsirsavakat hasznosit.
Intracellularis parazita baktériumként okoz megbetegedéseket allatokban és emberben,
amelynek kovetkeztében szamos antibiotikum nem képes kifejteni ra a hatirsit €L AL.,

2010).

A kédbbiekben tervezem a meglévé genom adatok alapjan dle@enéaz R
pyridinivorans AK37 térzsben azonositott virulencia faktorok 6sszevetésit arjui(103S)

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

Rhodococcus tukisamuensis Mb8

G‘equl‘37

61

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

61
53 Rhodococcus imtechensis RKJI300
———— Rhodococcus fascians DSM 20669
100 Rhodococcus kyotonensis DS472
A —— Rhodococcus yunnanensis YIM 70056
Rhodococcus triatomae IMMIB RIV-085
] |7 Rhodococcus corynebacterioides DSM 20151
69 Rhodococcus kroppenstedtii KO7-23
——— Rhodococcus coprophilus DSM 43347
54 Rhodococcus phenolicus G2P
68 Rhodococcus zopfii DSM 44108
99 [~ Rhodococcus aetherivorans 10bc312
Rhodococcus ruber DSM 43338 “rhodochrous”
— Rhodococcus artemisiae YIM 65754
85 Rhodococcus rhodochrous DSM 43241
Rhodococcus gordoniae W4937
Rhodococcus pyridinivorans AK37
————— Rhodococcus rhodnii DSM 43336
Corynebacterium diphtheriae NCTC 11397
—
0.005

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

EMNyugalmi allapot és spdralképzes (2)

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

Szénhidratok (388)

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

4.4.2 A Cupriavidus basilensis OR 16 t6rzs genomja

A Cupriavidus basilensi®R16 torzset egyrségi természetvédelmi teriilé@t2008-
ban izolaltam. Molekularis taxonomiai vizsgalat alapjanCa basilensisfaj képvisebje,
NCAIM BO2487 szamon lett letétbe helyezve a Bgzdasagi és Ipari Mikroorganizmusok
Neneeti Gyijteményében. A metabolitikus tulajdonséagai alapjan ¢old§ €s mikotoxin
(AFB1, OTA és T-2) bont6 képességgel rendelkezilC.Aasilensi©IR16 NCAIM BO2487
lajstromszamu t6rzs teljes nukleotid szekvenciadja az AHJEOOOOOOOO azonositdszamon lett a
DDBJ/EMBL/GenBank adatbazisban elhelyezve.

Az OR 16 jeli C. basilensigdrzs teljes genomja 8,546,215 béazisparbdl all, aminek
GC tartalma 41,2% és 7,542 putativ kodolé szekvenciat tartalmazORz16 torzs
sz&kvenalasa soran azonositott génkopiak 6sszesitését lasd a 4.21. szamu abran.

A C. basilensi®OR 16 genomjanak attekintése soran az alabbiak hatdébzineg:

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

alapjan), genom méret és szekvencia sorrendek alapjan plazmid(ok) jelenléte szinte
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biztosra vehét Ezt alatdmasztja a plazmid fenntartasaeért, illetypdikacioért felebs

fehé&jék megléte a vizsgalt anyagban.

334 darab aromas @si bontasaeért felés génszakaszt sikerllt beazonositani, melyek

algpjan a torzs rendelkezik katekol 1,2- és 2,3-dioxigenaz, protokatekvat 3,4-
dioxigendz, benzoat 1,2-dioxigenaz, (homo)gentizat 1,2-dioxigenaz (1 kopia),
hidroxiquinol 1,2-dioxigenaz génekkel. A szterdnvazas vegyuletek bontasara képes

enzimet kddol6 géneket is sikerllt azonositani: 3-ketoszteroldeBaxilaz.

A nehézfém tolerancidért felked fehérjéket kddold génszakaszok alapjan az alabbi
enzmeket, és azok A&ltal alkotott ion efflux rendszereket azonositottuk: RND
(Resistance, Ndulation, cell_Dvision) csaladba tartoz6 permeazok, CDFatfén
Diffusion Factor) csaladba tartozé nehézfém transzporterek, P-tipusi ATP-az csaladba

tartozo6 ion pumpak.

Egyéb specifikus mechanizmusokat is észleltiink: ,£réfflux rendszer, HAs@-

reduktaz és As® permedz, CU periplazmatikus detoxifikaciéjaért fels fehérjék.

Az OR16 egyedi metabolikus tulajdonsaggal is rendelkezigeaom szekvencia
alapjan: glukozt tud hasznositasa szén- és energiaforrasként. A nemzetségében ez a
torzs az egyetlen, amelynél glikéz po@p(B) és glikdz-dehidrogenaz megtalalhato

a genomban. ALupriavidusnemzetség tagjai nem képesek glikoz felvételére, mivel a
porin hianyzik. Emiatt a nemzetség tagjai csak glikoneogenezis Utjan képesek glikoz-
6-foszfat eballitasara. Kivétel az altalam izolalt torzs, amedydelkezik glikdz porin

(OprB) és glukoz-dehidrogenaz kédolé génekkel és képes a glikéz bontasara. Az

OR16 térzs nemzetségen belil elfoglalt filogenetikayéigiasd a 4.22. sz. abran.

Az utébbi években tobb, @upriavidusnemzetségbe tartozo faj esetében figyeltek meg

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

C. pauculus- extrakorporélis membran oxigenizacié soran okozoté4éd (SOVAL ET AL.,

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

mindegyik leirt esetben a beteg sulyos allapotban, legyengilt immunrendszer mellett

infektal6dott az adott mikrobaval.

A C. metalduriensfaj genomszekvenalasa soran tébb virulencia faktort azonositottak

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

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

C. lghans 1263a

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

C. campinensis W52

R. pickettii ATCC 27512

—
0,005

4.21. sz. dbraCupriavidus basilensi¥)R16 nemzetségen beliil elfoglalt filogenetikai helye

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

B Vezyes (110)

EMembran transzport (481)

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

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

ERegulons (7)

Virulencia (206)

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

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

Kén metabolizmus (138)

Fosztor metabolizmus {(69)

Kalium metabolizmus (24)

Szénhidratok (761)

4.22. sz. dbra: AZ0R16 izolatum teljes genom projektje soran azonositott gének
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UJ TUDOMANYOS EREDMENY (a 4.5.1 fejezetben bemutatott eredmények alapjan):
(7. tézis) Elkészilt az aflatoxin-B1 és zearalenon biodetoxifikaciojara képBhodococcus

pyridinivorans AK37 mikroba teljes de novo genom projektje.

