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Az Eurdpai Unidhoz vald csatlakozas kiiszobén allva hazanknak is meg kell felelnie az
¢lelmiszerbiztonsagi szempontbol eldirt kovetelményeknek. Az élelmiszerek a gyartasi
folyamat soran kémiai, fizikai és mikrobiologiai ellendrzéseken mennek keresztiil annak
érdekében, hogy a megfeleld mindségii termék keriiljon a piacra. Emiatt 2002. januér 1-én
hazankban bevezetésre keriiltek a HACCP (Hazard Analysis on Critical Controll Points)
rendszerek, melyek révén a mindség biztositdsa mellett a veszélyelemzés is kotelezdve
valt.

A kozegészségiigyi kockazat minimalisra csokkenthetd, ha a termék mikrobiologiai és
toxikoldgiai szempontbdl az eldirt hatarértékeknek megfelel. Az ellendrzések
végrehajtasahoz olyan modszerekre van sziikség, amelyek kis mintamennyiségbdl nagy
biztonsaggal szolgaltatjdk a sziikséges informaciokat. A kémiai analitikai modszerek
fejlodésével egyre kisebb mintamennyiségbdl végezhetd nagy pontossagi mérés, a
molekularis genetikai modszerek pedig lehetdséget nytjtanak a toxintermelés genetikai
hatterének megismeréséhez.

A gombak korében az emberre és allatokra mérgezd anyagként ismert masodlagos
anyagcseretermékeknek két csoportja van. Az egyik a magasabbrendii gombak altal termelt
gombamérgek, melyek toxikus hatasukat akkor fejtik ki, ha a gombatestet elfogyasztjuk és
azok a bélrendszerbdl felszivodnak. Az ilyen tipusi mérgezd anyagok termelését
bazidiumos és néhany aszkuszos gomba végzi. A masik csoportot a mikotoxinok alkotjak,
amelyek kifejezetten a fonalasgombak masodlagos anyagcseretermékei ¢és a
magasabbrendii ¢él6lényekben egészségkarosodasokat okoznak. A mikotoxinok altal
kivaltott emberi megbetegedések forrasai elsdsorban a ndvényi eredetli ¢élelmiszerek. A
szennyezett takarmany elfogyasztasaval azonban a toxinok az allati szervezetbe keriilve
végiil a taplaléklanc csucsén, vagyis az emberben halmozdédnak fel. A mikotoxinok
hatdsmoddja rendkiviil sokféle, csakigy mint a szerkezetiik és a szadrmazdsuk. Direkt
¢lettani hatasuk mellett (pl. hormonélis zavarok eldidézése) daganatkelt6 hatasuk is ismert.
Egyes tipusaik a szervezetbe keriilve, a majban aktivalodva valnak igazan veszélyessé.
Bizonyos mikotoxinok esetében lassii metabolizmussal kell szamolni és egyéb kornyezeti
artalmak hatésat is (pl. nehézfémek mérgez6 hatasa) erdsithetik.

A mikotoxinok szadrmazéasukat tekintve nagyon kiilonbozdéek. Fajazonos vagy rokon
szervezetek termelhetnek teljesen eltérd toxinokat, de a rendszertanilag egymastol tavol

allo fajok is rendelkezhetnek ugyanazon toxin termelésének képességével. A mikotoxinok
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kémiai Osszetétele nagyon valtozatos. A mikotoxinok és a termeld szervezetek sokfélesége
miatt nehéz egyszerre tobb mikotoxin részletes tanulmanyozédsaval foglalkozni.
Laboratériumunkban az ochratoxinok eléforduldsanak, a termeld szervezetek tipusainak, a
termelés genetikai és biokémiai hatterének, valamint az ochratoxinbontd képesség
eléfordulasanak vizsgalata tortént. Az ochratoxinok jelenlétét kimutattdk kavéban,
kakadban, raktarozott szemesterményekben, lisztben, olajos magvakban, zdldség- ¢és
gytimolcsfélékben, fiiszerfélékben, sorben, borban, anyatejben és emberi vérben. Az
ochratoxinok csoportjan beliil akut toxicitdssal az ochratoxin A (OA) rendelkezik, a t6bbi
vegyiilet sokkal kisebb mértékben (ochratoxin C), illetve egyaltalan nem (ochratoxin B)
fejt ki mérgezd hatast. Az OA vesekarositd (nefrotoxikus) €s majkarosité (hepatotoxikus)
vegylilet, ezenkiviil kimutattdk immunszuppressziv, daganatkeltd (karcinogén) és
magzatkarositd (teratogén) hatasat. Az OA a feltételezett okozdja a balkéni endémikus
nefropatianak, a sertések vesebetegségének (Danish porcine nephropathy), urotelialis
tumoroknak é€s a hererdknak.

Ochratoxintermel6 fajok legtobbje az Aspergillus nemzetség Aspergillus, Circumdati,
Nigri, Fumigati, Cremei, Terrei, Usti, Versicolores, valamint a Penicillium nemzetség
Aspergilloides, Biverticillium, Eladia, Penicillium szekcidiban fordulnak el6. A szekciok
tagjai olyan penészgombak, amelyek ¢élelmiszereken ¢és takarményokon nagy
gyakorisaggal fordulnak eld, azokat a betakaritas el6tt vagy a tarolds, raktarozas soran
fertézik meg.

Az OA hdkezelés hatasara kis mértékben bomlik, mérgez6 hatasa akkor sziinik meg, ha
a benne talalhat6é peptidkotés felbomlik, fenil-alanin €s ochratoxin o keletkezik. Az OA
molekula lebontdsidra alkalmasak fizikai modszerek (y-sugarzds, oOzonkezelés) &s
vegyianyagok (hipoklorit, ammonia, H,0O;), azonban egyik médszer sem tesz eleget az
¢lelmiszeripar kovetelményeinek. Az OA szennyezOdés mikrobiologiai uton torténd
megsziintetésére is van lehetdség, hiszen ismertek OA bontd baktériumok (Butyrivibrio
fibrisolvens, Lactobacillus sp., Streptococcus sp., Bifidobacterium sp., Acinetobacter
calcoaceticus, Phenilobacterium immobile) és penészgombak (Aspergillus niger, A.
fumigatus).

Az OA a pentaketid tipusu vegyiiletek csoportjaba tartozik, bioszintéziséért a poliketid-
szintaz (PKS) felelés. A PKS vesz részt a baktériumok altal termelt pl. eritrimicin és
rapamicin bioszintézisében, valamint a penészgombak pl. aflatoxin ¢és fumonizin
termelésében. A fonalas gombak PKS-ének tobb doménjéhez primer parokat fejlesztettek

ki, amelyekkel sikeresen amplifikaltdk a ketoszintdz, ketoreduktaz és a szén-metildcios
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doméneket polimerdz lancreakciéval. A PKS szintdz doménjeinek bazissorrendjének

ismerete lehetdvé teszi génprobak kifejlesztését, amelyekkel az OA termelésért felelos

gének egyértmelmiien kimutathatok és a toxikologiai kockazat minimalisra cs6kkenthetd.

