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1 Jelolések, roviditések jegyzéke

AFB1 — Aflatoxin B1

ALARA — As Low As Reasonably Achievable (Az ésszerlien elérhetd legalacsonyabb szint)
BG% - Biolumineszcencia gatlasi szazalék

B1% - Biolumineszcencia intenzifikacids szazalék

BLYES — Bioluminescent Yeast Estrogen Screen

BLYR — Bioluminescent Yeast Reporter

BSA — Bovine Serum Albumin (Marha vérsavé albumin)

CPS — Counts per Second (Masodpercenként becsapddo fotonszam)

ED hatas — Endocrine Disrupting (Hormonhaztartast megzavaro)

EFSA — European Food Safety Authority (Eurépai Elelmiszerbiztonsagi Hatosag)
ERE — Estrogen Response Elements (Osztrogén valaszelem)

ESI-TOF — Electrospray lonization - Time Of Flight

FAO — Food and Agriculture Organization of the United Nations (Elelmezési és Mez6gazdasagi
Vilagszervezet)

FMN — Flavin mononukleotid

GAP — Good Agricultural Practice (Jo mezégazdasagi gyakorlat)
IF — Indukcios faktor

MALDI-TOF — Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization - Time Of Flight
NEBIH — Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal

ODggo — 600 nm-en mért optikai denzitas

PCB — Poliklorozott bifenilek

QPS — Qualified Presumption of Safety

SDS — Sodium Dodecyl Sulphate (Natrium-dodecil-szulfat)
SOSIP — SOS indukcids potencial

TDI — Tolerable Daily Intake (Toleralhaté Napi Bevitel)

ZEA — Zearalenon

WHO — World Heath Organization (Egészségiigyi Vilagszervezet)
3
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2 Bevezetés

A takarmanyokban ¢és az ¢élelmiszerekben megjelend mikotoxinok hosszi idék oOta
veszélyeztetik az emberek és a haszonallatok egészségét, felfedezésiikre mégis csak a XX.
szazad kozepén keriilt sor. Az 1960-as években, Angliaban ugyanis tobb ezer pulyka pusztult el
akkor még ismeretlen okbol, igy a betegséget ,, Turkey X disease”-nek nevezték. Ezt kdvetben
jottek ra a kutatok, hogy a hirtelen elhaldlozast a penészes takarmanyon 1évd aflatoxin B1
mikotoxin okozta. fgy keriiltek a figyelem kozéppontjaba a toxinogén penészgombak és az
altaluk termelt mikotoxinok. Mara mar tobb mint 400 mikotoxint azonositottak és azok
hatasainak a megismerésével egyre nodtt a figyelem is irdnyukba. Felfedezésiiket kdvetden
els6sorban a penészgombak elleni védekezésre forditottak nagy hangsulyt a mezdgazdasagi
termel6k, am ezek a technikak nem bizonyultak elég hatékonynak. A védekezés sikertelensége
miatt a penészgombak megjelenése évrdl-évre stlyos gazdasagi karokat okoz, a kisebb
terméshozambol ered6 karok miatt, valamint a penészes gabona megsemmisitése, vagy
megbetegedés esetén az allatok gyogyitasat célzd kezelések is nagy koltséggel jarnak. A
penészgombak a kiszamithatatlan éghajlati viszonyokra toxintermeléssel reagalnak, sot, a
klimavaltozasnak koszonhet6en olyan toxintermeld fajok is megjelentek egyes helyeken, ahol
azel6tt az altaluk okozott kockazattal nem kellett szamolnunk. A mikotoxinok nemcsak a
gazdasagi karok eléidézése miatt jelentenek problémat, hanem bioldgiai hatasaik révén gyors
lefolyasu akut megbetegedéseket, hossza tavon stlyos egészségligyi zavarokat, esetleg halalt is
okozhatnak. Az elébbick tekintetében a mikotoxinok vizsgalata és az egészségkarositd hatasuk
megsziintetése rendkiviil fontos. Erre a célra elterjedtek fizikai, kémiai megoldasok, d&m a
tobbféle modszer koziil talan a legeredményesebb lehetéség olyan egészségre nem veszélyes
mikroorganizmusok vagy azok enzimjeinek a hasznalata, melyek nagy hatékonysaggal képesek a
mikotoxinok szerkezetét megbontani. A bioldgiai uton torténd atalakitasi folyamatok soran
viszont nem elég a lebontas mértékét figyelembe venniink, hanem rendkiviil fontos a keletkezo
bomlastermékek vizsgalata is. A metabolitok vizsgalatara terjedtek el a bioldgiai hataselemzésen
alapul6 tesztek, melyek alkalmasak a mintdban jelenlevé anyagok Osszegzett biologiai hatasanak
vizsgalatara. Igy a mikotoxin-eliminaciés technikak soran cél az anyavegyiilet és a metabolitjai

karos hatasanak a megsziintetése, azaz a teljes biodetoxifikacio elérése.

Doktori munkam soran a legveszélyesebbnek tartott — természetes rakkelté — aflatoxin B1
¢és a sulyos ivarrendszeri problémat okozo zearalenon mikotoxinokkal foglalkoztam. Ezek a
toxinok mara mar vildg- és Eurdpa-szerte, tropusi és mérsékelt éghajlaton is elterjedtek, igy a

mikotoxin-detoxifikacio nagy kihivast jelent.
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Mindezek tekintetében doktori munkamban célul tiiztem ki, hogy:

I. A valtozatos  katabolikus  tulajdonsagokkal  rendelkez6, = Rhodococcus
baktériumnemzetségbe tartoz6 tipustorzsek aflatoxin Bl- ¢és zearalenon-bontd
képességét vizsgaljam, ellendrizzem az Aatalakitasi folyamat sordan megjelend
bomlastermékek karos bioldgiai (genotoxikus, hormonrendszert zavard) hatasat, és

igy megismerjem a nemzetség tagjainak detoxifikéacios tulajdonsagat;

kivonatait biodegradacios kisérletbe vonjam, azok biodetoxifikacios hatékonysagat
vizsgaljam ¢és a folyamatban résztvevd enzimeket megismerjem az alabbi
tulajdonsagaik szerint:

A. extra- vagy intracellularisak,

B. termelédésiik folyamatos, azaz konstitutiv vagy a toxin jelenléte indukalja

crer

[11. Bizonyitottan zearalenon degradaciora és detoxifikaciora képes nyolc Rhodococcus,
egy Streptomyces, egy Gordonia és egy Pseudomonas torzs sejtmentes kivonatait
biodegradacios  kisérletbe vonjam, azok biodetoxifikacios hatékonysagat
Osszehasonlitsam és a folyamatban résztvevo enzimek fenti (1. A-B.) tulajdonsagait

megismerjem.
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3 Irodalmi attekintés

3.1 Szennyezéanyagok a kornyezetben

A kornyezetben jelenlévdé szennyezdanyagok eredetiik szerint lehetnek természetes
szennyezOk, amelyek természetes koriilmények kozott jelen vannak a kornyezetiinkben; illetve
mesterséges anyagok, vagyis Xxenobiotikumok, melyek megjelenése emberi tevékenység
eredménye, igy természetes koriilmények kozott nem alakulnak ki. A szennyezdanyagok
lehetnek konnyen lebomloak, valamint perzisztensek is, amelyek a kornyezetben maradnak
évekig, felhalmozddnak, akkumulalodnak az €16 organizmusok zsirszoveteiben.

A kornyezetbe keriilt, illetve az ott jelenlévé toxikus anyagok a gyakorlatban nem csupan
onmagukban jelentenek veszélyt, hanem kevert szennyezések formdjaban is. Az egyiitt jelenlévo
szennyezOanyagok egymads hatdsat felerdsithetik, hatdsaik 0Osszeadddhatnak, vagy éppen
kiolthatjak egymast. Kémiai dsszetételiiket €s igy toxikus hatasukat tekintve rendkiviil eltérek,
rdadasul veszélyességiilk mértéke nagyban fligg az adott szervezet Kkitettségétol is. A
taplaléklancba keriilve ott felhalmozodhatnak, akkumulalodhatnak. Eppen ezért nem elég a
szennyezOk kémiai vizsgélata, hanem fontos megallapitani az ¢él6 szervezetekre, igy az egész

okoszisztémara gyakorolt bioldgiai hatasukat is.

3.2 Mikotoxinok

A mikotoxinok természetes szennyezOk, melyek a fonalas gombdk 4ltal termelt
masodlagos anyagcseretermékek. Ezek a kis molekulasulyt szennyezdanyagok az allati és
emberi szervezetbe bekeriilve mar kis dozisban is okozhatnak akut és kronikus
megbetegedéseket egyarant, valamint kis molekulasilyuk miatt antigén hatdssal nem
rendelkeznek, igy természetes immunvalasz nem alakul ki veliik szemben. A penészgombak
megjelenésével kialakult megbetegedéseket mikozisnak, mig a gombatoxin altal okozott korokat
pedig mikotoxikézisnak nevezziik. Ezek a mikroszkopikus gombak elsésorban
gabonandvényeket fertdznek, melyeket takarmanyok és élelmiszerek alapanyagaiként
hasznalunk fel, de el6fordulnak kozottiik fiiszerndvényeket és olajos magvakat fert6zo fajok is.
Mikotoxinokkal erésen szennyezett élelmiszer vagy takarmany nagymértékti fogyasztasa esetén
ezek az anyagok akar azonnali megbetegedéseket idézhetnek eld, hosszu tavil szennyezett
gabona fogyasztisa kovetkeztében pedig évekkel késdbb komolyabb megbetegedések
alakulhatnak ki. A mikotoxikozisok sulyossaga fiigg az elfogyasztott mikotoxin fajtajatol, a

fogyasztd koratol, nemétdl, egészségiigyi allapotatol és életvitelétdl is. Szamos penészgombarol
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igazoltak mar mikotoxin-termeld képess€gét, valamint mara mar tébb mint 400 kiilonb6zo
mikotoxint irtak le (MEZES — BALOGH, 2010).
A legismertebb mikotoxin-termelé penészgomba nemzetségek és az altaluk termelt
mikotoxinok a kovetkezék (BENNETT — KLICH, 2003):
e Aspergillus spp. — aflatoxinok, szterigmatocisztinek, ochratoxin
e Fusarium spp. — zearalenon, fumonizinek, trichotecének, deoxinivalenol
e Penicillium spp. — ochratoxin, patulin, citrinin, citreoviridin
e Claviceps spp. — ergot alkaloidak
A veszélyeztetett szervek szerint megkiilonboztethetiink
e genotoxinokat, melyek a szervezet genetikai allomanyat,
e reprotoxinokat, melyek a reprodukcios rendszert,
e immunotoxinokat, melyek az immunrendszert,
e neurotoxinokat, melyek az idegrendszert,
¢ hepatotoxinokat, melyek a majat karositjak.
Bioldgiai hatasuk alapjan beszélhetiink tobbek kozott
e Kkarcinogén, azaz rakkelto,
e teratogén, azaz fejlddési rendellenességet okozo,
e mutagén, azaz Orokitdanyag karositasaval 6roklodé mutaciot okozo,
e allergén, azaz a szervezetben allergids reakciot kivalté anyagokrol.

A fenti csoportok tobb mikotoxinra is igazak lehetnek, valamint egy vegyiilet tobbféle
hatéassal rendelkezhet, igy tobb szerv megbetegedéséért is felelds lehet.

A toxinogén penészgombak legtobbje mezofil, melyek homérsékleti igénye 10-30°C, de
nagy szamban fordulnak eld pszichrotrof (hidegtiird) fajok is. Széles pH-tartomanyban, akar
savas koriilmények kozott is tudnak szaporodni. A gombék szaporodasat elsdsorban az oxigén, a
homérséklet, a nedvesség és a tdpanyagok befolyasoljak. Ezzel szemben a toxintermelést egy
vagy tobb kornyezeti tényez6 hirtelen megvaltozésa vagy masik gombafaj megjelenése okozza,
mely stresszhatast valt ki a szervezetbdl, igy a gomba erre toxintermeléssel valaszol. A
mikotoxinok altaldban nem 6nmagukban, hanem kevert szennyezések formajaban jelennek meg
¢és egymas hatasait felerésithetik vagy gyengithetik (BENNETT — KLICH, 2003).

A mikotoxin-termel6 penészgombakat megjelenésiik alapjan CHRISTENSEN és KAUFMANN
(1969) két csoportra osztotta. Lehetnek szantofoldi és raktari penészgombdk aszerint, hogy a
novekedésiikh6z mennyi vizet igényelnek. Szant6foldi penészgombak {6 jellemzdje a nagy
nedvességigény, amelyek képvisel6i a kovetkezék: Acremonium, Alternaria, Chaetomium,

Fusarium, Helminthosporium fajok. A raktari penészgombak kozé tartoznak: Absidia,

8
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Aspergillus, Mucor, Penicillium és a Rhizopus nemzetség tagjai. Ez a csoportositas azért
jelentds, mert a penészgombak eredetét ismerve valaszthatunk a fertézés megel6zésének modjai
koziil.

Doktori munkam soran két mikotoxinnal foglalkoztam, melyeket részletesen az aldbbi

fejezetekben mutatok be.

3.2.1 Aflatoxin B1 és bioldogiai hatasai

Az aflatoxin B1 (AFB1) az aflatoxinok (17
vegyiilet) csoportjaba tartoz6 mikotoxin, melyet az
Aspergillus gombanemzetség képvisel6i, az A. flavus, A.
parasiticus (DIENER — DAvis, 1987), A. nomius
(KURTZMAN ET AL, 1987), A. tamarii, A.

ochraceoroseus (KLICH ET AL., 2000), A. bombycis

(PETERSON ET AL., 2001) és A. pseudotamarii (ITO ET ©

AL., 2001) termelik. Az Aspergillus penészgombdk 1. sbhra: Az aflatoxin B1 szerkezeti képlete

(VANHOUETTE ET AL,  2016).
A difuran gytriiben talalhat6, kék szinnel
fiiszereket fertéznek, igy aflatoxikozis kockazata jelolt kettds  kotes  felszakadasanak

eredményeként jon létre az epoxid-
ezeknek az €lelmiszereknek a fogyasztiasaval meriilhet szarmazék (WOGAN ET AL., 1971). Piros

els6sorban olajos magvakat, gabonandvényeket ¢és

. . szin a lakton gyfiriit jelzi.
fel (DIENER ET AL. 1987). Az aflatoxinok kézé tartozik 7™ '@<ton eyurutjelz

az aflatoxin B1, B2, G1, G2, mely nevezéktan az UV-fényben valé kék (B = blue) ill. z6ld (G =
green) szinnel valo6 fluoreszkaldsuknak koszonhetd. Tovabbi atalakuldsi termékeik, metabolitjaik
pedig az aflatoxin D1, P1, Q1, az aflatoxikol valamint a tehén- és anyatejben megjelend aflatoxin
M1 ¢és M2. Kémiai szerkezetiiket tekintve difuranokumarin-szarmazékok (1. abra), azaz két
furan gyiirii 6sszekapcsolasabol allo vegyiiletek (BENNETT — KLICH, 2003).

Az AFB1 az egyik legveszélyesebb mikotoxin, ugyanis biologiai hatdsainak
kovetkeztében konkrét tlinetekkel jelentkezd akut, €s hosszan elhuzodd dozis-valasz gorbével
jellemezhetd, kronikus megbetegedéseket okozhat. Az akut megbetegedést aflatoxikozisnak
nevezziik. A toxin a szervezetbe keriilve a sejtmembranon at felszivodik, és a véraramba keriil,
ahonnan konnyen eljut a majig, és ott metabolizalédik. Az AFB1 szerkezetében 1évo Cg-Cog
kettés kotés felszakitasa kovetkeztében egy reaktiv vegyiilet, az un. aflatoxin-8,9-epoxid
keletkezik a maj citokrom P450 enzimjei altal végzett atalakitas kovetkeztében. El6szor 1974-
ben SWENSON ¢és mtsai (1974) bizonyitottak in vivo, hogy egy metabolikus aktivalasi 1épést
kovetden az AFB1-bdl keletkezd termék, az aflatoxin-8,9-epoxid (korabbi nevén aflatoxin B1-
2,3-oxid) patkanyok DNS-¢éhez, RNS-¢éhez és fehérjéihez képes kotddni tn. adduktokat képezve.
In vitro kimutattak tovabba az AFBI1 epoXi-szarmazékanak kotddését human majsejtek
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endoplazmatikus retikulumainak részét képez6 mikroszomaban 1évé RNS-hez is. Az emlitett
fehérje-adduktok feleldsek az akut megbetegedésekért, a DNS-adduktok, mint az AFB1-N’-
guanin pedig a guanin-citozin bazisparok timin-adenin bazisokka valo kicserélédését okozzak,
igy a majat és a genetikai allomanyt karosito, hepatotoxikus és genotoxikus hatasa késébb rakos
elvaltozasokat is eredményezhet. A Nemzetkdzi Rakkutatdo Ugyndkség (International Agency for
Research on Cancer) az aflatoxinokat (B1, B2, G1, G2, M1) a ,,Bizonyitottan human rakkelt6”
kategoriaba sorolta (WHO — IARC, 2012).

Az AFBI1 nemcsak epoxidacié révén alakulhat at, hanem a maj reduktaz enzimjei
aflatoxikolla (aflatoxin Rg) (WONG — HsIEH, 1976), valamint oxidaz enzimjei aflatoxin M1, P1 és
Q1 toxinokka alakithatjak, melyek az allati termékekben akkumulalédhatnak (pl. AFM1
megjelenése a tehéntejben). Az AFBI1 hidrolizis tjan AFB2 metabolitta alakul, miutan
fehérjékhez kotdédve Schiff-bazisokat képez (HSIEH, 1987). A leirt atalakitasi utvonalakat a 2.

abra jeloli, melyen az ,,m” a metabolizaciot, a ,,K” pedig a konverziot jeloli.

. o o o o o oH
o | T k i
| ————=
o HeHy ocra OCH,, o "o OCH,
AFLATOXIKOL M1 AFLATOXIKOL AFLATOXIKOL H1

'y Tkl A

' A
OCH,

AFLATOXIN B, ‘

o | i)

DCH (=l OH oo DGHS

AFLATOXIN M, AFLATOXIN P, AFLATOXIN G,
Y
o o
o WHO TET05
" 1 ’L_,Tﬁijj
HO =00 OCH, a)l 0™ ocH,
AFLATOXIN B2 AFLATOXIN B1-8,9-EPOXID
FEHERIE RNS, DNS
SCHIFF-BAZIS NUKLEINSAV-ADDUKT

2. abra: Az AFB1 metabolizmusa (WHO, 1979)
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Az AFB1 - genotoxikus és rakkelt6 hatasa mellett — tobb karos hatassal rendelkezik.
Immunszupressziv hatdsara akkor deriilt fény, amikor kutatok patkanyokat tanulmanyoztak
AFBI1 toxinnal valo etetést kovetden. 12 hét elteltével a bélrendszer sejtjeinek osztddasa
lecsokkent, mely a bélrendszer megfeleld miikkodését megzavarva, csokkentette a Szervezet
ellenalld képességét (FLEMING ET AL., 1994). Bebizonyitottak tovabba, hogy az AFB1 mar 50
ng/L koncentracioban citotoxikusnak bizonyult az NK-sejtekre, vagyis a természetes 6losejtekre
(METHENITOU ET AL., 2001), valamint 0,5 ng/L-es koncentracioban csokkentette, magasabb
koncentracioban pedig teljesen megsziintette a human monocitdk immunvalasz szabalyozasat
citokin'-kibocsatasat és genetikai atirodasat (ROSSANO ET AL., 1999). Az AFBI cellularis és
humoralis immunvalaszra kifejtett hatasanak vizsgalata soran elvalasztott patkanyok esetében
300 és 600 pgltesttomeg kg-onként adagolt AFB1 mar szignifikansan befolyasolta a sejtes
immunvalaszt, valamint a T- és B-sejtek osztodasat (RAISUDDIN ET AL., 1993)

Az AFB1 hormonhaztartast megzavar6, tn. ED (endokrin diszruptor) hatasat STROVIK és
mtsai bizonyitottak, akik vizsgalataikban kimutattak az AFB1 altal indukalt aromatdz enzim
expresszidjat (STROVIK ET AL., 2011). Korabbi tanulmanyokban mar tobb AFBI1 altal okozott,
reprodukcios szervekben bekovetkez6 elvaltozasokrol szamoltak be kutatok. 1980-ban a herék és
fejlodés lelassulasat irtak le japan flirjek esetében AFB1 toxinnal torténd etetés (5 pg/g
taplalékban) utan (DOERR — OTTINGER, 1980). Az ED hatassal szorosan Osszefliggd teratogén,
vagyis fejlédési rendellenességeket okozo hatasa is bebizonyosodott. Vemhes patkanyok AFB1
toxinnal torténd etetést kovetden, az anyaallatnal teststlycsokkenés, a legmagasabb vizsgalt
koncentracioban (1 mg/kg) pedig magzati elhalas kovetkezett be. Ugyanez a koncentracio a
magzatoknal fejlodési rendellenességeket okozott, mint pl. az agy koponyan kiviili novekedése
¢s a szemek elvaltozdsa, valamint a csontozat és a belsd szervek rendellenes fejlddése
(WANGIKAR ET AL., 2004). Ugyanez a kutatocsoport nyulak 6-18 héten keresztiili AFBI
mikotoxinnal szennyezett (0,1 mg/testtomeg kg) kukoricaval torténé etetése utan Kimutatta az
embriok tomegének, csontvazanak ¢&s belsd szerveinek elvaltozasait; pl. a szemiireg
megnagyobbodasa, a koponya hibas csontosodasa, maj torzulasa (WANGIKAR ET AL., 2005). Az
AFBI1 teratogén hatasat nemcsak allatok, hanem sajnos emberek esetében is leirtak. 2002-ben az
Egyesiilt Arab Emirségekben 201 véarandos nd koldokzsinor vérét vizsgaltak, melyekbdl 27
esetben AFB1-et, tovabbi esetekben pedig AFML1, ill. AFM2 metabolitokat mutattak ki, melyek
bizonyitottan hozzajarultak a csecsemdk sziiletési sulyanak csokkenéséhez (YOUSEF ET AL.,

2002).

! Fehérjék, melyek az immunsejtek kozotti informacié-atadast és az immmunvalasz szabalyozasat végzik
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3.2.2 Zearalenon és bioldégiai hatasai

A zearalenon (ZEA), a Fusarium
nemzetségbe tartozé fajok altal termelt
rezolcilsav-lakton (3. abra). A leggyakoribb

termeldi a kovetkezd fajok: F. avenacum, F.

L . HO
equiseti, F. graminearum, F. culmorum, F.

lateritium, F. crookwellense, F. semitectum 3. abra: A zearalenon szerkezeti képlete (VANHOUETTE ET

(BENNETT — KLICH, 2003). A Fusarium fajokat AL., 2016). Piros szin jeloli a lakton gyuriit, kék szinnel
’ jelolt hidroxil csoport pedig lehetségessé teszi a toxin

a szantofoldi gombdak kozé soroljak, de raktari Osztrogénreceptorhoz vald kotddéset (EL-SHARKAWY &
fertézésekért is feleldssé tehetéek. A toxint ABULHAL, 19850).

termelé fuzariumok els6sorban a kukoricat fertézik, de megjelenhetnek buzan, arpan is
(ZINEDINE ET AL., 2007). A gombafert6zés kovetkeztében megjelend vegylilet egy transz-izomer,
ami UV-fény hatasara cisz-izomerré alakulhat a C11-Cy, kettds kotés modosulasaval (KOPPEN ET
AL., 2012).

A ZEA felszivodasat kovetéen a bélrendszerbe jutva tovabb alakul metabolitjaiva. Els6é
1épésként 3a- és 3f-hidroxiszteroid dehidrogenaz enzimek hidroxilacio utjan a- és f-zearalenolla
(a-ZOL, p-ZOL) alakitjak, melyek aztan a Cy; és Cp-atomok kozotti kettés kotés
felszakadasaval atalakulnak a- és f-zearalanolla (a-ZAL, S-ZAL) (4. abra). Metabolitjai kozott
eléfordulnak az anyavegyiiletnél ersebb toxicitassal rendelkezé valtozatok, mint az a-ZOL, a
zearalanon (ZAN), a-ZAL és f-ZAL (SHIERET AL., 2001).
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HOY
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¥
OXIDACIO . OXIDACIO
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fearalanon  (ZAMN)

4. abra: A zearalenon metabolizmusa (BELHASSEN ET AL., 2015)

A ZEA szerkezetének koszonhetden Osztrogén-analogként viselkedik (5. abra), ugyanis
metabolitjaival egyiitt képesek az 0Osztrogén-receptorokhoz (ERa és ERp) kotédni. A
megkotddést kovetden a ZEA-receptor komplex bekeriil a sejtmagba, ahol az 0Osztrogén
valaszelemeknek (ERE) koszonhetden beinditja az dsztrogénspecifikus gének atirodasat (RILEY
1998). A ZEA ¢és metabolitjainak Osztrogén-receptorokhoz vald kotédésének vizsgalata soran
kimutattak, hogy a nativ ZEA (transz-izomer) borju és ivaréretlen patkanyok méhének
receptoraihoz vald kotddése csupan 10-szer gyengébb, mint a természetes Osztradiol hormon
affinitasa. Ezzel szemben viszont a cisz-izomer még erésebben kotédik a hormonreceptorokhoz.
A ZEA tovabbi két metabolitja, a 8’-hidroxil- és a 6’-amino-szarmazékok pedig nem
rendelkeztek receptorkotd képességgel (KIANG ET AL., 1987). Ragcesalokon végzett kisérletek
soran vizsgaltdk, hogy a ZEA és metabolitjai hatasdra milyen mértékben ndvekedett a méh
tomege (Uterotrophic assay), melynek eredményeképpen az EFSA a kovetkezd sorrendet
allitotta fel 0sztrogénaktivitas szempontjabol: a-ZOL > a-ZAL > ZEA = ZAN = -ZAL > -ZOL
(EFSA, 2016).
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5. abra: A zearalenon (A) és a 17-p-6sztradiol (B) szerkezeti hasonldsaga. A pirossal jelolt
funkcios csoportok feleldsek az 6sztrogén-receptorokhoz valo kotédésért (LOIET AL., 2017).

A ZEA 6sztrogénszerli hatdsdnak koszonhetden szarmazékaival egyiitt foként
szaporodasbiologiai és ivarzasi problémat okoznak (GROMADZKA ET AL., 2008). Els6sorban az
endometrium (méhnyalkahartya), a petefészek, a tejmirigy, a hipotalamusz és a hipofizis eliils6
lebenyének sejtjein talalhatd Osztrogén-receptorokhoz kapcsolddnak, igy tudjak kifejteni a
hatésaikat. Osztrogénszerti hatisukat befolyasolja a receptorok tipusa és eloszldsa is. Ez okozza
az eltér6 érzékenységet a fajok kozott. Sokszor a fuzarium toxinok szinergizmus révén felerdsitik
egymas hatasat még sulyosabb szaporodasbiologiai zavarokat okozva (CSEH — KOVAcs, 2010).