UJ TUDOMANYOS EREDMENY (a 4.5.2 fejezetben bemutatott eredmények alapjan):
(8. tézis) Elkészilt az ochratoxin-A biodetoxifikacidjara képesCupriavidus basilensis
OR16 mikroba teljes denovo genom projektje.
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5. KUTATASOM SORAN SZULETET UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Feltartam aRhodomccus nemzetségbe tartozé 8 faj, 33 tdrzsének mikotoxinbontod
képesséegeét. A nemzetségen belll eddig toxinbontasi tulajdonsagardl ismeretlen Rfajnal (
globerulus, R. pyridinivorans, R. rhodochrow)atoxin-B1, 2 fajnal R. pyridinivorans, R.
erythropolis)pedig zearalenon biodetoxifikacios képességet mutattam ki. Tovabbi 5(fjnal

erythropolis, R. globerulus, R. rhodochrous, R. coprophilus, R. gordoeigi&ként irtam le

Ve

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

3. A prokariotdk esetében é&kent mutattam ki multimikotoxin biodegradaciét és
biodeoxifikaciét. Az aflatoxin-B1 és a zearalenon detoxifikalasara, tovabba a T-2 toxin
bontasara képesR. erythropolisNI1 jelzési térzsnél. Két mikotoxin, az aflatoxin-B1 és a
zeaalenon egyuttes biodetoxifikacidjara képesRa pyridinivorans K408 jelzés torzs,
valamint az aflatoxin-B1 detoxifikalasara és T-2 toxin egyittes bontasara képes a
rhodochrous NI2 jelzéstorzs.

4. Az aflatoxin-B1 mikotoxin biodetoxifikaciojara alkalmaz&hodococcus pyridinivorans
AK37 baktériumtérzs hatékonysaga vitro laboratoriumi kisérletek mellett, ponty és
brojlercsirke etetési tesztekben is igazolasra kerilt. Az aflatoxin-B1 toxinnal szennyezett
takarmany kéros biol6giai hatasat Rn pyridinivorans AK37 baktériumtorzs sikeresen
megsiintette, a szennyezett takarmany biodetoxifikaciéslkezel mar nem valtotta ki a

toxikozis tlineteit a kisérleti allatokon.

5. A zearalenon mikotoxin biodetoxifikaciéjara alkalmazBthodococcus pyridinivorans
K408 baktériumtbrzs hatékonysaga inzvitro laboratoriumi biodegradacié mellett patkany
modell kisérletekben is igazolasra kertlt. A zearalenon toxinnal szennyezett takarmany karos
biolégiai hatdsat aR. pyridinivorans K408 baktériumtdrzs sikeresen meggette, a
szanyezett takarmany biodetoxifikacidés kezeléssel mar nem valtotta ki toxikdzis tilineteit a

kisérleti allatokon.

6. Az ochratoxin-A mikotoxin biodetoxifikacidjara alkalmaz@umpriavidus basilensi®R16
bak&ériumtdrzs hatékonysaga #z vitro laboratoriumi biodegradacié mellett egér modell
kisérletekben is igazolasra kerilt. Az ochratoxin-A toxinnal szennyezett takarmany karos

bioldgiai hatasat &£. basilensig)R16 baktériumtdrzs sikeresemegszintette, a szennyezett
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takarmany biodetoxifikacidés kezeléssel mar nem valtotta ki, toxikézis tineteit a kisérleti

allatokon.

7. Elkésziult az aflatoxin-B1 és zearalenon biodetoxifikacidjara kérhedococcus
pyridinivoransmikroba teljes de novo genom projektje.

8. Elkészlilt az ochratoxin-A biodetoxifikaciojara kég@aspriavidus basilensimikroba teljes

de novo genom projektje.
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6. KOVETKEZTETESEK , JAVASLATOK

Kutatasom évei alatt nem csak mikroorganizmusokkal foglalkoztam, hanem gyakorlo
mezégazdaszként nap, mint nap tapasztaltam az idojarasi anomaliak egyre gyakoribba
valdsabdl, hogy a klimavaltozassal kapcsolatdseplzések és szcenariok nem a szazad
maodik felében kdvetkeznek be, hanem mar itt vannak. Ez mar nem admégdianem az
alkdmazkodas idészaka. Kutatocsoportunk igazoltédk&at az aflatoxin termél gombak
megdelenését az orszagbhandBoLy! ET AL., 2011), ami kezdetben heves vitadkat valtott ki.
Sgnalatos mddon az élet igazolta a forgatdkényvet, amit laboratoriumi kérilmények kozott
mar kordbban lattunk — 2012-ben az orszag tejiparat egy hajszal vélasztotta el az
0sszeomlastdél az AFB1 tartalmu takarmanyok jelenléte miatt. A 2012-es vilagaszaly
megmutatta, hogy nem az a kérdés, van-e mikotoxin mentes gabonank, hanem van-e
egyaltalan gabonank a népesség szamara. Azaz a megtermelt gabona mikotoxin mentességét
szinte lehetetlen lesz betartani ndvénytermesztési technoldgidkkal. A mar megtermelt és
betarolt gabonaban kilonk®znodszerekkel kell csokkentenink a mikotoxinok seintj
ehhez nyujthat egy lehetséges megoldast a jelen munkam.

Kutatdsom soran sikerult tébb mikroorganizmust azonositanom, amelyek kéaros
metabolitok nélkil képesek a kilonféle mikotoxinok bontaséara, biodegradacidjara. Korabbi
vizsgalatokban egyes kutatdécsoportok bizonyitottak egy-egy mikroorganizmus, vagy azok
altal termelt enzim mikotoxinbonté képességét, de hasonlé volument tanulmany, amelyben
tobb mint hatvan mikroszervezet atvizsgalasa tortént meg, €s kdzel harminc mikroszervezet
mikotoxinbonté képességét mutattdk be, nem létezik. Ezaltal a tudomany és a gyakorlat
szamara is sikerllt bovitenem jelémtmertékben a rendelkezésre allo6 és felhasznalhato
mikrobak szamat a mikotoxin-mentesités és biodegradacio terén.

Az Aaltalam vizsgalt mikotoxinok biodegradacojara képes torzsek detoxifikacios
képességét tobb modszerrel is igazoltam: proteindz-K vizsgalat, pellet vizsgalat, és
biotesztekkel torténé geno- és citotoxicitds, EDC hatdselemzés, valanetateddsi és
kezelési kisérletek. A munkam soran azonositott és mikotoxinok biodegradaciojara képes
torzsek esetében sikerllt feltérképezni és bemutatni, hogy melyek képesek karos
mellékhatadsok és metabolitok nélkll lebontani az adott toxinokat, ami jelenleg E&E el
az BU-ban (EFSA, 2009).