CELKITUZESEINK AZ ALABBIAK VOLTAK:

Munkank soran az elsddleges cél az volt, hogy az élelmiszerek és gabonafélék OA
szennyezettségét gyors €s pontos modszerrel meghatarozzuk, erre kromatografias
méréseket és az ELISA moddszert alkalmaztuk.

A vizsgélt élelmiszerekbdl és gabonafélékbdl kis mennyiségli mintat taptalajra
helyezve ¢és az egyéb mikroorganizmusokat kizarva izolaltuk az OA
szennyez6déséért felelds Aspergillus fajokat. Az izolatumok és szamos
gyljteményes torzs OA termeld képességét vizsgaltuk kromatografias és ELISA
modszerrel.

Az OA termeld torzsek koziil kivalasztottunk néhanyat, amelyek toxintermelésének
kinetikajat vizsgaltuk tobb héten keresztiil. Az izolatumok kozil az OA-t
legnagyobb mennyiségben termelé torzzsel (A. albertensis ATCC 58745) a
toxintermelés  hodmérsékleti  optimuméanak  meghatarozasat  végeztik el
Mikrohullamu energiakozléssel feltartuk a micélium ergoszterintartalmat, valamint
az OA termelés és a micélium ergoszterintartalma kozotti 6sszefliggést vizsgaltuk.
Az élelmiszerekben mar meglévé OA szennyez6dés megsziintetése érdekében nagy
szamu izolatum toxinbontd képességét vizsgaltuk, hiszen a jelenleg kidolgozott
fizikai és kémiai modszerek altalaban nem alkalmazhatok az élelmiszeriparban. Az
OA bonto izolatumok kozott megtalaltuk az élelmiszeriparban is alkalmazhatd A.
niger CBS 120.49 torzset.

Az OA termel6 fajok elsésorban a Circumdati, Flavi és a Fumigati szekciok tagjai,
amelyeken beliil a rokonsagi kapcsolatok megallapitasat az ITS szekvencidk, a 26
rDNS, a poliketid-szintdz gén ketoszintdz és C-metilacidos domén szekvencidinak
analizisével, és morfoldgiai tulajdonsagaik dsszehasonlitasaval végeztiik.

Az A. albertensis OA nem-termel6 izolatumat y-besugarzassal hoztuk létre annak
érdekében, hogy a vad tipust és a nem-termeld mutans izolatum genetikai anyagat
Osszehasonlitsuk. RAPD analizissel olyan fragment jelenlétét kivantuk feltarni, ami

az OA termeldképesség egyértelmii bizonyitékaul szolgalna.

10
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e Az A viridinutans intraspecifikus variabilitasat a morfologiai tulajdonsagok,
szénforras hasznositasi tesztek, mitokondrialis DNS és magi DNS RFLP analizis,

valamint a B-tubulin génszekvenciak analizise alapjan vizsgaltuk.

11
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1. IRODALMI ATTTEKINTES

1. 1. AZ OCHRATOXINOK JELLEMZESE

1. 1. 1. A mikotoxinok kutatasanak kezdete

A mikotoxinok a hatvanas évek elején keriiltek a tudomanyos érdeklédés
kozéppontjaba, amikor Nagy-Britannidban egy rejtélyes betegség tobb szazezer pulyka
elhullasat eredményezte. A mikrobioldgiai vizsgalatok nem vezettek eredményre, virust
vagy baktériumot nem tudtak kimutatni. A ”post mortem” vizsgalatok minden esetben
nekrotikus majkarosodasra utaltak, a majhomogenizatumbol pedig egy UV fényben
fluoreszkalé anyagot mutattak ki. Mindezzel parhuzamosan az allatokkal etetett
takarmany, a Brazilidbol szarmazo foldimogyord dara vizsgélatat is elvégezték. A
foldimogyord darar6l Aspergillus flavust izolaltak, ezért a mérgez6 anyag az aflatoxin
nevet kapta. Az aflatoxinok felfedezésétdl kezdve a mikotoxinokkal foglalkozé tudomany,
a mikotoxikologia az egész vildgon hirtelen fejlédésnek indult.

Az azdbta eltelt években rendszeres ellendrzés folyt az élelmiszerek €és a takarmanyok
fertézésében szerepet jatszo fonalas gombdk ¢és az altaluk termelt mikotoxinok
felderitésére. A kutatdsok soran sikertilt tisztdzni pl. az aflatoxinok és mas mikotoxinok
hatasmoédjat. Nagy érzékenységli immunkémiai és kromatografias modszereket dolgoztak
ki a toxinok kimutatdsara és meghatarozasara. Tobb mikotoxin esetében folyamatban van a
termelés genetikai hatterének vizsgalata, illetve a mezdgazdasagi termékek mikotoxin

szintjének csokkentése, valamint a mikotoxinok kéros hatasainak kikiiszobdlése is.

1. 1. 2. A mikotoxinok csoportositasa

A mikotoxinok penészgombak altal a sejten kiviili térbe kivalasztott masodlagos
anyagcseretermékek, amelyek erds fizioldgias €s patologias hatdsuak, emberben és allatban
koros elvaltozasokat okoznak. Ez a magasabbrendii eukaridtdkhoz kotédd meghatarozas
azonban nem zarja ki az alacsonyabbrendi él61ényekre, algakra, protozoonokra, gombakra,
illetve prokaridtakra gyakorolt hatasukat. A mikotoxinoknak ezt a tulajdonsagat a toxin
kimutatdsi modszerek esetében a gyakorlatban alkalmazzak.

A novények szamos esetben szubsztratjai kiilonboz6 mikotoxinogén gombéknak,
illetve mikotoxinok termelésének, azonban a csak fitopatogén hatasi gombatoxinokat nem

soroljak a mikotoxinok koz¢.

12
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A mikotoxinok rendszerezése nagy szamukbol, valtozatos szerkezetiikbol, eredetiikbol
¢s hatdsmechanizmusukbol adoddan Osszetett feladat. A mikotoxinok csoportositisa az
alabbi szempontok szerint végezhetd el.

1./ A legelfogadottabb a bioszintézis prekurzorai alapjan torténd csoportositas (1. abra)
(Turner, 1971, Smith és Moss, 1985), amely nem teljeskorti, hiszen szamos mikotoxin
bioszintézisének Utja ma még nem ismert. A poliketidek és a rubratoxinok az acetil-KoA és
malonil-KoA kondenzéacigjabol vezethetok le (”A” anyagcseret). A mevalonat
rendszerbdl szarmazd szeszkviterpén tipusu mikotoxinok kémiailag jol kortilhatarolhato
egységet képeznek (”B” anyagcsereit). Az aminosavakbdl szadrmaztathaté toxinok
csoportja heterogén, mivel N-heterociklikus vegyiileteket €s ciklikus polipeptideket is

tartalmaz (”C” anyagcsereut).