A 70-es években egy magyar kutatocsoport bizonyitotta a ZEA hormon- és reprodukcios
rendszert zavard hatasat. A kisérletben vizsgalt allatok hosszl ideig szennyezett takarméannyal
torténd etetése kovetkeztében zavarok léptek fel a tiiszOérésben valamint a spermatogenezis
soran is (RUZSAS ET AL., 1979). Erre iranyuld tovabbi kutatasok eredményei részletesebben
jellemzik a ZEA ED hatasat. A ZEA képes megvaltoztatni kiilonbozé bioldgiai markereket:
patkanyetetési kisérlet soran a toxin hatdsara néhany Osztrogénfiiggd génnek az expresszidja
lecsokkent (APLN, AQPSY) ill. megnovekedett (CALB3, C2) (HENEWEER ET AL., 2007). A ZEA
proteomra vagyis a szervezet fehérjéire kifejtett hatasanak vizsgalata soran a H295R
mellékvesekéreg-karcinoma sejtvonalat toxinnal kezelve bebizonyosodott, hogy a ZEA hatassal
van a hormonrendszert befolyasold fehérjékre, mint az elektrontranszport-lancban megtalalhato
citokrém-c oxiddz fehérjék, valamint az androgének termelését szabalyz6 SCARB (gyokfogo
receptor fehérje osztaly) fehérjék (BUsK ET AL., 2011). NAKAMURA ¢és KADOKAWA beszamolt a
toxin és S5 f0 metabolitjanak (a-ZAL, B-ZAL, a-ZOL, p-ZOL, ZAN) luteinizaldé hormon
szintézisét gatlo hatdsarol a GPR30 receptorhoz valdo kotddés kovetkeztében, mely ezaltal
beavatkozott a reprodukciés szervek miikodésébe (NAKAMURA — KADOKAwWA, 2015). Him
patkanyok esetében, a here szoveteinek sejtjeiben 1évd gének (ciklin D1, E2f1) expresszidja
fokozodott a ZEA jelenlétében, mely apoptozishoz vezetett, 2 mg/kg dozis folott pedig
patologias elvaltozasokat okozott (CHERAGHI ET AL., 2015). A ZEA hatassal van tovabba a here
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Sertoli-sejtjeire is, hiszen a citoszkeleton képzé fehérjék (F-aktin, o-tubulin) szerkezetét
modositja, mas fehérjék (transzferin, inhibin b, FSHR, ABP) szintézisét gatolja (ZHENG ET AL.,
2016). Kimutattdk tovabba, hogy a toxin hatdsara oxidativ stresszt indukalé reaktiv
oxigénformak keletkeznek a Leydig-sejtekben, valamint a toxin a sejten beliili szignalizaciot is
megzavarja (SAVARD ET AL., 2016). Mindezek 0Osszegzett hatasara pedig hiba 1ép fel a
spermatogenezisben és a szteroidszintézisben is. Noivart egereken végzett vizsgalatok igazoltak,
hogy a ZEA gatolja a petesejtet koriilvevd granulosa sejtek osztodasat, zavart kelt a petesejt
érésének folyamataban a citoszkeleton fehérjék karositasa révén, valamint kihat a petesejtben
1évo kortikdlis granulumok eloszlasara, igy negativan hat a megtermékenytilési képességre is
(Hou ET AL., 2015). Az ivarérést szabalyzo GPR54 receptor ¢és a hipotalamikus kisspeptin
hormon jelatvitel korai aktivalasaval a ZEA a prepubertas ndstény patkanyok ivarérését
felgyorsitja, mely a gonadotropin-felszabadit6 hormon expresszidjat és a méh tomegét is
megnoveli (YANG ET AL., 2016). A ZEA teratogén hatasat bizonyitva, patkanyokon végzett
vizsgalatok szerint, a vemhesség korai szakaszaban a ZEA-expozici6 lassitja a magzat fejlodését,
¢s annak halalahoz is vezethet (ZHANG ET AL., 2014). KHOSROKHAVAR ¢és mtsai két mellrak
sejtvonalat, az Osztrogénreceptor pozitiv T47D, és az Gsztrogénreceptor negativ MDA-MB-231
sejtvonalat vizsgaltak ZEA és a-ZOL-kitettség utain. Az MDA-MB-231 sejtekre magasabb
koncentracioban (>10° M) citotoxikus hatast fejtettek ki, viszont a T47D sejtek osztodasat
mindkét vegyiilet megnovelte 10® M koncentracioban, vagyis a hormonfiiggd rakos elvaltozasok
kialakitasaban szerepet jatszanak (KHOSROKHAVAR ET AL., 2009).

A ZEA nemcsak az Osztrogénreceptorokhoz, hanem az emberben 1év6 szteroid és
xenobiotikum érzékeld6 SXR receptorhoz is kotddni képes. Ez a receptor azért jelentds, mert
szabdlyozza azoknak a géneknek az atirodasat, melyek endobiotikumok és xenobiotikumok
lebontasdban vesznek részt. Ebbe a csoportba tartozik a citokroém P450 enzimcsalad tagja a
CYP3A4 is. Az SXR receptor szerepet jatszik tovabba mdas enzimek gy, mint a gliikuronil
transzferaz szabalyozasaban is. Hosszil tavu kitettség esetén az SXR receptor affinitasnak
koszonhetden csokken a glitkuronidacios képesség, ezaltal tovabb csokken a toxin és
metabolitjainak az inaktivalasa is (DING ET AL., 2006).

A ZEA tovébbi karos bioldgiai hatdsa a haematotoxicitds, vagyis vérmérgezo
tulajdonsaga, melyet egyes vérben mért paraméterek (hematokrit, vorosvértest-térfogat) valamint
majenzimek (alkalikus foszfataz, amonitranszferazok) értékeinek a megvaltozasaval
bizonyitottak patkanyok esetében. A tanulmanyban a majenzimek megvaltozasa mar kozvetve
utalt a majtoxicitasra is (MAAROUFI ET AL., 1996).

Genotoxikus és mutagén hatasat illetéen, kutatok marha limfocita sejtkultura ZEA-val

torténd kezelését kovetden kromoszoma elvaltozasokat tapasztaltak (Liol ET AL., 2004).
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Mindezeken feliil egyes vizsgalatok alapjan leirtak méjkarositd hatasat és immunotoxicitasat is

(ZINEDINE ET AL., 2007).

3.3 Elelmiszer-és takarmanybiztonsag

Az Elelmezési és Mezbgazdasagi Vilagszervezet (FAO) ¢és az Egészségiigyi
Vilagszervezet (WHO) altal kiadott Codex Alimentarius definidlja az élelmiszerbiztonsag
fogalmat. Eszerint ,,Az élelmiszerbiztonsdg annak biztositasa, hogy az élelmiszer nem okoz
egészségi artalmat a fogyasztonal, ha azt a tervezett modon készitik el és fogyasztjak el.”

Az élelmiszer-biztonsagért hazinkban a Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal
(NEBIH), az Eurdpai Unioban pedig az Eurdpai Elelmiszerbiztonsagi Hatosag (EFSA) felel. Az
¢lelmiszerbiztonsag alapveté szabalya a ,,term6foldtél az asztalig” (,,from farm to table”) elv,
melynek célja, hogy az élelmiszergyartas 1épéseit nyomon kovessék, egészen a kornyezeti
allapottol kezdve a takarmany mindségén at az élelmiszer alapanyagok eldallitdsaig, igy
biztositva, hogy a fogyasztok asztalara ellendrzott, mindségi, biztonsagos ¢élelmiszerek
keriiljenek.

Az Eurdpai Parlament és Tanacs 178/2002/EK rendelete — mely az eurdpai élelmiszerjog
altalanos elveirdl és kovetelményeirdl, az EFSA létrehozasardl és az élelmiszer-biztonsagra
vonatkoz6 eljardsok megallapitasardl sz6l — definidlta az ¢élelmiszer fogalmat. Eszerint
¢élelmiszernek neveziink ,,minden olyan feldolgozott, részben feldolgozott vagy feldolgozatlan
anyagot vagy terméket, amelyet emberi fogyasztasra szannak, illetve amelyet varhatoan emberek
fogyasztanak el”. A rendelet szerint azok az élelmiszerek nem hozhatok forgalomba, melyek az
egeészségre artalmasak vagy emberi fogyasztasra alkalmatlanok. Az emberi egészségre azok az
¢lelmiszerek artalmasak, melyek az ember egészségét rovidtdvon veszélyeztetik, vagy a
kovetkezd generaciokndl egészségkarosodast okoznak; halmozottan toxikus hatdstak vagy
bizonyos fogyasztok élelmiszerrel szembeni érzékenységet mutatnak rajuk. A rendelet kiterjed a
nem biztonsagos takarmanyokra is. Egy takarmanyt akkor tekintiink nem biztonsagosnak, ha a
takarmény az allatok egészségére artalmas, vagy az élelmiszertermelés céljara szant allatokbol
késziilt termékek emberi fogyasztasra nem alkalmasak. Az élelmiszer-biztonsagi szempontbol
kockazatot jelentd AFBI és ZEA mikotoxinok élelmiszerekben és takarmanyokban maximalisan
megengedhetd hatarértékeit a 2. mellékletben foglaltam 6ssze. Az EFSA meghatarozta tovabba a
legmagasabb toleralhatd napi beviteli (TDI = Tolerable Daily Intake) értéket, egy vegyiiletnek
azt a mennyiségét, mely hosszu tava (akar egész €leten at tartd) napi fogyasztas esetén sem okoz
egészségkarosodast. A ZEA-ra meghatarozott TDI érték 0,25 pg/testtomeg kg (EFSA, 2011). Az
AFBI1 esetében TDI értéket nem hataroztak meg, hanem az Gtn. ALARA-elvet (As Low As

Reasonably Achievable) tartjak be, mely szerint rakkeltd anyagok esetében nincs elfogadhatd
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szint, és a ma alkalmazott legjobb mez6gazdasagi és gyartasi technologiak mellett sem lehet

teljes mértékben kikiiszobolni az aflatoxinok jelenlétét (EFSA, 2018).

3.4 Mikotoxin-mentesités

A takarmanyok ¢és élelmiszerek mikotoxin-szennyezésének kikiiszobolése érdekében
tobbféle technologia terjedt el. Léteznek olyanok, melyek a toxinogén gombaékkal torténd
fert6zés megeldzését célozzdk a szant6foldon vagy a tarolds sordn. Ez a jo mezdgazdasagi
gyakorlat (GAP = Good Agricultural Practice), mely magaba foglalja a nitrogén miitragyazast és
a vetésforgd hasznalatat, valamint a novényfajtak valtogatasat, mellyel a gombafert6zés
kialakulasat igyekeznek megelézni (REID ET AL., 2001). A hagyomanyos technologiak mellett
napjainkban széles korben terjedt el a gombadlé novényvéddszerek hasznalata, ill. a rezisztencia-
nemesités (BATA ET AL., 2001), valamint a genetikai eszk6zok fejlodésével a transzgenikus
névények (pl. chi26® génnel modositott buza) létrehozésa is (EISSA ET AL., 2017). Am a
megeldzd gyakorlat sokszor nem elég, hiszen legtobbszor a fertdzés a tarolas sordn kovetkezik
be. Ilyenkor a védekezés a sériilt és penészes gabonaszemek kivalogatasara, tisztitasara, vagy
olyan koriilmények biztositasara fokuszal, mely a gombak megtelepedését igyekszik megeldzni a
paratartalom és a homérséklet szabalyozasaval, illetve fertézés esetén a gombasporakat 6li el
gamma- vagy elektronsugarzassal (CHELACK ET AL., 1991).

Amennyiben a prevencid ellenére mikotoxin-szennyezés all fenn, cél a gabonaalapu
takarmanyok és élelmiszerek mikotoxin-mentesitése ¢és az élelmiszer-biztonsagi kockazat
kikiiszobolése. Az Eurdpai Bizottsdg mikotoxin-mentesitd agensként azokat az anyagokat
hatdrozta meg, melyek gy eliminaljdk a mikotoxinokat a takarmanyokbol, hogy csokkentik
vagy megakadalyozzak a toxin felszivodasat, eldsegitik annak kivalasztasat vagy
megvaltoztatjak hatasat (386/2009 EK). Mikotoxin-mentesité technologiak kozil fizikai, kémiai
¢és biologiai eljarasok ismeretesek. Amikor fizikai mentesitésrdl beszé€liink, a toxin valamilyen
nagy molekulastilyt hordozohoz torténd megkdtését, adszorpeiodjat értjiik, ami a toxin bioldgiai
hozzaférhetéségének csokkenését eredményezi. A szén- vagy szilika-alapl, szerves vagy
szervetlen hordozok a tapcsatornan végighaladva megakadéalyozzak a toxin felszivodasat a
szervezetben, igy azok nem jutnak el a célszervekig. Azonban az adszorbensek hasznalata — jo
toxin-megkdtd képességiik ellenére — kockazattal is jarhat, ugyanis ezek az agensek sokszor nem
szelektalnak, igy a vitaminokkal és asvanyi anyagokkal is interakcioba 1éphetnek (EFSA, 2009).

Szakirodalombdl ismeretes pl. AFB1 (EL-NEZAMI ET AL., 1998, HASKARD ET AL., 2001), illetve

? Arpabol szarmazo kitindz enzimtermelést kodold gén rezisztenssé teszi a ndvényt a lisztharmatot okozo penésszel
szemben
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ZEA (EL-NEzAMI ET AL. 2002) Lactobacillus sejtek felszinéhez valo kotédése, tovabba agyag és

szilika-alapu hordozon valé adszorpci6 is (VEKIRU ET AL., 2015).

A kémiai mikotoxin-mentesités soran, a gabonan szerves savakat (pl. propionsav),
alkalikus anyagokat (pl. ammonia) és oxidaloszereket (pl. hidrogén-peroxid, 6zon) hasznalnak,
melyek kémiai reakciok sordn megvaltoztatjdk a toxinok szerkezetét, igy a hatasukat is. A
propionsavra leginkdbb gombandvekedés-gatld hatasa jellemz6 (PETTERSOEN ET AL., 1989).
AFB1 o6zonnal torténé kezelése példaul azonnali toxin-degradaciot (MAEBA ET AL., 1988),
csokkenését eredményezte (ALTUG ET AL., 1990). Am ezek az anyagok altalaban kevésbé
hatékonyak, hasznalatuk draga és veszélyekkel jarhat, hiszen a kémiai kezelés alatt is
megjelenhetnek karos, toxikus vegyiiletek illetve tapértékcsokkenés is bekdvetkezhet (SCOTT,
1998).

Biologiai eljarasok kozé a biotranszforméacios, -degradacios ill. -detoxifikdciés modszerek
tartoznak, melyek soran baktériumok, gombdk vagy azok enzimjei végzik a mikotoxinok
atalakitasat, lebontasat vagy toxikus hatasaik megsziintetését (EFSA, 2009). A biologiai
atalakitasi folyamatok hatékonysidga az egyes mikroorganizmusok metabolikus képességétdl
fliggden valtozik. A szakirodalombdl szamos igen hatékony mikotoxinbontd képességgel
rendelkez6 torzs ismert, melyeket a kovetkez6 alfejezetekben részletesebben fogok bemutatni. A
biologiai mikotoxin-mentesités is jarhat kockazattal, ugyanis a lebontasi folyamatok sokszor nem
ismertek, igy az anyavegyliletbdl kialakult atalakitasi-, ill. bomlastermékeket és azok hatésait
sem ismerjiik. Az EFSA 2010-ben kiadott tanulmanya erre a problémara hivja fel a figyelmet, és
kimondja, hogy a mentesitésre hasznalt anyagok alkalmazésa esetén, melyek a toxinok kémiai
szerkezetét megvaltoztatjak, nem csak a mentesité agens, hanem a keletkezett metabolitok

biologiai hatasat is nyomon kell kovetni toxikologiai vizsgalatokkal (EFSA, 2010).

A FAO egy tanulméanyaban 6sszefoglalja mindazon pontokat, melyeket az élelmiszerek és

takarmanyok mikotoxin-mentesitése soran be kell tartani (SCOTT, 1998):

1. A mikotoxint el kell tdvolitani vagy inaktivalni;

2. nem keletkezhet, vagy nem maradhat a végtermékben vagy a szennyezett takarmannyal
etetett allatokbol késziilt termékben toxikus, genotoxikus vagy mutagén maradékanyag;

3. meg kell 6rizni a termék tapértékét és elfogadhatosagat;

4. nem valtozhatnak jelentdsen a takarmanyok és az ¢élelmiszerek fobb technologiai

tulajdonsagai;
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5. a gombasporakat ¢és micéliumokat el kell pusztitani, melyek kedvezd koriilmények kozott

szaporodhatnak, és 0j toxinokat termelhetnek.

3.4.1 Aflatoxin B1 biodegradaciéja és biotranszformacioja

Az AFBI biologiai atalakitasara képes eukariota és prokaridta szervezeteket, valamint az
altaluk termelt és azonositott AFB1-bontasra képes enzimeket az 1., 2. és 3. tabldzatban
foglaltam 0Ossze. A tablazatokban a ,,Degradacid” elnevezésii oszlop a mikotoxinra (és
metabolitjaira) vonatkozo lebontds mértékét ¢€és az esetlegesen megfigyelt egyéb
mikroszervezetre jellemzd tulajdonsagokat jeldltem. A ,toxikologia teszt” jelolésii oszlop
foglalja Ossze, hogy a szerzOk milyen modszerrel végezték a keletkezett atalakitasi termékek

altal okozott biologiai hatas mérését és azok milyen eredményt mutattak.

e ey

mértéke meghaladta az 50%-ot, s6t sok esetben a 100%-ot is elérte — az atalakulési termékek
kozott tobb kutatd is toxikus (DETROY — HESSELTINE, 1969; MANN — RHEM, 1976; NAKAZATO ET
AL., 1990) vagy az AFBl-hez hasonlo fluoreszcens tulajdonsaggal rendelkezé vegyiiletet
(CIEGLER ET AL., 1966; COLE ET AL., 1972; DAS ET AL., 2015) azonositott. Néhany esetben pedig
sem a metabolitok azonositasa, sem pedig azok bioldgiai hatasanak a vizsgalata nem tortént meg
(HACKBART ET AL., 2014; KUSUMANINGTYAS ET AL., 2006; NouT, 1989; SHANTHA, 1999; ZHANG
ET AL., 2014). Mindezek okan a gombak hatékonysagat nem a toxinbontd képességiik adja,
hanem az a tulajdonsaguk, hogy képesek az aflatoxinogén Aspergillus fajok szaporodasat vagy
benniik a toxin szintézését gatolni (KUSUMANINGTYAS ET AL., 2006; NouT, 1989; SHANTHA,
1999).
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. (s Toxikologiai Keletkezett .
Nemzetség Degradacio teszt metabolit Referencia
. . Flureszcens
Aspergillus niger n.a. n.a. metabolit
CIEGERETAL.,
- T 1966

Penicillium raistrickii na na AFB?2
NRRL 2038 - -
Aspergillus niger ND-1 AFB1: 58% n.a. n.a. 5;1A4NG ETAL.
Asperglllus_nlger, Aflatoxin RO MANN — RHEM,
Mucor ambiguus, n.a. n.a. _ .

- g = aflatoxikol 1976
Trichoderma viridae
Dactylum dendroides,
Mucor griseocyanus, .
M. alternans, AFB1: 50-60% n.a. égﬁgég}lﬁ? a;SSLYT;\IE 1969
Absidia repens, - '
Helminthosporium sativum
Neurospora s AFBL: 60-84%,

urosp P- Aspergillus flavus n.a. n.a. NouT, 1989
Rhizopus sp. N 1z

novekedés-gatlasa

Rhizopus oligosporus Degradacié mellett, az na na KUSUMANINGTYAS
F0216 AFBI bioszintézis-gatlasa - ET AL., 2006
Rhizopus stolonifer, fluoreszcens
R. oryzae, AFB1: 58% n.a. metabolit: COLEETAL., 1972
R. arrhizus AFB2
Aspergillus sp., . NAKAZATO ET AL.,
Eurotium sp., n.a. n.a. aflatoxikol

. 1990
Rhizopus sp.
Alternaria sp.
Mucor sp.,
Trichoderma sp., AFB1: >80%,
Phoma sp., AFBI1 bioszintézis-gatlasa "o n-a. SHANTHA, 1939
Rhizopus sp.,
Sporotrichum sp.
Rhizopus oryzae CCT7560 1000 HACKBARTET AL.,
Trichoderma reesi QM9414 AFBI:100% n.a. n.a. 2014

AFB1: ~90 %

Pleurotus ostreatus Aspergillus flavus-szal na AFB? DASET AL., 2015

GHBBF10 és MTCC 142

n.a.

vald egyiittszaporitas
esetén

nincs adat
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Az eukaridta szervezetekkel ellentétben, a baktériumokra kevésbé jellemz6 a toxinogén

penészgombak szaporodasanak gatlasa, hiszen eddig csak két Bacillus torzsrél muttak ki ezt a

tulajdonsagot (PETCHONGKAEW ET AL., 2008). Ezzel szemben viszont baktériumok igen széles

korérdl bizonyitottak AFB1-atalakitd képességét a szakirodalomban, s6t néhany vizsgalt térzs az

AFBI1 degradacioja mellett képes volt mas aflatoxinok kiilonb6zé mértékli bontasara is (Gao et

al., 2011; SANGARE ET AL., 2014). A biodegaradacio mértékének meghatarozasa mellett viszont

nem minden esetben ellendrizék a folyamat biztonsagossagat toxikologiai modszerekkel vagy az

atalakulasi termékek identifikalasaval. A 2. tablazatban szerepl6é adatok alapjan Lactobacillus,

Nocardia, Pseudomonas, Rhodococcus és Streptococcus nemzetségek tagjairdl mutattak ki, hogy

metabolikus aktivitasuk révén nem vagy kevésbé toxikus termékekké alakitjdk az AFB1-et

(CIEGLER ET AL., 1966; CHEN ET AL., 2015; CSERHATI ET AL., 2013; ESHELLI ET AL., 2015;

HARKAI ET AL., 2016; KRIFATON ET AL., 2011; SAMUEL ET AL., 2014).

2. tablazat: Aflatoxin B1 atalakitasara képes prokariota szervezetek

. . Toxikologiai Keletkezett .
Nemzetség Degradacio teszt metabolit Referencia
Nocardia corynebacterioides Kacsa-teszt: Xzzséylizk CIEGLER ET AL
(régen Flavobacterium AFB1: 70% epe-toxicitas B

nem jelentek

1966

auranthiacum NRRL B-184) megsziint meg
Nocardia asterioides IFM 8 ;I:t(; rsglzifglr(]s
Corynebacterium rubrum AFB1: 100% n.a. nem ielentek ARAIET AL., 1967
ATCC 14898 )
meg
Corynebacterium rubrum AFB1: 99% n.a. n.a. 2/,"9';'\‘ ~ RHEM,
AFB1: 81%,
ANSB060  AFM1: 60%, n.a. n.a. GAOETAL., 2011
AFG1: 80%
Bacillus
subtilis Fluoreszcens
0 metabolitok FARZANEHET AL.,
UTBSP1 95% n-a. nem jelentek 2012
meg
. - 0,
Bacillus subtilis ﬁsﬂzi imjfgla/i)/us na na PETCHONGKAEW
B. licheniformis "p g R o o ET AL., 2008
novekedés-gatlasa
Stenotrophomonas sp. . a0 LIANG ET AL.,
NMO-3 AFB1: 85% n.a. n.a. 2008
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Keletkezett
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Nemzetség Degradacio teszt metabolit Referencia
Stenotrophomonas sp.,
Bacillus sp.,
Brevundimonas sp.,
Klebsiella sp., . 0 GUANET AL.,
Enterobacter sp., AFB1: >70% n.a. n.a. 2008
Brachybacterium sp.,
Cellulosimicrobium sp.,
Rhodococcus sp.
Pseudomonas aeruginosa AFBL: >80% SANGARE ET AL
171 g AFB2: >40% n.a. n.a. 5014 g
AFM1: >30%
Pseudomonas putida HeLa-sejtek: SAMUEL ET AL
. O . T4+ "
MTCC 1274 és 2445 AFB1: 90% t0>.<.1c1tas AFD1, D2, D3 2014
csokkent
Pseudomonas fluorescens ADEBO ET AL
P. anguilliseptica AFB1: ~50 % n.a. n.a. B
2016A
Staphylococcus sp.
Mycobacterium . 0 HORMISH ET AL,
fluoranthenivorans FA4" AFBL:100% n-a. n-a. 2004
Rhodococcus erythropolis AFB1: >95% n.a. n.a. 2KO01’;G ETAL,
Rhodococcus erythropolis, SOS-Chromo KRIFATON ET AL.,
R. pyridinivorans, AFB1: >90% teszt: L na. 2011 ,
R. rhodochrous, genotoxicitas CSERHATIET AL.,
R. globerulus megszlint 2013
Rhodococcus erythropolis AFD1, AFD2,
ATCC 4277, . Q. 0 glikolizis és ESHELLIET AL.,
Streptomyces lividans TK24, AFB1: 86-100 % n.a. zsirsav-lebontds 2015
S. aureofaciens ATCC 10762 koztitermékei
SOS-Chromo
Streptomyces cacoi subsp. . 2q0 teszt: HARKAI ET AL.,
asoensis K234 AFBL: 88% genotoxicitas 2016
megsziint
VERHEECKE ET
"~ 0
Streptomyces spp. AFB1: ~80 % n.a. n.a. AL., 2014
. KHANAFARIET
- 770,
Lactobacillus plantarum AFB1: 77% n.a. n.a. AL., 2007
Lactobacillus delbrueckii MTT-teszt:
subsp. bulgaricus AFB1: 100% citotoxicitis ~ AFB2, AFD2  CHENETAL,
: . 2015
Streptococcus thermophilus megsziint
Lysinibacillus fusiliformis
Sporosarchia sp. AFBL1: 47-61% n.a. n.a. 'onDlEGBBO ETAL,

Staphylococcus warneri

n.a.

nincs adat
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Az 1. és a 2. tablazatban bemutatott mikroorganizmusok altal végzett AFB1 lebontast
mélyrehatobban vizsgalva, a torzsek extra- és/vagy intracellularis kivonatainak bontasi
képességérdl tobben is beszamoltak (3. tdblazat). Az ¢l sejtek hatékonysdgat a sejtmentes
kivonatok néhany esetben fokozni is tudtdk (ADEBO ET AL, 2016A; ADEBO ET AL., 2016B;
SANGARE ET AL., 2014; SHANTHA, 1999). Toxikologiai vizsgalatokkal gombéak esetében az
Armillariella, Phanerochaete és Trametes nemzetségekr6l (ALBERTS ET AL., 2009; LIU ET AL.,
2001; WANG ET AL., 2011), baktériumok esetében pedig a Rhodococcus és a Bacillus
nemzetségekrél (ADEBO ET AL., 2016A; ADEBO ET AL., 2017B; ALBERTS ET AL., 2006; RAKSHA
RAO ET AL., 2017) mutattak ki, hogy sejtmentes kivonataik az AFB1 lebontasat nem vagy

kevésbé karos bomlastermékek megjelenése mellett végezték.

A kutatdsok sordn a bontdst végzdé enzimeket csak néhany esetben sikeriilt identifikalni.
A Peniophora, Pleurotus, Trametes eukariota nemzetségek tagjai lakkdz enzimmel végzik az
AFBI1 atalakitasat (ALBERTS ET AL., 2009; Lol ET AL., 2016). Tovabbi oxidaz enzimcsaladba
tartozo enzimek koziil az Armillariella tabescens E-20 torzsében talalhato aflatoxin-oxidazt és a
Phanerochaete sordida YK-624 torzs altal termelt mangan-peroxidazt sikeriilt AFB1 toxin-bontd
enzimként azonositani (CAO ET AL., 2011; WANG ET AL., 2011). Prokariotak koziil a Myxococcus
fulvus ANSMO068 torzse altal termelt MADE (myxobacteria aflatoxin degradation enzyme)
névvel ellatott enzim felelds a toxin bontasaért (ZHAO ET AL., 2010), aktinobaktériumok esetében
pedig FaxoH,-fliggd reduktazok koziil az FDR-A és FDR-B enzimcsalad AFB1-bontd

képességérdl szamoltak be (LAPALIKAR ET AL., 2012; TAYLORET AL., 2010).
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3. tablazat: Aflatoxin B1 atalakitdsa enzimekkel vagy sejtmentes kivonatokkal

Keletkezett
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Nemzetség Degradacio Azonositott enzim Toxikoldgiai teszt : Referencia
metabolit
Extracellularis kivonat: 65%, ,, . .
Phoma sp. intracellularis Kivonat: 90% hdstabil enzimek n.a. n.a. SHANTHA, 1999
aflatoxin-detoxifizym
multienzim (ADTZ), Patkany-kisérlet: maj-toxicitas csokkenés LIVET AL., 1998
Armillariella tabescens AFBI furdn-eviiriiének hasitésa kés8bb oxidazként Ames teszt: mutagenitas csokkenés AFB1-8,9- LIUET AL., 2001
E-20 gyury azonositottak: csirke embrio-teszt: genotoxicitas hidrodiol CAOETAL., 2011,
aflatoxin-oxidaz csokkenés WUETAL., 2015
(AFO)
RhIZOpgS Sp-, Intracellularis kivonatok n.a. n.a. aflatoxikol NAKAZATOET AL,
Aspergillus sp. 1990
. Salmonella typhimurium-teszt: ALBERTS ET AL, 2009
Trametes versicolor AFB1: 67-87% lakkaz mutagenitas csdkkend ' n.a. ZEINVAND-LORESTANI
utagenitas csokkenés ET AL, 2015
Peniophora sp. SCC0152,  Sejtmentes kivonatok: 40%, lakkaz (multiréz- na na ALBERTS ET AL.. 2009
Pleurotus ostreatus St2-3  koncentralt kivonatok 50-80% oxidaz enzimcsalad) - - B
Extracellularis enzim az AFB1 . Flureszc.ens MOTOMURAET AL.,
e o 90 kDa enzim n.a. metabolit nem
lakton-gytirtijét hasitja 2003
keletkezett
Pleurotus ostreatus
) Mangan-peroxidaz
0
AFB1: 90% (42 kDa) n.a. n.a. YEHIAETAL., 2014
H . 0, o I3
Pleurotus pulmonarius AFB1: 90% Extracellularis lakkaz na na. Lol ET AL., 2016

ACR-16

AFM1: 100%

+ acetosziringon®

¥ Az acetosziringon egy redox mediator, mely szubsztratként szolgal a lakkéz enzimeknek, oxidaciojuk és redukcidjuk korkordsen zajlik, és intermedierként lehetévé teszi Gjabb
vegyliiletek szubsztratként vald hasznosulasat



Keletkezett
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Nemzetség Degradacio Azonositott enzim Toxikoldgiai teszt X Referencia
metabolit
AFB1-8,9-
Phanerochaete sordida . aro Extracellularis ) . , epoxid >
YK-624 AFB1: 86% mangin-peroxidsz Umu teszt: mutagenitas csokkenése AFB1-8.9- WANG ET AL., 2011
dihidrodiol

Rhodococcus erythropolis

Intracellularis kivonat: 100%

TENIOLA ET AL., 2005

DSM 14303 l;g;l/ztltutlv extracellularis kivonat: n.a. Ames teszt: mutagenitas csokkenése n.a. ALBERTS ET AL., 2006
Stenotrophomonas Konstitutiv extracellularis kivonat:
maltophilia 35-3 85% n.a. n.a. n.a. GUANET AL., 2008
I;sg)zstltutlv extracellularis kivonat: na. na. na. GAOETAL., 2011
Bacillus subtilis
ANSB060 és UTBSP1 Konstitutiv extracellularis kivonat: Fluoresz.cens FARZANEH ET AL.,
n.a. n.a. metabolit nem
78% 2012
keletkezett
Bacillus licheniformis Extracellularis kivonat: 94% n.a. Ames tesztben a mutagén hatds megsziint n.a. RAKSHARAOET AL.,
CFR1 2017
Pseudomonas aeruginosa  Extracellularis kivonat: 72%, Fluoresz_cens
2+ Ay n.a. n.a. metabolit nem SANGARE ET AL., 2014
N17-1 Cu”" hozzaadasa: 94%
keletkezett
Pseudomonas
anguilliseptica VGF1, Intrac’ell.ula'rls le.onato}c’ 100% na. Hliman 1}mf001ta vizsgalat: citotoxicitas na. ADEBO ET AL., 2016A
P. fluorescens, proteaz inhibitor jelenlétében csokkenése
Staphylococcus sp VGF2.
Lysinibacillus fusiliformis . oi1utaris kivonatok: 100% Humén limfocita-vizsgalat: citotoxicitas
Sporosarchia sp. ! v ) 0 n.a. " vizsgaat n.a. ADEBOET AL., 20168

Staphylococcus warneri

proteaz inhibitor jelenlétében
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Nemzetség Degradacio Azonositott enzim Toxikoldgiai teszt - Referencia
metabolit

MVXOCOCCUS fulvus Extracellularis kivonat: >70% MADE (myxobacteria

AKISMOGB AFBI1, >60% G1 és M1 lebontas, aflatoxin degradation n.a. n.a. ZHAOET AL., 2010
tisztitott enzimmel >90% lebontas enzyme)

. . 100% degradacio, Faa0H2-fliggd

mcyzc fgg cterium smegmatis aflatoxinok telitetlen észterkotését reduktazok (FDR-A, n.a. n.a. TAYLORETAL., 2010
hidrolizaljak FDR-B)

Franki alni,

Janibacter sp.,

Marine actinobacterium,

Mycobacterium F420H,-fiiggd reduktazokat FusoH,-fiiggd

R _ - 4200127
tuberculosis, termelnek, FDR-A enzimeket reduktazok (FDR-A, na na. LAPALIKAR ET AL.,

M. vanbaalenii,
Nocardia farcinica,
Streptomyces coelicolor,
Rhodococcus jostii,

R. erythropolis

n.a.