Vizsgalataim fokusza elsorban aRhodococus nemzetségbe tartozé torzsekre
irdnyult, mivel ez egy rendkivili anyagcsere folyamatokkal megaldott nemzetség és a
tanszeékink is jeletis szamu szénhidrogének bontaséra képes izolatumnuelkezik. Tébb
faj esetében mar évtizedek ota Iétémnkrét ipari hasznositasi eljarasok vannak pl: éatir
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gyartas stb. 2005-ben Teniola és munkatarsai végeztek az AFB1 esetében bontasi kisérletet,
amely jelen munkanak is az egyik kiindulasi pontja. A német és afrikai kutatékbol allé
csoport a R. erythropolis extracellularis enzimeivel sejtmentes matrixban sikeresen
megsiintette az AFB1 mutagén hatasat.RAodoamccusnemzetségen belil mas mikotoxin
bontasarél nem volt fellelh&t szakirodalmi adat. Munkdm soran harmincnal tébb
Rhodococusfaj toxinbontasi profiljat vettem fel, ami alapjan azt a kdvetkeztetést vontam le,
hogy R. erythropolisfajon kivil, AFB1 bontasra képes fajR ruber, R. globerulus, R.
coprophilus, R. gordoniae, R. pyridinivoragsR. erythropolisképvisebi. Az eredmeényeim
algpjan az is elmondhato, hogy a bontasi képesség szempontjabol nemcsak a fajok kozott,
hanem egy fajon belll is jelérst eltérések lehetnek. Mindezek mellett a toxinborpésiil

arra is ramutatott, hogy az AFB1 toxinon kivilRbhodococcusmemzetség egyes tagjai
jelentbs ZEA (R. pyridinivorans, R. erythropolis és R. rupé&s T-2 (R. erythropolis, R.
globerulus, R. rhodochrous, R. coprophilés R. gordoniae)bontd tulajdonsaggal is
rendelkeznek. Bar két toxin (ZEA-OTA) szimultan bontdsarél a szakirodalom egy
mikroorganizmus esetében mar beszamdlichosporon mycotoxinivorahs két tovabbi
mikroszervezetR. pyridinivorans és R. rhodochrougt mikotoxin (AFB1-ZEA, AFB1-T-2)
parhuzamos bontasa éfRaerythropolisN11 multimikotoxin bontasa (AFB1, ZEA és T-2) a
tertleten eddig publikalt eredmények szerint egyedilallé tulajdonsag.

A Rhodococcusnemzetségeken kivil kiemelném @upriavidus nemzetséget,
amelybdl aC. basilensigelenttss OTA bontasi képességgel rendelkezik, ezen faj mikotox
bontasi képessége ezidaig ismeretlen volt és egyre toébb, a tudomany szamara 0 és izgalmas
informéciéo lat napvilagot, miszerint a faj aromas Gk bontaséra alkalmas
enamrendszerekkel rendelkezik. Kutatdasom eredményeivel éslekétovo genom projekt
elvégzésevel U] felhasznalasi ledsgigek nyilnak meg @&khodocacus és Cupriavidus
nemzetseégbe tartoz6 toérzsek gyakorlati felhasznalasaban.

Az eqgyik lehebség a torzsek stabilizalt enzim rendszereinek takayrki@gészibként
torténo felhasznalasa annak érdekében, hogy a mikotoxinakahasokkenjen. Ugyanakkor a
genom projektek mas, a vegyipar és kornyezetvédelem szamara is izgalmase tethet
tattogatnak. A teljes genomelemzéssel sikertlt azonositani és kialakitani az enzimrendszerek
tanulmanyozasanak a bazis&®laodococcugsCupriavidustdrzsek esetében. A mikotoxinok
esetében () takarmanyokhoz adagolhaté mikroba vagy enzim alapd készitmények
kifejlesztéséere nyilik mod, tovabba az enzimrendszerek feltarasaval az aromas szerkezet
szenyedanyagok artalmatlanitasanak lefsgtge is dltérbe kerilhet. Bbbi Iétjogosultsagat
aldtdmasztja, hogy az eddig rendelkezésre allo dskegek szama kevés és az ismereteink

bévulésével bizonyos alkalmazasokat el kell vetniinkapkémiai kezelések mar ma sem
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engedélyezettek az Eurdpai Unidban a beavatkozasok hatasara Kelexilazs metabolitok
miatt, egyes mikotoxinok esetében alkalmazott agyagasvanyok adszorpcidos hatékonysagat
egyre tobbsz6r megkéilezik, vagy a biodetoxifikacidos agensként alkalmamakrobardl
dertl ki human patogenitasa.

A munkam soran kivalasztott mikotoxin-biodegradaciora képes harom toérzs (AK37,
K408 ésOR16) hatékonysagat tobb modszerrel is ellendriztem, tekintettel a mikotoxinok és
azokbomlastermékeinek hatasanak mdigesére. Az AFB1 esetében az SOS-Chromo teszt,
valamint két allatetetési (hal, brojlercsirke) kisérlettel sikerilt igazolni a mikotoxin-
detoxifikacios képesség hatekonysagat. A ZEA esetében az EDC hatas vizsgalatara
kifejlesztett BLYES tesztrendszerrel, valamint egy patkanykezelési kisérlet eredményeivel
sikerilt alatamasztani a torzs karos metabolitoktél mentes mikotoxinbonté képességét. Az
OTA esetében pedig egy egérkezelési kisérlet eredményei igazoltdk a mikotoxinbontd és
detoxifikal6 képesség meglétét. Ezen bioteszteken és allatmodelleken lefolytatott
vizsgalatokkal sikerilt igazolnom azok biodegradéaciés képességik hatékonysagat. A T-2
tekintetben javasolhaté egy, a toxinra fejlesztett biol6giai teszt alkalmazdsa és adaptalasa,
mivel a vizsgalt mikotoxinok kozil ez az egyetlen, amely bontasi maradékat vagy a toxin

hatasat nem volt lehgtégem vizsgalni.

Az el6z6 bekezdésben emlitett bioldgiai hatasvizsgalatok kdzithagasabb rendii
szavezeteken végzett kisérleteket szamba véve:

(i) Az AK37 Rhodoccocus pyridinivorantrzzsel kezelt aflatoxinnal szennyezett
kukoricat brojlercsirke és hal etetési tesztben sikeresen alkalmaztam.

A brojlercsirke etetési kisérlet soran a kivalasztott torzzsel kezelt kontroll
takarmannyal etetett csirkék magasabb testtomeg értékeket mutattak, mint a mikrobamentes
kontroll takarmannyal etetett csirkék, bar a kilénbség nem volt szignifikans. Erre a testtdmeg
kildnbségre magyarazatot adhat, hogy a kisérletemben a biodetoxifikaciéra kivalasztott torzs
(R. pyridinivorans)egy nemzetségébe tartozik azz&.aopacudorzzsel, amirdl leirtdk, hogy
a trigliceridek felvételét serkeéit probiotikus hatassal rendelkezik, amelyet malacokkal
folytatott kisérlet soran tapasztaltak (American Society of Animal Science, 201&B)HEz
a megfigyelés tovabbi iranyt adhat a munkdm soran kivalasRbtidococcustorzsek
takarmanyok kezelésére torténd alkalmazasara.

(i) A K408 Rhodoccocus pyridinivoranstorzs ZEA bontasi maradékat

patkanykezelési modell kisérletben ellenériztik.
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Mind a kétRhodoccocus pyridinivorangrzs az addigi mikrobioldgiai és bioteszt
vizsgalatokkal megegyézeredményeket adott, azaz biztonsdgosan felhastoadhrer adott
mikotoxin biodegradaciojara.