”A”ANYAGCSEREUT:

e Zsirsavakbol szarmaztathatdé masodlagos metabolitok (pl. jazminsav,

rubratoxinok);

e Poliketidek;
Tetraketidek (pl. patulin, penicillinsav)
Pentaketidek (pl. citrinin, ochratoxinok)
Hexaketidek (pl. maltorizin, monaszkin)
Heptaketidek (pl. viomellein, alternariol)
Oktaketidek (pl. rugulozin, luteoszkirin)
Nonaketidek (pl. citreoviridin, zearalenon)
Dekaketidek (pl. aflatoxinok, sterigmatocisztin);

e A Szentgyorgyi-Krebs ciklus intermedierjeibdl szdrmaztathatd masodlagos

metabolitok (pl. tenuazonsav);

"B”ANYAGCSEREUT:

e Terpének ¢és szteroidok (pl. fumagillin, trichotecének, helvolsav);

”C ANYAGCSEREUT:

e Aminosavakbol szarmaztathatdé masodlagos anyagcseretermékek (pl. ergot

alkaloidok, ciklopiazonsav, sporodezminek, gliotoxin);
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e Protein toxinok (pl. restriktocin, fumigatoxin);
e Egyéb be nem sorolt masodlagos metabolitok (pl. citokalazinok, verzikolin);

e Nem acetatbol szdrmaztathatd masodlagos metabolitok (pl. kojisav, pirogallol,

szamos zuzmometabolit).
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1. abra. A mikotoxinok bioszintézise

2./ A magasabbrendii ¢l6lényekben kialakuld farmakoldgiai hatds alapjan is lehet
csoportositani a mikotoxinokat, rangsorolva élettani veszélyességiiket. A mikotoxinok
hatasat az emberi és allati szervezetre az 1. és 2. tdblazat mutatja be. Néhany mikotoxin

szerkezete az 2. és a 3. dbran lathato.
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1. tablazat. Mikotoxinok hatasa

az emberi és allati szervezetre

Hatas

Fontosabb mikotoxinok

hepatotoxikus, hepatokarcinogén

aflatoxinok, sterigmatocisztin

teratogén aflatoxinok, ochratoxinok, rubratoxin B
neurotoxikus citreoviridin, patulin, ciklopiazonsav, rokfortin
nefrotoxikus ochratoxinok, citrinin, viomellein, xantomegnin
immunszuppressziv aflatoxinok, ochratoxinok, trichotecének
dermatotoxikus trichotecének

emetikus vomitoxin (dezoxinivalenol)

0sztrogén hatasu

zearalenon

tremorgén penitrem A, fumitremorgének
fotoszenzibilizald sporidezminek, viomellein, xanthomegnin, cerkosporin
hallucinogén ergotoxinok

2. tablazat. A mikotoxinok altal kivaltott human és allati megbetegedések

Szindroma Mikotoxin Termelo faj
Alimentaris toxikus aleukia trichotecének Fusarium sp.
Balkéani endémikus nefropatia | ochratoxinok Aspergillus sp.
Ergotizmus ("Szent Antal tiize") | ergotamin, ergometrin Claviceps sp.
Balkani endémikus nefropétia | gliikoproteinek Aspergillus, Penicillium sp.
"Sarga rizs betegség" citrinin, citreoviridin Penicillium sp.
Kardidlis beri-beri citreoviridin Penicillium sp.
Majrak aflatoxinok A. flavus, A. parasiticus
"Onyalai" szindroma tenuazonsav Phoma sorghina
"Részeg kenyér"(Taumelbrot) | trichotecének Fusarium sp.
Kaschin-Beck szindréma trichotecének Fusarium sp.
Déniai sertésnefropatia ochratoxinok Aspergillus sp.
Reye szindroma aflatoxinok A. flavus, A. parasiticus
Nyeldcsorak fumonizinek Fusarium sp.
Korai telarche zearalenon Fusarium sp.
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1. 1. 3. A Penicillium és Aspergillus fajok mikotoxinjai altal okozott human és allati

mikotoxikozisok és egészségkarosodasok

Régota ismert a Téavol-Keleten a sarga rizs” (yellow rice) nevii betegség, amely
idegzavarokkal, m4j- és vesebantalmakkal jar. A korokoz6 utani kutatasok soran a fertézott
rizsr6l tobb gombafajt izolaltak és azonositottak, koztiik a P. citrinumot. A fajrol az 1930-
as években deritették ki, hogy citrinint termel, amely nem rakkelté vegyiilet, azonban
jelentés vesekarosito hatassal rendelkezik. Allatkisérletekben nitrozaminok és mas
mikotoxinok, pl. ochratoxin és penicillinsav novelik a citrinin vesekdrositd hatdsat. Az
1940-es évek elején azonositottak a P. citreoviride fajt és toxinjat, a citreoviridint (3. abra),
amely a légzdszervrendszert bénitja meg, sziv és érrendszeri karosodasokat okoz. Az 1950-
es ¢években lezajlott megbetegedések kapcsdn a sargarizsrél tovabbi korokozd utan
kutattak, mert a fertézott rizs cirrdzist és hepatomat is okozott, igy izolaltdk a P.
islandicumot. A tapoldat sziirletébdl izolalt izlanditoxin allatkisérletekben majkarositd
hatdsunak bizonyult. Ugyanennek a gombanak a micéliumabol luteoszkirint izolaltak, mely
az allatkisérletekben méjdaganatot okozott. Az antibiotikumok utani kutatds soran az 1940-
es években valt ismertté a patulin, a P. expansum, P. urticae mérgezé terméke.
Allatkisérletek soran gorcsoket, cianozist, 0démakat, bevérzéseket, szovetelhaldsokat
tapasztaltak a tiidoben. Tobb kisérletsorozatban sem tudtdk azonban igazolni rakkeltd
hatdsat. Hazdnkban egy esetben human megbetegedést hoztak kapcsolatba patulinnal
szennyezett alma fogyasztasaval (Téren és mtsai, 1990).

Tobb Penicillium faj mérgez6é anyagcsereterméke a penicillinsav, melyet mar a szazad
elején penészes kukoricabdl izolaltak, az embereknél eléforduld pellagra okainak keresése
soran. Mutagenitdsa nem minden esetben volt bizonyithato. Helyi szarkomak kifejlodését
észlelték szubkutan adagolasa soran. Szintén Penicilliumok terméke a mikofenolsav, amely
eleinte antibiotikumként, majd rakellenes vegyiiletként valt ismertté. Allatkisérletekben
pete-implantacié gatlast és anémiat okozott, valamint mutagén hatastinak bizonyult. Az
1950-es évek elején sertéseknél és borjaknal észlelt megbetegedések okait kutatva a P.
rubrumra terelddott a figyelem. Karos anyagcsereterméke a rubratoxin B majkarosito,
mutagén, magzatkarositd hatasunak bizonyult. Rakkelt6 hatasat ezidaig nem irtak le.