Escherichia coli-ba klonozva
bontjak az AFB1 és G1 toxinokat

nincs adat

FDR-B)
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3.4.2 Zearalenon biodegradacidéja és biotranszformacioja

A ZEA biologiai atalakitasara képes eukariota és prokaridta szervezeteket, valamint az
altaluk termelt és azonositott ZEA-bontasra képes enzimeket a 4. 5. és 6. tablazatban foglaltam

Ossze. A tablazat fejlécei megegyeznek a 3.4.1. alfejezetben leirtakkal.

A ZEA cukariotakkal végzett lebontasa soran (4. tablazat) a toxin és metabolitjai altal
okozott Osztrogénhatést a legtobb esetben ellendrizték, €s a nagymértékli degradacié mellett a
kutatok kimutattdk a hormonhatds csokkenését illetve megsziinését (EL-SHARKAWY — ABUL-
HAJ, 1987; EL-SHARKAWY — ABUL-HAJJ, 1988A, KAKEYA ET AL., 2002; MOLNAR ET AL., 2004,
JARD ET AL., 2010). A ZEA hormonhatasi metabolitjai mellett ij metabolitokat is azonositottak,
ugymint a toxin gliikozid-, éter-, hidroxi- és szulfat-szarmazékait (EL-SHARKAWY — ABUL-HAJ,
1987; EL-SHARKAWY — ABUL-HAJJ, 1988A; EL-SHARKAWY ET AL., 1991; JARD ET AL., 2010;
KAKEYAET AL., 2002).
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4. tablazat: Zearalenon atalakitasara képes eukariota szervezetek

Nemzetség Degradacio Toxikologiai teszt Keletkezo metabolit Referencia
Patkany-méh EL-SHARKAWY —
Thamnidium elegans, ot . ZEA4-O- ABUL-HA, 1987
Mucor bainieri - k“t"d’g~ i"t"d'k gliikozid EL-SHARKAWY —
otodes. nem Kotodt ABUL-HAJJ, 1988A
Cunninghamella bainieri na gsa;lt(rin};?:?e tor- ZEA-2- EL-SHARKAWY —
ATCC 9244B - SZ08 pror= (di)metil-éter ABUL-HAJJ, 1988A
kotédés: nem kotddik
Lakton-gyiirii na na EL-SHARKAWY —
nyitasa - o ABUL-HAJJ, 19888
Clonostachys rosea
(régen Gliocladium 1-(3,5-
roseum) Lakton-gviirii MCF-7 sejtvonal: dihidroxi-
ey Osztrogénhatas fenil)-10- KAKEYAET AL., 2002
nyitasa - . .
megsziint hidroxi-1E-
undekan-6-on
Rhizopus arrhizus IFO- na na ZEA-4-O- EL-SHARKAWY ET
6155 - - szulfat AL., 1991
Rhizopus stolonifer,
R. oryza, ZEA: 100% n.a. n.a. VARGAET AL., 2005
R. microsporus,
R. homotallicus
. MCF-sejtek: .
Trichosporon ZEA: 100% dsztrogénhatis o- & B-ZOL MOLNAR ET AL., 2004
mycotoxinivorans > nem keletkezett
megszunt
MCF-sejtek: ZEA-4-O-
Aspergillus niger ZEA: 70-90% Osztrogénhatas , JARD ET AL., 2010
. . szulfat
csokkenése
ZEA: 90% . o
Aspergillus niger degra(?éocig mellet  Fatkdnyok-kisérlet:
. maj- és a vese- n.a. SUNET AL., 2014
FS-10 adszorpcid a o .
. toxicitas csokkenése
micéliumokon
80% ZEA-bontas,
Yarrowia lipolytica és a Fusarium na na ELAASSER ET AL.,

NRRL Y-1094

moniliforme

2017

szaporodas-gatlasa

n.a. nincs adat

Szamos baktériumtdrzs ZEA-bontd képességét vizsgaltak idaig a szakirodalomban, 4m az
ujabb kutatasi eredmények, melyek kimutatjak a toxin nagymértékii lebontasat, sem térnek Ki
minden esetben a metabolitok karos hatasanak vizsgalatara (5. tablazat). Néhany esetben a toxin
Osztrogénhatasu metabolitjainak megjelénést ellendrizték (ALTALHI, 2007; CHO ET AL., 2010), de

a tansz¢kiinkon zajlott korabbi vizsgéalatok mellett (CSERHATIET AL., 2013; HARKAI ET AL., 2016;
28
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KRIFATON ET AL., 2013) csak egy esetben vizsgaltak a bomlastermékek Gsztrogén-receptorokhoz

valo kotodését. Ez a viszonylag régi tanulmany kimutatta a hormonhatassal nem rendelkezé 8-

hidroxizearalenon megjelenését (EL-SHARKAWY — ABUL-HAJJ, 1988A).

5. tablazat: Zearalenon atalakitasara képes prokariota szervezetek

Nemzetség Degradacio Toxikologiai teszt Keletkez_o Referencia
metabolit
Butyrivibrio fibrisolvens n.a n.a n.a WESTLAKE ET
y h - - AL., 1987
Alcaligenes sp., A torzsek
Psel_Jdomonas sp., mdmduahsar_l nem, MEGHARAJ ET
Bacillus sp., csak konzorciumban  n.a. n.a.

AL., 1997

Achromobacter sp., képesek a ZEA
Flavobacterium sp. lebontasara
Artemia salina teszt: o- és B-ZOL nem
Pseudomonas putida ZEA-1 ZEA: 100% citotoxicitas ALTALHI, 2007
N , keletkezett
csokkenése
Pseudomonas alcaliphilia
TH-C1, ZEA: 68%, 57 % n.a. n.a. TANETAL., 2014
P. plecoglossicada TH-L1
Pseudomonas otitidis TH-N1 ~ ZEA: 60% n.a. n.a. TANET AL., 2015
Bacillus subtilis ZEA: 99% n.a. o- & B-ZOLnem o AL., 2010
keletkezett
98% degradacid,
Bacillus licheniformis CK1 cros X,ﬂan,az" , n.a. n.a. YIETAL., 2011
cellulaz- és proteaz-
aktivitas
1-(3,5-
. dihidroxifenil)- WANGET AL.
- - 0, !
B. pumilus ES-21 ZEA: 96% n.a. 60-hidroxi-l0- 2017
undecén-100-on
BLYES teszt: gosngAﬂ ETAL.,
Rhodococcus pyridinivorans ~ ZEA: >70% osztrogen’hatas n.a. KRIFATON ET AL.,
megszinese 2013
Streptomyces rimosus Patkdny-méh 8- EL-SHARKAWY —
_ n.a. Osztrogénrecptor- . . ABUL-HAJ,
NRRL-2234 K5t5dés: nem kbtédik hidroxizearalenon 1988A
Fluoreszcens
Streptomyces spp. ZEA: >90% n.a. metabolit nem JARD ET AL., 2010
jelent meg
Strepomyces rimosus BLYES teszt. HARKAIET AL
.- 0 . r r "
K145, K189 ZEA: ~100 % osztrogen'hatas n.a. 2016
megszunese
n.a. nincs adat
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Az AFBI toxintol eltéréen, a ZEA enzimatikus lebontasarol kevesebb tanulmény késziilt
(6. tablazat). Sejtmentes kivonatok néhany esetben az alacsonyabb bontasi hatékonysag miatt
alulmaradtak az €16 sejtek altal végzett bontas mértékéhez képest (CHO ET AL., 2010; ELAASSER
ET AL., 2017). A nagymértékti ZEA-bontast végz6 intra- és extracellularis kivonatokban a
folyamat soran amilaz, enolaz, reduktaz, citokrom, proteinaz és peroxiredoxin fehérjék
aktivalodtak. Az adatok alapjan a Trametes versicolor taplofajbol nemcsak AFB1 (ALBERTS ET
AL., 2009), hanem ZEA bontasra képes lakkaz enzimet (BANU ET AL., 2013) is, valamint
Clonostachys rosea IFO 7063 torzsébdl egy 30 kDa méretii laktonohidrolaz enzimet sikeriilt

azonositani (TAKAHASHI-ANDO ET AL., 2002; UTEMARK — KARLOVSKI, 2007).
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Keletkezett
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Nemzetség Degradacio Azonositott enzim Toxikoldgiai teszt - Referencia
metabolit
TAKAHASHI-ANDO ET AL.,
Clonostachys rosea Laktongytirii hidrolizise, majd a termék . . 2002
IFO 7063 dekarboxilacioja Laktonohidrolaz (30kDa) n-a. n-a UTEMARK — KARLOVSKY,
2007
Trametes versicolor ZEA: 80% Lakkaz n.a. n.a. BANUET AL., 2013
Yarrowia lipolytica Extracellularis kivonat: 75% n.a. n.a. n.a. ELAASSER ET AL., 2017
o Extracellularis kivonat: 68% Glitkoamiléz, Patkanyok: mdj- & a vese SUNET AL, 2014
Aspergillus niger Az enzim immobilizalasa novelte a . . toxicitas csokkenése ZEN-A,
. , . Pepropgliikoamilaz, o ., HEETAL., 2015
FS-10 degradaciot (75-90%) és az enzim . MTT-teszt: citotoxicitas ZEN-B
s s S Ismeretlen fehérje .. . HEETAL., 2016
aktivitasanak idejét csokkenése
Sacch.a.romyces ZEA-bogt?Sa rr_lellett, sejteken torténd enolaz,’ NADH-F:ltokrgm b5 na na. ZHANG ET AL, 2016
cerevisiae adszorpcid is kialakult reduktdz, peroxiredoxin
Pseudomonas putida . . )
ZEA-1 torzs, AFB1: 100 % na. Artemia salina teszt: na ALTALHI - EL-DEEB, 2009
. . toxicitast csokkenése
rekombinans E. coli
Bacillus subtilis Intracellularis kivonat: 55% n.a. n.a. n.a. CHOET AL., 2010
Bacillus subtilis 168, Extracellularis kivonat kozel 100% metalloproteinaz n.a. o-ZOL, o-ZAL TINYIROET AL., 2011

B. natto CICC 24640

nem jelent meg

Acinetobacter sp.
SM04

n.a.

Extracellularis kivonat: 100%

nincs adat

peroxiredoxin, citokrom,
fimbrialis fehérjék

MCF-7 sejtek:
Osztrogénhatas csokkenése

ZEN-1, ZEN-2

YUETAL., 2011A
YUETAL., 2011B
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3.4.3 Biodegradaciora alkalmazott baktérium nemzetségek jellemzése

Az eldz6 fejezetekbdl jol latszik, hogy az AFBI és a ZEA lebontasara szamos eukariota
¢s prokariota szervezet képes, mely lebontasi folyamatok enzimatikus hatterét is tobben
mélyrehatobban vizsgaltdk, viszont bontasért felelds enzimeket ezidaig csak kis szdmban
azonositottak, s6t a veszélyes bomlastermékek vizsgalata nem minden esetben toértént meg.
takarméanybiztonsag teriiletén gyakorlati célokra hasznalhassuk, konnyen szaporithato,

biztonsagos torzsek kivalasztdsa a cél. Doktori munkam sordn az AFB1 és ZEA toxinok

crer

3.4.3.1 Rhodococcus nemzetség

A Rhodococcus nemzetség tagjai Gram-pozitiv, aerob nocardioform aktinomicétak,
melyek valtozatos kornyezeti koriilmények kozott fellelhetéek (FINNERTY, 1992). Ez a heterogén
csoport kivaléan alkalmas szerves és szervetlen vegyiiletek bontasara. A biodegradacios
képességiik kiilonosen nagy genomjuknak koszonhetd, mely meghaladhatja a 9,7 Mb-t is
(PETRUSMA, 2011). Rendkiviil sokféle katabolikus génnel rendelkeznek, melyek kiilonb6z6
lebontast végzo enzimek termeléséért felelések (monooxigenazok, dioxigenazok, citokrom P450
enzimcsalad). Jellegzetességiik, hogy katabolikus génjeik nemcsak kromoszéman, hanem
linearis és cirkularis plazmidokon vannak kodolva. Tovabbi jellemzdjiik a kiilonb6z6 klaszterben
elhelyezked6 gének egyiittes szabalyozasa. Degradacios hatékonysagukat tovabb fokozza
feliiletaktiv anyag termelésiik is (LARKIN ET AL., 2005). Sejtfaluk sajatos szerkezete — mikolsav
tartalma miatt — segiti a hidrofob anyagok konnyebb bekeriilését a sejtbe (BELL ET AL., 1998).
Nemcsak biokémiai tulajdonsaguk, hanem Kivalo ellenalld képességiik is — mely segitségével
adaptalodnak a wvaltoz6 éghajlati kortilményekhez — hatékonnya teszik Oket kiilonféle
szennyezOanyagok lebontasara (LARKIN ET AL., 2005).

Képesek lebontani tobbek kozott rovid- és hosszalanct alkanokat (LIU ET AL., 2012,
TANCSICS ET AL., 2015), heterociklikus és policiklikus aromas szénhidrogéneket (SONG ET AL.,
2011), asvanyolajat (BINAZADEH ET AL., 2009), szteroidokat (HOMKLIN ET AL., 2012) és
fenolokat (REHFUSS — URBAN, 2005) is. A nemzetség tagjai jelentés mértékben képesek a
mikotoxinok bontasara, mely tulajdonsagrél mar a 2., 3., 5., és 6. tablazatban is emlitést tettem
(ALBERTS ET AL., 2005; CSERHATI ET AL., 2013; ESHELLI ET AL., 2015; GUAN ET AL., 2008; KONG

ET AL., 2012; KRIFATON ET AL., 2011; KRIFATON ET AL., 2013; LAPALIKAR ET AL., 2012; TENIOLA ET AL.,
2006).

Hatékony aromas vegylileteket bontd képességiiket a gylirii felhasitdsat végzo

dioxigenazok vezérlik, nitrilek bontasat pedig nitrilaz és nitril-hidratdz enzimjeik segitségével
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végzik (MARTINKOVA ET AL., 2009). Szteroidgytir(i bontasat a ketoszteroid hidroxilaz (KSH), és
a ketoszteroid dehidrogenaz (KSTD) valamint a hidroxiszteroid dehidrogenazok (HSD) segitik
el6 (PETRUSMA, 2011; KISIELA, 2012).

3.4.3.2 Gordonia nemzetség

A Gordonia nemzetség tagjai aerob, Gram-pozitiv aktinomicétak. A kérnyezetben széles
korben elterjedtek, képesek novényvédbszerek (triazinok, klorpirifosz) bontasara (COOK —
HUTTER, 1986; ABRAHAM ET AL., 2013). A triazinok bontasa az S-triazin hidrolaz altal végzett
deklorinizacios és deaminacios folyamatokon keresztiil megy végbe (COOK — HUTTER, 1986). Az
emlitett vegyliletek mellett jellemzdé rajuk a kdolajszarmazékokban megtaldlhaté aromas
vegyiiletek (KIM ET AL., 2000), lizemanyag-adalékként hasznalt metil- és etil-terc-butil-éterek
(HERNANDEZ-PEREZ ET AL., 2001), valamint természetes és szintetikus gumik bontasa (LINOS ET
AL., 2000). Hossz oldallanccal rendelkezé szteroid vegyiiletek (Koleszterin, ergoszterin)
lebontasara képes tipustorzs — G. cholesterolivorans — mellett a nemzetség tobb tagjardl is
bebizonyosodott ez a degradacids képesség, mely koleszterol oxidaz enzimek altal vezérelt
folyamat (DRzYzGA ET AL., 2011). Vizben nem, ill. nehezen oldhaté vegyiiletek bontasat
feltiletaktiv anyag termeld képességiik teszi lehetdve, mely noveli a szennyezdanyagok bioldgiai
hozzaférhet6ségét, valamint nagyobb feliiletet biztosit a mikroorganizmusoknak. Szamos mas
aktinomicétahoz hasonloan sejtfaluk mikolsavat tartalmaz, ami hozzajarul a szennyezok

sejtfalhoz kotédéséhez (ARENSKOTTER ET AL., 2004).

3.4.3.3 Streptomyces nemzetség

A Streptomyces nemzetség Gram-pozitiv, fonalasan ndvekvd, sporazé fajokat tartalmaz,
melyekre igen magas foka heterogenitas jellemzé. Megtalalhatok vizi kornyezetben is, de
leginkabb talajlakoként tartjak oket szamon, melyek részt vesznek a talaj mineralizdlasaban.
Exoenzim termelésiiknek kdszonhetden képesek a pektin, kitin, keratin, celluldz, latex bontasara,
valamint sziderofor termelésiik révén vas vegyiiletek hasznositasara is (CHATER ET AL., 2010). A
Streptomyces nemzetség egyéb szerves vegyiileteket bontd képességét tobben bizonyitottak. Egy
Streptomyces sp. M7 jeli torzs képes volt lindin novényvéddszerrel szennyezett talaj
szennyezettségét 56%-kal csokkenteni (BENIMELI ET AL., 2008). Egy poliaromas szénhidrogének
— ugy, mint antracén, fluorén, fenantrén, pirén — bontasara képes, PAH-13 jelzésti torzs a
Streptomyces rochei fajhoz tartozik (CHAUDHARY ET AL., 2011). A Streptomyces cyaneus CECT
3335 torzs altal termelt lakkaz enzim képes a textiliparban felhasznalt, rakkelt6 azo-festéket
degradalni és karos hatasat csokkenteni (MOYA ET AL., 2010). A nemzetség mikotoxin-

bontasarol is beszamoltak, melyet a 2., 3. és 5. tablazatban mutattam be (ESHELLI ET AL., 2015;
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HARKAI ET AL., 2016; JARD ET AL., 2011; LAPALIKAR ET AL., 2012). A nemzetség tagjai a toxinok
lebontasan tal képesek a toxinogén penészgombak (Fusarium culmorum) szaporodasat is gatolni
(YEKKOUR ET AL., 2012). Gyakorlati jelent6ségiik viszont ezeknek a fajoknak leginkabb az
antibiotikum-termelésben van, igy kiemelkedd szerepet jatszanak a human- és
allatgydgyaszatban. A ma hasznalt antibiotikumok kdéziil tobb mint 50 szarmazik Streptomyces
fajoktol (MADIGAN ET AL., 2000).

3.4.3.4 Pseudomonas nemzetség

A Pseudomonas nemzetség a talajban él6 mikroorganizmusok koziil az egyik legnagyobb
szamban el6forduld csoport, melybe aerob Gram-negativ baktériumok tartoznak. A nemzetség
tagjai nagy hatékonysaggal képesek kiillonbozé szerves vegyiiletek, koztiik alifas, aromas és
P. citronellolis fajokhoz tartozo torzsek képesek voltak a harom aromas gytiriibdl allé antracén
bontasara (JACQUES ET AL., 2005). A P. aeruginosa fajrol bizonyitottak 12-33 szénatomszamu
alkanokat tartalmazo nyersolaj- (PASUMARTHI ET AL., 2013), dibenzo-furan és dioxin- (ISHIGURO
ET AL., 2010), valamint glifozat- és 2,4-D-bont6 (CHELOUFI ET AL., 2017) képességét is.
Mikotoxinbonto6 képességiik szamos tanulmanyban bizonyitasra keriilt, melyeket a 2., 3., 5. és 6.
tablazatban gyijtottem 6ssze (ADEBO ET AL., 2016; ALTALHI, 2007; ALTALHI — EL-DEEB, 2009;
SAMUEL ET AL., 2014; SANGARE ET AL., 2014; TAN ET AL., 2014; TAN ET AL., 2015). Effektiv
aromas vegyliletet bont6 képességiiket az alabbi fontos genetikai tulajdonsagoknak koszonhetik:

e A xenobiotikumok lebontdsa szdmos periféridlis Utvonalon zajlik, melynek soran a

bonyolultabb vegyiileteket egyszerlibb koztitermékekké bontjak, melyek aztdn
bekapcsolddnak a kozponti metabolizmusukba.

e A nemzetség tagjai konnyen alkalmazkodnak a kiilsé stresszhez, amire valaszul

megvaltoztatjak a lipid metabolizmusukat.

e Hatékony efflux pumpéval is rendelkeznek, melyen keresztiil kdnnyen bejutnak a

vegyliletek, amit szén- és energiaforrasként hasznositani tudnak.
Tovabbi jellemzdé tulajdonsagaik a biofilmképzés valamint a sejtek kozotti kommunikacio.
Raadasul a katabolikus és a transzport gének, valamint az efflux-pumpat és a kemotaxist
szabalyz6 gének egy génklaszteren vald eléforduldsa is megjelenik a nemzetségen beliil

(NOGALES ET AL., 2017).

3.5 Mikotoxinok vizsgalatara alkalmas modszerek

A mikotoxinok minéségi és mennyiségi mérésére szamos modszert dolgoztak ki. Mivel

ezek az anyagok mar kis koncentracioban veszélyt jelenthetnek, ezért a kiillonb6zé modszerek
34
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érzékenysége rendkiviil fontos. Kimutatasukra tobbnyire nagymiiszeres analitikai modszereket
fejlesztettek ki, melyek a vegyliletek eltéré kémiai szerkezetének kdszonhetden hatarozzak meg
azokat. Miszerigényliknek koOszonhet6en ezek a technologidk dragak és iddigényesek is.
Elterjedtek bioldgiai moddszerek is, melyek kisebb koltségigénytiek, viszont nem a pontos
vegyliletet, hanem annak biologiai hatdsat mutatjak ki. A modszereket és a koztiik 1€vo

kiilonbségeket részletesebben a kovetkezo alfejezetekben mutatom be.

3.5.1 Analitikai modszerek
3.5.1.1 Kémiai analitika

A toxinok mindségi elvalasztasara els6sorban kromatografias modszereket hasznalnak,
melyek  lehetnek  vékonyréteg  kromatografia,  gazkromatografia, = magasnyomast
folyadékkromatografia. Koziilik a leghatékonyabb pontossaganak és megbizhatdosaganak
koszonhetéen a magasnyomasu folyadékkromatografia (HPLC = High-Performance Liquid
Chromatography). A kromatografias eljarasok soran két fazis, az in. mozgo- és allofazis jatszik
szerepet. A folyadékminta a mozgofazisba keriilve eljut a kromatografias oszlopon kotott
szemcses hordozohoz. Itt torténik meg az elvalasztds, ugyanis az anyagok kiilonb6z6 oldodasi
sebessége miatt a jobban old6dé anyagok hosszabb, mig a kevésbé oldodoak rovidebb id6 alatt
jutnak el az oszlop mogott 1évo detektorba. Ez az elvalasztasi vagy retencios id6beli kiilonbség
biztositja az egyes anyagok mindségi elvalasztisat. A mozgofazisban nemcsak a minta vandorol,
hanem sziikség van referencia-mérésre is, igy a mérés két részre oszlik, az ismert és az
iIsmeretlen anyag meghatarozasara. A detektalas a HPLC esetében kétféle modon torténhet. Az
egylk mérési mod a slrliség- vagy torésmutatd, mely a mintaval torténd érintkezés miatt
bekovetkezd tulajdonsagvéltozas detektdlasa a mozgofazisban. A masik tipus a minta
tulajdonsagat vizsgalja, mely lehet UV elnyelési képesség vagy fluoreszcencia. A minta
meghatarozasa a kromatogramon torténik, mely az 1d6 fliggvényében abrazolja a detektor jelét.
Az egyes csucsok az anyag mindségét, a gorbe alatti teriilet pedig a mennyiségét hatarozzak meg
(KRrisTOF, 2000). A HPLC késziiléket nemcsak detektorral, hanem tomegspektrométerrel is
Osszekapcsolhatjak, mely az identifikalast a molekula ionizalasat kovetéen hatarozza meg a
mintdban 1évé molekuldk tomeg-t6ltés aranya alapjan. Ez a moddszer a mennyiségi
meghatdrozason tal, lehetdvé teszi az ismeretlen anyagok azonositdsat szerkezeti
tulajdonsagaikbol adoddéan (NATHANAIL ET AL., 2015).

A kromatografias modszerek elénye a pontossag, hatranyuk pedig a dragasag, az

id6igényesség, valamint, hogy kezelésiik megfelel6 szaktudast igényel.
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3.5.1.2 Immunanalitikai médszerek

A mikotoxinok mennyiségi meghatarozasara alkalmazott masik moédszer, a Kisebb
koltségigényl és gyorsabb, mikrotiter lemezen végezheté enzim-kapcsolt immunoszorbens esszé
(ELISA = Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay). Tobbféle elven miikodé ELISA mérés
l1étezik; eszerint megkiilonboztetiink direkt, kompetitiv direkt ¢és kompetitiv indirekt
modszereket. A mikotoxinok meghatarozasa altalaban kompetitiv direkt ELISA tesztben
torténik. Az immunanalitika az antitestek toxinfelismeré tulajdonsagan alapul, hiszen a toxinok
haromdimenzids szerkezete més és mas, igy minden toxin mérésére specialis antitesteket
fejlesztettek ki. A kompetitiv teszt a mintaban talalhatd — az antigén szerepét betolté — toxin és a
toxin-enzim konjugatum versenyén alapul, ugyanis azoknak a lemez falahoz kotott antitestekhez
kell kotddniiik, melyek szdma limitélt. A toxin-enzim konjugatum, vagy mas néven ,,jelolt toxin”
felelés a szinreakcioért, ugyanis az alkalmazott enzimhez a szubsztrat hozzaadasat kovetden
szinreakci6d torténik. Minél nagyobb a minta toxinkoncentracidja, annal tobb helyet foglal el a
toxin a konjugatum eldl, igy a szubsztrat hozzdadasat kovetden gyengébb szinreakcid kovetkezik
be. A szinintenzitas optikai iton mérhet6, és abszorbancia értékkel fejezheté ki. Az ELISA a
kromatografids modszerekkel szemben gyorsabb, olcsobb és egyszerlibben alkalmazhato, viszont
hatranya, hogy keresztreakciok vagy matrixhatds kovetkezhet be. A toxin szerkezetéhez nagyon
hasonlé molekuldk is megkotddhetnek az antitesteken, vagy a matrixban talalhatdo anyagok
reakcioba léphetnek a konjugatummal, igy befolyasolva a szinreakcidt. Ennek kikiiszobolésére
megfeleld kontroll és ismert matrix alkalmazando. Az ELISA tesztnek nemcsak mikrotiter-alapu
valtozatai ismertek, hanem mar elterjedtek hordozhato valtozataik is, ahol az antitestek
tesztcsikon vannak megkotve. A csikot a mintaba helyezve megtorténik az immunreakcid, majd

egy hordozhat6 eszkodz hasznalataval gyors eredményt kapunk (PITTET, 2005).