(i) Az OR16 Cupriavidus basilensistdrzzsel egérkezelési modell kisérletben
ellenériztik a torzs anyagcseretermékeinek és az ochratoXimdegradacios mellék- és
bomlastermékek biztonsdgossagat. Az eredmények alapjan az altalam kivalasztott torzsek
hatékonyan és biztonsagosan felhasznalhatdéak takarmanyokban mikotoxin mentesités céljara.

Az el6z6 bekezdésekben emlitd®. pyidinivorans (AK37, K408) ésC. basilensis
torzsek OR16) toxinbontasi képességéhez hasonlé eredményekzakiraslalomban
fellelhettk (2.6 sz. tablazat), de a biodetoxifikdcié igazolasdrasonléan széleskor
toxikoldgiai felmérés nem készllt, gyakorlati felhasznalasban pedig ezidaig egyetlen a
kereskedelemi forgalomban is kaphatd készitmény létezik. Ennek egyik alapanyaga a
Trichosporon mycotoxinivorar&eszé Ujszeti €s egyedi fajnak volt tekintiieOTA és ZEA
bont&anak koszonhéen (MOLNAR ET AL., 2004). A torzs hatdsosan csokkentette a ZEA és
OTA toxicitdsat haszonallatokon tesztelveo(R1s ET AL., 2005;HOFSTETTER ET AL, 2006).

Az utobbi években azonban Hickey és munkatarsai (2009). amycotoxinivorans
mikroszervezet human patogén tulajdonsagait fedezték fel, ami a készitmény biztonsagos
alkalmazhatosagat kéngbezi meg. AT. mycotoxinivoranspatogén tulajdonsagat azonban
Tintelnot és munkatérsai 2011-ben cafoltak.

Az altalam feltart mikotoxinbonto térzsek biztonsagosan alkalmazhatoak a kidonboz
bioddoxifikacios eljarasok soran, amennyiben a tovabbi toxikologiai vizsgalatokban sem
merUl fel negativ hatds. Masik felhasznalasi lésegként a torzsek altal termelt enzimekbdl
elédllitott készitmény potencidlis biodetoxifikald agetehet, amelyhez az elvégzett két

genom projekt megteremti a mikotoxinok bontasaban részvevé enzimek feltarasanak bazisat.
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7. OSSZEFOGLALAS

Kutatdsom soran kilonb6z  mikotoxinok biodegradaciojara képes
mikroorganizmusok izolalasa, szelektalasa valamint gyakorlati hasznositashséefirkt
vizsgélata volt ad célom.

A Kkisérletekbe vont mikroorganizmusokat folyékony tapoldatos (LB) razatasos
tenyészetben teszteltem hat gazdasagilag fedenikotoxinra (AFB1, ZEA, OTA, T-2, DON,

FB1). Az el$ Iépésben kdzel haromszaz mikroszervezet mikotoxin-bohifajdonsagukra
irAnyuld valogatasat végeztem el immunanalitikai és kémiai analitikai eszkdzrendszer
adaptalasaval és fejlesztésével (ELISA és HPLC). Vizsgalataim soran tizenharom nemzetség
huszonegy fajanak 6tvennégy torzgdaizonyitottam, hogy mikotoxin degradaciéra képesek;
ezek kozll szelektadltam a leghatékonyabb AFB1, ZEA, OTA és T-2 bontasra képes
mikroszervezeteket, amelyek déeh a Rhodococcugenzetségbe tartoztak.

Osszesen harmincharom baktérium térzs esetében sikerilt tobb mikotoxin esetében
biodegradacios képességet (multi mikotoxinbontas) kimutatni, amelyek k&tiddococcus
erythropolis N11 multimikotoxin bontasa (AFB1, ZEA és T-2) a tertleten eddig publikalt
eredmények szerint egyedulallé tulajdonsag.A kiemelkediggradacios képességgel
renddkezo torzsek biologiai hatasmeérésen alapuld szelektahdsBi és ZEA esetében, pro-
€s eukariota tesztszervezeteken végeztem el. A vizsgalati eredmények ismeretében egy
negyvenot tételbdl allo mikroba torzdgemeényt alakitottam ki, amely tételek biztonsagosan,
karos citotoxikus, genotoxikus €s hormonhatasu metabolitok nélkil képesek adott mikotoxin

A mikotoxin biodegradécié genetikai alapjainak fejlesztésére AFB1, ZEA és OTA
bont6 Rhodococcus pyridinivorangs Cupriavidus basilensisdrzsekde novo, teljes genom
projektjeit készitettem el, amelynek fontos szerepe lesz a mikotoxinok lebontasaést felel
arnyagcsere-folyamatok és enzimrendszerek azonositasaban.

Sikerilt a tanszékink altal izolalt Zt80 AFB1 terthéspergillus gombatdrzzsel
fert6zo6tt kukoricat (amely nagy mennyisedFB1 koncentraciot mutatott a laborvizsgalatok
soran) szarazfermentaciés eljarasban az AK37 jélZ@sodococcus pyridinivorangrzzsel
biodetoxifikalnom; és ezaltal alapanyagobtadlitani allatetetési kisérletekhez, amelyekkel
ellenérizhettem a  mikotoxinbontasra képes mikroszervezet ékbaysagat és
alkalmazhat6sagat. Ennek az AFB1-el szennyezett kisérleti alapanyagnakabitasd
alkdmas lehet tovabbi allatetetési kisérletek tervezéséhez és kivitelezéséhez.

A mikotoxin biodetoxifikacid gyakorlati lehéségeinek allatetetési és kezelési
tesztekben tortéé demonstralasat hal, madar és @&@niodellekben, AFB1, ZEA és OTA-
bont mkrobak felhasznalasaval sikerult igazolnom.
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A hal etetési teszt eredményei szerint az 1 pg/ml koruli aflatoxin szennyezés a
takarmanyban jelet$ elhullast okozott, a m4j degenerativ, mérgezétalé elvaltozasat
detektaltuk, mig a biodetoxifikalt takarmanyon nevelt pontyoknal tizedannyi elhullast,
meérseékelt majelvaltozast tapasztaltuk.

A brojlercsirke etetési tesztnél az aflatoxinos takarménnyal etetett csirkéknél
étvagytalansagot, a napi sulygyarapodas csokkent szintjét, szignifikans testtémeg csokkeneést,
a fittségben, egészségallapotban megfigyélHetomlast tapasztaltunk. A biodetoxifikalt
takamanyt hasznalva a testtdmeg nem tért el szignifikAnsan a toxinmentes kontrolltol, normal
egeészségi allapot volt tapasztalthato, viszont a toxintartalmu takarmanyt fogyaszté csoporthoz
képest a 42 napos kisérlet végén, mintegy 40 dekagrammos testtomeg ndvekedés volt
megfigyelhed, a biodetoxifikalt takarmannyal etetett csirkék javdA brojlercsirke etetési
eredmények alapjan nem zarhaté ki, hogy a biodetoxifikaciora kivalagbattiococcus
torzseknek lehet probiotikus hatasa is; ahogyan azt mar korabbi vizsgalatok soran is
feltételezték (American Society of Animal Science, 2018;A3), ez tovabbi kutatasokat tesz
szlkségesse.