A rendkiviil mérgez0 hatast és rakkelté aflatoxinok kilétére az angliai pulykaelhullés
kapcsan deriilt fény. Az aflatoxinok az A. flavus és A. parasiticus altal termelt anyagok,
amelyek szinte minden allatfaj esetében rakkeltdnek bizonyultak. Hatasuk allatfajonként

kiilonb6z6. A kisérleti adatok emberre torténd vonatkoztatdsa sem egyértelmii, mert a
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vilagrészek lakossaganak érzékenysége nagy eltéréseket mutat. A taplalékdsszetevoknek
az aflatoxin toxicitdsdra gyakorolt hatdsdnak tanulmanyozéisakor kideriilt, hogy a
fehérjehianyos taplalkozas stlyosbitja a hatast, ami a fejlédé orszagok éhezd lakossagara
szamara jelent veszélyt. Az A vitamin hidnya ndvelte a mortalitast him patkdnyoknal, a C-
vitamin adagolasa nem gatolta a rakkeltd hatast. Tobb vegyiilet és elem koziil a szelén
esetében védo hatést észleltek, viszont a gyogyitashoz sziikséges adagok mar a vesét
karositjak.

A sterigmatocisztint, amely majkérositd, mutagén és rakkeltd hatasu vegyiilet, az 1950-
es évek elején A. versicolor sziirletébdl izolaltak japan kutatok. Karcinogén hatasat minden
alkalmazasi helyen kifejti. Az aflatoxin bioszintetikus prekurzora. A maltorizint a fert6zott
malata takarmanyozasabol szarmazé allati megbetegedések okait kutatva azonositottdk a
1960-as évek elején. Az A. oryzaevel fertdzott malatat fogyasztd szarvasmarhdk majaban
és veséjében zsiros elvaltozast, gocos szovetelhalast, tovabba sejtburjanzast, 1épzsugo-

rodast és mellékvese karosodast észleltek.
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2. abra. Fusarium és Claviceps fajok néhany mikotoxinja
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3. abra. Aspergillus és Penicillium fajok néhany mikotoxinja

1. 1. 4. Az ochratoxinok felfedezése

Nagyszamu penészgomba vizsgalatanak eredményeként van der Merwe és mtsai (1965)
izolaltak az ochratoxin A-t (OA) (4. abra) egy Aspergillus ochraceus torzs sziirletébol.
Ezutan Steyn és Holzapfel (1967) megtalalta az OA nem toxikus klor-mentes szarmazékat,
az ochratoxin B-t, valamint etil-és metil szarmazékait.

Az ochratoxinokban a dihidroizokumarin véz hetedik C-atomjahoz L-B-fenilalanin

kapcsolodik peptidkotéssel. Az OA-ban kloratom kapcsolodik a kumarinvdzhoz. A
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kumarinvadz acetil-koA ¢és malonil-koA egységekbdl épiil fel, a karboxil csoport a C;

poolbdl szarmazik (Turner és Aldridge, 1983).

Az OA mérgezd hatasat el0szor Purchase ¢s Theron (1968) vizsgalta, ennek soran
kideriilt, hogy vese és majkarosito hatassal rendelkezik. Az A. ochraceus mellett az
Aspergillus és a Penicillium nemzetség szamos tagja rendelkezik az OA termelésének
képességével.

Az ochratoxinhoz hasonld szerkezetli vegyiiletet el6szor Penicillium citrinum
tenyészetébdl izolaltak 1931-ben és a citromsarga telepeket képezd termeld szervezet utan
citrininnek nevezték el. A dihidroizokumarin-vazzal rendelkez6 mellein (3-metil-8-
hidroxi-3,4-dihidroizokumarin) és a 4-hidroximellein szintén az A. ochraceus altal termelt

metabolitok, €s valoszintlileg az OA prekurzorai.

HOOC
QLA L
NH

Cl

Ochratoxin A

4. abra Az ochratoxin A szerkezeti képlete

1. 1. 5. Az ochratoxin A, B, C kémiai és fizikai jellemz6i

Az ochratoxin A (CyoHgCINOg) szintelen kristalyos vegyiilet. Szerkezetét, fizikai és

kémiai tulajdonsagait infravoros (IR), ultraviola (UV), magneses magrezonancia (NMR)
spektroszkopiai moddszerekkel tartdk fel. Benzolbol kristdlyositva az olvadaspontja

(melting point, mp.): 90°. Az IR spektrumon karboxil-, szekunder amid-, és lakton csoport
jelenléte lathaté. [a]p=-118° (¢ 1.1 kloroform), Amax =213 nm és 332 nm.

Az ochratoxin B (5. abra) (Cyo0H19NOg) az OA kloérmentes szdrmazéka, szintelen,
kristalyos vegytilet. Savanyitott metanolbol kristalyosithatd, mp: 221°, [o]p=-35° (c. 0.15),

Amax =218 nm és 318 nm.
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Az ochratoxin C (CyH»>CINOg) az OA etil-észtere. [0]p=-100° (c.1.2), Apax =213 nm,
331 nm és 378 nm.

Tovabbi ochratoxin szarmazékokat izolaltak A. ochraceus torzsek sziirletébél. Az OA
metil-észtere, az OB etil-észtere valamint az OB metil-észtere mellett szamos brom-

szarmazékot és aminosav analogot sikeriilt azonositani.

Cl hATJ 242 00

Ochratoxin C

5. abra Ochratoxin A, B, C

1. 1. 6. Az ochratoxin eléfordulasa. Ochratoxintermelé fajok.

Az ochratoxinokat termelé Aspergillus és Penicillium fajok nagyon széles korben
elterjedtek. Az OA-t kimutattdk mar talajbol, zoldség és gylimolesfélékbdl, gabona-
félekbol, kavé és kakadbabbol (Téren és mtsai, 1997), olajos magvakbdl, sorbol, fiiszer-
félékbol, chilibdl, fliszepaprikabol, szojababrol, foldimogyorordl, rizsrdl, kukoricardl,
vérbol és anyatejbdl (Moss, 1996). Szaritott-s6zott halban Tavol-Keleten és hiivelyesek
magvaiban D¢l-Afrikdban, szdjababban az USA-ban szintén eléfordult (Kozakiewicz,

1989). A kiilonboz6 orszagokbodl szarmazo kavémintak vizsgalata soran kideriilt, hogy a
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kozép-€s kelet eurdpai lakossag altal fogyasztott kavé sokkal szennyezettebb OA-val, mint
Nyugat-Eurdpaban, vagy az USA-ban piacra keriild kavéfajtak (Pittet és mtsai, 1996).