3.5.2 Biologiai modszerek

A Dbiologiali hatasméré tesztek a kornyezetbe keriilt természetes vagy mesterséges
anyagok €16 szervezetre kifejtett karos hatasaval, azaz toxicitasaval foglalkozik (GRUIZ ET AL.,
2001). Ezeknek a biolodgiai tesztrendszereknek a célja, hogy kiilonb6z6é szennyezdanyagok egy
adott szervezetre vald hatdsdnak vizsgalatdval az eredményeket az Okologiai rendszerekre
vetithessiik (CALOW, 1993), igy altaluk nem konkrét anyagokat azonosithatunk, hanem ismert és
ismeretlen szennyezbéanyagok kornyezeti hatasait ismerhetjiik meg. Egy egyed vizsgalata soran
annak ¢lettani valtozasait vizsgalhatjuk, masik esetben pedig az egész populacioban bekovetkezo
valtozasokra (szaporodas, egyedsiiriiség) kovetkeztethetiink. A biotesztek tervezése soran
els6dleges szempont a tesztszervezet kivalasztdsa, ugyanis annak laboratoriumi koriilmények

kozott fenntarthatonak és megfeleléen érzékenynek kell lennie, hogy kovetkeztetni lehessen
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magasabb szervezOdési szintekre, esetleg az egész Okoszisztéma érzékenységére is, tehat
kell figyelembe venni (GRUIZ ET AL., 2001).

A biologiai hatasmérésen alapuld tesztek lehetnek akut, néhany ora alatt lezajlo, illetve
kronikus, a tesztszervezet egész élettartama vagy reprodukcios ciklusa(i) alatt zajlo tesztek. Ezek
a modszerek kulonboz6 toxicitdsi dozisokat, illetve koncentracidkat mérnek, kiilonb6zo
végpontokat vizsgalnak, melyeket a 3. mellékletben foglaltam G6ssze. A dozis azt a toxikologia
altal alkalmazott konkrét anyagmennyiséget jeloli, melyet egy organizmus kiilonb6z6 expozicios
utvonalakon felvesz. A biologiai hatasmérés esetében, amikor a pontos dozis nem ismert,
kornyezeti koncentraciot alkalmazunk, mivel a kornyezetben jelenlevo szennyezés soran nem
tudjuk, hogy mely anyagok milyen aranyban, mekkora mennyiségben vannak jelen, illetve
azokbdl ténylegesen milyen mennyiség jut be a tesztszervezetbe. A kapott eredmények
fliggvényében rajzolhatjuk fel a szigmoid koncentricio-véalasz gorbét, mely megmutatja a
novekvd koncentracio altal kivaltott hatast. A négy alapvetd szempont, melyet a bioldgiai
hataselemzé modszerektdl elvarhatunk: 1) reprodukalhatosag, 1l.) érzékenység, |Ill.)
megbizhatosag, 1V.) kdrnyezeti realizmus (GRUIZ ET AL., 2001).

A bioldgiai tesztrendszerek kivaloan alkalmasak a mintaban 1évd vegyiiletek Osszegzett
biologiai hatasdnak vizsgalatara, ugyanis altaluk olyan tényezdkre is fény deriilhet, melyek az
analitikai modszerek szamara rejtve maradnak, mivel a vizsgalt paraméterek kozott nem
szerepelnek. A biologiai hatasmérd és kémiai analitikai vizsgalatok egyittesen alkalmasak annak
a megallapitasara, hogy mekkora kockazattal, milyen valtozas bekovetkeztével és milyen

hatassal jar az €16 szervezetekre a szennyezdanyagok felszabadulésa.

Az alacsony szervezddési szinten 1évo tesztszervezetet alkalmazo biologiai hataselemzé
modszerek elénye, hogy nem vetnek fel etikai problémat, mert a tesztszervezetek
mikroorganizmusok, ndvények, vagy sejtkulturak. A vizsgalati modszerekre jellemzd, hogy
minél bonyolultabb a modszer, annal nagyobb a kornyezeti realizmusa, de ezzel egyiitt egyre
inkabb nd a hely- és iddigénye, valamint a kdltsége €s romlik a reprodukélhatosaga. A bioldgiai
tesztrendszerek hatranya, hogy sokszor a laborban kapott eredmények nem vonatkoztathatok
ténylegesen a kornyezetben lejatszodo folyamatokra, igy alkalmazasuk csak az analitikai

modszerekkel egyiittesen vezetnek célhoz (CALOW, 1993).

3.5.2.1 SOS-Chromo teszt

Az SOS-Chromo teszt (Environmental Bio-Detection Products Inc., Kanada)

genotoxicitds mérésére alkalmas, kolorimetrian alapulé moddszer, mely tesztszervezetként az
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Escherichia coli K12 vad tipust térzsének PQ37 jelzésii mutans torzsét alkalmazza. A teszt az E.
coli PQ37 torzsében bekovetkez6 SOS valasz mechanizmuson alapul, mely a DNS-karositas
hatasara 1ép mikodésbe. A torzs genomjaban olyan valtoztatasokat végeztek, melyek soran az
sfiA és lacZ gének fuzidjat vitték véghez, és a lacZ gént az eredeti helyérdl kivagtak. Az sfiA gén
a genetikai allomany sériilését javito SOS mechanizmust, a lacZ gén pedig a fS-galaktozidazt
kédolja. Az uvrA gén mutacidja kovetkeztében megndvelték a genotoxikus anyag hatdsara
bekovetkezd valaszreakcio mértékét, az rfa gén mutacigjanak kovetkeztében a sejt
lipopoliszacharid rétege valt atjarhatobba igy a kiils6é agensek konnyebben bekeriilnek a
citoplazmaba. A genotoxikus anyag hatdsara bekovetkez0 DNS kérosodas a RecA fehérjét
aktivalja, mely ezutan hasitja az SfiIA gén atirodasat gatlo LexA represszort, melynek
kovetkeztében az sfiA:lacZ operon atirddik és f-galaktozidaz termelddik (6. abra). Ez az enzim
az 5-bromo-4-kloro-3-indolil-s-D-galaktozid (X-gal) nevii szubsztrattal reakcioba 1épve kék
szinll terméket eredményez. Erdsebb genotoxinok esetében az atirodas tobbszor végbemegy, igy
a f-galaktozidaz mennyisége és a kék szin erdssége aranyos a genotoxicitas erdsségével. A
tesztben a citotoxicitdas mérésére alkalmazott kontroll mérés az alkalikus foszfataz
termelddésének az ellendrzése, hiszen az enzimtermelést kodold gének megfeleld sejtszaporodas
mellett folyamatosan kifejezddnek. Az alkalikus foszfatdz enzim p-nitrofenil-foszfat hozzaadasa

utdn sarga szinli terméket képez. A bekovetkezett szinreakcidt kovetden a kék szin 620 nm-en, a

sarga pedig 405 nm-en spektrofotométerrel mérheté (QUILLARDET ET AL., 1982).

Nem indukilt sejt

sfia gén

uvrA rfa A lac p o lac2
R S o 111§ | S S————
SN >
i
Hibas javitas Profag indukcié o)
Rec A Sejt filamentacio
Proteaz
Rec Afehérje
08 RepresszorvTores
el ‘ | DNS kdrosodas @ %
oo =< SO 0 | L2 § S| N ———
Transzkripcio ', Transzlacio
z 0,0
Oo'o:
Genotoxikus .....
anyag p-galaktozidaz

6. abra: SOS-Chromo teszt sematikus rajza (QUILLARDET ET AL., 1985)
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3.5.2.2 BLYES/BLYR teszt

A BLYES ¢és a BLYR teszt Osztrogén- és citotoxikus hatds mérésére alkalmas,
biolumineszcencian alapul6 teszt (SANSEVERINO ET AL., 2005). Az alkalmazott tesztszervezet a

Saccharomyces cerevisiae genetikailag modositott torzsei a BLYES és a BLYR torzsek.

A BLYES (Bioluminescence Yeast Estrogen System) torzs genetikai allomanyaba human
Osztrogénreceptor (hERa) génjét, valamint két plazmidot (pUTK404, pUTK407) inszertaltak,
melyeken a biolumineszcenciaért felelos géneket helyeztek el. A Photorhabdus luminescens
baktériumbol szarmazé lux gén-kazetta tartalmazza a luxA, -B, -C, -D, -E géneket, melyek egy
heterodimer luciferaz enzimet (luciferaz a- és f-alegység), valamint annak szubsztratjat egy, a
fénykibocsatashoz sziikséges hosszii szénldncu zsir-aldehidet (flavin-mononukleotid — FMN)
eléallito enzim-komplexet kodol. A pUTK404 plazmidon megtalalhat6 tovabba a Vibrio harveyi
baktériumbo6l szarmazé FMNH, kofaktort kodold frp (flavin oxidoreduktaz) gén is, a pUTK407
plazmidon pedig 2 sztrogén valaszelem (ERE — Estrogen Response Element) a GDP és ADH1
konstitutiv promoterek kozott (7. abra). Amennyiben a receptorhoz o6sztrogénhatasi anyag
kotodik, a receptor-ligand dimer az 6sztrogén valaszelemekhez kapcsolodik, melyek beinditjak a
szomszédos promoterek, majd a fénykibocsatasért felelds lux gének egyszerre torténd atirodasat
a két plazmidon (SANSEVERINO ET AL., 2005). Az oxigén jelenlétében bekdvetkezd
biolumineszcenciat a luciferaz enzim és a FMN katalizalja, mely reakcidhoz elektron donorként
NADH-ra van sziikség. A bakterialis lux génkazetta (luxXCDABE) altal inditott fénykibocsatashoz
nincs sziikség kiilsé szubsztratra, igy viszonylag gyors reakciordl beszélhetiink (MEIGHEN,
1993).

A BLYES tesztszervezet esetében a biolumineszcencia intenzitisa egyenesen aranyos a

vegyiilet hormonhatasanak mértékével (SANSEVERINO ET AL., 2005).
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7. abra: A Saccharomyces cerevisiae BLYES teszt sematikus abraja (SANSEVERINO ET AL., 2005)

A BLYR (Bioluminescence Yeast Reporter) kontrollként alkalmazott térzs, mely a
citotoxicitas mérésére alkalmas. Ez esetben a sejtbe csak biolumineszcenciaért felelds géneket
inszertaltak, melyek folyamatosan, konstitutivan irodnak at (8. abra). Ha egy anyag a sejtre

toxikus, a sejt altali fénykibocsatas csokken (ELDRIDGE ET AL., 2007).

Sejttoxikus
. vegyllet

\

\\ Sejtmag ) Mérgez6 anyag valtozast hoz létre
S (sejtfal, sejtmembran, e transzport

rendszer, emzimek, citoplazma alkotoi

- biolumineszcencia csokkenése

Lux gének allandé atirédasa

8. abra: A Saccharomyces cerevisiae BLYR teszt sematikus abraja (ELDRIDGE ET AL., 2007)
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4 Anyag és modszer

4.1 EIlé sejtekkel végzett AFB1 és ZEA biodegradaciojanak és
biodetoxifikacidjanak vizsgalata

Az AFBI ¢és a ZEA ¢I0 sejtekkel torténd vizsgalatara a kivalo katabolikus képességekkel
rendelkez6 Rhodococcus nemzetséget valasztottam. Tanszékiinkén — zajlott  korabbi
mikotoxinbonto kisérletekben (CSERHATIET AL., 2013, KRIFATON ET AL., 2011, KRIFATON ET AL.,
2013) a sz6ban forgd nemzetség tagjai kivald bontasi képességet mutattak, ezért munkam soran
teljes képet szerettem volna kapni arrdl, hogy a nemzetség tagjai, tipustorzsei koziil mely fajokra

¢s milyen kiilonbségekkel jellemzd a mikotoxinok biodegradacioja és biodetoxifikacidja.

4.1.1 Felhasznalt mikroszervezetek és mikotoxin torzsoldatok

A toxinok biodegradacios kisérleteiben a Rhodococcus tipustdrzsekbol — allo
torzsgyijtemény 42 tagjat alkalmaztam, melyek fajneveit, izolalasi helyét, szarmazasi adatait az

7. tablazat és a 4. szamu melléklet tartalmazza.

Az AFB1 (CAS-szam 1162-65-8, tisztasag: >98%) és a ZEA (CAS-szam: 17924-92-4,
tisztasag: >98%) toxinokat por formaban a Fermentek Kft-t6l (Izrael) szereztem be, majd
acetonban (CAS-szam: 67-64-1, tisztasag: a.r., Reanal Laborvegyszer Kft., Magyarorszag)

oldottam 1 mg/mL koncentracioban.
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7. tablazat: Aflatoxin B1 és zearalenon bontasi kisérletben alkalmazott Rhodococcus tipustorzsek és szarmazasuk

Fajok neve Torzsszamok Izolalas helye
R. aerolatus JCM 19485" Eszaki-sarkvidéki es6viz
R. aetherivorans JCM 143437 Petrokémiai bioreaktorbol szarmazoé iszap
R. agglutinans KCTC 39118' Talaj
R. antrifimi KCTC 29469" Denevér iiriilék
R. artemisiae DSM 45380" Gyogynovény
R. baikonurensis DSM 445877 Mir {irallomas
R. biphenylivorans KCTC 29673" PCB-szennyezett iiledék (Kina)
R. canchipurensis JCM 175787 Mészk6 lerako (India)
R. cerastii DSM 455797 Levél felszin
R. cercidiphylli DSM 451417 Levél felszin
R. coprophilus JCM 32007 Toviz és iszap (Anglia)
R. corynebacterioides JCM 33767 Levegd
R. defluvii DSM 45893" Szennyviz
R. enclensis DSM 456887 Tengeri iiledék (India)
R. erythropolis Jcm 32017 Talaj
R. fascians JCM 100027 Fodrosodott leveli cukorborso
R. globerulus JcMm 74727 Nincs adat
R. imtechensis JCM 132707 Novényvéddszerrel-szennyezett teriilet (India)
R. jostii JCM 11615" Kozépkori sirboltbol szarmazd emberi combesont
R. koreensis JCM 107437 Ipari szennyviz
R. kroppenstedtii JCM 130117 Hideg sivatag (Himalaja, India)
R. kunmingensis JCM 156267 Rizoszféra talaj (Kina)
R. kyotonensis JCM 232117 Talaj (Japan)
R. lactis DSM 456257 Iszap
R. maanshanensis JCM 113747 Talaj (Kina)
R. nanhaiensis DSM 45608" Tengeri iiledék
R. opacus JCM 97037 Talaj
R. percolatus JCM 100877 Iszap
R. phenolicus JCM 149147 Szennyviziszap kezel
R. pyridinivorans JCM 109407 Ipari szennyviz
R. gingshengii DSM 452227 Karbendazim-szennyezett talaj (Kina)
R. rhodnii JCM 32037 Rablépoloska
R. rhodochrous JCM 32027 Nincs adat
R. ruber JCM 32057 Nincs adat
R. soli JCM 196277 Talaj (Japan)
R. sovatensis H004" Heliotermikus t6 (Romania)
R. triatomae JCM 13396" Vérszivo poloska
R. trifolii DSM 455807 Levél felszin
R. tukisamuensis JCM 11308" Talaj (Japan)
R. wratislaviensis JCM 96897 Talaj
R. yunnanensis JCM 13366" Talaj (Kina)
R. zopfii JCM 99197 Bioreaktor
JCM Japan mikroorganizmusok gytijteménye (Japan Collection of Microorganisms)
DSM Német mikroorgaizmusok és sejtkulturak gyiijteménye

(Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen)

KCTC Koreai tipustorzsek gytijteménye (Korean Collection for Type Cultures)

Tipustorzs

4.1.2 A mikotoxin bontasi kisérletek osszeallitasa

A tipustorzseket -80°C-on torténd tarolast kovetéen LB (2. melléklet) agar lemezre

sz¢lesztettem, majd a lemezeket 28°C-on inkubéltam a telepek megjelenéséig. A folyékony

tenyészet készitéséhez egy tiszta telepet LB tapoldatba (30 mL) oltottam, majd a lombikokat 3
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napon keresztiil 28°C-on és 170 rpm-en termosztatban (Sartorius Stedim Certomat BS-1)
razattam. A harmadik napon az inokulum sejtslirliségét optikai denzitds (OD) alapjan
ellendriztem, majd a 600 nm hulldmhosszon mért abszorbancia értéket ODgnp=0,6+0,05-re
allitottam be spektrofotométerrel (Genesys 10S UV-VIS Spectrophotometer, Thermo-Fischer
Scientific). A beallitott sejtstiriségii inokulumbol 5 mL-t oltottam be 45 mL LB tapoldatba,
végiil mikotoxinnal kontaminaltam a kisérleti rendszereket. Az AFB1 esetében 3 pg/mL, a ZEA
esetében 1 pg/mL végkoncentracidt alkalmaztam. Minden bedllitdst hdrom parhuzamosban
készitettem el, melyek mellé toxinnal szennyezett, mikrobamentes kontrollt allitottam. A
biodegradacids kisérlet a korabbi kisérletek tapasztalatai alapjan az AFB1 esetében 3, mig a ZEA
esetében 7 napon keresztiil zajlott 28°C-on (170 rpm). A lombikokbol 24 éranként 1 mL mintat
vettem, melyeket 4°C-on 20 percig 14000 rpm-en centrifugaltam (Eppendorf 5810R), majd a

pellet és feliiltiszo frakciokat -20°C-on taroltam a tovabbi vizsgalatokig.

A biodegradaci6 hatékonysagara 6 kategoriat alakitottam ki. 20% alatt a biodegradaciot
elhanyagolhatonak tekintettem, 20-30% kozott gyenge, 30-50% kozott kozepes, 50% felett
megfeleld, 80% felet jo, 90% felett pedig kivald besorolast kapott az adott torzs.

4.1.3 Mikotoxin-koncentracié analitikai meghatarozasa

crer

Wessling Hungary Kft. fluoreszcens detektorral felszerelt ~ magasnyomasu
folyadékkromatograffal (HPLC-FLD) hatarozta meg. A mintaclokészités soran a harom
parhuzamos feliilisz0 mintait ultrahanggal homogenizaltak, amit az oszlop el6tti
szarmazekképzés kovetett 55°C-on 15 percen keresztiil. A toxinok elvalasztdsahoz Agilent 1100
tipusa HPLC késziiléket (Agilent Technologies) hasznaltak, amit Restek C18 oszloppal (150mm
X 4,6 mm X 5 um, Restek Corporation) volt felszerelve. A pelleten kotott toxin mennyiségének
maghatarozasahoz a mintael6készités els6 1épéseként 1 mL mintabol szarmazott pellet frakciot 1
mL metanollal extrahaltak, centrifugaltak (2700 g, 4 °C, 10 perc) (EL-NEzAMI ET AL., 2002),
majd az igy kapott feliiluszot vetették analitikai vizsgalat ala a fent emlitett paraméterek szerint.

Az alkalmazott protokoll és a mérések tovabbi paramétereit a 8. tablazatban foglaltam Gssze.
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s

AFBI mérés ZEA mérés

Mddszer | pnoAC 990.33 AOAC 985.18

Szarmazékkepzo . .
P Trifluorecetsav:ecetsav:desztillalt

reagens  viz (1:1:8) Metanol:desztillalt viz (1:1)

Eluens Viz:acetonitril:metanol (68:16:16) Viz:acetontiril (45:55)

Detektalas modja | glyoreszcens detektor Fluoreszcens detektor
Hullimhossz | Elnyelés: 365 nm Elnyelés: 274 nm
Emisszio: 440 nm Emisszio: 440 nm
Kimutatasi hatar | 1 \,g/mL 10 pg/mL

4.1.4 Biologiai hatasmérés

A bontasi kisérletbdl szarmazé mintdkat és a kontroll oldatokat bioldgiai
hataselemzésnek is alavetettem, hogy nyomon kovethessem a mikotoxinok és bomlastermékeik
karos hatasanak a valtozasat, illetve megsziinését. Az AFBI genotoxicitasat SOS-Chromo, a
ZEA 06sztrogénhatasat BLYES teszttel mértem.

4.1.4.1 SOS-Chromo teszt

A teszthez sziikséges reagenseket (SOS-ChromoTest™ Kit) az Environmental Bio-
Detection Products Inc. (Kanada) cégtdl szereztem be. A fagyasztva szaritott E. coli PQ37-es
torzset a tesztet megel6z6 napon 10 mL Casiton broth oldattal reaktivaltam (2. melléklet),
melyb6l 100 pL-t oltottam 10 mL tapoldatba, amit 37°C-on, sotétben inkubaltam 16-18 oran
keresztiil. A tesztet 96-lyukq, atlatszo alju mikrotiter lemezeken (uCIear® lemez, PS, Greiner
Bio-One Hungary Kft.) készitettem el, ahol pozitiv kontrollként az indirekt genotoxikus hatasu
AFB1-b6l és a 2-amino-antracénbdél (2AA), valamint a direkt genotoxikus hatasa 4-
nitroquinolin-1-oxidbol (ANQO) késziilt 1:2-es higitasi sort alkalmaztam. Negativ kontrollként a
higit6 oldatként alkalmazott 10%-os DMSO és 85%-os sooldat keverékét, valamint a bontési
kisérletbdl szdrmazd mintak kozegéiil szolgdldo LB tapoldatot hasznaltam. Az indirekt hatast
anyagok vizsgalatdhoz metabolikus aktivaldsra volt sziikség, melyet az Gn. S9 mix segitségével
végeztem el. Az S9 mix tartalmaz elézetesen genotoxikus anyaggal (Aroclor 1254) kezelt
patkanymaj kivonatot, ami alkalmas a genotoxikus anyagok metabolikus atalakitasara, valamint
a reakciohoz sziikséges egyéb vegyiileteket (S9 mix: KCI+MgCI2 oldat, 0,5 M gliikoz-6-foszfat
oldat, nikotinamid-dinukleotid-foszfat [NADP], Tris HCI puffer, desztillalt viz, patkanymaj
enzim-kivonat) is tartalmazza. A tesztszervezet , overnight” tenyészetének sejtstiriségének

beallitasa utan (ODgpo=0,05) S9 mixet tartalmazo, ill. nem tartalmazd baktérium-szuszpenziot
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készitettem a nem, ill. aktivalni kivant mintdk mérésére. A mintakbodl és a kontrollokbol harom
parhuzamosban 10-10 pL-t mértem ki. Az indirekt hatdsi genotoxinokhoz és a mintdkhoz 100
pL S9 mix-et tartalmazo baktérium-szuszpenziot adtam, a direkt hatasu pozitiv kontrollra az S9
mixet nem tartalmazd baktérium-szuszpenziot mértem. A lemezt 2 oran keresztiil 37°C-on
inkubaltam s6tétben mikrotiter lemezhez kialakitott termosztatban (Biosan PST-60HL-4,
Lengyelorszag). Ezt kdvetden a szubsztrat-mix mintakhoz valdé hozzaadasa kovetkezett, mely a
Blue Chromogene (X-gal) és p-nitrofenil-foszfat keverékét tartalmazta, melybdl szintén 100 pl-t
mértem a mintakra. Ezt 1,5 o6ras inkubacido kovette sotétben, 37°C-on. A szinreakcid
bekovetkezése utan a lemezt ELISA abszorbancia mérével (ELXx800 Absorbance Reader, BioTek
Instruments) 620 és 405 nm-es hullamhosszokon mértem. A kapott abszorbancia értékekbdl un.
indukcids faktort (IF) hataroztam meg az alabbi képlet alapjan (LEGAULT ET AL., 1996):

Indukcios faktor (l F) = (K405*M520)/(M405*K620),

ahol a K a negativ kontroll, az M a minta abszorbancia értékét jeloli az als¢ indexben feltiintetett

hullamhosszokon.

A mintdk IF értéke hatarozza meg a genotoxicitast, mely 1,5-nél kisebb érték esetén a

genotoxikus hatas megszlinését jelenti (QUILLARDET ET AL., 1982).

4142 BLYES/BLYR teszt

A teszthez a BLYES és BLYR torzseket 30 mL Growth médiumba (2. melléklet)
oltottam, melyekbdl 30°C-on ,,overnight” tenyészeteket készitettem. A felszaporitast kovetden a
tenyészet sejtstiriségét ODgop=1+0,05-re allitottam be. A tesztet 96-lyuku, fehér PS mikrotiter
lemezeken (Greiner Bio-One Hungary Kft.) végeztem. Az 6sztrogénhatas mérése soran pozitiv
kontrollként ZEA-bol metanollal (CAS-szam: 67-56-1, tisztasag: a.r., Reanal Laborvegyszer
Kft.) késziilt 1:2 higitasi sort alkalmaztam, negativ kontrollként pedig a tesztszervezetet, a
tesztszervezet €s olddszer (metanol) keverékét, valamint a testszervezet €s a bontasi kisérletbdl
szarmazd mintaknal alkalmazott tapoldat (LB) keverékét alkalmaztam. A mintakbol harom
parhuzamosban 20-20 pL-t mértem a lemezre, melyekhez, valamint a pozitiv és negativ
kontrollokhoz 200 pL beallitott sejtsiiriiségii tesztszervezetet adtam. Ezt kovetden a mikrotiter
lemezt 5 6ran keresztiil 30°C-on inkubaltam. Az id6 leteltével leolvastam a fénykibocsatast

VictorX luminométer (Perkin Elmer) segitségével.

A kapott biolumineszcencia értékekbdl a BLYES esetében az alabbi egyenlet alapjan

biolumineszcencia intenzifikaciot szamoltam (KRIFATON ET AL., 2013):

Biolumineszcencia intenzifikacié (%) = ([(K-M)/K]*100)*(-1),
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ahol a K a negativ kontroll, az M pedig a minta cps-ben (masodpercenként becsapddod

fotonszam) kifejezett biolumineszcencia értéke 5 6ras kontaktidonél.

A BLYR torzs esetében a fenti egyenlet reciprokabol biolumineszcencia gatlasi

szazalékot fejeztem ki.

4.1.5 Statisztikai értékelés

Az eredmények statisztikai vizsgalatdhoz a Microsoft Excel (Microsoft Office, USA) és a
Past 3 (HAMMER ET AL., 2001) szoftvereket hasznaltam. A feliiliszoban mért genotoxicitast
indukcids faktorban (IF), az Osztrogénhatast a biolumineszcencia intenzifikacid szézalékdban
ismételtem a kisérletben bedllitott hdrom parhuzamos mintara, igy az eredmények bemutatisa
hat mérési pont atlagdban tortént. Az analitikai eredmények hirom parhuzamos mérésébol
szarmazo atlagértékek. A ZEA-detoxifikacio sikerességének mérésére a kontrollhoz viszonyitott
szignifikans eltérés (p<0,05) meghatarozasahoz kétmintas t-tesztet hasznaltam. Genotoxicitas
értékelése soran azt a mintat tekintettem nem genotoxikusnak, ahol az IF szignifikansan Kisebb
volt az 1,5-6s hatarértéknél egymintas t-tesztet alkalmazva (QUILLARDET ET AL., 1982). Az
Osztrogénhatas valtozasat a kontrollhoz viszonyitott szignifikdns eltérés hatirozta meg. A
biologiai €s analitikai mérések kozotti Osszefiiggés igazolasara Spearman-féle rangkorrelaciot

alkalmaztam.

4.2 Baktériumok sejtmentes kivonataival végzett AFB1 és ZEA
biodegradacio és biodetoxifikacio vizsgalata

A Rhodococcus tipustorzsekkel végzett €16 sejtes kisérletek mellett, ismert AFBL1, ill.
ZEA-detoxifikacios tulajdonsaggal rendelkezé torzsek sejtmentes kivonatait is kisérletbe
vontam, hogy ellendrizzem azok hatékonysagat, tovabba azért, hogy a lebontasért felelds

enzimek természetét megismerjem a késobbi biotechnoldgiai felhasznalas céljabol.

4.2.1 Felhasznalt mikroszervezetek és mikotoxin torzsoldatok

A sejtmentes kisérletbe vont, ismert degradacios és detoxifikacios képességgel
rendelkezé (KRIFATON ET AL., 2011; KRIFATON ET AL., 2013) baktériumtorzsek a Szent Istvan

Egyetem Kornyezetbiztonsagi és Kornyezettoxikologiai Tanszék torzsgylijteményébe tartoznak.
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Az AFBI sejtmentes kivonatokkal végzett bontasi kisérletekben alkalmazott torzsek:
e Rhodococcus erythropolis NI1
e R.rhodochrous NI2

A ZEA sejtmentes kivonatokkal végzett bontasi kisérletekben alkalmazott térzsek:
e Gordonia paraffinivorans NZS6
e Pseudomonas pseudoalcaligenes FEH28
e Rhodococcus aetherivorans AK44

. erythropolis NI1

. globerulus N58

. pyridinivorans AK37

R

R

R

e R. pyridinivorans K402
R. pyridinivorans K404
R. pyridinivorans K408
R. ruber N361

e Streptomyces cavourensis K14

4.2.2 A sejtmentes kivonatok elkészitése és a bontasi kisérlet osszeallitasa

A -80°C-on tarolt torzseket LB agar lemezre szélesztettem, majd 28°C-on inkubaltam. A
telepek megjelenése utdn egy tiszta telepet oltottam 30 mL LB tapoldatba majd 28°C-on
szaporitottam harom napon keresztiil.