Patkanykezelési kisérletben ellendriztliiRapyrinidivoransk408 torzs ZEA-bontasi
képességének biztonsagat. A kisérletben a torzs ZEA-bontasi maradékanak 6sztrogénhatasat
vizsgaltuk egy oOsszetett (BLYES teszt, ELISA, HPLC és patkanykezelési teszt) vizsgalati
modszerrel.

Az eredmeények alapjanRhodococcus pyridinivorané408 térzssikeresen elbontotta
a bedllitott ZEA koncentréacioét folyékony LB tapoldatban, karos bomlastermék nélkil. Az igy
kezelt (biodetoxifikalt) és liofilizalt tapoldat patkanyokkal torténé etetését kémenhem
tapasztaltunk elvaltozast a patkanyokban a kontroll csoportokhoz viszonyitva, amely igazolja
a BLYES tesztben kapott eredményeket, miszeriik. @yridinivorans K408 jelzéé torzs
ZEA sikeres biodetoxifikaciojara képes.

Az OR16 jeli Cupriavidus basilensigdrzzsel végzett OTA bontasi kisérletek és
azokon alapulé egérkezelési vizsgalatok soran gyulladasi, detoxifikaciés és stressz
folyamatokat jeld markergének kifejgtiésének vizsgalataval igazoltuk, hogy(R16 térzs
ha€kony és biztonsagos biodetoxifikaciés eszkdzzé valhat.

A bemutatott eredmények alapjan az altalam feltart mikotoxinbonto térzsek
potencialis lehéiséget nyujtanak a kulonb®zbiodetoxifikacids eljarasokban. A jovében
szanolnunk kell a gyakori mikotoxin szennyezettséggel, amely ellen az egyik védekezési
forma a szennyezett alapanyagok artalmatlanitasi és hasznositasbségbet a
disszertaciomban is ismertetett eljarasok alkalmazaséaval.
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8. ENGLISH SUMMARY

The major goal of my research was to isolate and select effective mycotoxin degrading
microbes that could be applicable for practical purposes.

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

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

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

For developing the genetic base of mycotoxin biodegradat®mnpvogenome project
of AFB1-ZEA and OTA degrader strainRIfodococcus pyridinivoranand Cupriavidus
basilensis\were accomplished. These results contribute to the identification of the metabolic
pathways and enzyme systems playing role in the mycotoxin degradation.

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

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

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

During the animal feeding experiment applying broiler chickens, the AFB1
contaminated feed produced lack of appetite, decreased daily weight gain, significant decrease
of body weight, loss of fitness and health conditions. Biodetoxificated feed did not cause
significant difference in the body weight compared to the Control group without mycotoxin,
and also the health condition of the chickens was normal. Moreover, at the end of the 42 day
long experiment an increase with 0,4 kg bodyweight was detected for the benefit of chickens
feeded by the detoxificated fodder. On the base of these rB$utiococcustrains selected
for the biodetofication may have probiotic effect, as it was presumable in other experiments
(American Society of Animal Science, 2013r1H3). However, further studies are needed to
enhance this observation.

During a rodent basead vivo toxicological experiment the effectiveness and safety of
ZEA degradation byR. pyrinidivoranskK408 strain was investigated. In this experiment the
endocrine disrupting effect of adventitious metabolites of ZEA was studied and confirmed by
a complex method (BLYES, ELISA, HPLC).

According to the results thRhodococcus pyridinivorank408 strain successfully
degraded the ZEA in liquid LB medium, without any harmful metabolites; since no changes
were observed regarding rats treated by this biodetoxificated and lyophilized medium
compared to the control group, which confirms the results of the BLYES test, which also
indicated that the R. pyridinivorai&08 strain is able to biodetoxificate the ZEA.

A similar experiment was carried out by tBepriavidus basilensi®R16 strain. The
OTA biodegradation ability of the stra(dR16 was investigated in vivo toxicological tests.

The expression of genotoxic, apoptotic, detoxification and inflammation related genes were
monitored. This study has demonstrated BatbasiliensisOr16 efficiently degrade OTA
without producing toxic adventitious metabolites

According to the presented results, mycotoxin degrading microbes that were revealed
in my work are providing an ideal opportunity for the biodetoxification methods.

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

methods that are described in this dissertation.
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2. szamu melléklet: ARhodococcusnemzetség tagjainal eddig leirt biodegradacios képességek és feltart enzimek,