Az OA termeld képességgel rendelkezd fajok tobbsége az Aspergillus nemzetség
Circumdati szekcidjanak tagja, de a nemzetség mas szekcidjaba tartozo fajok kozott is
szamos OA termel6 fordul el6 (3. tablazat). Az elséként felfedezett A. ochraceus is a
Circumdati szekci6 tagja, amely elsésorban a tropusi éghajlaton fordul eld, de mérsékelt
¢ghajlaton eléforduld névényekrdl, igy cirokrdl, komloérol, borsoérol is izolaltdk mar. Az A.
auricomus és A. albertensis OA termeld képességének leirasa laboratoriumunkban tortént
meg (Varga és mtsai, 1996). A Fumigati szekciot alkoto fajok koziil a tiidéaszpergillozis
okozoja, A. fumigatus rendelkezik OA termel6 képességgel (Abarca és mtsai, 1998).

A Penicillium fajok kozott is szamos OA termeld faj fordul eld (4. tablazat). Az
elséként leirt OA termeld P. viridicatumot és P. cyclopiumot eredetileg a P. verrucosum
fajba soroltak (Pitt, 1987), mivel azt gondoltdk, hogy ez a faj az egyetlen OA termeld a
Penicillium nemzetségen beliil. R6vid idén beliil szamos fajrol kideriilt, hogy rendelkezik
az OA termel6 képességgel (Bridge ¢s mtsai, 1989, Ueno és mtsai, 1991, El-Banna és
mtsai, 1987) (4. tablazat). OA termelé Penicillium fajok elsésorban a mérsékelt éghajlati
6v hémérsékletén, 4 és 30°C ko6zotti homérsékleten fordulnak el6b.

Az ochratoxin termeld penészgombak lehetnek post-harvest” szervezetek, vagyis a
gabonaf¢léket a betakaritas utan, a raktarozas idején fertézik meg. Ezzel szemben példaul a
kavé esetében sokkal inkabb valdsziniisitheté a betakaritas elétti, ” pre-harvest” fert6zés
(Bucheli és mtsi, 1998). Mantle (2000) vizsgalta a kavéndvények OA felvételét és azt

tapasztalta, hogy annak legnagyobb része a talajbol szarmazik.
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3. tablazat. Ismert ochratoxin termel6 Aspergillus fajok

Faj Szekcio Hivatkozasok
A. glaucus Aspergillus Chelkowski és mtsai, 1987
A. sydowii Aspergillus Ueno és mtsai, 1991
A. repens Aspergillus El-Kady és mtsai, 1994
A. alliaceus Circumdati Ciegler, 1972a
A. albertensis Circumdati Varga és mtsai, 1996
A. auricomus Circumdati Varga és mtsai, 1996
A. elegans Circumdati Batista és mtsai, 2003
A. insulicola Circumdati Batista és mtsai, 2003
A. melleus Circumdati Ciegler, 1972a
A. muricatus Circumdati Frisvad és Samson, 2000
A. ochraceus Circumdati van der Merwe és mtsai, 1965
A. ostianus Circumdati Ciegler, 1972a
A petrakii Circumdati Ciegler, 1972a
A. sclerotiorum Circumdati Ciegler, 1972a
A. sulphureus Circumdati Ciegler, 1972a
A. wentii Cremei Varga és mtsai, 1996
A. fumigatus Fumigati Abarca és mtsai, 1998
Aspergillus sp. Fumigati Varga és mtsai, 2000
A awamori Nigri Ono és mtsai, 1995; Téren és mtsai, 1996
A.carbonarius Nigri Horie, 1995; Wicklow és mtsai, 1996
A. foetidus Nigri Ueno és mtsai, 1991; Téren és mtsai, 1996
A niger Nigri Abarca és mtsai, 1994; Téren ¢és mtsai, 1996
A. usami Nigri Ono és mtsai, 1995
A. terreus Terrel Ueno és mtsai, 1991
A. ustus Usti Ueno és mtsai, 1991
A. versicolor Versicolores Abarca és mtsai, 1998
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4. tablazat. Ismert ochratoxin termelé Penicillium fajok

Faj Szekcio Hivatkozasok
P. spinulosum Aspergilloides El-Banna és mtsai, 1987
(P. purpurescens) Ciegler és mtsai, 1972b
P. cyaneum Aspergilloides Ueno és mtsai, 1991
P. sclerotiorum Aspergilloides Ueno és mtsai, 1991
P. implicatum Aspergilloides Ueno és mtsai, 1991
P. montanense Aspergilloides Ueno és mtsai, 1991
P. variabile Biverticillium Ciegler és mtsai, 1972b
P. purpurogenum Biverticillium Ueno és mtsai, 1991
P. verruculosum Biverticillium Ueno és mtsai, 1991
P. janczewskii Eladia Ueno és mtsai, 1991
P. melinii Eladia Ueno és mtsai, 1991
P. raistrickii Eladia Ueno és mtsai, 1991
P. miczynskii Eladia Ueno és mtsai, 1991
P. corylophilum Eladia Ueno és mtsai, 1991
P. corylophilum Eladia Ueno és mtsai, 1991
P. fuscum Eladia Ueno és mtsai, 1991
P. simplicissimum Eladia Ueno és mtsai, 1991
P. canescens Eladia Ueno és mtsai, 1991
P. verrucosum Penicillium Pitt, 1987
P. expansum Penicillium Bridge és mtsai, 1989
P. aurantiogriseum Penicillium Bridge és mtsai, 1989
(P. solitum)
P. atramentosum Penicillium Bridge és mtsai, 1989
P. commune Penicillium Ciegler és mtsai, 1972b

1. 1. 7. Az ochratoxinok metabolizmusa és hatasmodja

Az emberi ¢és allati szervezetekben az OA a gyomorbdl felszivodva a vér plazma
proteinjeihez, elsdsorban a szérum-albuminhoz kotédik és a vesébe keriilve aktivalodik
(Marquardt ¢és Frohlich, 1992). A vesébdl az OA nagy része a vizeletbe valasztodik ki, a

sz€klettel joval kisebb mértékben iiriil. Az emlésokben az OA els@sorban a vesét tamadja
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meg. A proximalis tubulusukon megkotddik €s fenntart a vesében egy allandéan magas
OA szintet (Tsuda és mtsi, 1999), ami nefropatia kialakuldsahoz vezethet.

Az emlOsok OA érzékenysége eltérd, az LDs értékek még egy faj kiilonb6zé nemii
egyedeinél is eltérhetnek (pl. him patkany: 28 upg/g, ndstény patkany: 20 ug/g, him
tengerimalac: 9.1 pug/g, néstény tengerimalac: 8.1 pug/g) (Ueno, 1987).

1. 1. 8. Az ochratoxinok biolégiai hatasa

Az ochratoxinok koziil elsdsorban a klorszarmazékok toxicitdsa nagy, amelyek hatasa
elsésorban a vese karositasban, a vese tubulusok nekrozisaban nyilvanul meg (Smith ¢€s
Moss, 1985). Szamos stabil metabolitjukat (4-hidroxi szarmazékok) azonositottak kisérleti
allatok majaban és veséjében, ezért feltételezik, hogy az ochratoxinok toxicitasanak
kialakulasaban szerepe van metabolikus aktivacionak.