A sejtmentes kivonatok alkalmazasaval a bontasban résztvevd enzimek természetét
vizsgaltam, mely szerint két vizsgalati iranyt kiilonitettem el. Kisérletemben szerettem volna
felderiteni, hogy a toxinbontast végzd enzimeket kodold gének a sejt szaporoddsa soran
allanddan, vagyis konstitutivan irédnak at, vagy pedig a mikotoxin indukélja a génexpressziot,
melynek kovetkeztében megjelennek a bontdéenzimek. A masik vizsgdlati irany pedig arra
szolgalt, hogy megkiilonboztessem az extracellularis enzimek (i) degradacios képességét az
intracellularis enzimek (i) képességétdl. Az elsé (i) esetben a sejtet korilvevd térben
szubsztratként jelen levd toxin az extracelluldris térbe kivalasztott enzimekkel kapcsolodik,
addig a masik (ii) esetben a toxin a sejtbe diffundal és a citoplazmaban jelen 1év6 enzimek

bontjak le. Az emlitett irdnyok szerint a sejtmentes kivonatokat az alabbi mdédon készitettem el.
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I. Konstitutiv enzimek II. Indukalt enzimek
10 mL felszaporitott inokulumot oltottam 10 mL felszaporitott inokulumot
90 mL LB tapoldatba (2x100 mL), majd oltottam 90 mL, toxinnal kontaminalt
tovabbi inkubaltam 28°C-on 48 6ran at (1 pg/mL) LB tapoldatba (2x100 mL),

majd inkubaltam 28°C-on 48 6ran at

|:|'> I11. Extracellularis enzimek C'l__|

Felszaporitast kdvetéen az inokulumot centrifugaltam (20 perc, 4°C, 3220 g),
majd a feliilisz6t a pellettdl elvalasztottam és 0,2 pum pdrusatmérdji

membranszirdn atszurtem.

_> IV. Intracellularis enzimek C_
A folyékony tenyészet emlitett centrifugalasat kvetden a pellet frakciot foszfat
pufferrel (67 mM, pH=7) mostam at, majd ujra centrifugaltam a fentiekkel
megegyezd paraméterek kozott. Ezt a 1épést megismételtem, majd az atmosasra
hasznalt puffert a pelletrdl ledntdttem. A pellet tomegének megmérése utan Gjra
foszfat puffert mértem a sejtekre (1g pellet 3 mL pufferben felvéve). Ehhez a
szuszpenzidhoz cirkon (ZrSiO,) port adtam, majd ultrahangos sejtroncsolasnak
vetettem ala (Branson Digital Sonifier, Emerson Industrial Automation). Az
ultrahangos szonikalast 20% amplitadoval, 6*1 percig pulzaldé modban, jégen
végeztem el, hogy megakaddlyozzam a kozeg talheviilését. A roncsoldson
atesett baktérium szuszpenziot centrifugédltam, majd 0,2 um porusatmérdjii

membranszirdn atszirtem.

A sejtmentes bontasi kisérletek 1,5 mL térfogata mikro centrifugacsdvekben zajlottak,
ahol a vizsgélati irdnyok szerint a mintdkbol harom parhuzamost készitettem el, melyeket 1
ug/mL végkoncentracioban AFBL ill. ZEA toxinnal kontaminaltam. Az AFB1 bontasa soran az
extraktumok mellett kontrollként 1 pg/mL toxint tartalmazé foszfat puffert alkalmaztam, melyet
a kivonatokkal egyiitt inkubaltam. A ZEA bontasa sordn az elébbiektdl eltéré kontroll
alkalmazésara volt sziikség, melyet Ggy alakitottam ki, hogy a toxinnal kontaminalt kivonatok
mellett toxint nem tartalmazo kivonatot is Osszedllitottam, amit a teszt végén szintén
lefagyasztottam majd felolvasztottam, igy inaktivalva az enzimeket, majd a mérés eldtt a
korébban hasznalt torzsoldatbol mértem hozzd azonos mennyiségli ZEA-t. Erre a 1épésre azért
volt sziikség, hogy kikiiszoboljem a fénykibocsatasra eltérden hato kiilonbozd szinti kivonatok
altal okozott kiilonbséget. A torzsek eltérd szinli kivonatai az AFB1 mérése soran az

abszorbancia mérést nem befolyasoltadk, am a BLYES tesztben zavardak voltak. Ezt
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részletesebben az Eredmények fejezet 5.2.2.3. alfejeztében mutatom be. A jovObeli esetleges
takarmanyadalékként vald felhasznalhatosdg miatt az extraktumok hatékonysagat semleges
kémhatason és 37°C-on vizsgéltam és a kisérletet 6 oran keresztiil inkubaltam so6tétben. Az
AFBI1 esetében a kivonatok hatékonysagat enyhén Ilugos kémhatason (pH=7,5 ¢és 8) is
vizsgaltam. A kivonatokbol a nulladik és hatodik Oraban vettem mintat, melyeket -20°C-on
taroltam a tovabbi vizsgalatokig.

A degradacié enzimatikus mivoltanak az igazoldsara proteinaz K (CAS-szam: 39450-01-
6, Merck KGaA, Németorszag) + 1% natrium-dodecil-szulfat (SDS, CAS-szam: 151-21-3,
tisztasdg: 298,5%, Merck KGaA, Németorszag) keverékével torténd kezelést alkalmaztam. A
proteinaz K egy Tritirachium album gombabol izolalt protedz, mely erds proteolitikus
aktivitassal rendelkezik szamos fehérjére €s képes hidrolizalni a keratint is (EBELING ET AL.,
1974). A fenti tulajdonsidganak koszonhetéen a feltart enzimek emésztésére is alkalmas,
hatékonysagat SDS kiegészitéssel fokoztam. A kisérletben, a sejtfeltarast kovetden a
kivonatokhoz 1 mg/mL proteinaz K + 1% SDS keverékét adtam, majd 1 oran at 37°C-on
inkubaltam. A feltart enzimek emésztését kovetden a kivonatokat a toxinnal kontaminaltam (1
pg/mL végkoncentracidban) és a fentiekhez hasonldan 6 6ran keresztiil inkubaltam szintén 37°C-

on.

4.2.3 Fehérjekoncentraciéo meghatarozasa

A sejtmentes kivonatok detoxifikacios hatékonysaganak osszehasonlitasahoz sziikség volt
teszi, hogy egyrészt a kiilonb6z0 fajok, valamint az extra- €s intracelluldris, tovabba a konstitutiv
¢s indukalt kivonatok kozott kiilonbséget lehessen tenni. A vizsgalataim elsd iitemében, az AFB1
méréseknél Bradford mérésre volt lehetdség, késébb a ZEA-nal attértem a pontosabb Pierce 660

modszerre.

4.2.3.1 Bradford mérés

A régbta ismert Bradford-féle fehérjekoncentracidé meghatarozasi modszer alapja a
Coomassie Brilians Kék G-250 festék azon tulajdonsagan alapul, miszerint fehérjéhez kotdédve a
festék elnyelési maximuma 465 nm-rél 595 nm-re valtozik. A keletkezett kék szinli fehérje-
festék komplex spektrofotométerrel mérhetd 595 nm hullamhosszon (BRADFORD, 1976).

A meérés soran standard fehérjeként marha vérsavd albumint (BSA) hasznaltam, melybdl

0,125; 0,250; 0,500; 0,750; 1,000; 1,500; 2,000 mg/mL. Az ismert fehérjébdl és a mintabol 100
pL-t és 1 mL Coomassie reagenst (Sigma-Aldrich Co., USA) kevertem 0ssze. 2 perc varakozasi
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1d6t kovetden, mely alatt bekdvetkezik a festék fehérjékhez vald kotdédése, az abszorbanciat UV -
VIS spektrofotométerrel (Genesys 10S UV-VIS, Thermo Fisher Scientific Inc.) hataroztam meg.
A BSA higitasi sordnak koncentracios értékeihez tartozd abszorbancia értékeket grafikonon

abrazoltam, majd az egyenes egyenlete alapjan meghataroztam a mintaban taladlhato fehérjék

crcr

4.2.3.2 Pierce 660 nm fehérje teszt

Az jabb tipusu teszt szintén az elnyelési maximum megvaltozasan alapul, csak ebben az
esetben a polihidroxi-benzén-szulfoftalein festék és fémkomplex kotédik a fehérjékhez. A
komplex eredeti szine barna, mely 450 nm-en mérhetd. A fehérjekdtodést kdvetden a barna szin
zoldes-kékes szinre valtozik, ezaltal az abszorpcidos maximum pedig 660 nm-re ugrik. A Pierce
fehérje-meghatarozasi modszer linedrisabb Osszefliggést mutat, mint a fenti Bradford-féle teszt
(ANTHARAVALLY ET AL., 2009).

Ezesetben is BSA-t alkalmaztam, mint referenciafehérje, melybdl a fenti bekezdésben
leirt higitasi sort készitettem foszfat puffer segitségével. A mintabol és a BSA-bol 100 pL-hez
1,5 mL Pierce 660 nm fehérje teszt-reagenst kevertem (Thermo Fisher Scientific Inc.), majd 5
percet vartam a megkotodés bekdvetkeztére. A mintak 660 nm-en mért abszorbanciajat UV-VIS
spektrofotométerrel (Genesys 10S UV-VIS, Thermo Fisher Scientific Inc.) hatdroztam meg,

majd a BSA koncentracids és abszorbancia értékeibdl grafikon segitségével meghatdroztam az

c gy

4.2.4 Bioldégiai hatasmérés

Az AFBIl-tartalmi mintdk maradék genotoxicitasdnak meghatarozasat a kolorimetrikus
SOS-Chromo teszttel, a ZEA-t tartalmazé mintdk Osztrogénhatasanak detektalasat pedig
fénykibocsatason alapuldé BLYES teszttel végeztem. Az SOS-Chromo tesztet a 4.1.4.1., a
BLYES ¢és BLYR tesztet pedig a 4.1.4.2. alfejezetek szerint végeztem el. A citotoxicitas
értékelése soran a mintakat négy kategoriaba soroltam. <20% gyenge, 20-40% kozott kdzepes,

40-60% jelentds, >60% pedig erds citotoxikus hatas jelentkezett.

4.2.5 Mikotoxin-koncentracié analitikai meghatarozasa

Az AFBI1 sejtmentes kivonatokkal végzett lebontasa utani maradék mikotoxin-
koncentraciot a Wessling Hungary Kft. végezte HPLC-FLD modszerrel a 4.1.3. alfejezetben

foglaltak szerint.
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A ZEA sejtmentes kivonatokkal végzett biodegradacios kisérletbdl szarmazd mintakban a
Tanszék  munkatarsai  végezték  magasnyomasu  folyadékkromatograf és  tandem
tomegspektrométer (HPLC-MS/MS) 6sszekapcsolasaval. A mintael6készités soran a mintakat
izotop jelzett belsé sztenderddel (ISTD) kezelték (100 puL minta + 25 uLL ISTD), majd nitrogén
gaz alatt elparologtattik €s visszaoldottdk 50-50% A:B keverékébdl (A: viz + 5 mM ammonium-
acetat, 0,1% ecetsav; B: metanol, 5 mM ammoénium-acetat, 0,1% ecetsav) allé eluensben. A
kromatografias elvalasztas Agilent 1100 tipusi HPLC késziilékkel (Agilent Technologies)
tortént, melyben Agilent Zorbax (C18 3,5um, XDB-C18, 2,1 x 50mm) oszlopot alkalmaztak. Az
elokészitett mintabol 10 pL-t injektaltak a mozgod fazisba, mely a fentebb emlitett A:B eluenst
tartalmazta. Az aramlési sebesség 400 pL/min, a kolonna hémérséklete pedig 40°C volt. Az
alkalmazott tomegspektrométer tipusa a 3200 QTRAP LC/MS/MS rendszer (Applied
Biosystems) volt. A ZEA mérése negativ ionmddban, MRM {izemmodban tortént, ahol 1
anyaion ¢€s 2 leanyion alapjan azonositottak a célvegyiiletet. A ZEA esetében a kimutatasi hatar 2

ng/mL volt.

4.2.6 Statisztikai értékelés

Az eredmények statisztikai értékelését a 4.1.5 alfejezetben leirtak szerint végeztem. A
biologiai mérések értékelése soran két ismételt mérésbdl szdrmazd harom parhuzamos, azaz
Osszesen hat mérési pont atlagat vettem alapul, az analitikai vizsgalat soran pedig harom

parhuzamos mérése tortént meg. A szignifikans eltérést (p<0,05) t-tesztben hataroztam meg.
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5 Eredmények

5.1 Elé sejtekkel végzett AFB1 és ZEA biodegradacio és biodetoxifikacié
vizsgalati eredményei

5.1.1 Az AFBI1 biodegradacioja

A 3 napig zajlo AFBI bontasi kisérlet végén a feliiliszoban és a pelleten maradt toxin

A baktériumsejteken valo toxinmegkotddés ellendrzése azért nélkiilozhetetlen 1épés, mert
koncentraciocsokkenés esetében meg kell gy6zOodniink, hogy az valdoban a torzsek
esetében sem volt jelentds mértékii. A legmagasabb pelletrdl szarmazé toxinkoncentraciot (0,095
ng/mL) a R. ruber JCM 3205 torzs esetében mértem, mely a kiindulasi 3 pg/mL-nek alig 3%-a.
Ez az adszorpcid elenyészd, a tobbi torzsnél pedig ennél is kisebb mennyiségii AFB1 kotddott a
sejtfalnoz. Ennek tlikrében kijelenthetem, hogy a biodegradaciés hatékonysagot nem
befolyadsolta az adszorpcid jelensége, igy a toxin lebontasdnak mértékét a kontrollhoz
viszonyitott szdzalékos értékekkel fejeztem ki. Az SOS-Chromo tesztben kapott IF értékeket is
eldzetesen feltiintettem, am, hogy melyik torzsek voltak képesek a detoxifikaciora, azt a
degradacios potencial jellemzése utan ismertetem. Ezeket a szamszerti értékeket a 9. tablazatban
foglaltam Ossze.

A Rhodococcus tipustorzsek biodegradacios képessége igen széles skalan mozog (9.
tablazat). Ketté kozilik, a R. kunmingensis JCM 15626" és a R. jostii JCM 11615" torzsek
egyaltalan nem vagy elhanyagolhato mértékben voltak képesek az AFBI1-et bontani, ugyanis
vagy nem tortént csokkenés a kontrollhoz viszonyitva, vagy a mértéke 20% alatt maradt. Nyolc
torzs bontasi képessége gyenge (20-30%-0s) volt az eredmény alapjan. Ezzel szemben viszont
kozepesnél (>50%) nagyobb mértékii degradaciot figyeltem meg 14 tipustdrzsnél, ahol a
kiindulési koncentracio 50-80% kozotti mértékben csokkent. Ami ennél is lényegesebb, hogy a
vizsgalt torzsek kozel 2/3-a jo, 80%-nal nagyobb bontasi képességet mutatott és ezek koziil 18
esetében a biodegradacido mértéke meghaladta a 90%-ot is. Ezek a leghatékonyabb tipustorzsek a
kovetkezé fajokbol keriiltek ki, és novekvd bontdsi képesség alapjan a kovetkezok:
R. kyotonensis, R. percolatus, R. yunnanensis, R. imtechensis, R. erythropolis, R. tukisamuensis,
R. rhodnii, R. aerolatus, R. enclensis, R. lactis, R. trifolii, R. gingshengii, R. artemisiae,

R. baikonurensis, R. globerulus, R. kroppenstedstii, R. pyridinivorans és R. corynebacterioides.
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9. tablazat: Aflatoxin Bl biodegradacios kisérletébe vont Rhodococcus tipustorzsek bontasi képessége ¢és a
mintakban mért genotoxikus hatas

s AFB1 AFB1 . .
Genotoxicitas L g , ., Biodegradacios
Faj neve Torzs jele (IF) konse{ltrflcw koncentrac‘lo hatékonysag
3. nap a feliiluszéban a pelleten (%)
(ug/mL) (ug/mL)
AFB1 kontroll 4,43 +0,31 2,95+0,15 - -
R. kunmingensis JCM 15626" 4,39 +0,17 3,19+ 0,08 0,022 -8
R. jostii JCM 116157 4,01 +0,51 2,44 4+0,19 < 0,001 17
R. antrifimi KCTC 29469  3,67+0,18 2,05+0,18 0,064 31
R. ruber JCM 32057 3,97+0,31 1,93 +0,36 0,095 34
R. aetherivorans JCM 143437 4,12+0,33 1,91+ 0,01 0,078 35
R. coprophilus JCM 32007 4,15+0,40 1,87+0,08 0,011 37
R. zopfii JCM 99197 3,88 +£0,27 1,64 +0,79 0,062 44
R. triatomae JCM 133967 424 +0,52 1,63 £ 0,69 0,007 45
R. sovatensis HOo04" 4,55+ 0,57 1,60 + 0,09 0,003 46
R. opacus JCM 97037 3,35+0,26 1,55+0,11 0,024 48
R. soli JCM 196277 3,19+0,18 1,48 + 0,04 0,048 50
R. nanhaiensis DSM 45608" 3,32+0,13 1,37 +0,09 0,053 53
R. defluvii DSM 458937 3,30 £ 0,06 1,36+ 0,03 0,046 54
R. maanshanensis JCM 113747 3,25+0,36 1,30+0,14 0,026 56
R. koreensis JCM 107437 2,94 + 0,62 1,01 £ 0,61 0,024 66
R. rhodochrous JCM 32027 3,45+0,17 1,01 £0,05 0,020 66
R. fascians JCM 100027 2,80+ 0,22 0,63 +0,01 < 0,001 79
R. phenolicus JCM 149147 2,86+ 0,53 0,59 + 0,60 0,004 80
R. canchipurensis JCM 175787 2,68 + 0,29 0,55+ 0,07 0,009 81
R. cercidiphylli DSM 451417 2,68+ 0,22 0,57+ 0,17 0,012 81
R. wratislaviensis JCM 9689 2,30+0,12 0,52+ 0,08 < 0,001 82
R. cerastii DSM 455797 2,18+ 0,15 0,34+ 0,10 0,011 88
R. agglutinans KCTC 39118"  1,84+0,34 0,32+ 0,03 0,009 89
R. biphenylivorans KCTC 296737 2,00+ 0,20 0,31 +0,00 0,008 89
R. kyotonensis JCM 232117 1,70+ 0,14 0,23 +£0,01 0,004 92
R. percolatus JCM 100877 1,57+0,11 0,21 £0,03 < 0,001 93
R. yunnanensis JCM 13366" 2,03+0,25 0,15+0,07 < 0,001 95
R. imtechensis® JCM 132707 1,36+ 0,08 0,18 +£0,04 <0,001 94
R. erythropolis JCM 32017 1,26 + 0,13 0,15+0,01 <0,001 95
R. tukisamuensis® JCM 11308" 1,29+ 0,14 0,13+0,08 0,001 95
R. rhodnii* JCM 32037 1,26 + 0,14 0,10 + 0,07 0,030 97
R. aerolatus® JCM 194857 1,17 + 0,05 0,04 + 0,00 0,001 98
R. enclensis’ DSM 456887 1,10 + 0,09 0,05 + 0,00 0,001 98
R. lactis’ DSM 45625 1,16 + 0,11 0,07 + 0,01 0,003 98
R. trifolii* DSM 455807 1,13+ 0,12 0,06 + 0,01 0,003 98
R. gingshengii* DSM 452227 1,11+ 0,04 0,06 + 0,01 <0,001 98
R. artemisiae® DSM 453807 1,09 + 0,09 0,03+ 0,00 0,001 99
R. baikonurensis* DSM 445877 1,01+ 0,06 0,03+ 0,00 < 0,001 99
R. globerulus JCM 74727 0,96 + 0,04 0,02 + 0,00 < 0,001 99
R. kroppenstedtii* JCM 130117 1,06 + 0,02 0,02 + 0,00 < 0,001 99
R. pyridinivorans JCM 109407 0,99 + 0,07 0,02+ 0,00 < 0,001 99
R. corynebacterioides’  JCM 33767 1,00 + 0,03 0,01 + 0,00 < 0,001 100
Félkovér AFBI1 biodetoxifikacidjara képes torzsek (IF <1,5; p <0,05)
T Tipustorzs

1
.

Korabban nem bizonyitott AFB1 biodetoxifikacios képességgel rendelkezo torzsek
1 mL metanollal extrahalva
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A tipustorzsek AFBI1 toxint detoxifikalo tulajdonsagat SOS-Chromo teszttel vizsgaltam
¢s a hatast IF (indukcios faktor) értékben fejeztem ki. A torzsek feliiliszd mintdjaban a kisérlet
harom napja sordn mért genotoxicitds valtozasat a 9. abran tiintettem fel, ahol az IF=1,5 hatar
jelzi a genotoxicitds megsziinését. Az emlitett 18 torzs koziil, melyek 90% f616tti biodegradacios
hatékonysaggal rendelkeznek, a kisérlet végére 15 sziintette meg a toxin és bomlastermékei
genotoxikus hatdsat. A R. imtechensis JCM 13270", R. tukisamuensis JCM 11308, R.
erythropolis JCM 32017, R. rhodnii JCM 3203, R. globerulus JCM7472", R. gingshengii DSM
452227 R. artemisiae DSM45380", R. corynebacterioides JCM3376", R. pyridinivorans JCM
109407, R. baikonurensis DSM 44587", R. aerolatus JCM 19485', R. lactis DSM 45625, R.
trifolii DSM 45580" és R. kroppenstedtii JCM 130117 torzsek esetében 72 6ra utan, a R.
enclensis DSM 45688 jelolésti torzs esetében 48. 6ra utan nem volt genotoxikus hatas

kimutathato, hiszen az IF érték szignifikansan kisebb (p<0,05) volt, mint 1,5 (9. abra).

A biologiai ¢és analitikai mérések kozotti Osszefliggés vizsgalatait Spearman-féle
rangkorrelacios egyiitthatoval értékeltem. A statisztikai vizsgalat alapjan rs=0,968 és p=3,01E-53
volt, ami bizonyitja a pozitiv Osszefliggést az analitikai (HPLC-FLD) és a biologiai (SOS-
Chromo teszt) mérések kozott. Egy eset kiilonbozott a fentiektdl, ugyanis a R. yunnanensis JCM
13366 az egyik leghatékonyabban bont6 térzs volt 95% bontasi képességgel, mégsem volt

crer

bomlastermek(ek) keletkezése az AFB1 biodegradacidja soran.
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9. abra: Aflatoxin B1 biodegradacios kisérletbe vont Rhodococcus tipustorzsek feliiliszé mintainak genotoxikus hatasa SOS-Chromo teszttel meghatarozva. Az értékeket indukcios
faktorban fejeztem ki. A genotoxicitas megsziinését * jelzi (IF<1,5 [p<0,05])
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egyidejlileg képes 15 Rhodococcus tipustorzs a kovetkezo fajokhoz tartozik: R. erythropolis,
R. globerulus, R. pyridinivorans, valamint a R. aerolatus, R. artemisiae, R. baikonurensis,
R. corynebacterioides, R. enclensis, R. imtechensis, R. kroppenstedtii, R. lactis, R. gingshengii,
R. rhodnii, R. trifolii és R. tukisamuensis, amelyek detoxifikacios tulajdonsagat els6ként
bizonyitottam.

A R. erythropolis tipustorzs AFB1 bontasi képességét ESHELLI és mtsai (2015) is
vizsgaltak, akik eredményeimhez hasonlon 95%-os biodegradaciordl szamoltak be. Az altaluk
publikalt adatok alapjan a torzs olyan vegyliletekké alakitotta 4t a mikotoxint, melyek vélhetéen
a glikolizis és zsirsav metabolizmus sordn keletkez6 melléktermékek voltak. Munkdm soran a
metabolitok vizsgélatdra nem volt lehetéség, am bioldgiai hatdsmérésen alapuld eredményeim

megerdsitik, hogy az atalakulasi termékek nem rendelkeztek genotoxikus hatéssal.

A fenti eredményeket értékelve kijelenthetd, hogy a Rhodococcus nemzetség igen
valtozatos képet mutat AFB1 degradacios és detoxifikacios tulajdonsdguk tekintetében. A
tipustorzsek 16S rRNS szekvencidja alapjan felrajzolt torzsfa a 10. dbran lathat6, ahol vastaggal
hogy ezek a térzsek nem minden esetben allnak kozeli rokonsagi kapcsolatban, azonban tovabbi
vizsgélatokat igényel annak feltardsa, hogy milyen genetikai elemek felelések az AFBI1
torzsek filogenetikai pozicioja alapjan feltételezhetd, hogy az enzimtermelése nem, vagy nem
kizarolag kromoszoman kodolt, hanem mobilis genetikai elemek jatszhatnak a folyamatban

szerepet.
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60 | Rhodococcus cercidiphylli DSM 451417 (EU325542)
Rhodococcus fascians JCM 100027 (X79186)
Rhodococcus cerastiDSM 455797 (FR714842)
Rhodococcus yunnanensis JCM 133667 (AY602219)
Rhodococcus kyotonensis JCM 232117 (AB269261)
Rhodococcus sovatensis HO04" (KU189221)
Rhodococcus globerulus JCM 74727 (X80619)
Rhodococcus gingshengii DSM 452227 (DQ090961)
Rhodococcus degradans CCM 44467 (JQ776649)
Rhodococcus baikonurensis DSM 445877 (AB071951)
Rhodococcus erythropolis JCM 32017 (NR037024)
Rhodococcus nanhaiensis DSM 456087 (JN582175)
Rhodococcus maanshanensis JCM 113747 (AF416566)
Rhodococcus tukisamuensis JCM 113087 (AB067734)
Rhodococcus marinonascens JCM 62417 (X80617)
Rhodococcus jostii JCM 116157 (AB046357)
Rhodococcus percolatus JCM 100877 (X92114)
Rhodococcus opacus JCM 97037 (X80630)
Rhodococcus wratislaviensis JCM 96897 (Z37138)
Rhodococcus imtechensis JCM 132707 (AY525785)
Rhodococcus koreensis JCM 107437 (AF124342)
%9 Rhodococcus kroppenstedtii JCM 130117 (AY726605)
ﬁ‘_‘;mdococcus enclensis DSM 45688T (HQ858009)
Rhodococcus corynebacterioides JCM 33767 (X80615)
—— Rhodococcus trifolii DSM 455807 (FR714843)
Rhodococcus triatomae JCM 133967 (AJ854055)
Rhodococcus canchipurensis JCM 175787 (JN164649)
99 ,— Rhodococcus aetherivorans JCM 143437 (AF447391)
54 Rhodococcusruber JCM 32057 (X80625)
_,— Rhodococcus rhodnii JCM 32037 (X80621)
Rhodococcus aerolatus JCM 194857 (KM044053)
54 — Rhodococcus phenolicus JCM 149147 (AY533293)
Rhodococcus zopfii JCM 99197 (X81934)
Rhodococcus coprophilus JCM 32007 (X80626)
— Rhodococcusrhodochrous JCM 32027 (X79288)
|— Rhodococcus pyridinivorans JCM 109407 (AF173005)
] = Rhodococcus artemisiae DSM 453807 (GU367155)
Rhodococcus gordoniae W4937T(AY233201)
57| | Rhodococcus biphenylivorans KCTC 296737 (KJ546454)
94 Rhodococcus lactis DSM 456257 (KP342300)
7 — Rhodococcus antrifimi KCTC 294697 (LN367321)
Rhodococcus kunmingensis JCM 15626 (DQ997045)
Rhodococcus agglutinans KCTC 391187 (KP232908)
Rhodococcus soli JCM 196277 (KJ939314)
- Rhodococcus hoagii DSM 202957 (X82052)
'— Rhodococcus defluvii DSM 458937 (KC788572)
— Nocardia farcinica ATCC 33187 (Z36936)
a3 Ij Nocardia asteroides DSM 437577 (AF430019)
9 Nocardia cyriacigeorgica DSM 444847 (AF430027)
I— Micromonospora halophytica DSM 431717 (X92601)

100 |_L— Micromonospora chalcea DSM 430267 (X92594)
88 - Micromonospora humi P0402T (GU459068)
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0,01

10. abra: A Rhodococcus torzsek filogenetikai kapcsolatat mutatd, 16S rRNS génszekvencian alapulé maximum-
likelihood fa. Az AFB1-biodetoxifikacios tulajdonsaggal rendelkez6 torzseket félkovér betiitipus kiilonbozteti meg.
A topologia pontossaga 1000 ismétlésen alapuld bootstrap analizisen nyugszik, és az 50% feletti értékek vannak
jelolve (Mega 6).
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5.1.2 A ZEA biodegradacidja

A Rhodococcus tipustorzsekkel végzett ZEA biodegradacios kisérlet 7 napon keresztiil
zajlott. A mintak osztrogénhatasanak vizsgalatat a BLYES tesztszervezettel végeztem, valamint
a tényleges hatas detektalasahoz az esetleges citotoxicitast is ellenériztem a BLYR torzzsel. Az
utobbi torzs esetében a sejttoxicitast a fénykibocsatas csokkenése jelzi, mely egyik mintaban sem
volt detektalhatd, vagyis toxikus hatds nem Iépett fel a vizsgalt torzsek esetében. Ennek tiikrében
a BLYES tesztszervezettel kimutatott dsztrogénhatds, ill. annak hianya ténylegesen a ZEA és
bomlastermékeinek hormonhatasat tiikrozi. A tipustorzsek esetében mért biolumineszcencia
intenzifikacidos (BI1%) értékek a 10. tabldzatban lathatok, ahol az intenzifikacid mértéke az
Osztrogénhatas mértékével aranyos. A biodetoxifikacid sikerességét aszerint hatdroztam meg,
hogy a kisérlet végén, azaz a 7. napon kapott BI% hogyan valtozott a kiindulasi intezifikdcidhoz

képest.