genek
Faj Eddig leirt biodegradacids képesség Teljes genom | Eddig azonositott enzimek és azt kddolé gének
projekt
R. aetherivorans| alkan (QUATRINIET AL., 2008) Igen Alkb (QUATRINI ET AL., 2008)
butdn (FRASCARIET AL., 2006) sauperoxid dizmutaz (sodA),
metil t-butiléter (GoobFELLOW ET AL, 2004) alkil hidroperoxid reduktaz protein C (ahpC),
gé&zolaj (AUFFRET ET AL, 2009) katalaz/peroxidaz (katG)
BTEX (TANCSICS ET AL, 2008) monooxigenaz (AFFRET ET AL, 2009)
alkan hidroxilaz (AJFFRET ET AL, 2009)
Katekol 1,2-dioxigenaz (ANCSICS ET AL, 2008)
R. baikonurensis| gazolaj (LEg, 2006) n.a.
R. cercidiphylli | dibenzofuran (bAET AL., 2002) n.a. Extradiol dioxigenazi@a ET AL., 2002)
azaarén (NPAH) (W.LUMSEN ET AL., 2005)
R. coprophilus | fenol, ftalat (N ET AL., 2010) n.a. ftalat dioxigenaz gén (B0 ET AL., 2006)
R. equi ciklohexil ecetsav (VAKI ET AL ., 2008) Igen putativ korizmat mutaz enzim,
anthranilat sintdz enzimek
aromas giiriihasit6 dioxigenaz @TEK ET AL., 2008)
R. erythropolis | aflatoxin B1 (TENIOLA ET AL., 2005) Igen deszulfurizalé gének,
2,4-D (ASPRAY ET AL, 2005), flavin reduktaz gén
benzol, n-alkanok, alkil-benzol @y ET AL., 2006) 2,3-dihidroxi-bifenil 1,2-dioxigenaz (bphC5) génaf@LL Et
bifenil (WILLIAMS ET AL ., 1997) al., 2005)
BTEX (HENDRICKX ET AL., 2006) tmoA/xyIM/xylE1 (HENDRICKX ET AL., 2006)
ciklohexil ecetsav (VAKI ET AL ., 2008) nitril hidrataz gén klaszter fRPEK ET AL., 2012)
2,6,10,14-Tetrametilpentadekan (pristan) (KuNIHIRO ET, A005), TheG (thcG) és kloroperoxidaz (thcF) géneke @ HRIIVER
3-klorobenzoat (QeT AL.,2007) ETAL., 1997)
dibenzofuran (BTAMATAET AL ., 2002), sax (DENIS-LAROSE ET AL, 1997)
dibenzotiofén (BNIS-LAROSE ET AL, 1997), 3-ketoszteroid 9-hidroxilaavféN DER GEIZE ET AL., 2002)
nitril (HEALD ET AL., 2001)
hexahidro-1,3,5-trinitro-1,3,5-triazin (RDX) (BERNSTEIN ET A12010)
szteroidok (/AN DER GEIZE ET AL., 2002)
R. fascians dibenzofuran (bAET AL., 2002), n.a. dbfA1A2 (NDUMURA ET AL., 2004)
szénhidrogének (8JL ET AL., 2005) dioxigenaz (IIbA ET AL, 2002),
sugarzas rezisztens REDRICKSON ET AL, 2004)
R. globerulus aromas szennyek, n.a. extradiol dioxigenaz (HppB)
3-(3-hidroxi-fenil)propionat (3HPP) (BRNES ET AL, 1997) Katekol 1,2-dioxigendz @ANCSICS ET AL, 2008)
R. imtechensis | nitrofenol (GiosH ET AL, 2006) Igen nitrofenol degradalé gén klaszter{&H ET AL, 2010)
R. jostii lignin, poliklérozott bifenil (MLEOD ET AL., 2006) Igen vanillin dehidrogenaz (vdh
szeroidok (McLEOD ET AL, 2006) vanillat O-demetilaz (vanAB
festék-szintelendt peroxidaz enzimek
bifenil 2,3-dioxigenaz (\WWNG ET AL., 2008)
dehidrogenaz (RKEDA ET AL., 2010)
transzpozaz (AKEDA ET AL., 2010)
2 4-diklorofenol 6-monooxigenaz AKEDA ET AL., 2010)
KshAB, KstD, TesAaAb, TesB (KLEOD ET AL, 2006)
R. koreensis alkan (QUATRINI ET AL., 2008) n.a. Alkb (QUATRINIET AL., 2008)
2 4 dinitrofenol (YooNJ-HET AL., 2000) dioxigenaz (ANG ET AL., 2005)
xilol (WANG ET AL., 2008 , ANG ET AL. 2005)
R. marinonascenis n. a. poliketid szintaz (K1 ET AL., 2007b)
R. opacus fenildekan (FbLDER ET AL, 2011) Igen Monooxigenaz (DMARCO ET AL., 2004)
TCE (DEMARCO ET AL., 2004) o-xilén oxigenaz gén (WRUYAMA ET AL ., 2005)
xilol (WANG ET AL., 2008) trehaléz szintaz (XN, 2013)
kloro-fenol hidroxilaz (BROENING ET AL, 2008)
katekol 1,2-dioxigenaz (R0ENING ET AL, 2008)
szirén monooxigenaz (CHLER ET AL, 2009)
alanin dehidrogenaz ENGER ET AL, 2003)
taurin-piruvat aminotranszferaz ERNGER ET AL, 2003)
natalén dioxigenaz (DGENNARO ET AL., 2010)
p-nitrofenol degradal6 gén klaszterifikGAwA ET AL ., 2004)
R. percolatus 2,4,6-triklérfenol (BRIGLIA ET AL, 1996) n. a.
R. phenolicus fenol, klérbenzol, diklérbenzol ([BiFuss EURBAN., 2005) .a.
R. pyridinivorans| akil-éter (Kim ET AL., 2007b) .a. Katekol 1,2- dioxigenaz (MsuMURA ET AL. 2004)
anlin (M ATSUMURA ET AL., 2004) 3-ketoszteroid-8-hidroxilaz gén (BTRUSMA ET AL, 2011)
benzotiazolok (@JA ESKNAPP, 1997) dfdA1A2A3A4 oxigenaz (Ay ET AL., 2008)
dibenzofuranok (Ay ET AL., 2008) bifenil katabolikus gének bphABCD (8 ET AL., 2003)
xilol, toloul (WANG ET AL., 2008) nitril hidrataz (KOHYAMA ET AL ., 2006)
4-nitrotoloul (KuNDU ET AL., 2013) dioxigenaz (WANG ET AL., 2008)
bifenil (SUN ET AL., 2003)
acetonitril (KOHYAMA ET AL ., 2006)
szteroidok (RETRUSMA ET AL., 2011)
R. gingshengii | gazolaj, n.a.
karbendazim, (\WNG ET AL, 2010)
triazin,
2,6,10,14-Tetrametil-pentadekan UHIRO ET AL., 2005),
adklikus aminok (Km ET AL., 2006)
R. rhodnii fenol (SOLYANIKOVA ET AL. 1999) n.a. Katekol 1,2-dioxigenaz enzimek
3- és 4-methil-pirokatekol enzimek qSYANIKOVA ET AL .
1999)
R. rhodochrous | bis 2-etilhexil adipat (BEHA), dioctil ftalat (DOP) n.a. Katekol 1,2-dioxigenaz enzimek
és dioctil tereftalat (DOTP), hexadekam(Mi ET AL ., 2002) 3- és 4-methilpirokatekol enzimek dS’ANIKOVA ET AL .
fenol (SOLYANIKOVA ET AL . 1999) 1999)
2-aminobenzotiazol (ABT) (BORAO ET AL, 2009) szteroid monooxigenaz (ki ET AL., 1999)
nitril hidrataz (\EIko ET AL., 1995)
R. ruber alkan (QUATRINI ET AL., 2008) Igen Alkb (QUATRINIET AL., 2008)
alkil-éter (Kim ET AL., 2007b) Citokrom P450 alkd monooxigenazikkeT AL., 2007b)
ciklohexil ecetsav (VAKI ET AL ., 2008) ciklohexan monooxigenaz RRATHYBAY ET AL., 2011)
szteroidok (FERNANDEZ ET AL., 2009) 3-ketoszteroid-delta-1-dehidrogendzRNANDEZ ET AL.,
2009)
R. wratislaviensig hexahidro-1,3,5-trinitro-1,3,5-triazin (RDX) EBNSTEIN ET AL, 2010) n. a.
terbutilazin, s-triazin (@ENNI ET AL., 2009)
gé&olaj (AUFFRET ET AL, 2009)
R. yunnanensis | karbendazim (VMNG ET AL, 2010) n.a.
R. zopfii 17-6sztradiol, 6sztron, dsztriol, etinil-6sztradiolq¥HIMOTO ET AL, 2004)

n.a.= nincs adat
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3. szamu melléklet: A vizsgalt baktérium térzsek faj szerinti eloszlasa és jeldlésuk
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Vizsgalt torzs fajneve

Vizsgalt torzs jeldlése

Identifikalas 16S rDNS alapjan (bazispar)