Az ochratoxinok a Phe-tRNS 1étrehozasaért felelds enzimet, a Phe-tRNS-szintazt
gatoljak, ezen keresztiil akadalyozzak a fehérjeszintézist (McMasters és Vedani, 1999).
Szabadgyokképzést, lipid peroxidaciot képesek indukélni, igy hatassal vannak a biologiai
membranokra, valamint gatoljak a mitokondrialis 1égzést (Wei és mtsai, 1985). Az emlitett
hatdsokon tal az OA =zavarja az intercellularis kalcium homeosztazist, ami a sejt
pusztulésat okozza. A fenil- alanin bioszintézisének gatlasa eldidézi a foszfoenol-piruvat-
karboxikindz szint és a glukoneogenezis csokkenését, amely szintén sejtek pusztuldsdhoz
vezet (Riley és Norred, 1996).

Az OA a magzat kozponti idegrendszerére hat, ezaltal fejlodési rendellenességet
okozhat, valamint az immunrendszer kialakuladsat is gatolja (Stormer és Lea, 1995). Az OA
mutagén hatasat kozvetetten fejti ki, mivel a m4j citokrom P-450 enzimrendszere az OA-
bol mutagén metabolitok, 4-hidroxi-ochratoxin és egyéb OA szdrmazékok keletkezését
idézi elé (Obrecht-Pflumio és mtsai, 1999, Stormer és mtsai, 1980, Castegnaro és mtsai,
1998). A keletkezd vegyiiletek a nukleinsavszintézis guanin tartalékait peroxidacioval
alkalmatlannd teszik az oOrokitéanyagba torténd beépiilésre (Pfohl-Leszkowicz és mtsai,
1993).

Az OA indukdlja az apoptozist sejtkulturakban (Seegers és mtsai, 1994), eldsegiti a
szabadgyok képzodést (Hochler ¢és mtsai, 1997). Csirkékben a karotinoidok
metabolizmusaban okoz valtozast (Schaffer és mtsai, 1987), sertésekben és pulykdkban
takarmany visszautasitdst idéz eld (Burditt és mtsai, 1984), csokkenti a glikogén

mobilizalhatosagat sejtkultirakban és broiler csirkékben (Huff és mtsai, 1979). Az OA
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haematolédgiai rendellenességek (Gupta és mtsai, 1979), valamint a bélhurut kialakulasdban
is szerepet jatszik (Kanisawa és mtsai, 1990). Az OA és OB prokariotak szaporodasat
gatolja, kiilonosen a Bacillus cereus var. mycoides érzékeny (Harwig, 1974).

Az OA egyben rovarellenes hatasti metabolit is, jelenlétével indokoljak, hogy az
Aspergillus carbonarius NRRL 369 szklerociumaibdl nyert metanolos extraktumok
hatasara a Carpophilus hemipterus larvainak novekedési rataja 75%-al csokken. Hasonlod
eredményt kaptak a Helicoverpa zea kukoricakalasz féregnél is, ahol 50%-o0s mortalitast
tapasztaltak, ami a talélo larvak 99%-os stlycsokkenésével jart egyiitt (Wicklow és mtsai.,

1996).

1. 1. 9. Ochratoxikozisok

A korébban leirt mikotoxiko6zisok pontos eredete késébb nem mindig valt ismertté a
korabeli leirasok eltérd nyelvezete miatt. A felderitések nehézségeinek masik oka, hogy az
allatkisérletekben leggyakrabban tiszta toxinokat alkalmaznak, mig a gyakorlatban vegyes
mikobiodta fordul eld, ami valtozd Osszetételli toxinelegyet termel. Az ochratoxinok altal
okozott megbetegedéseket nevezziik ochratoxikédzisoknak.

Ochratoxinok altal okozott sertés nefropatiat elészoér Danidban és Svédorszagban irtak
le (Buchmann és mtsai, 1985), de az elmult 5-10 évben tobb eurdpai orszagban, pl.
Bulgariaban is el6fordult (Stoev és mtsai, 1998). Ochratoxinok hatasara az allatok veséje
megnagyobbodott és vildgos sziniivé valt ("pale kidneys"), tobb esetben a vesében gdcos
elvaltozasokat tapasztaltak, amelyeket borsonyi méretii, sargasfehér szinii, szabalytalan
alaku, elmosodott hatara szigetekként észleltek. A szovettani elvaltozas alapja a nefrézis
volt, amelynek stulyosabb eseteiben a parenchima sorvadasa is bekdvetkezett. Megfigyelték
tovabba, hogy a gocokban vagy a vese nagyobb teriiletein limfo-hisztiocisztas sejtes
besziirddés keletkezett, amely behatolt a kéregallomanyba ¢s esetenként a veldallomanyba
is. Maskor szembetlind volt az eozinofilids sejtes besziirddés is. Viszonylag ritkan fordult
eld a vesecsatorndk cisztaszert tdgulata. Ezekben az esetekben az OA-t ki tudtdk mutatni
az allatok vérébdl, a veséjébdl és a méajabol is.

Nagy létszamu pulykaallomanyban is leirtak a fentihez hasonlé megbetegedést 16
mg/kg OA tartalmu kukorica etetése utan. A szennyezett takarmany elfogyasztasa tomeges
pusztulést okozott, ezen kiviil csokkent a takarmanyfelvétel, és romlott annak hasznosulasa
is. A vesék megduzzadtak és sziniikk halvanyabba valt, a proximadlis tubulusokban

hamelhalast figyeltek meg.
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A nefropatia el6fordulasat csirkékben is tapasztaltak (Huff €s mtsai, 1974). Az allatok
vesél megnagyobbodtak, vildgossa valtak és kb. harmadrésziikbdl lehetett 4-30 pg/kg
ochratoxint kimutatni. Szdvettanilag a proximalis és disztalis tubulusok hdmjanak elhaldsat
figyeltétk meg. Az allatok testtomegének csokkenésén kiviil a takarmanyhasznosulés
romlasat tapasztaltadk. Tojotytkoknal gyakran észlelték a tojasok szdmdnak csokkenését.
Jércékkel etetett 4 mg/kg ochratoxin tartalmti takarmany hatasara az ivarérettség (a
tojasrakas megkezdése) 9 honap alatt sem kovetkezett be. 3 hetes broiler csirkében az Un.
hatastalan dozis (no effect concentration) egyszeri toxinbevitellel hozzavetélegesen 0,5-1,0
mg/kg. Ez a toxinadag a testtomeggyarapoddsban még nem okoz elmaradast, de a
vesemilkddésben mar eltérés mutatkozik.