59



10.14751/SZIE.2019.040

10. tablazat: Zearalenon biodegradacids kisérletbe vont Rhodococcus tipustorzsek feliilliszé mintdiban mért
biolumineszcencia intenzifikacid, mely az Gsztrogénhatassal egyenesen aranyos

Biolumineszcencia intenzifikacio (%)

Faj Torzs
0. nap 7. nap
ZEA Kkontroll 880 +4.60 784 £4.72
R. fascians JCM 10002 928 +2.63 1100* + 0.76
R. aetherivorans JCM 143437 988 £2.13 1090* £ 1.63
R. kunmingensis JCM 15626" 949 + 4.00 1083 + 12.69
R. gingshengii DSM 452227 949 £ 427 1048 £ 5.67
R. cerastii DSM 455797 840 +£2.74 1039* +2.00
R. kroppenstedtii JCM 130117 969 +1.72 1035% +2.96
R. globerulus JCM 74727 948 + 1.62 1030 + 5.96
R. phenolicus JCM 149147 922 +2.24 1029* +5.17
R. maanshanensis JCM 113747 948 + 3.81 1026 + 3.12
R. erythropolis JCM 32017 943 +2.45 1020* £2.91
R. canchipurensis JCM 175787 816+£0.84 1009* £+ 6.93
R. triatomae JCM 133967 946 + 0.67 1004* +1.45
R. tukisamuensis JCM 113087 967 + 4.56 1000 = 1.49
R. wratislaviensis JCM 9689 949 +0.71 993 +3.55
R. corynebacterioides JCM 33767 942 £ 2.46 993* £ 1.30
R. ruber JCM 32057 957 +3.49 991 +3.86
R. biphenylvorans KCTC 296737 954 + 0.66 976 £ 1.20
R. baikonurensis DSM 445877 903 +1.37 969 + 3.69
R. coprophilus JCM 32007 897 +3.33 968" +0.71
R. cercidiphylli DSM 451417 825 £3.21 965*% +£0.37
R. zopfii JCM 99197 914 +3.49 942 + 4.78
R. imtechensis JCM 132707 967 + 3.84 941 +0.90
R. sovatensis HO004" 871 £2.37 935% £ 0.79
R. rhodochrous JCM 32027 878 £2.76 931 +3.59
R. aerolatus JCM 194857 900 + 0.85 921* +0.50
R. pyridinivorans JCM 109407 948 + 2.85 915+ 8.44
R. artemisiae DSM 453807 819 +1.28 869* +2.71
R. enclensis DSM 456887 827 +2.49 859 +£1.48
R. kyotonensis JCM 232117 924 +2.35 853* +1.53
R. soli JCM 196277 899 +£0.11 822* + 0.89
R. agglutinans KCTC 39118" 913 £0.61 806* = 0.93
R. antrifimi KCTC 29469" 866 +2.04 783* + 1.11
R. rhodnii JCM 32037 891 +4.15 771%+1.87
R. koreensis JCM 107437 948 +3.28 766* + 9.46
R. jostii JCM 11615" 896 + 3.07 759% £2.07
R. yunnanensis JCM 13366" 914 +4.07 740* + 5.54
R. opacus JCM 97037 917+ 1.19 722% +2.58
R. nanhaiensis DSM 456087 828 +4.37 716* + 1.99
R. defluvii DSM 458937 802 +3.32 704% +2.14
R. trifolii DSM 455807 803 +3.03 623* + 1.80
R. lactis DSM 456257 835 +£2.63 611*+6.10
R. percolatus® JCM 100877 902 + 4.41 256* + 4.02

Félkovér >70% Osztrogénhatas csdkkenés

* A nulladik naprdl szarmazoé mintaban mért biolumineszcencia
intenzifikaciohoz viszonyitott szignifikans (p<0,05) valtozas

1

torzsek

60

Korabban nem bizonyitott ZEA biodetoxifikacios képességgel rendelkezd



10.14751/SZIE.2019.040

Néhany tipustorzs (R. fascians, R. aetherivorans, R. cerastii, R. kroppenstedtii, R.
phenolicus, R. erythropolis, R. canchipurensis, R. triatomae, R. corynebacterioides, R.
coprophilus, R. cercidiphylli, R. sovatensis, R. aerolatus, R. artemisiae) esetében a toxin
bontasat kovetden szignifikans (p<0,05) B1% novekedés volt tapasztalhato a kiindulasi értékhez
képest, melynek oka vélhetéen a ZEA erésebb Gsztrogénhatassal rendelkez6 metabolitjainak (o-
ZOL és a-ZAL) megjelenése lehet (10. tablazat). 13 torzs, a R. kyotonensis JCM 232117, R. soli
JCM 196277, R. agglutinans KCTC 391187, R. antrifimi KCTC 29469, R. rhodnii JCM 3203,
R. koreensis JCM 10743", R. jostii JCM 11605', R. yunnanensis JCM 13366', R. opacus JCM
9703", R. nanhaiensis DSM 45608, R. defluvii DSM 45893", R. trifolii DSM 455807, R. lactis
DSM 45625 esetében szignifikans (p<0,05), 4m a gyakorlati felhasznalds szempontjabol igen
kismértéki BI% csokkentést figyeltem meg. A 42 vizsgalt torzs koziil csak egy, a R. percolatus
JCM 10087 torzs volt képes az osztrogénhatast nagyobb mértékben csokkenteni, melyet a BI%
70%-0s csokkenése jelez. A torzs feliiliszé mintdiban mért dsztrogénhatds mértékének 7 napon
keresztiil mért értékeit a 11. tablazatban tiintettem fel. Ahogy az a tablazatbol is lathato, JCM
100877 tdrzs mar a 2. napon képes volt szignifikins mértékben csokkenteni a ZEA
Osztrogénhatasat a kontrollhoz viszonyitva, és a kozel 70%-os biolumineszcencia csokkenés
(740%-161 224%-ra) a 6. napra kovetkezett be, mely tovabb mar nem csokkent.

11. tablazat: Rhodococcus percolatus JCM 10087" zearalenon bontasi kisérletb8l szarmazo feliiliiszd mintak

biolumineszcencia intenzifikacids értékei, melyek a minta Osztrogénhatdsat jelzik. A kontrollhoz viszonyitott
szignifikans cs6kkenést * jeloli (p<0,05).

Biolumineszcencia intenzifikacié (%)

R. percolatus

ZEA kontroll JCM 100877
0. nap 880 =+ 4,60 902 + 4,41
1. nap 966 = 1,55 1037 £ 5,56
2. nap 951 +2,07 723* £8,68
3. nap 903 +1,23 496* + 592
4. nap 838 +4,32 381* £2,69
5. nap 826 + 4,44 318* +6,02
6. nap 740 + 4,42 224* + 4,73
7. nap 784 4,72 256% + 4,02

A legtobb torzs detoxifikdcidos hatékonysaganak hianya miatt analitikai toxin
meghatarozast csak a JCM 100877 térzs mintéi esetében végeztliink. A HPLC-FLD mérés soran a
mintabol 0,053 pg/mL ZEA-t mutattunk ki, ami az 1,171 pg/mL kontrollhoz képest 95%-0s

degradaciot jelent. A tdorzs esetében a lebontdst igazolja, hogy a pelleten kotott ZEA
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koncentracigja 0,014 pg/mL volt, igy az ténylegesen a sejt metabolikus aktivitdsanak

koszonhetd, nem pedig a sejtfalon torténd adszorpcidonak.

Osszefoglalva a fenti eredményeket, a 42 vizsgalt Rhodococcus tipustdrzs koziil csak a R.
percolatus JCM 10087 tudta a ZEA $sztrogénhatasat 70%-kal csokkenteni és a toxint szinte
teljes mértékben lebontani. A faj ZEA-bontd és Osztrogénhatast csokkentd tulajdonsagarol

els6ként szamoltam be.

Uj tudomanyos eredmények

I. tézis (Az 5.1.1 alfejezetben ismertetett eredmények alapjan): A 42 Rhodococcus
nemzetséghez tartozo tipustorzs vizsgalata soran eldszor irtam le a nemzetségen beliil valtozatos
filogenetikai elhelyezkedésti R. imtechensis, R. tukisamuensis, R. rhodnii, R. aerolatus, R.
enclensis, R. lactis, R. trifolii, R. gingshengii, R. artemisiae, R. baikonurensis, R. kroppenstedtii
¢s R. corynebacterioides fajok esetében aflatoxin Bl mikotoxint bonté és detoxifikald

képességet.

II. tézis (Az 5.1.2 alfejezetben ismertetett eredmények alapjan): A 42 Rhodococcus
nemzetséghez tartozo tipustorzs vizsgalata soran el6szor bizonyitottam a R. percolatus faj
zearalenon mikotoxint bonté képességét: a R. percolatus JCM 10087 térzs a toxin 95%-nak

eliminalasa mellett az 6sztrogénhatas 70%-os csokkentésére is képes volt.

Az L. és 11. tézis eredményeit az alabbi publikacioban adtuk kozre:

Risa A., Krifaton Cs., Kukolya J., Kriszt B., Cserhati M., Tancsics A. (2018): Aflatoxin B1 and
zearalenone-detoxifying profile of Rhodococcus type strains. Current Microbiology, 75:907-917.
IF: 1,373; Q2

5.2 Baktériumok sejtmentes kivonataival végzett AFB1 és ZEA
biodegradacio és biodetoxifikacio vizsgalata

A tipustorzseket érintd vizsgalatokkal parhuzamosan, az AFB1 ¢és ZEA

crer

¢lo sejtekkel végzett kisérletekben a Tanszékiink munkatarsai kordbban beszamoltak (KRIFATON

ETAL., 2011; KRIFATON ET AL., 2013).
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5.2.1 AFBI detoxifikaciéja Rhodococcus torzsek sejtmentes kivonataival

Az AFBI sejtmentes lebontasara a Rhodococcus erythropolis NI1 és a R. rhodochrous
NI2 torzset alkalmaztam. A tanszékiinkon zajlott korabbi vizsgalatokban a szoban forgd torzsek
(KRIFATON ET AL., 2011). A sejtmentes vizsgalat célja az volt, hogy megismerjem a bontasban
résztvevd enzimek természetét, miszerint sejten beliil végzik a lebontast, vagy pedig
kivalasztddnak a sejten kiviili extracellularis térbe. Vizsgaltam tovabba, hogy ezen enzimek

konstitutivan vagy a toxin altal indukalva termelddnek.

5.2.1.1 Fehérjekoncentricio meghatarozasa

A sejtmentes kivonatokban 1évd fehérjekoncentraciot Bradford-modszerrel hatdroztam
meg, ahol az ismeretlen fehérjéket a BSA-hoz hasonlitottam.

Az extracellularis kivonatokban mért érték kevesebb volt, mint a sztenderd (BSA) sor
legkisebb értéke, azaz ezeknek az extraktumoknak a fehérje tartalma <0,025 mg/mL volt. Az
intracellularis kivonatok fehérjekoncentracid értékei a 12. tdblazatban szerepelnek a két torzs
(NIT ¢és NI2) konstitutiv és indukalt kivonatai szerint elkiilonitve. Az értékek kozott
elhanyagolhato kiilonbséget tapasztaltam, a fehérjekoncentracié a kivonatokban 6 mg/mL koriil
volt. A feltart fehérjék mennyisége feltételezhetéen elegendd a toxin bontasahoz, hiszen mas
szerzok adatai szerint, a R. erythropolis DSM14303 és a Mycobacterium fluorantherivorans sp.
nov. DSM 44556" torzsek intracellularis kivonataiban mért 3,4 illetve 3,8 mg/mL
fehérjekoncentraciot mértek, és a kivonatokkal 2,5 ug/mL AFBI1-t kezelve 90%-os csokkentését
érték el (TENIOLA ET AL., 2005).

12. tablazat: Rhodococcus erythropolis NI1 és R. rhodochrous NI2 intracellularis kivonataiban mért
fehérjekoncentracid

Intracelluléris kivonat
Konstitutiv fehérjék Indukalt fehérjék

Fehérje-koncentracio

[mg/mL] [mg/mL]
R. erythropolis NI1 6,09 + 0,29 6,52 + 0,50
R. rhodochrous NI2 5,95+ 0,34 5,88 £0,98
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5.2.1.2 A sejtmentes kivonatok biodetoxifikacios hatékonysaga

A bontasi kisérlet kezdeti (0. 6ra) és végpontjaban (6. 6ra) vett mintdk genotoxicitasat
SOS-Chromo teszttel indukcios faktorban kifejezve hataroztam meg, melyek a 13. tablazatban
lathatoak. BiodetoxifikacO, azaz a genotoxicitas megsziinése abban az esetben kovetkezett be,
amikor az IF szignifikdnsan kisebb volt, mint 1,5 (p<0,05).

Az NI1 és NI2 torzsek extracellularis kivonatainak esetében sem a konstitutiv, sem az
indukalt extraktumok nem tudtdk a genotoxicitast csokkenteni a mintdkban. A kivonatokban
mért IF értékek 2,49 ¢és 2,95 kozott mozogtak, mely a kontrollhoz (atlag IF=2,61) viszonyitva
szignifikansan (p<0,05) nem kiilonbozott, igy biodetoxifikaciordl az extracellularis kivonatok
esetében nem beszélhetiink. Ennek oka lehet az extracelluldris kivonatokban mért alacsony
fehérjekoncentracio (<0,025 mg/mL), mely koncentralassal talan hatékonyabba tehetd, vagy az,
hogy e torzsek esetében a bontasért felelds enzimek nem extracellularisan termelddnek.

Az extracellularis kivonatokkal szemben az intracellularis kivonatok sokkal
hatékonyabbnak bizonyultak. A kisérlet végére (6. oOra) minden mintdban megszint a
gyorsasaga a kiilonboz6 mintdkban eltérd volt. Az NI1 konstitutiv, valamint az NI2 konstitutiv és
indukalt mintdiban nagymértékii genotoxicitas-csokkenés tortént mar az els§ mintavételt
megeldzden, a 6. 6rdban pedig nem detektaltam egyik extraktumban sem genotoxicitast. Az NI1
indukalt extraktumara fontos felhivni a figyelmet, hiszen ebben a mintdban a detoxifikdcié mar
az elsé mintavételt megeldzden bekdvetkezett (IF=1,19; p<0,05).

Egy enzimalapli takarméanyadalék esetében — mely az allat bélcsatorndjaban képes a
kémhatas. Az enzimaktivitds 40°C-ig novelhetd, ezért a gyakorlati felhasznélas céljabol a
testhdmeérsékletnek megfeleld 37°C-ot valasztottam, valamint a gasztrointesztinalis traktusban
uralkodd enyhén lugos kémhatas miatt vizsgaltam az intracelluldris kivonatok pH-toleranciajat
¢és detoxifikacios hatékonysagat pH=7,5 ¢és 8 kémhatason is. Az NI1 és NI2 indukalt enzimjei
pH=7,5 kémhatason azonnali detoxifikaciot végeztek, melynél mindkét esetben IF=1,39 értéket
mértem (p<0,05). A konstitutiv enzimek ezt az eredményt a 6. orara tudtak elérni (p<0,05). A
kivonatok pH=8 kémbhatason vald vizsgalata soran csak az NIl indukalt extraktuméban sziint
meg a genotoxicitas azonnal (IF=1,40; p<0,05), és bar ennél a magasabb pH értéknél hosszabb
idére volt sziikség a tobbi mintaban a detoxifikacié bekovetkezéséhez, a kisérlet 6 oOrés
id6tartaméanak végére a detoxifikaci6 pH=8 értéknél is minden mintdban bekdvetkezett. Az
eredmények azt tiikrozik, hogy mivel minden beallitasnal detoxifikacio tortént, az enzimek

stabilak a bedllitott pH-tartomanyon beliil.
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13. tablazat: Rhodococcus erythropolis NI1 és R. rhodochrous NI2 sejtmentes kivonatainak aflatoxin B1-bontasbol szarmazd mintaiban detektalt genotoxikus hatas SOS-Chromo

teszttel mérve.

Extracellularis kivonat Intracellularis kivonat
pH7 pH7 pH7.5 pH 8

Konstitutiv Indukalt Konstitutiv Indukalt Konstitutiv Indukalt Konstitutiv Indukalt
I oh 6h oh 6h oh 6h oh 6h oh 6h oh 6h oh 6h oh 6h
AFB1 kontroll 2,6140,09 2,59+0,25 2,50+0,10 2,73+0,08 | 2,61+0,14 2,38+0,07 2,61+0,14 2,55+0,07 2,29+0,24 2,22+0,34 2,29+0,24 2,22+0,34 2,15+0,08 2,12+0,08 2,15+0,08 2,12+0,08
R. erythropolis
NI1 2,49+0,02 2,50+0,03 2,91+0,07 2,82+0,03 | 1,49+0,32 0,95+0,15 1,19+0,14 1,12+0,09 1,83+0,09 1,24+0,06 1,39+0,08 1,14+0,11 1,87+0,06 1,26+0,15 1,40+0,06 1,21+0,08
R. rhodochrous
NI2 2,45+0,12 2,51+0,02 2,76+£0,02 2,95+0,04 | 1,35+0,26 1,00+0,26 1,33+0,29 0,95+0,03 1,54+0,10 1,22+0,19 1,39+0,06 1,31+0,12 1,63+0,06 1,14+0,07 1,52+0,03 1,28+0,10

Erds genotoxicitas (IF > 2,0)
Csokkent genotoxicitas (1,5 < IF < 2,0 vagy IF szignifikansan nem kiilonbézik 1,5-t61)
Nincs genotoxicitas (IF szignifikansan kisebb 1,5 [p<0,05])
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5.2.1.3 A sejtmentes kivonatokban mért AFB1-koncentracio

A semleges kémhatason végzett kisérletben résztvevo kivonatok toxintartalma, azaz a
biodegradacids hatékonysag ellendrzése analitikai modszerrel (HPLC-FLD) tortént. A pontos
koncentracio értékek a 14. tablazatban lathatdak. Minden intracellularis kivonat esetében 80%-
nal magasabb biodegradacios hatékonysagot mértiink az AFB1 kontrollhoz viszonyitva. Az NI2
torzs indukalt és konstitutiv intracelluldris kivonatainak bontasi hatékonysdga megegyezett, a
degradaci6 mértéke mindkét esetben 84% volt. Az NII intracelluldris kivonatai kozott sem
kaptam jelent6s kiillonbséget, a konstitutiv intracellularis kivonatban kevesebb, mint 0,01 pg/mL
AFB1-t mértiink, ami magasabb, azaz 91%-os eliminacionak felel meg, mig az NII1
intracellularis indukalt extraktumaban 84%-os degradaciod tortént.

Annak érdekében, hogy bizonyitsam a degradacid enzimatikus voltat, a két torzs
intarcellularis kivonatait proteindz K és 1% SDS keverékével kezeltem. A kezelés utan az
analitikai vizsgalat nem, ill. elhanyagolhaté mértékii toxincsdkkenést mutatott a kontrollhoz
képest az extraktumokban. A kezelés inaktivalta a bontasért felelds enzimeket, mely bizonyitja,

hogy a kezeletlen kivonatokban enzimatikus degradacio kovetkezett be.

14. tablazat: Rhodococcus erythropolis NI1 és R. rhodochrous NI2 aflatoxin B1 bontasi kisérletbe vont kezeletlen
és proteindz K + SDS kezelésen atesett intracellularis kivonataiban mért AFB1 koncentracioja HPLC-FLD
modszerrel meghatarozva.

AFBI1 koncentraciéja  Degradacidés potencial

[ug/mL] [%]
AFB1 kontroll 1,043 + 0,04 -
E_. erythropolis NI1 konstitutiv intracellularis 0,096 + 0,01 91 %
Ivonata
E-. erythropolis NI1 indukalt intracellularis 0,169 + 0,01 84 %
Ivonata
R_. rhodochrous NI2 konstitutiv intracellularis 0,171 + 0,01 84 %
kivonata
R. erythropolis NI2 indukalt intracellularis 0,167 = 0,00 84 %
kivonata
AFB1 kontroll + proteinaz K + SDS 0,986 + 0,11 -
R. erythropolis NI1 konstitutiv intracellularis 0
kivonata + proteinaz K + SDS 0,887+ 0,06 10%
R. rhodochrous NI2 konstitutiv intracellularis 1,002 + 0,15 0%

kivonata + proteinaz K + SDS

Mas szerzOk altal publikalt adatokhoz viszonyitva eredményeimnek gyakorlati

jelentdsége nagy lehet, hiszen a detoxifikacid mas, korabban leirt sejtmentes kivonatok esetében
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jelentdsen lassabban kovetkezett be. Példaul a R. erythropolis DSM 14303 t6rzs intracellularis
kivonataval, bar 1,75 pg/mL AFB1 90%-os degradacidjat érték el, de ehhez 72 orara volt
szlikség (TENIOLA ET AL., 2005). Egy évvel késébbi publikacid szerint ugyanennek a térzsnek az
extracellularis kivonata az emlitett koncentracioban alkalmazott toxin genotoxicitasanak
megsziintetésére is alkalmas volt, de szintén csak 72 ora elteltével (ALBERTS ET AL., 2006).
Stenotrophomonas, Bacillus és Pseudomonas torzsek extracellularis extraktumai 72 o6ra utan
AL., 2008; GAO ET AL., 2011; SANGARE ET AL., 2014). B. licheniformis CFR1 t6rzs enzimatikus
detoxifikaciot 24 ora alatt végzett, ahol 500 ng/mL-es AFB1 koncentraciot alkalmaztak (RAKSHA
RAO ET AL., 2017). ADEBO ¢és mtsai altal publikalt eredmények alapjan Pseudomonas
anguilliseptica, P. fluorescens, Staphylococcus sp., Staphylococcus warneri, Sporosarcina sp. és
Lysinibacillus fusiformis intracellularis kivonatait alkalmazva proteaz-inhibitor jelenlétében 12
ora elteltével a kiindulasi 500 ng/mL AFB1 nem volt kimutathat6, a citotoxikus hatas
csOkkenését bizonyitottdk, &m a maradékanyagok genotoxikus hatdsat nem ellenérizték (ADEBO
ET AL., 2016a; ADEBO ET AL., 2016b). A szakirodalmi adatok szerint ezidaig csak gombakbol
(Armillariella tabescens, Trametes verscolor, Pheniophora sp., Pleurotus ostreatus, P.
pulmonarius, Phanerochaete sordida) és egy baktériumfajbol (Myxococcus fulvus) sikeriilt
AFB1 bontasra képest enzimet izolalni (LIU ET AL., 2001; ZHAO ET AL., 2010).

Uj tudoményos eredmény

III. tézis (Az 5.2.1 alfejezetben ismertetett eredmények alapjan): A Rhodococcus
erythropolis NI1 és a R. rhodochrous NI2 torzsek az aflatoxin Bl lebontasat konstitutivan
termelddd intracellularis enzimekkel végzik, melyek a toxin tobb mint 80%-anak lebontasat, és a
genotoxikus hatds megsziintetését 6 Oran beliil elvégzik. Vizsgéalataim igazoltdk, hogy az

enzimek aktivak pH=7-8 kozott.
A II1. tézis eredményeit az alabbi publikacioban adtuk kozre:

Risa A., Divinyi D.M., Baka E., Krifaton Cs. (2017): Aflatoxin B1 detoxification by cell-free
extracts of Rhodococcus strains. Acta Microbiologica et Immunologica Hungarica, 64(4):423-
438 p. IF=1,107; Q3

5.2.2 ZEA detoxifikacioja sejtmentes kivonatokkal

A ZEA sejtmentes kivonatokkal végzett lebontisara ismert ZEA-bontd képességgel

rendelkez6 torzseket alkalmaztam (KRIFATON ET AL., 2013), melyek a Rhodococcus, Gordonia,
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Pseudomonas és Streptomyces nemzetségekhez tartoztak. Kisérletemben arra kerestem a valaszt,
hogy a sejtmentes kivonatok képesek-e a toxin lebontasara €s Osztrogénhatasanak csokkentésére,
valamint az d4talakitdsi folyamatban résztvevd enzimek extra- vagy intracellularisak, ill.

konstitutivan vagy indukaltan termelddnek.

5.2.2.1 Fehérjekoncentracié meghatarozasa

A ZEA Dbontasara hasznalt sejtmentes kivonatok esetében elsoként azok
soran a fehérjekoncentraciot Bradford modszerrel ellendriztem, a ZEA esetében Pierce 660 nm
modszert valasztottam, mert az utobbi moddszer az el6z6hoz képest linearisabb Osszefliggést
mutat, igy pontosabb mérést tesz lehetdvé. Az extracelluldris kivonatokban 1évd fehérjék
mennyisége nem érte el a kimutatdsi hatart (0,025 mg/mL), igy a 15. tablazatban csak az
intracellularis fehérjék koncentracios értékeit tiintettem fel.

15. tablazat: Zearalenon biodegradacios kisérletben vont torzsek intracellularis kivonataiban mért fehérje-
koncentraci6 Pierce 660 nm modszerrel meghatarozva.

Intracellularis kivonat

Konstitutiv fehérjék Indukalt fehérjék
Fehérje-koncentracio

[mg/mL] [mg/mL]
P. pseudoalcaligenes FEH28 2,21+£0,16 2,66+ 0,01
R. erythropolis NI1 2,90+0,14 2,96 £ 0,05
R. pyridinivorans AK37 2,64 +£0,03 2,31+£0,54
R. aetherivorans AK44 2,34 +0,20 3,18 £ 0,05
R. globerulus N58 2,35+0,06 2,08 £0,04
R. pyridinivorans K402 1,55+0,05 1,56 £0,03
R. pyridinivorans K404 1,63 £0,08 1,68 £0,03
R. pyridinivorans K408 1,51 +£0,16 1,36 £ 0,04
R. ruber N361 1,92 +0,01 2,74 £ 0,01
G. paraffinivorans NZS6 0,27 £ 0,05 0,26 + 0,00
S. cavourensis K14 0,21 £0,04 0,32 +0,01

A vizsgalt extraktumok koziil az NZS6 ¢és a K14 torzseknél nagyon kevés, ~0,2 mg/mL
intracellularis fehérjét sikeriilt feltarnom. Ehhez képest a Pseudomonas nemzetséghez tartozo
FEH28 ¢és az 6sszes Rhodococcus torzs kivonatiban 2 mg/mL-hez kozeli vagy azt meghaladd
fehérjekoncentracidt mértem. A legmagasabb értéket a R. erythropolis NI1 indukalt és

konstitutiv intracellularis kivonatai esetében kaptam, mely majdnem elérte a 3 mg/mL-es értéket.

s

feltételeztem az altalam mért értékek is megfeleldek a toxin bontdsahoz.
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5.2.2.2 Extracellularis kivonatok biodetoxifikacios hatékonysaga

A torzsek extracellularis kivonatainak detoxifikacids tulajdonsdgat BLYES teszttel
vizsgéltam, melynek eredményeit (BI1%) a citotoxicitasra vonatkozoé értékkel (BG%) kiegészitve
a 16. tablazatban foglaltam 6ssze. Minden torzs extracellularis kivonata mellé olyan abiotikus
kontrollt allitottam, melyet ugy készitettem el, hogy az extraktumokat fagyasztassal-olvasztassal
inaktivaltam, majd mérés el6tt kontaminaltam ZEA-val (lpg/mL végkoncentracio). Ehhez
viszonyitottam az aktiv enzimeket tartalmazo kivonatokat, hogy a sejtek altal termelt pigmentek
okozta zavaré hatast kikiiszoboljem (4.2.2. alfejezet).

16. tablazat: Zearalenon bontasi kisérletbe vont baktériumtorzsek extracelluldris kivonataiban mért dsztrogénhatas

és citotoxikus hatas mértéke. Az 6sztrogénhatast biolumineszcencia intenzifikacioban (%), a citotoxikus hatast pedig
biolumineszcencia gatlasban (%) fejeztem ki.