Szarmazasi hely

Rhodococcus. aetherivorans AK 44 100% (1492) Agruniver Holding Kift
Rhodococcus coprophilus N774 - Dr. Michael Goodfelow
AK 36 100% (1492) Agruniver Holding Kift
Rhodococcus globerulus N58 - Dr. Michael Goodfelow
Rhodococcus gordoniae AK 38 100% (1492) Agruniver Holding Kift
Rhodococcus erythropolis NIL ) Dr. Nagy Istvan
AK35 100% (1492) Agruniver Holding Kft
AK 40 100% (1492) Agruniver Holding Kft
AK 42 100% (1492) Agruniver Holding Kft
GD-1 98% (1252) Sajat izolatum
BRB 1BB 99% (1378) Sajat izolatum
BRB 1AB 98% (1122) Sajat izolatum
GD-2A 99% (1284) Sajat izolatum
GD-2B 100% (1089) Sajat izolatum
NCIMB 9784 - Nemzetkozi gyljtemény
DSM 43060 - Nemzetkdzi gyljtemény
DSM 1069 - Nemzetkdzi gyljtemény
DSM 743 - Nemzetkozi gyljtemény
L88 - Nemzetkozi gyljtemény
OR9 99% (1212) Sajat izolatum
OR 13 99% (1203) Sajat izolatum
IFO 12538 - Nemzetkozi gyljtemény
OM 7-2 97% (1351) Dr. Szab6 Istvan
ZFM 23,1 98% (1206) Dr. Szab6 Istvan
Rhodococeus pyridinivorans AK 37 100% (1492) Agruniver Holding Kft
K402 99% (985) Agruniver Holding Kft
K404 99% (883) Agruniver Holding Kft
K408 99% (1023) Agruniver Holding Kft
NI2 - Dr. Nagy Istvan
Rhodococcus rhodochrous ATTC 12674 - Nemzetkozi gyljtemény
4S8 99% (1032) Dr. Szab6 Istvan
N361 - Dr. Michael Goodfelow
Rhodococcus ruber AKA41 100% (1492) Agruniver Holding Kft
1 nemzetség, 8 faj, 33 torzs
Arthrobacter protophormiae J4 99% (615) SZIE-MKK-KKBT
Chryseobacterium formosense UA5/8 98% (741) SZIE-MKK-KKBT
C. hydrocarbonovorans TN4 99% (825) SZIE-MKK-KKBT
BRB 6A 99% (678) Sajat izolatum
Cupriavidus basilensis OR16 100% (1492) Sajat izolatum
Gordonia paraffinivorans NZS 14 99% (689) SZIE-MKK-KKBT
Microbacterium barkeri EL1 98% (847) SZIE-MKK-KKBT
M. esteraromaticum NZS 9 98% (965) SZIE-MKK-KKBT
Ochrobactrum tritici DT2 98% (789) SZIE-MKK-KKBT
Paracoccus sp. csz4 95% (412) SZIE-MKK-KKBT
B7S10 95% (461) SZIE-MKK-KKBT
Pseudomonas azelaica TN5 99% (785) SZIE-MKK-KKBT
Pseudomonas citronellolis ZS1 99% (899) SZIE-MKK-KKBT
Pseudomonas monteilii ZV 6 99% (695) SZIE-MKK-KKBT
Pseudomonas putida DN1 98% (864) SZIE-MKK-KKBT
Pseudomonas pseudoalcaligenes FEH 28 98% (947) SZIE-MKK-KKBT
Pseudomonas stutzeri K65 98% (769) SZIE-MKK-KKBT
Pseudoxanthomonas kalamensis H4 98% (879) SZIE-MKK-KKBT
Pseudoxanthomonas suwonensis NZS6 98% (889) SZIE-MKK-KKBT
Raoultella terrigena TT6 98% (982) SZIE-MKK-KKBT
Serratia liquefaciens OR10 98% (779) Sajat izolatum
Sphingopyxis chiliensis K610 99% (985) SZIE-MKK-KKBT

12 nemzetség, 21 faj, 22 torzs

Osszesen 13 nemzetség, 29 faj, 55 térzs
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4. szamu melléklet: A Rhdococcusnemzetségbe tartozé térzsek mikotoxinbonté képessége, %-ban kifejezve

Aflatoxin-B1 Zearalenon T-2 toxin Fumonisin-B1 | Ochratoxin
Faj Torzs ELISA HPLC SOS-Chromo teszt ELISA HPLC BLYES teszt ELISA HPLC HPLC ELISA
NI1 98,63+0,34 89,35+2,13 NG 52,39+2,64 60,55+ 3,53 NE 94,85+ 1,45 92,12+2,57 <5 <5
DSM 4306 98,57 £ 0,20 100 £ 0,0 NG <5 - - 95,06 +2,45 93,27 £2,79 <5 <5
DSM 743 69,06 £0,82 70,34 +3,10 G <5 - - 95,46 +2,50 93,56 + 3,23 <5 <5
NCAIMB 9784 98,31+£0,81 98,32+1,20 NG 19,21 +4,44 20,12 +2,77 - 94,87 +2,27 94,13 +2,57 <5 <5
DSM 1069 91,03+1,50 81,34+1,74 G <5 - - n.d. n.d. <5 <5
IFO 12538 97,89+1,05 97,83+1,95 G <5 - - 93,91 +2,34 94,67 +1,56 <5 <5
L88 97,13+0,85 97,22+1,50 G <5 - - 93,31+2,74 94,58 +1,92 <5 <5
AK 35 98,62 £0,56 99,26 + 0,37 NG <5 - - 90,11 + 3,47 91,66 * 2,62 <5 <5
AK 42 98,28+0,88 98,2+1,31 NG <5 - - 90,98 +2,34 92,61+ 2,09 <5 <5
R. erythropolis (19) AK 40 68,34+£1,92 70,21+2,70 G <5 - - 90,17 +2,62 89,82+ 2,62 <5 <5
OM 7-2 84,30+1,30 79,20+ 1,96 G <5 - - n.d. n.d. <5 <5
ZFM 23,1 71,69+3,70 72,87 +£3,60 G <5 - - n.d. n.d. <5 <5
GD1 96,11+2,47 96,5+2,12 NG <5 - - 92,04+1,96 93,16+ 1,95 <5 <5
GD 2A 97,39+1,90 98,44+1,50 NG 14,66 +£2,75 17,83+2,72 - 98,68 +0,47 97,58+1,76 <5 25,00 £ 2,57
GD 2B 98,67 £ 0,82 100 £ 0,0 NG 19,95+5,43 24,23+2,75 - 98,65+1,51 96,37 +£2,09 <5 <5
BRB 1AB 98,81 +0,73 100 £ 0,0 NG 26,55+4,86 19,94+ 3,05 - 98,53+1,08 98,79+0,49 <5 34,01 £ 2,26
BRB 1BB 98,81 £ 0,85 100 £ 0,0 NG <5 - - 91,44 +2,87 90,18+ 254 <5 <5
OR9 97,78+ 1,27 98,55+1,31 NG <5 - - 93,92+2,66 90,25+2,53 <5 <5
OR 13 96,56 £ 2,04 98,45+ 0,97 NG <5 - - 93,58+2,68 92,14+ 2,65 <5 <5
K402 98,81+£0,400 100+0,0 NG 59,51+4,75 69,4 +3,61 NE <5 - <5 22,74 £ 2,75
o K404 98,81 +0,883 98,56 +0,93 NG 62,62 +4,14 7248+2,14 NE <5 - <5 <5
R. pyridinivorans (4)
K408 98,21 +£1,425 98,57 +1,04 NG 67,84+246 77,54+2,37 NE <5 - <5 13,93+ 2,86
AK 37 97,7+2,032 98,29 +1,05 NG 49,82 +4,82 60,98 + 2,39 NE <5 - <5 <5
N361 <20 <20 G 59,41 +4,00 62,32+2,29 E 61,33+2,93 67,34+4,18 <5 <5
R. ruber (3) AK 41 36,7+2,720 48,14+ 2,2 G <5 - - <5 - <5 <5
4S-8 28,89 +4,238 43,03+ 2,3] G <5 - - <5 - <5 <5
N58 <20 <20 G 57,35+4,14 60,21+3,24 E 9485+1,6 9523+1,83 <5 <5
R. globerulus (2)
AK 36 98,81 +0,790 98,4+0,86 NG <5 - - 90,58 +3,16 89,10+ 2,63 <5 <5
CW 25 (NI2) 98,81+0,389 100+0,0 NG <5 - - 94,88 +2,13 93,23+2,97 <5 <5
R. rhodochrous (2)
ATTC 12674 98,77 £ 0,875 98,47 +£1,20 NG 30,44+2,62 3255+2,14 E 95,42 +1,911 98,35+0,73 <5 <5
R. coprophilus (1) N774 61,38 +1,715 62,05+ 4,08 32,53+3,89 33,75%4,19 - 95,25+1,31 97,27 +2,62 <5 <5
R. aetherivorans (1) AK 44 88,22 £2,613 90,23 +2,00 20,24+1,75 26,81+1,73 - 32,42 +2,11 38,72+4,46 <5 <5
R. gordoniae (1) AK 38 62,34 £ 3,551 63,33+2,71 G 25,87 +4,33 29,73+2,81 - 91,44 +2,15 90,51+ 3,70 <5 <5