Az ochratoxinokra mas héziéllatok (Pier, 1973), kacsa (Burns és mtsa, 1987), japan fiirj
¢s a patkany (Kanisawa és mtsai, 1990), egér (Kanisawa ¢és Suzuki, 1978), nyul (Galtier és
mtsai, 1981, Zofair és mtsai, 1996)), tengerimalac is érzékenyek. Az OA valamint etil- és

metilészterei esetében az oralis LD napos kacsakra 135-170 pg/allat, patkanyokra 20-28

pg/ttg. A klérmentes szarmazékok mérgezé hatasa egy nagysagrenddel kisebb.
Ochratoxikozist kisérletileg pisztangokban is sikertilt el6idézni (Doster és mtsai, 1974).

Az OA hatdsdra a szarvasmarha is érzékeny, gyakorlati korilmények kozott
ochratoxikdzissal mégis csak a borjak kozott, kb. féléves korig talalkozhatunk (Ribelin és
mtsai, 1978) . A szdjon at felvett ochratoxin a bendében atalakul és beldle ochratoxin o és
fenil-alanin keletkezik, melyek mérgez6é hatassal nem rendelkeznek. In vitro vizsgalatok
soran azt tapasztaltak, hogy a csak protozoonokat tartalmazé benddkivonat képes hatastala-
nitani az OA-t a bend6folyadékhoz hasonldé mértékben, mig csak a bendd-baktériumok
jelenlétében vagy a sterilizalt bendéfolyadékban a teljes ochratoxin mennyiség valtozatlan
marad. A bontds soran karboxipeptiddz enzim az OA-ban taldlhatd peptidkotést
hidrolizalja. Egészséges felnott szarvasmarhaban 1 kg bendétartalom 12 mg ochratoxint
képes 48 ora alatt hidrolizalni. Amennyiben tobb a felvett toxin mennyisége, vagy kisérleti
uton parenterdlisan juttatjuk azt az allat szervezetébe, akkor a kérddzdkben is kialakul a
megszokott korkép, a hozamelmaradas és a tejtermelés csokkenése. Félévesnél fiatalabb
borjakban kisebb terhelés is megbetegedést okozhat, étvagytalansag, emésztési
rendellenesség, hasmenés és hashartyagyulladas figyelhetd meg. Vérzések keletkezhetnek
a szivbelhartya alatt. A szOvettani vizsgdlat soran veseelfajulds, valamint diffuz

hepatocellularis nekrozis észlelhetd neutrofil sejtes besziirddéssel. Az OA LDs értéke

szarvasmarhdk esetében 20 mg/ttkg.
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Neéhany évtizede a balkani orszagokban elsdsorban a mezdgazdasaggal foglalkozo
lakossag korében eléforduld kronikus vesekarosodasra figyeltek fel. A betegséget balkani
endémikus nefropatidnak nevezték el. Egyik tiinete volt fehérjék kivalasztasa a vizeletbe,
ami a glomerulusok sziir6képességének zavaraira utal. Szovettani leleteken a
vesecsatorndk elfajulasat, a sejtkozi tér rostosodasat, a glomerulusok szétesését észlelték.
A nefropatidsok 30-40%-aban a vizeletkivalasztd rendszer valamilyen daganatos
elvaltozasa is kimutathatd volt (Chernozemsky és mtsai, 1977). A megbetegedéseket
sokaig kiilonb6z6 okokra probaltak visszavezetni. A kutatdsok soran dél-afrikai gabonarol
¢és hiivelyesekrél OA termelé A. ochraceus torzset izolaltak. A balkani endémikus
nefropatia koroki Osszefiiggéseinek kozvetlen bizonyitékdul szolgalt, hogy az endémias
teriiletek lakossaganak szervezetében is kimutathat6 volt az OA (Krogh és mtsai, 1974).

Az OA szerepet jatszik urotelidlis tumorok kialakuldsdban (Wafa és mtsai, 1998) és
mas, ismeretlen eredetli vesemiikodési rendellenességekben. A nefropatiara a sertések
rendkiviil fogékonyak, ami azért érdekes, mert a balkani orszagok sertéshust nem
fogyaszt6 mohamedan lakossagénak korében sokkal kisebb mértékli a nefropatia
eléforduldsa. Az ochratoxinok rakkeltd hatdsdnak kérdése még vitatott, de allatkisérletek
egyértelmiien igazoljak, hogy szerepiik van daganatok kialakulasdban (Bendele és mtsai,

1985).

1. 1. 10. Elelmezés egészségiigyi hatarértékek

A penészgombak ¢és a mikotoxinok el6forduldsa az élelmiszerekben ¢és a
takarmanyokban nem harithaté el maradéktalanul. A koros elvaltozasokat még nem okozo
mennyiségeket hatarértékekkel szabalyozzdk, ezzel a kozegészségiigyi kockazatot
minimdlisra csokkentik. Az élelmezés egészségligyi hatarértékekkel a nyersanyagok és a
termékek tdroldsra, tovabbi feldolgozasra és fogyaszthatosagra vald alkalmassagat
allapitjak meg.

A mikotoxin hatarértékek meghatarozasa allatkisérletekbdl indul ki, melyek feltételeit -
az allatfajt, az 4llatok szdmat, korat, nemét, az adagolds modjat, a megfigyelésre keriild
paramétereket, az értékelés modjat - nemzetkdzi megallapodasok rogzitik. A kisérlet soran
megallapitjdk azt a toxin mennyiséget, mely huzamos fogyasztas mellett sem okoz koros
elvaltozast.

Ezen adatok alapjan - az ember esetleges nagyobb érzékenységét, a gyermekek és

¢érzékenyebb egyének fogyasztasi lehetdségeit figyelembe véve - szamitjdk ki a napi
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beviheté mennyiséget ¢és adjak meg testtomeg kg-ra. Ez az érték az ADI (Acceptable Daily
Intake), mértékegysége a mg/testtomegkg/nap. Az egyes ¢élelmiszerekre vonatkozo
hatarértéket a fogyasztas gyakorisagat és atlagos napi fogyasztast figyelembe véve
szamitjadk ki. Magyarorszdgon az Egészségligyi Minisztérium  17/1999. (VI.16)
rendeletének 4. szamu melléklete foglalja 6ssze a mikotoxin hatarértékeket (5. tablazat).

Az aflatoxin Bi-re eldirt hatarértékek élelmiszertdl fliggden 1-8ug/kg kozott valtoznak.
Az 0Osszes aflatoxin (B;+B,+G;+G;) mennyisége még foldimogyoroban sem haladhatja
meg a 15ug/kg-ot. Ezeknél alacsonyabb hatarértékeket kovetelnek meg az
alapélelmiszerek és gyermektapszerek esetén.

Az OA-ra Danidban allapitottak meg 10ug/kg hatarértéket a sertés vesére €s majra.
Amennyiben e szervekben a toxin a 25ug/kg értéket meghaladja, az egész allatot emberi
fogyasztasra alkalmatlannak mindsitik. Nalunk a ndvényi eredetli élelmiszerek OA-ra
megallapitott hatarértékei 3-15ug/kg kozott valtoznak a terméktdl fliggden. Legmagasabb
a nyerskavé megengedett OA szintje.