Biolumineszcencia intenzifikacio (%) Biolumineszcencia gatlas (%)
Torzs
Kor_lstltutlv Indukalt Kivonat Kor_lstltutlv In_dukalt
kivonat kivonat kivonat

K Oh 6h K Oh 6h K Oh 6h | K 0Oh 6h

1220 1369 1216 | 1411 1410 1463 | 75 74 76 76 64 7

G. paraffinivorans NZS6 £65  +154  £66 | £120 £132 +126 | 6 £15 £3 | £10 £12 %2

975 972 978 | 1038 1044 1055

P. pseudoalcaligenes FEH28 153 <163 <168 | <133 <166 <180 | ™9 NG ng |ng ng ng

771 733 764 | 908 883 894

R. aetherivorans AK44 L 64 L 53 156 L83 104 109 ng. ng ng |ng ng ng

846 833 855 | 929 915 910

R. erythropolis NI1 166 160 450 | 276 163 .7 | Mg ng. ng |ng ng ng

900 863 888 | 971 954 951

R. globerulus N58 w44 248 234 | £59 s68 +70 | ™G NG ng |ng ng ng

783 722 727 | 867 809 806

R. pyridinivorans K404 197 178 168 148 + 40 175 ng. ng. ng |ng. ng ng

777 763 743 | 858 814 788

R. pyridinivorans K402 +74 169 166 +5] e 148 ng. ng. ng |ng ng ng.

799 806 765 | 887 869 860

R. pyridinivorans K408 246 28 458 | +84 437 +s; | M9 ng. ng jng ng ng

782 791 782 | 854 832 820

R. pyridinivorans AK37 137 +60 166 + 56 163 +7s | 9. ng. ng |ng ng ng

828 810 846 | 995 983 975

R. ruber N361 Tes 260 +65 | 180 257 2op | M@ ng. ng |ng. ng ng

918 848 885 | 909 858 857
£105 #1110 +107 | +87 =93 =102 | ™9 NG NG NG ng.  ng

w

. cavourensis K14

K Kontroll: A torzs extracellularis kivonata 1 pg/mL ZEA-val kontaminalva
n.g. nincs gatlas

Az extracellularis kivonatokban detektalt Osztrogénhatas egyik torzs esetében sem
mutatott szignifikans csokkenést, igy kijelenthetem, hogy a kivonatokban nem voltak olyan
extracellularis enzimek, melyek mérheté toxin-bontasaért feleldsek. A BLYR torzzsel mért
eredményeim alapjan a Gordonia paraffinivorans NZS6 torzs indukalt és konstitutiv

kivonatadban erés (>70%) citotoxikus hatds volt mérhet6. Ennek oka lehet a tdrzs
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anyagcsereterméke, melyet kivalasztott az extracellularis térbe. A tobbi torzs extracellularis

extraktuma nem volt gatlo hatassal a BLYR tesztszervezetre.

5.2.2.3 Intracelluléris kivonatok biodetoxifikaciés hatékonysaga

Az intracellularis kivonatokban mért
biolumineszcencia intenzifikacios értékeket — melyek a
minta Osztrogénhatasanak mértékével ardnyosak — a 7.
abran tiintettem fel. Az intracelluléris kivonatok esetében
is olyan abiotikus kontrollt alkalmaztam, melyet az
intracellularis kivonat létrehozasat kovetéen annak az . z —
inaktivaldsa, majd toxinnal torténd kontaminalasa

kovetett. Ehhez a kontrollhoz viszonyitottam az aktiv

kivonatok hatékonysagat. Ezzel a megoldassal sikeril :
ysag g 1. kép: Rhodococcus torzsek szines

kikiiszobolnom a biolumineszcenciat befolyasold matrix- intracellularis kivonatai a BLYES
tesztben (sajat fotd)

hatést, melyet a torzsek altal termelt kiilonb6z6 pigmentek

okoztak (1. kép).

Elséként a citotoxicitast értékeltem, melyet a BLYR tesztszervezetnél fellépd
biolumineszcencia gatlasabol szarmaztattam. Harom torzs, a K14, az AK44 ¢és a FEH28 torzsek
intracellularis kivonatai mutattak sejttoxikus hatast a tesztszervezetre nézve. A K14 konstitutiv
¢és intracellularis kivonataiban 20% koriili citotoxicitast detektaltam. Az AK44 és FEH28 torzs
kivonata ettdl erdsebb gatld hatast eredményezett. Az AK44 konstitutiv kivonatdban a
citotoxicitas kozepes mértékii (>30%) volt, ugyanennek a torzsnek az indukalt kivonata pedig a
40%-ot is meghaladd jelentds mértékli sejttoxikus hatast mutatott. A legnagyobb
biolumineszcencia gatlast a FEH28 konstitutiv és indukalt kivonataiban detektaltam, ahol a 70%
korili gatlas rendkiviil erds citotoxikus hatést jelez. Ezeknél a torzseknél a BLYES éaltal mért
Osztrogénhatast a fentiek tiikkrében nem lehet megfelelden értékelni.

A tobbi torzs intracellularis kivonatainak a BLYES tesztszervezet altal detektalt
Osztrogénhatasa értékelhetd, mivel citotoxicitas nem volt tapasztalhatdo a BLYR teszttel. Az NI1,
N58, K408, K402, AK37, N361 és NZS6 torzsek intracellularis kivonatai nem mutatkoztak
eredményesnek a ZEA detoxifikacioja tekintetében (11. abra). Sem a konstitutiv, sem az indukalt
kivonatok nem okoztak szignifikans kiilonbséget a kontrollhoz viszonyitva.

A R. pyridinivorans K404 konstitutiv kivonata sem bizonyult hatékonynak BLYES
teszttel vizsgalva, indukdlt sejtmentes kivonata viszont szignifikdns (p<0,05) mértékben

csokkentette a ZEA Osztrogénhatasat. Mar a nulladik o6raban 40%-0s biolumineszcencia
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intenzifikacid csokkenést detektaltam (p<0,05), mely a hatodik orara, tobb mint 60%-ot ért el
(p<0,05).

Analitikai elemzést a R. pyridinivorans K404 torzs konstitutiv és indukalt intracellularis
kivonataibol végeztiink, amelyek a 17. tablazatban lathatok. A konstitutiv kivonatban nem
mértiink koncentracio-csokkenést a kontrollhoz viszonyitva (a kapott magasabb érték mérési
pontatlansdg eredménye), amely alatamasztja a BLYES teszt eredményét. Az indukalt
kivonatban a degradacio mértéke 98% volt, vagyis az indukalt intracellularis enzimek szinte
teljes mértékben lebontottak a ZEA-t. Az indukalt kivonatban az enzimatikus bontas
megerdsitésére végzett proteindz K + 1% SDS kezelés analitikai mérése sordn nem tapasztalhatd
koncentracio-csokkenés a kontrollhoz képest, a bontast végz6 enzimek inaktivalodtak, melynek

kovetkezménye a degradacid hianya.
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11. abra: Zearalenon bontasi kisérletbe vont baktériumtorzsek intracellularis kivonataiban mért biolumineszcencia intenzifikacid, mely az 6sztrogénhatassal egyenesen

aranyos. A ,,K” jelzés a konstitutiv, az ,,I” pedig az indukalt kivonatra utal. A kontrollhoz viszonyitott szignifikans kiilonbséget (p<0,002) **-gal jeloltem.
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17. tablazat: Rhodococcus pyridinivorans K404 zearalenon bontasi kisérletbe vont kezeletlen és proteinaz K + SDS
kezelésen atesett intracellularis kivonataiban mért zearalenon-koncentraciod

ZEA koncentracidja  Degradacios potencial

[ng/mL] [%]
ZEA kontroll 2,071+ 0,786 -
R. pyrldlnlyqraﬂs K404 konstitutiv 2,750 + 2,148 0%
intracellularis kivonata
R. pyrldlnlyqraﬂs K404 indukalt 0,025 + 0,011 98 %
intracellularis kivonata
ZEA kontroll + proteinaz K + SDS 1,677 + 0,088 -
R. pyridinivorans K404 indukalt intracellularis 2,079 + 0,381 0%

kivonata + proteinaz K + SDS

Osszességében elmondhatd, hogy a vizsgalt 11 torzs extra- és intracellularis kivonata
eltér6 ZEA-detoxifikacios képességet mutatott, mint azok korabban leirt (KRIFATON ET AL.,
2013) €16 sejtekkel végzett kisérlet eredményei. A torzsek koziil €16 sejtekkel a R. pyridinivorans
K402, K408, Streptomyces cavourensis K14 és a Pseudomonas pseudoalcaligenes FEH28 80%-
ot meghalad6 bontast végzett, am a sejtmentes kivonatok nem voltak hatékonyak,
valdszinisithetéen ezen torzseknél a sejtfeltaras nem volt sikeres. A Rhodococcus torzsek
esetében ennek oka a sejtfal specidlis Osszetétele, mely arabinogalaktan-peptidoglikan
komplexet, mikolsavat és hosszu szénlancu zsirsavakat tartalmaz (LARKIN ET AL., 2010), mely
egyrészt ellenallova teszi Oket, masrészt a sejtfeltarast is megneheziti (NORAZAH ET AL., 2015).
Tovéabba HE és mtsai beszamoltak arrdl a jelenségrol, miszerint az altaluk vizsgalt extracellularis
enzim immobilizacidja novelte a lebontds mértékét (HE ET AL., 2016). Eredményeim szerint a
K14, az AK44 ¢és a FEH28 torzsek erds citotoxikus hatasti anyagot termeltek, melyek a
sejtfeltaras soran a kozegbe keriiltek, ami az él6 sejtes lebontasnal nem jelentkezett. A R.
pyridinivorans AK37, R. erythropolis NI1, R. ruber N361 és G. paraffinivorans NZS6 torzsek
altal végzett kozepes ZEA-bontast a kivonatok nem tudtak elvégezni. A R. aetherivorans AK44
¢s a R. globerulus N58 sem €16 sejtekkel, sem sejtmentes kivonatokkal nem volt képes a ZEA
lebontasara, igy kijelenthetem, hogy bel6liik feltehetden hidnyoznak, vagy inaktivak a
lebontasért felelés enzimek. A vizsgalt torzsek koziil csak a R. pyridinivorans K404 indukalt
>60%-o0s csokkentésére. Ugyanez a torzs €16 sejtekkel 7 napos ZEA-bontasi kisérletben 87%-0s
biodegradaciot és az dsztrogénhatds megsziinését mutatta, tehat detoxifikacios hatékonysaga, bar

nagyobb mértékii, de sokkal lassabb volt.
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A szakirodalomban megtaldlhatd eredmények szerint mas nemzetségek torzseinek
sejtmentes Kkivonataival torténd lebontas a legtobb esetben 24 ora elteltével kovetkezett be.
Bacillus subtilis torzs extracellularis kivonata — az altalam vizsgalt térzsekhez hasonléan — nem

mutatott ZEA-bontd képességet, ellenben az intracellularis kivonat az 1 pg/mL ZEA 55%

crer

crer

Acinetobacter sp. SM04 torzs extracellularis kivonata egészen kivald eredményt mutatott, hiszen
4 o6ra alatt a 20 pg/mL ZEA szinte teljes mértékii lebontasat és Osztrogénhatasanak 80%-0s
csokkentését végezte el (YU ET AL., 2011a). Azonban ennek a baktériumnak a faj szinti
meghatarozasa hidnyzik, igy a hasznalata egészségiigyi kockézatot vethet fel, hiszen az
Acinetobacter nemzetségben tobb fakultativ patogén faj talalhatd. Ezidaig ZEA-bontasra ill.
detoxifikaciora képes enzimeket tobbynyire gombak esetében irtdk le, melyek a kovetkezok: a
Clonostachys rosea laktonohidrolaz enzimje (TAKAHASHI-ANDO ET AL., 2002), a Trametes
versicolor egy torzsébdl izolalt lakkaz enzimje (BANU ET AL., 2013), valamint a Saccharomyces
cerevisiae extracellularis enolaz, NADH-citokrom b5 reduktaz és peroxiredoxin enzimjei
(ZHANG ET AL., 2016). Az emlitett Acinetobacter sp. extracellularis kivonataban peroxiredoxin,
citokrom és fimbrialis fehérjék aktivalodtak a ZEA bontasa soran (YU ET AL., 2011a, YU ET AL.,
2011b).

Uj tudomanyos eredmény

IV. tézis (Az 5.2.3 alfejezetben ismertetett eredmények alapjan): Sejtmentes
kivonatokkal végzett zearalenon bontas soran bizonyitottam, hogy a Rhodococcus pyridinivorans
K404 torzs esetében a biodetoxifikacioért indukalt intracellularis enzimek feleldsek, melyek
képesek hat ora alatt a toxin tobb mint 90%-os bontdsra, valamint a toxin és metabolitjai

Osztrogénhatasanak 60% feletti csokkentésére.
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6 Kovetkeztetések és javaslatok

A Rhodococcus tipustorzsekbol allo gytijtemény 42 tagjanak vizsgalata soran a torzsek
degradacios hatékonysaga rendkiviil valtozatosnak bizonyult. Analitikai méréssel igazoltan
néhany térzs nem, vagy csak kozepes mértékben tudta szerkezetileg megbontani az AFB1-et,
viszont 18 torzs esetében a degradacidos hatékonysdg meghaladta a 90%-ot. Vizsgalataim
megerdsitették, hogy a lebomlas mértékének megallapitdsa onmagaban nem elegendd, hiszen az
atalakitasi folyamat végén SOS-Chromo teszttel ellenérzott genotoxicitds nem minden esetben
igazolta a biodetoxifikdcid bekovetkeztét. Ugyanakkor a 16S rRNS szekvencidk alapjan
elkészitett filogenetikai torzsfan lathatd, hogy az AFB1 biodetoxifikdcioban hatékony torzsek
taxonomiailag egészen tavol is elhelyezkedhetnek egymastdl, azaz bontasi képességiik nem fiigg
Ossze egyértelmiien a rokonsagi kapcsolataikkal.

A Rhodococcus tipustorzsek AFB1 degradacios és detoxifikacios képességét egyéb
szakirodalomban leirt torzsekkel 6sszehasonlitva egyezések ¢s kiilonbségek is megfigyelhetdk.
A SZIE Kornyezetbiztonsagi és Kornyezettoxikologiai Tanszéken talalhaté Rhodococcus torzsek
egy részének AFBI-bontd képességérdl kordbban mar KRIFATON és mtsai (2011), valamint
CSERHATI ¢és mtsai (2013) beszdmoltak. A publikdcidkban emlitett kdrnyezeti torzsek és a
tipustorzsek detoxifikacios képessége igazolja, hogy a R. erythropolis és R. pyridinivorans
poliaromas szénhidrogénekkel szennyezett talajbol izolalt DSM 14303 AFB1 biodegradacios
hatékonysaga is kiemelked6 (90%) volt (TENIOLA ET AL., 2005). Az emlitett fajokkal szemben, a
R. ruber, R. coprophilus és R. aetherivorans fajok vizsgalt térzsei nem sziintetik meg a toxin
genotoxicitasat, s6t hianyzik bel6lik a degradacios képesség is. A R. rhodochrous és R.
globerulus fajokhoz tartozo torzsek kozott hasonlosagot nem talaltam, hiszen degradacios és
detoxifikacios hatékonysaguk is nagymértékben kiilonbozik egymastol (KRIFATON ET AL., 2011;
CSERHATI ET AL., 2013). Osszességében elmondhato, hogy a mikotoxin detoxifikacios képesség
fajon beliil és fajok kozott is nagy valtozatossdgot mutat. Ennek okai lehetnek az eltérd
kornyezeti koriilmények, melyek fiiggvényében a mikrobak mas és mas katabolikus képességre
tesznek szert, valamint szerepet jatszhatnak a mobilis genetikai elemek (pl. plazmidok) is. Az
AFB1 lebontas tovabbi aktinobaktériumoknal is megfigyelhetd, mint példaul a Corynebacterium
(MANN — RHEM, 1976), a Mycobacterium (HORMISH ET AL., 2004), a Cellulosimicrobium (GuaN
ET AL., 2008) és a Streptomyces (ESHELLI ET AL., 2015; HARKAI ET AL., 2016) nemzetségbe
tartozo fajok esetében.

A Rhodococcus tipustorzsek ZEA-degradacios és -detoxifikacios tulajdonsaganak

vizsgalata soran csak a triklorofenol-tartalma iszapbol izolalt (BRIGLIA ET AL., 1996) R.
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percolatus JCM 10087 torzs bizonyult haté¢konynak. Errdl a torzsrdl elsoként mutattam ki, hogy
a ZEA-t bontani és a toxin, valamint a bomlastermékeinek az Osztrogénhatasat 70%-kal
csokkenteni képes. Szakirodalmi adatok szerint a vizsgalt Rhodococcus torzsek koziil korabban a
R. pyridinivorans fajhoz tartozd6 K402, K404 és K408 torzsek ZEA-detoxifikacios képessége
keriilt bizonyitasra (CSERHATI ET AL., 2013; KRIFATON ET AL., 2013). Ezzel szemben az altalam
vizsgalt R. pyridinivornas tipustérzs (JCM 10940") nem képes a ZEA &sztrogénhatasanak
csOkkentésére. Annak ellenére, hogy a K402, K404 és K408 torzsek szénhidrogénekkel
szennyezett karhelyekr6l, a tipustorzs pedig szennyvizbdl lett izolalva, és feltételezhetben mind
kapcsolatba keriilt aromés vegyliletekkel, a ZEA-bontd tulajdonsdg — a toxin aromads gylriis
szerkezete ellenére — nem fligg a kdrnyezetben jelenlévé anyagokhoz vald adaptéaciotol. Ez a
megallapitas is igazolja, hogy a ZEA-bontd képesség azonos fajhoz tartozo kiillonbozo torzsek
esetében is nagy kiilonbségeket mutathat. Az aktinobaktériumok ko6ziil a Rhodococcus
nemzetség mellett Streptomyces térzsek ZEA-bonto tulajdonsaga kertilt bizonyitasra ezidaig (EL-
SHARKAWY — ABUL-HAJJ, 1988A, HARKAI ET AL., 2016; JARD ET AL., 2010), mely kutatasban én
is kozremiikddtem.

Dolgozatom kovetkezd részében bizonyitottan toxinbontd képességgel rendelkezd
mikrobatorzsek sejtmentes kivonatainak biodegradacios és biodetoxifikacids hatékonysagat
vizsgaltam.

Az AFBL1 sejtmentes kivonatokkal végzett lebontdsa soran, a bizonyitottan a toxin
detoxifikalasara képes Rhodococcus erythropolis NI1 ¢és R. rhodochrous NI2 torzseket
(KRIFATON ET AL., 2011) vizsgaltam. Bar az enzimeket nem azonositottam, az NI1 és NI2 torzsek
intracellularis kivonataival teljes biodetoxifikdciot értem el rendkiviil gyorsan; egyes
kivonatokban azonnal, &m minden esetben 6 oran beliil. A kivonatokkal végzett detoxifikacio
biztonsaga és gyorsasaga rendkiviil fontos azok gyakorlati felhasznaladsa soran. Egy esetleges
enzim alapu takarmany-adalékanyag — melynek eldallitdsa egyszerli és koltséghatékony —
lehetdvé teszi az allat bélrendszerében torténd toxin detoxifikaciot, melynek soran rovid 1d6 alatt
bekovetkezd transzformacidé megakadalyozza a toxin és metabolitjainak a felszivodasat az allat
szervezetében. A Rhodococcus nemzetségh6l AFBI1-bontasra képes enzimet még nem
azonositottak, am az aktinomicétaknal feltételezhetden az FDR-A, FDR-B reduktazok lehetnek
felelosek az AFB1 bontasaért (TAYLOR ET AL., 2010; LAPALIKAR ET AL., 2012). Egy friss
tanulmany alapjan, melyben AFBI1 degradaciot hajtottak végre az ATTC 4277 R. erythropolis
tipustorzzsel feltételezhetd, hogy az AFBI biodegradacidja tobb 1épcsében zajlik az aromas
gylrit tartalmazé komponensekhez hasonloan, mely folyamatban megjelennek a glikolizis és
zsirsav metabolizmus melléktermékei, a végtermék pedig a Ci13H1604 vegyiilet (Eshelli et al.,

2015).
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A ZEA sejtmentes Kivonatokkal végzett lebontasa soran ismert degradacios
hatékonysaggal (KRIFATON ET AL., 2013) rendelkez6 11 baktériumtorzs extra- és intracellularis
kivonatait vontam kisérletbe, az enzimek alaptulajdonsagainak megismerése céljabol. Az
Osztrogénhatas valtozasanak tekintetében szignifikans csokkenést csak a R. pyridinivorans K404
torzs indukalt kivonataban mértem. Mivel a konstitutiv kivonat nem eredményezett csokkenést,
igy valosziniileg a toxin altal indukalt gének atirodasa kdvetkeztében termelddott enzimek voltak
képesek a bioldgiai hatds csokkentésére, mely a kozel azonos fehérjekoncentracido értékek

alapjdn nem mennyiségi, hanem mindségi kiilonbséget jelez. A HPLC mérés a ZEA

crer

crer

folyamat eredményeként olyan bomlastermékek képzédhetnek, melyek Osztrogénhatassal
rendelkeznek. A ZEA enzimatikus lebontasar6l mas kutatok is beszamoltak, ugyanakkor
Rhodococcus torzsekbol készitett sejtmentes kivonatokat korabban nem vizsgaltak, viszont az
altaluk megfigyelt nemzetségek sejtmentes kivonataival végzett toxinbontds és -detoxifikéaci6 az

eredményeimhez képest sokkal lassabban kovetkezett be.

Vizsgalataim soran elséként bizonyitottam Rhodococcus imtechensis, R. tukisamuensis,
R. rhodnii, R. aerolatus, R. enclensis, R. lactis, R. trifolii, R. gingshengii, R. artemisiae, R.
baikonurensis, R. kroppenstedtii és R. corynebacterioides fajok AFB1 és a R. percolatus faj ZEA
detoxifikacios képességet, melyeket tovabbi vizsgéalatok ¢és gyakorlati felhasznélas
szempontjabol szelektaltam. A sejtmentes vizsgalatokkal pedig célom volt, hogy megismerjem a
toxinbontds enzimatikus hatterét, mely lehetdvé teszi a hatékony ¢és biztonsagos torzsek
gyakorlati felhaszndlasat a jovoben. A takarmdanyok, ill. ¢élelmiszerek bioldgiai Gton toérténd
toxinmentesitéséhez, tobb kritériumnak kell megfelelni. A takarmény- és az élelmiszeriparban
adalékanyagként, ill. enzimként vagy ndvényvéddszerként alkalmazhatdé mikroorganizmusokat
az EFSA egy mindsitési rendszerben értékeli, mely szerint egy biztonsdgosnak itélt szervezet un.
QPS-statuszt (Qualified Presumption of Safety) kap. Ennek a stitusznak valdé megfelelés
kritériumai az alabbiak:

e Taxonomiailag meg kell hatarozni

e A meglév ismeretek alapjan kell megitélniink annak biztonsagossagat

e A patogén, azaz megbetegedést okozo tulajdonsagat ki kell zarni és azt bizonyitani

¢ A mikroorganizmus tervezett felhasznalasat részletesen ismertetni kell

Mindazon baktériumok, élesztégombak és virusok, melyek a fenti paraméterek szerint

biztonsdgosnak mindsiilnek, rakeriilnek az EFSA altal koézzétett QPS-listara. Az értékelési
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rendszert 2007-ben hoztak létre, am azota is folyamatosan tjraértékelik és a listat bovitik (httpl).
A legfrissebb QPS-listan (EFSA, 2017) az altalam vizsgalt nemzetségek koziil a Rhodococcus,
¢és a Gordonia nem, csak a Pseudomonas és Streptomyces néhany faja szerepel. Eszerint a listan
nem szerepld nemzetségekhez tartozd torzsek az élelmiszeriparban nem, csak a
takarmanyiparban, enzimjeik formajaban alkalmazhatoak.

Ma kereskedelmi forgalomban néhany biologiai takarmany-adalékanyag van jelen, am
ezek koziil csak egy, a Biomin Holding GmBH (Ausztria) altal forgalomba hozott FUszme®
tartalmaz tisztitott enzimet (http2), mely a fumonizinek lebontdsara alkalmas. Ezen kiviil
tisztitott formaban a Trametes versicolor egy torzsébdl izolalt AFB1 bontasara képes lakkaz

enzimet a Merck (Németorszag) forgalmazza (http3).

Egy enzimalapt takarmanyadalék létrehozéséhoz nélkiilozhetetlen a felhaszndlni kivant
enzim azonositasa, valamint a termelést szabalyz6 gének/génszakaszok felderitése. A fehérjék
identifikalasa és szerkezeti azonositdsa nagy kihivast jelent. Szdmos limitald tényezd koziil
hatranyt jelent a mintaban 1év6 alacsony fehérjekoncentracio, a fehérjék érzékenysége, valamint
a draga, nagy szaktudast és iddt igényld analitikai modszerek. Az egyik lehetséges, bar régi
azonositasi modszer az in. Edman degradacid, mely soran az elvalasztott peptidek (Western blot,
SDS-PAGE) N-terminalis aminosav-szekvenciajat hatdrozzak meg. A korkords reakcid soran
minden ciklusban egy aminosavat hasitanak le a fehérjékrdl, amit ezutan forditott fazist
kromatografiaval azonositanak. Az Edman degradacio hatranya, hogy az ismeretlen fehérjének
rendelkezni kell szabad N-terminalis aminosavakkal, valamint a mintdnak minden zavard
anyagtol mentesnek kell lennie. Fehérjék azonositdsara kinal megoldast két tjkeleti analitikai
modszer, melyek fehérjekeverékek identifikalasara is képesek, ezek a MALDI-TOF (Matrix-
Assisted Laser Desorption lonization — Time Of Flight) és az ESI-TOF (Electrospray lonization
— Time Of Flight). A MALDI egy fotoionizacios ionforrassal rendelkezd tomegspektrométer, és
a fehérjéket a ,,peptid-tomeg ujjlenyomat” alapjan képes azonositani. Az azonositani kivant
fehérjét szilard fazisbol gaz fazisba juttatjdk és az ionizdlds hatdsara az ismeretlen fehérjéhez
keriilé proton tdltésvaltozast okoz, mely tomegspektrométerrel mérhetd. A tomeg-toltés arany
meghatarozasara szolgal a TOF, ahol az ionok — nagysaguktol fiiggden — eltérd ido alatt keriilnek
a detektorba vakuum hatasara. Az igy kapott tomegspektrum azonositja a fehérjét. El6fordul,
hogy két TOF analizatort hasznalnak a MALDI mogott, mely az azonositdson til szerkezeti
informdciot is nyujt a fehérjére vonatkozdéan. A mérés soran kapott peptidtomegre vonatkozo
adatokbdl egy adatbazis alapjan keriil megfejtésre az ismeretlen fehérje. Ez a mddszer rendkiviil
hatékony ¢€s eléremutatdo, &m a hatranya, hogy a keresett fehérje tomege az adatbdzisban

megtalalhat6 kell, hogy legyen (DEUTZMANN, 2004). YU és mtsai ezt a modszert hasznaltak arra,
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hogy az Acinetobacter sp. SM04 jeli torzs extracellularis kivonataban megtalalhato ZEA-
bontasért felelés enzimeket azonositsak. Az extracellularis kivonatban talalhato fehérjéket SDS-
PAGE modszerrel elvalasztottak, majd MALDI-TOF/TOF/MS moddszerrel kilenc fehérjét
sikeriilt azonositaniuk (YU ET AL., 2011a). Az ESI sorén az ismeretlen anyag nem szilard, hanem
folyadéktazisbol keriil a gaz fazisba, ahol magasfesziiltség hatasara egy kapillarison at vandorol,
majd elparologtatjak, igy ionizalodik és a tomegspektrométerbe jut (DEUTZMANN, 2004). Ezzel a
modszerrel az Armillariella tabescens gomba AFBI1 lebontasat végzé6 ADTZ enzimjét sikeriilt
ujra identifikalni. Az ESI-MS/MS vizsgalatok fényt deritettek arra, hogy oxidazrol van szd, mely
az AFB1 szerkezetében 1évo difurdn gytir(it hasitja, ami elsésorban az epoxidacid soran jatszik
szerepet és a genotoxicitasért felelés (CAO ET AL., 2011). A toxin hatasara indukalodott gének,
igy az enzimek azonositasara létezik még egy modszer, a transzkriptomika, mely a DNS-b6l
atirodott RNS vizsgalataval foglalkozik. A torzs eredeti allapotat és a toxin altal kivaltott
genetikai valtozasokat dsszevethetjiik a kiillonboz6 transzkriptomok alapjan, majd a kiilonbségek
azonositasaval a gének is identifikalhatok. KOSAWANG ¢és mtsai a Clonostachys rosea 1K726
torzsét vetették transzkriptom vizsgalat ald, hogy feltarjak azokat az enzimeket, melyek a gombat
ZEA és deoxynivalenol toxinokkal szemben ellenallova teszik. A toxinokkal torténd inkubaciot
kovetden a torzsb6l RNS-t izolaltak, majd abbol kétszalit cDNS-t szintetizalva, majd
hibridizalva, a transzkriptek amplifikalasat kdvetden elvégezték annak szekvenalasat. A folyamat
végeztével sikeriilt azonositaniuk metabolikus enzimeket Ggy, mint pl. a citokrom P450 ¢és a

ZEA-bont6 ZHD101 (KOSAWANG ET AL., 2014).