Jelmagyarazat;

NG: nem genotoxikus

G: genotoxikus

E: 6sztrogénhatasu

NE: nem dsztrogén hatasu

n.d. = no data
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5. szamu melléklet: Nem a Rhdococcusnemzetségbe tartozé izolatumok mikotoxinbonté képessége, %-ban kifejezve
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Aflatoxin-B1 Zearalenon T-2 toxin Fumonizin-B1 Ochratoxin-A Deoxinivalenol

Faj Torzs SOS- BLYES

jelolés ELISA HPLC Chromo ELISA HPLC teszt ELISA HPLC HPLC ELISA HPLC ELISA

teszt

Arthrobacter protophormiae J4 77,07 +1,44 - G <5 - - 31,18 + 3,08 - <5 <5 - <5
Chryseobacterium formosense UA 5/8 76,79 +1,52 - G 28,33+0,78 - - 50,50 £ 0,72 - <5 <5 - <5
Chryseobacterium hydrocarbonovorans TN4 56,88 + 1,59 - G 30,24 + 3,32 - - <5 - <5 <5 - <5
Cupriavidus basilensis BRB 6A, 59,43 + 2,33 - G 10,32 + 1,13 - - 21,00+ 1,12 - <5 90,33+ 1,68 98,33 +1,07 <5
Cupriavidus basilensis OR 16 62,23 +1,62 - G 10,65 +2,24 - - 21,60+ 1,65 - <5 98,11 + 0,24 99,00 + 0,29 <5
Gordonia paraffinivorans NZS 14 92,51+ 1,44 - G 90,21 + 3,23 - E <5 - <5 <5 - <5
Microbacterium barkeri EL1 74,19 £ 0,96 - G 44,87 + 4,36 - - 90,90 + 1,18 <5 <5 - <5
Microbacterium esteraromaticum NZS 9 64,80 + 4,01 - G 7,26 + 0,99 - 91,60 +1,18 <5 <5 - <5
Ochrobactrum tritici DT2 87,50 +2,11 - G 44,58 + 1,66 - - 29,47 £ 2,14 - <5 <5 - <5
Paracoccus sp. CSsz4a 75,00 £ 1,66 - G 31,55+1,72 - - 12,50+ 2,33 - <5 <5 - <5
Paracoccus sp. BZS10 82,50+ 2,14 - G 31,86 +1,32 - - <5 - <5 <5 - <5
Pseudomonas azelaica TN5 86,65 + 0,26 - G 29,57 + 1,57 - - <5 - <5 <5 - <5
Pseudomonas citronellolis ZS1 91,24 + 0,61 - G 20,88 + 2,67 - - 28,50 + 3,12 - <5 <5 - <5
Pseudomonas monteilii VAV 80,14 + 0,78 - G 28,43 + 3,26 - - <5 - <5 <5 - <5
Pseudomonas putida DN1 90,80+ 0,18 - NG 18,66 + 1,77 - - <5 - <5 <5 - <5
Pseudomonas pseudoalcaligenes FEH 28 97,61+ 0,04 - G 77,70 £ 1,45 - NE 30,00 + 1,23 - <5 <5 - <5
Pseudomonas stutzeri K5 91,44 + 0,19 - G 40,48 £ 1,32 - - <5 - <5 <5 - <5
Pseudoxanthomonas kalamensis H4 70,89 + 4,09 - G 70,57+ 2,34 - NE 14,00+ 1,3 - <5 <5 - <5
Pseudoxanthomonas suwonensis NZS6 76,75+ 1,51 - G 65,59 + 3,11 E 95,00 + 3,23 <5 <5 - <5
Raoultella terrigena TT6 52,00 + 3,25 - G 20,53 + 2,67 - - <5 - <5 <5 - <5
Serratia liquefaciens (1) OR10 86,00 + 1,92 - G 14,33+ 2,11 - - 24,60 + 3,61 - <5 <5 - <5
Sphingopyxis chiliensis K610 93,50+ 1,24 - G 42,54 + 1,34 - - 31,50+ 2,11 - <5 99,21 + 0,06 99,11 £ 0,35 <5

Jelmagyarazat:
NG: nem genotoxikus

G: genotoxikus
E: dsztrogénhatasu

NE: nem dsztrogénhatasu
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A tanszéki munkatarsaim kozul halaval tartozom Dr. Krifaton Csillanak a biotesztek
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Dr. Erdélyi Martanak, Ancsin Zsoltnak a k6zds munkat.

* A hal etetési Kkisérletet a Szent Istvan Egyetem, dg@zdasag- és
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