A fenti modszerek valamelyikét alkalmazva a jovOben azonositasra varnak az AFBI1 ill. a
ZEA detoxifikaciojara képes Rhodococcus torzsek génjei és enzimjei. Ezeknek ismeretében egy
olyan enzim alapt takarmany-adalékanyag fejleszthetd, mely biztonsagosan, gyorsan ¢€s

hatékonyan képes szembeszallni a takarmanyok mikotoxin-szennyezettségével.
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7 Osszefoglalas

A fonalas gombak vilagszerte stlyos problémat okozé toxinjai, a mikotoxinok mar az
1900-as évek kozepe ota szerepelnek a koztudatban. Gabonandvényeken megjelenve, az azokbol
késziilt takarmanyok és élelmiszerek fogyasztasa révén a mikotoxinok — rendkiviil sokféle
hatasuk miatt — sulyos megbetegedéseket okoznak allatokban és emberekben egyarant. Az
¢lelmiszerbiztonsagi kockazat fennallasa miatt elterjedtek Un. pre- és post-harvest, vagyis
betakaritas eldtti és utani technologidk, melyeknek a megeldzés vagy a penészes €s toxinos
takarmany elkiilonitése a célja. Am ezek kevésbé hatékonyak, igy sziikség volt a takarmanyok
toxinmentesitésére is modszereket fejleszteni. A kémiai kezelés és a fizikailag torténd toxin-
megkotés mellett talan a legeldremutatobb modszer a bioldgiai mentesités, melynek soran
mikroorganizmusok, vagy azok enzimjei végzik a toxinok lebontasat. Ennek soran viszont nem
elég csak degradaciot elérni, hanem nélkiilozhetetlen az atalakitasi folyamatokban megjelend
kéros hatassal rendelkezé metabolitokat is eliminalni. Osszegezve tehat a takarmanyok
detoxifikéacioja a cél.

Doktori munkam soran a rakkelt6 aflatoxin B1 (AFBL1) és az sztrogénhatasu zearalenon
(ZEA) toxinokkal foglalkoztam. Célkitiizéseim kozott szerepelt, hogy az ismerten kivalo
katabolikus képességgel rendelkez6 Rhodococcus nemzetség 42 tipustorzsének AFBL- és ZEA-
degradacios képességét megismerjem, valamint a lebontasi folyamat biztonsagat értékeljem. A
karos hatast metabolitok megjelenését az AFB1 esetében a genotoxicitas mérésére alkalmas
SOS-Chromo teszttel, a ZEA esetében pedig az Osztrogénhatast Kimutatdé BLYES teszttel
ellenériztem. A kisérletben a vizsgalt 42 torzs koziil 18 torzs AFBI-degradacios képességét
mutattam ki, melyek koziil 15 volt képes a genotoxicitast is megsziintetni. Az eddig ismert
szakirodalmi adatok szerint elGszor sikeriilt bizonyitani a R. imtechensis, R. tukisamuensis, R.
rhodnii, R. aerolatus, R. enclensis, R. lactis, R. trifolii, R. gingshengii, R. artemisiae, R.
baikonurensis, R. kroppenstedtii és R. corynebacterioides fajokrol, hogy képesek az AFBI
hatékonynak, hiszen csak egy torzs, a R. percolatus JCM 10087 volt képes a ZEA-t 95%-ban
degradalni és Osztrogénhatasat 70%-kal csokkenteni. Errdl a fajrol szintén elsként sikeriilt a
ZEA-bont6 tulajdonsagot kimutatni.

Tovabbi célkitlizéseim kozott szerepelt, hogy korabban vizsgalt és ismert detoxifikacios
képességgel rendelkezd torzsek sejtmentes kivonataival érjek el AFB1 és ZEA detoxifikaciot,
valamint megismerjem, hogy a folyamatban résztvevé enzimek konstitutivan, vagy a toxin

hatasara indukaltan termelédnek, illetve, hogy ezek az intracellularis térben maradnak, vagy a

crer
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Rhodococcus erythropolis NI1 és a R. rhodochrous NI2 torzsek kivonatait alkalmaztam.
Vizsgélataimban sem az indukalt, sem a konstitutiv extracellularis enzimek nem tudtidk a
genotoxicitast csokkenteni, viszont az intracellularis kivonatokban minden beallitasban
detoxifikacio tortént. A konstitutiv és az indukalt enzimek hatékonysagat tekintve nem volt
kiilonbség, hiszen a genotoxicitads 6 oOra alatt megsziint. Az analitikai eredmények igazoltdk az
intracellularis kivonatokban bekovetkezé 80% folotti lebontast, a proteinaz K és SDS
keverékével végzett kisérlet pedig az enzimatikus detoxifikaciot is igazolta. Vizsgalataim
kimutattak tovabba, hogy a detoxifikdcioban résztvevod enzimek stabilak pH=7-8 kozott.

A ZEA sejtmentes kivonatokkal végzett vizsgalatara nyolc Rhodococcus, egy
Pseudomonas, egy Streptomyces és egy Gordonia torzset alkalmaztam. Az extracellularis
kivonatok vizsgalata soran egy torzs kivonata (Gordonia paraffinivorans NZS6) erés (70%
folotti) citotoxicitast mutatott, viszont egyik torzs kivonata sem volt képes az Osztrogénhatast
csokkenteni. Az intracellularis kivonatok esetében harom torzs (Streptomyces cavourensis K14,
Rhodococcus aetherivorans AK44, Pseudomonas pseudoalcalignes FEH28) termelt valamilyen
sejttoxikus anyagot. Biodetoxifikacio tekintetében egy torzs a Rhodococcus pyridinivorans K404
kivonata csokkentette az Osztrogénhatast 60%-kal, s6t az emlitett eredmény csak az indukalt
kivonatban volt megfigyelhet. Az analitikai mérések igazoltak a K404 baktériumtorzs indukalt
intracellularis  kivonataban enzimatikus uton bekdvetkezett 95%-os toxinkoncentracio
csokkenést, melyet a proteinaz K + 1% SDS keverékével végzett kezelés is megerdsitett.

Eredményeimmel sikeriilt atfogé képet kapnom a Rhodococcus nemzetség AFB1- és
ZEA-detoxifikacios képességérdl, és eddig a szakirodalomban még le nem irt detoxifikacios
képességrol szamoltam be egyes fajok tekintetében. A sejtmentes kivonatokkal is sikeriilt
hatékony detoxifikaciot elérni, melyek az ismert szakirodalmi adatokkal ellentétben — ahol a
toxinok lebontasa 24-72 ora kozott zajlik — rendkiviil gyorsan, hat 6ran beliil végzik degradaciot
beazonositasat  kovetéen  —  hatékonyan  alkalmazhatéoak  lehetnek  takarmanyok
toxinmentesitésére. A termékek gyorsan és biztonsagosan képesek lehetnek az AFB1 és a ZEA

crer

megorzéséhez is.
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8 English Summary

Mycotoxins produced by moulds are known since the middle of 1900 and cause huge
problems worldwide. They occur in cereals which are commodities of food and feed, thus they
can cause serious illnesses in humans and animals due to their hazardous biological effects.
Eliminating mycotoxins, pre- and post-harvest technologies are used for preventing mould
infection or selecting contaminated grains. Beside these less effective methods, detoxification
can be carried out by physical adsorption, chemical reaction, but application of microorganisms
or their enzymes for such purpose is the most promising way. During the biological
detoxification processes, not only the degradation of mycotoxins is the main target but toxic

effects of breakdown products derived from the parent compounds need to be eliminated as well.

In my Ph.D. work, the carcinogenic aflatoxin B1 (AFB1) and estrogen-analogue
zearalenone (ZEA) were analysed. Aims of this study were (1) the evaluation of the AFB1 and
ZEA-degrading ability of Rhodococcus type strains which genus is known to have remarkable
catabolic potential, moreover (2) the examination of the safety of the degradation process. The
genotoxic effects of metabolites derived from AFB1 were measured by SOS-Chromotest, and the
estrogenic products of ZEA were detected by BLYES test. Out of 42 analysed strains, 18 strains
degraded AFB1, among which 15 strains were able to eliminate the genotoxic effects of the
parent compound and metabolites, respectively. The AFB1-detoxification ability of species
Rhodococcus imtechensis, R. tukisamuensis, R. rhodnii, R. aerolatus, R. enclensis, R. lactis, R.
trifolii, R. qingshengii, R. artemisiae, R. baikonurensis, R. kroppenstedtii, and R.
corynebacterioides has been confirmed in this research first time. These strains were less
effective regarding ZEA-degradation, thus only one strain, R. percolatus JCM 100877, could
degrade 95% of the mycotoxin and decrease its estrogenic effect with 70%. Additionally, the

ZEA-degradation potential of this species was confirmed in this work first time.

Further aims of this research were AFB1 or ZEA detoxification with cell-free extracts of
strains which degaradtion ability is known by living cells. Besides screening their effectiveness,
features of enzymes playing a key role in these processes were analysed; (i) weather enzyme-
production occurs constitutively or induced, moreover (ii) whether they act in the intracellular
compartment or they are excreted into the extracellular matrix. For the detoxification of AFB1,
cell-free extracts of Rhodococcus erythropolis NI1 and R. rhodochrous NI2 strains were used.
According to my results, neither the induced extracellular enzymes, nor the constitutively
produced extracellular enzymes could cease the genotoxicity, but detoxification occurred in the

intracellular extracts. There was no difference between induced and constitutively produced
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enzymes since the hazardous effect was ceased in six hours in both cases. Analytical results
confirmed >80% degradation of AFBL1 in intracellular extracts and the results derived from the
proteinase K and SDS treatment proved that the degradation process was managed by enzymes.
In this research, the enzymes playing role in the detoxification have been proven to be stable

between pH 7 and 8 additionally.

For the biodegradation of ZEA with cell-free extracts, 8 Rhodococcus, 1 Pseudomonas, 1
Streptomyces and 1 Gordonia strains proved to have ZEA-degrading ability, were applied.
Extracellular extracts of one (Gordonia paraffinivorans NZS6) of the analysed strains showed
strong (70%) cytotoxic effect furthermore none of the extracellular extracts were able to decrease
the estrogenic potential. In the intracellular extracts of three strains (Streptomyces cavourensis
K14, Rhodococcus aetherivorans AK44, Pseudomonas pseudoalcalignes FEH28), cytotoxicity
was observed. Intracellular extract of only one strain, R. pyridinivorans K404, were able to
decrease the estrogenic effect with more than 60%, which was observed in the induced extracts,
but constitutively produced enzymes were not able to eliminate the hazardous effect. The
analytical results confirmed 95% ZEA degradation in the induced intracellular extracts and the

enzymatic process was proved by proteinase K and SDS treatment as well.

In the present work, AFB1 and ZEA-degradation potentials of the Rhodococcus genus
were revealed, furthermore mycotoxin detoxification ability of some species has been proven
first. Detoxification of AFB1 and ZEA was revealed by cell-free extracts of Rhodococcus strains,
additionally, the process was faster compared to results published in the literature until now.
These effective strains, after the identification of their enzymes could play a key role in toxin
degradation, and would be applicable as enzyme-based feed additives for feed detoxification.
These products would be able to cease the hazardous effects of AFB1 or ZEA helping the

protection of animals and human health.
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M2. Az élelmiszerekben és takarmanyokban maximalisan megengedhet6

hatarértékek az AFB1 és a ZEA tekintetében

Az ¢lelmiszerekben megengedhetd maximalis aflatoxin hatdrértékek a 165/2010 EU

rendelet szerint a kovetkezok:

Maximalis érték (png/kg)
Elelmiszer AFB1 Ossz aflatoxin  AFM1

(B1, B2, G1, G2)

Foldimogyoré és mas olajos magvak, melyeket valogatassal vagy 8,0
mas fizikai eljarassal emberi fogyasztasra szannak (azok
kivételével, amelyekbdl préseléssel ndvényi olajat allitanak eld)

Mandula, pisztacia és sargabarack magok, melyeket valogatassal 12,0
vagy mas fizikai eljarassal emberi fogyasztasra szannak

Torok- és brazil mogyoro, melyeket valogatassal vagy mas fizikai 8,0
eljarassal emberi fogyasztasra szannak

Diofélék és egyéb magvak (a fentiek kivételével) 50

Foldimogyoré és egyéb olajos magvak és azok termékei, melyeket 2,0
kozvetlen emberi fogyasztasra szannak (azok kivételével,
amelyekbdl préseléssel novényi olajat allitanak eld)

Mandula, pisztacia és sargabarack magok, melyeket kozvetlen 8,0

emberi fogyasztasra szannak

Torok- és brazil mogyord, melyeket kdzvetlen emberi fogyasztasra 5,0
szannak
Diofélék €s egyéb magvak (a fentiek kivételével), melyeket 2,0

kozvetlen emberi fogyasztasra szannak

Szaritott gylimolesok, melyeket valogatassal vagy mas fizikai 5,0
eljarassal emberi fogyasztasra szannak

Szaritott gylimolcsok és azok termékei, melyeket kozvetlen emberi 2,0
fogyasztasra szannak

Gabonafélék és azok termékei (kivéve az alabbiakat) 2,0

Kukorica és rizs, melyeket valogatassal vagy mas fizikai eljarassal 50
emberi fogyasztasra szannak

Nyers és hokezelt tej, valamint ezekbdl késziilt tejtermékek -

Fuszerek (paprika, bors, szerecsendid, gydmbér, kurkuma) és 50
fiszerkeverékek, melyek az emlitettek egyikét tartalmazzak

Feldolgozott gabonaalapt ételek, valamint csecsemdknek és kis 0,10
gyerekeknek szant ételek

Tejbol késziilt csecsemod-tapszerek -

Csecsemoknek szant gyogyaszati céllal adott tapszerek 0,10

100

15,0

15,0

15,0

10,0
4,0

10,0

10,0

4,0

10,0

4,0

4,0
10,0

10,0

0,025
0,025
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A takarmanyokban megengedheté maximalis AFB1 hatarértékek a 2002/32 EK rendelet
¢s a szigoribb Magyar Takarmanykddex (44/2003. Iv.26. FVM rendelet) szerint a kovetkezok:
Maximalis érték (mg/kg),

12 %-o0s nedvességtartalmu
takarmanyra vonatkozdan

Takarmany AFB1

2002/32 EK Magyar
rendelet takarmanykodex

Takarmany-alapanyagok (kivéve az alabbiak) 0,05 0,02

Fo6ldimogyord, kopra, palmamag, gyapotmag, babaszumag, kukorica 0,02 -
valamint ezek termékei

Teljes értékli marha- juh- és kecsketakarmanyok (az alabbiak kivételével) 0,05 0,02

Tejeld teheneknek szant takarmanyok 0,005 0,005

Borju- és baranytakarmanyok 0,01 0,005

Teljes értékii sertés- és baromfitakarmanyok (kivéve a novendékeknek 0,02 0,02

szant takarmanyok)

Malacoknak és novendék baromfiknak szant takarmanyok - 0,005
Egyéb teljes értékti takarmanyok 0,01 0,01
Kiegészité marha-, juh- és kecsketakarmanyok (kivéve a tejeld 0,05 0,02

allatoknak, borjaknak és baranyoknak szant takarmanyok)

Kiegészitd tejeld teheneknek szant takarmanyok - 0,005
Kiegészitd borju- és baranytakarmanyok - 0,005
Kiegészitd sertés- és baromfitakarmanyok (kivéve a ndvendékeknek 0,03 0,02

szant takarmanyok)

Malacoknak és novendék baromfiknak szant kiegészitd takarmanyok - 0,005

Egyéb kiegészité takarmany 0,005 0,01
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Az élelmiszerekben megengedheté maximalis ZEA hatarértékek a 1126/2007 EK

rendelet szerint a kovetkezok:

Maximalis érték (ng/kg)

Elelmiszer
ZEA
Feldolgozatlan gabonafélék (kivéve kukorica) 100
Feldolgozatlan kukorica (kivéve, amit nedves 6rléssel kivannak feldolgozni) 350
Kozvetlen emberi fogyasztasra szant gabonafélék 75
Finomitott kukoricaolaj 400
Kenyér, tésztafélék, gabonabol késziilt kekszek, gabonapelyhek (kivéve kukorica 50
alapu pelyhek)
Kozvetlen emberi fogyasztasra szant kukorica és kukoricaalapu szeletek, 100
kukoricapehely
Csecsemdknek ¢€s kisgyerekeknek szant, feldolgozott gabonaalapt élelmiszerek, 20
tapszerek (kivéve kukoricaalapuak)
Csecsemdknek ¢és kis gyerekeknek szant feldolgozott kukoricaalaptu élelmiszerek 20
Kukorica 6rléses soran visszamaradt, >500 um frakcio (CN 1103 13, CN 103 20 200
40, CN 1904 10 10)
Kukorica 6rléses soran visszamaradt, < 500 um frakcié (CN 1102 20, CN 1904 300

10 10)

A takarmanyokban megengedheté maximalis zearalenon hatarértékek a 2006/576 EK

rendelet szerint a kovetkezok:

Maximalis érték (mg/kg),

12 %-0s nedvességtartalmu takarmanyra vonatkozdan

Takarmany
ZEA
Gabonafélék- és készitmények (kivéve a kukorica 2
melléktermékek)
Kukorica melléktermékek 3
Malacoknak ¢€s kocasiildoknek szant kiegészito €s 0,1
teljes értékl takarmanyok
Tenyészkocaknak és hizosertéseknek szant 0,25
kiegészitd és teljes értékil takarmanyok
Borjaknak, tejel6 marhaknak, juhoknak, 0,5

baranyoknak, kecskéknek, kecskegidaknak

szant kiegészitd €s teljes értékll takarmanyok

102



10.14751/SZIE.2019.040

M3. Toxikologiai/okotoxikologiai teszteknél alkalmazott mérési végpontok

(CaLow, 1993)

Akut teszteknél alkalmazott mérési végpontok

o LDjp, LDy, LDsp, LDgy — Lethal Dose: az a mennyiség, melynek hatasara a kisérleti
allatok 10, 20, 50 vagy 90%-a meghatarozott idén beliil elpusztul

e EDsg, EDyo, EDsy, EDgy — Effective Dose: az a mennyiség, mely a mérési végpont 10,
20, 50 vagy 90%-os csokkenését okozza

e LCip, LCy, LCsp, LCqo— Lethal Concentration: az a letalis koncentracio, mely mellett
az adott faj egyedeinek 10, 20, 50 vagy 90%-a elpusztul

o ECyo, ECy, ECsg, ECyy — Effective Concentration: az a koncentracio, mely az adott

faj egyedeinek valamely aktivitasat 10, 20, 50 vagy 90%-kal csdkkenti

Kronikus teszteknél alkalmazott mérési végpontok

e NOEC — No Observed Effects Concentration: az a toxinkoncentracio, melynél nincs
megfigyelhetd hatas

e NOEL - No Observed Effects Level: az a legmagasabb dézis, melynél nincs
megfigyelhetd hatas

e NOAEC - No Observed Adverse Effects Concentration: az a legnagyobb
koncentracio, mely nem okoz karos hatést

e NOAEL — No Observed Adverse Effect Level: az a legnagyobb dozis, melynél nincs
megfigyelhetd karos hatas

e LOEC — Lowest Observed Effects Concentration: az a legkisebb koncentracid, mely
hatast okoz

e LOEL - Lowest Observed Effects Level: az a legkisebb dozis, mely hatast okoz

e MATC - Maximum Allowable Toxicant Concentration: egy szennyezdanyag
megengedhetd legnagyobb koncentracidja

e MNTD — Maximum Non-Toxic Dose: az a legnagyobb mennyiség, mely még nem
idéz el6 klinikai tiineteket (Mézes, 2009)

e MTD - Maximum Tolerated Dose: az a mennyiség, amelyet a szervezet még toleral,

vagyis nincs letalis hatas (Mézes, 2009)
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M4. Alkalmazott tapoldatok

Luria-Bertani (LB) médium:

1 liter desztillalt
vizre vonatkoztatva

Casiton broth:

1 liter desztillalt
vizre vonatkoztatva

Tripton
ElesztSkivonat

NaCl

(Bakterioldgiai agar)

Kazein pepton
Elesztékivonat

NaCl

(Bakteriologiai agar)

10.14751/SZIE.2019.040

109
5¢
109
(189)

2,590
2549
8549
(189)

Yeast Minimal Medium (YMMey., ura-): leucén- és uracil szelektiv alapmédium

1 liter desztillalt
vizre vonatkoztatva

Growth Medium

1 liter desztillalt vizre

vonatkoztatva

KH,PO,4
(NH,4)2SO4
KOH (lemezes)
MgSQO,

Fe,SO, oldat (40 mg/50 ml viz)

L-hisztidin
Adenin
L-arginin-HCI
L-metionin
L-tirozin
L-izoleucin
L-lizin-HCI
L-fenilalanin
L-glutansav
L-valin
L-szerin

YMM alapmédium
Vitamin oldat
Gliikoz oldat
L-aszparaginsav oldat
L-treonin oldat
Réz-szulfat oldat

104

13,619
1,98 ¢
4,29
0,29
1ml
50 mg
50 mg
20 mg
20 mg
30 mg
30 mg
30 mg
25 mg
100 mg
150 mg
375 mg

854,5 ml
10 ml
100 ml
25 ml

8 ml
2,5ml
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Osszetevok:

. Vitamin oldat: 20 mg Tiamin, 20 mg Piridoxin, 20 mg Pantoténsav, 100 mg Inozitol, 50 ml
Biotin oldat (2mg/100ml). 500 ml desztillalt vizben oldottuk fel, majd 0,2 um poérusatméréji
szUrdn atsziirve sterileztiik. 4°C-on taroltuk.

. D-gliik6z oldat: 20%-os gliik6z oldatot készitettiink, majd autoklavban 10 percig sterileztiik.
Szobahdmeérsékleten taroltuk.

. L-aszparaginsav oldat: 4 mg/ml-es torzsoldatot készitettiink desztillalt vizben oldva. Sterilezés
utan szobahomérsékleten taroltuk.

. L-treonin oldat: Desztillalt vizben oldva 24 mg/ml-es oldatot allitottunk Gssze. Sterilezés utan,
szintén szobahdmérsékleten taroltuk.

. Réz-szulfat oldat: 20 mM-os oldatot készitettiink desztillalt vizben oldva. 0,2 pm
poérusatmeérdjii sz{rén atszlrtiik, és szobahdmérsékleten taroltuk.
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M5. A Rhodococcus tipustorzsek elsé leirasuk és nemzetkozi torzsgyiijteményben megtalalhaté jelolésiik

Faj Torzs jelolések Els6 publikacio
R. aerolatus JCM 19485" = KCTC 29240" = PAMC 27367" Hwang et al., 2015
R. aetherivorans JCM 143437 = DSM 44752" = NCIMB 13964 " Goodfellow et al., 2004
R. agglutinans KCTC 39118" = CFH S0262" = CCTCC AB2014297" Guo et al., 2015
R. antrifimi KCTC 29469" = DSM 46727" Ko etal., 2015
R. artemisiae DSM 453807 = YIM 65754" = CCTCCAA 2090427 Zhao et al., 2012
R. baikonurensis DSM 445877 = JCM 11411"= GTC 1041" = NBRC 100611" = A1-22"7 Li et al., 2004
R. biphenylivorans KCTC 29673" = CGMCC 1.12975" = MCCC 1K00286" Suetal., 2015
R. canchipurensis JCM 17578" = KCTC 19851" = MBRL 353" Nimaichand et al., 2013
R. cerastii DSM 45579" = CCM 7906' = LMG 26203" Kampfer et al., 2013
R. cercidiphylli DSM 451417 =YIM 65003" = CCTCC AB 207160" Li et al., 2008
R. coprophilus JCM 3200 = DSM 433477 = CUB 687" = ATCC 29080" = CIP 104178 = IEGM 600" = Rowbotham — Cross, 1977

R. corynebacterioides

. defluvii
. enclensis
. erythropolis

000

R. fascians

R. globerulus
R. imtechensis
R. jostii

R. koreensis

R. kroppenstedtii
R. kunmingensis

LMG 5357" = NBRC 100603" = NCIMB 112117 = NCTC 10994" =NRRL B-16537" =

VKM Ac-571"

JCM 3376" = JCM 33917 = DSM 20151" = ATCC 14898 = CCUG 37877 = CIP 104510" =
NBRC 14404" = NRRL B-24037"

DSM 45893 = LMG 27563"

DSM 45688" = N10-1009" = NCIM 54527

JCM 32017 = JCM 20419" = DSM 43066 = ATCC 42777 = CIP 104179" = HAMBI 1953" =
IEGM 7" = NBRC 15567" = LMG 5359" = NCIMB 9158" = NCTC 130217 = NRRL B-16025" =
VKM Ac-858"

JCM 10002" = DSM 20669" = ATCC 12974 = CFBP 2401" = CIP 104713" = ICMP 5833" =
NBRC 12155" = LMG 3623" = NCPPB 3067 = NRRL B-16937" = VKM Ac-1462"

JCM 74727 = DSM 439547 = ATCC 257147 = CIP 104174 = DSM 43956 = IEGM 591" =
NBRC 14531" = NRRL B-16938"

JCM 132707 = RKJ300" = MTCC 7085"

JCM 11615" = NBRC 16295" = CCM 4760"

JCM 10743" = DSM 44498" = KCTC 0569BP" = DNP505" = CIP 1067217 = DSM 44498 =
NBRC 100607"

JCM 130117 = DSM 44908 =K07-23" = NBRC 103113" = MTCC 6634"

JCM 15626" = DSM 45001" = KCTC 19149 =YIM 45607"
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Crowle, 1962, Serrano et al., 1972,
Yassin-Schaal, 2005

Kampfer et al., 2014

Dastager et al., 2014
Goodfellow-Alderson, 1977

Tilford, 1936; Goodfellow, 1984
Goodfellow et al., 1982

Ghosh et al., 2006

Takeuchi et al., 2002

Yoon et al., 2000a

Mayilraj et al., 2006
Wang et al., 2008
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. kyotonensis

. lactis

. maanshanensis
. hanhaiensis

opacus

. percolatus

. phenolicus

. pyridinivorans
. gingshengii

. rhodnii

. rhodochrous

. ruber

. soli

. sovatensis

. triatomae

. trifolii

. tukisamuensis
. wratislaviensis

. yunnanensis

. zopfii

Félkovér

JCM 232117 = DS472" = CCTCC AB206088" = IAM 154157

DSM 45625"

JCM 113747 = DSM 44675" = M712" = AS 4.1720" = NBRC 100610"

DSM 45608" = SCSIO 10187" = CCTCC AB 20110247

JCM 9703" = DSM 43205" = ATCC 518817 = CIP 104549" = NBRC 16217 = NBRC 100624"
JCM 100877 = DSM 44240" = MBS1" = LMAU.R292" = CIP 104964" = HAMBI 17527 =

NBRC 16218" = NBRC 100626"

JCM 149147 = G2P" = DSM 44812" = NRRL B-24323"

JCM 10940" = PDB9" = DSM 44555 = KCTC 0647BP" = KCCM 80005" = NBRC 100608"
DSM 452227 = JCM 15477 = KCTC 19205" = CGMCC 1.6580"

JCM 3203" = DSM 43336" = N445" = ATCC 35071 = CIP 104181" = IEGM 555" = KCC A-0203"
= LMG 5363" = NBRC 100604" = NCIMB 11279" = NRRL B-16535" = VKM Ac-1187"

JCM 32027 = DSM 432417 = ATCC 13808" = CCUG 47165" = CIP 104376" = HAMBI 1959" =
IEGM 62" = NBRC 16069" = LMG 5365" = NCTC 10210" = NRRL B-2149" = NRRL B-16536"
JCM 3205" = DSM 43338" = CIP 104180" = IEGM 70" = NBRC 15591" = LMG 5366' =

KCC A-0205" = VKM Ac-1021"

JCM 196277 = DSM 46662" = KCTC 29259 = DSD51W'= KACC 178387

H004™ = DSM 102881" = NCAIM B.02632"

JCM 13396" = DSM 44892 = CCUG 50202 = IMMIB RIV-085" = NBRC 103116"
DSM 455807 = T8" = CCM 7905" = LMG 26204"

JCM 11308" = Mb8" = NBRC 100609" = NCIMB 13903"

JCM 9689 = DSM 44107" = N805" = ATCC 51786 = CCUG 38518" =
NBRC 100605" = NCIMB 13082" = VKM Ac-1986"

JCM 13366" = DSM 44837" = KCTC 19021" = YIM 70056" =
NBRC 103083" = NBRC 103115"

JCM 9919" = DSM 44108" = ATCC 51349" =

CIP 105033 =
CCTCC AA 204007 =
CIP 104275" = NBRC 100606 = NRRL B-16942"

A dolgozatban hasznalt torzsjeldlés
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Doktori munkamat az alabbi palyazat tamogatta:

NVKP_16-1-2016-0009: A takarmany és ¢élelmiszerbiztonsag erdsitése a takarmanyok

mikotoxinmentesitésére alkalmas innovativ technologiak kifejlesztésével
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