Az Eurdpai Unidban megallapitott érték a napi OA bevitelre 1-2 ng/testsulykg. Az OA
¢lelmezés egészségligyi hatarértékére 77 orszagban létezik szabalyozas, amely szerint a
bébi ételek 1-5ug, a egyéb élelmiszerek 2-50ug, a takarmanyok 5-300ug OA-t tartalmaz-
hatnak kg-ként (van Egmond, 1996).
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5. tablazat. Mikotoxin hatarartékek élelmiszerekben. (4. szamu melléklet a 17/1999.

(VL. 16.) EiiM rendelethez).

AFLATOXINOK

Maximalis szint (ug/kg)

Termék B1 B1+B2+
G1+G2

Ml

Di6, mogyord, mandula, gesztenye, szaritott 2 4 -
gyimolcsok és ezek feldolgozott termékei
(kozvetleniil emberi fogyasztasra vagy élelmiszer-
Osszetevoként vald felhasznalasra)

Foldimogyor6 (ha emberi fogyasztds vagy 8 15 -
¢lelmiszer-Osszetevoként vald felhasznalas elott
valogatassal vagy mas fizikai kezeléssel tisztitjak)

Di6, mogyord, mandula, gesztenye, szaritott 5 10 -
gylimolcs és zoldség (ha emberi fogyasztds vagy
¢lelmiszer-0sszetevoként valo felhasznéalas elott
valogatassal vagy mas fizikai kezeléssel tisztitjak)

Edesipari termékek 1 1 -

Gabonafélék (beleértve a hajdinat, Fagopyrum 2 4 -
spp.) ¢€s gabonadrlemények (kozvetlen emberi
fogyasztasra vagy ¢élelmiszer-0sszetevoként vald
felhasznalasra)

Gabonafélék (beleértve a hajdinat, Fagopyrum 2 4 -
spp.) a kukorica kivételével (kozvetlen emberi
fogyasztasra vagy ¢lelmiszer-0sszetevoként vald
felhasznalasra)

Fliszerek 5 10 -
- paprika (Capsicum spp.) egész vagy 6rolt,
beleértve a csilit, csiliport

- bors (Piper spp.) fehér és fekete

- szerecsendié (Myristica fragrans)

- gyombér (Zingiber officinale)

- kurkuma (Curcuma longa)

Tej és tejtermékek (a felhasznalt tej ardnyanak - - 0,05
megfelelden)
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OCHRATOXIN A
Termék Maximalis szint (ug/kg)
Gabona (beleértve a rizst és hajdinat) 5
Minden gabona eredetli termék, beleértve az 3
Orleményeket ¢€s a kozvetlen emberi fogyasztasra
keriil6 gabona terményeket
Mazsola 10
Porkolt kavé, kavé alapa termékek 10
Nyerskavé 15
Egyéb novényi élelmiszerek 10
EGYEB MIKOTOXINOK
Termék Mikotoxin bl s
(ug/kg)
Lisztek, drlemények, miizli Deoxinivalenol (DON) 1000
cerealia része
Zearalenon (F-2) 100
T-2 toxin 300
Etkezési korpa Deoxinivalenol (DON) 1200
Gyilimolcs- és Patulin 50
z6ldségkészitmények

1. 2. AZ OHRATOXINOK OKOZTA PROBLEMAK MERSEKLESENEK LEHETOSEGEI

1. 2. 1. Az ochratoxikézisok megel6zése

Annak megakadalyozasara, hogy a szervezetbe keriilt OA mérgezd hatasat kifejtse
alkalmazzak pl. a natrium-karbonatot, amely hatékonyan gétolja az ochratoxinok
felszivodasat a gyomorbol (Creppy ¢és mtsai, 1995). Fenobarbitallal tortént eldzetes
kezeléssel és fenilalanin adagoldsaval egerekben csokkentették az OA toxikus hatdsat
(Moroi ¢s mtsai, 1985). A fenilalanin adasa az OA immunrendszert karosit6 hatasat is
képes kivédeni (Haubeck és mtsai, 1981). A fenilalanin analog vegytileteinek (aszpartdm

¢s a piroxicam) adagolasaval patkdnyokban elkeriilhetd az ochratoxikézis (Creppy €s
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mtsai, 1998). Az aszpartdm az egész vilagon széles korben alkalmazott édesitdszer, ami
gatolja az OA kotddését a vér plazmaproteinjeihez, kiilondsen a szérum-albuminhoz. Az
aszpirin és az indometacin védi az egereket az OA genotoxikus hatasatol (Obrecht-Pflumio
és mtsai, 1996). Antioxidans vegyiiletek, a retinol, aszkorbinsav, E-vitamin szintén
védenek az OA karos hatasai ellen (Marquardt és mtsai, 1992, Grosse és mtsai, 1997,
Hoehler és mtsai, 1997). Patkanyokndl megfigyelték, hogy a szuperoxid-dizmutaz és a
katalaz védi a vesét (Baudrimont és mtsai, 1994), a metionin jelenlétében az OA teratogén
hatasat nem tudja kifejteni, valamint védi a méj és a vese szoveteit (Abdel-Wahhab és
mtsai, 1999). Egereket vizsgalva megallapitottak, hogy a sz6161¢é gatolja az OA karcinogén
hatdsanak kialakuldsat (Jeswal, 1998).

Adszorbensek hatdsat is vizsgaltdk az OA karos hatdsanak megakadalyozésa
érdekében. Ismeretes, hogy a kolesztiramin megkdti az epesokat az emésztdtraktusban,
serkentve ezaltal azok kivalasztédasat a székletbe. Kolecisztiramin adagolasa mellett adott,
OA tartalmu téplalékkal etetett patkanyok vérében sikeriilt kimutatni az OA szint
csokkenését (Kerkadi és mtsai, 1999). Az OA in vitro nagy aktivitassal kotodott aktiv
szénhez (Galvano ¢és mtsai, 1998), azonban az aktiv szén in vivo, csirkékben nem

csokkentette a toxikus hatast (Rotter és mtsai, 1989).

1. 2. 2. Az élelmiszerek és takarmanyok OA tartalmanak csokkentésére kidolgozott
eljarasok

Az ¢lelmiszerekben ¢és a takarmanyokban el6fordulé mikotoxinok eltavolitasara
szamos fizikai és kémiai modszert dolgoztak ki, azonban az élelmiszerek mindségével
szemben felallitott kovetelmények az ipari alkalmazast megakadalyozzak. A
toxinszennyezddés eltavolitasa utan az élelmiszer tapértékének és fogyaszthatosdganak a
kezelés eldttivel meg kell egyezni. A termék technoldgiai tulajdonsagai sem valtozhatnak,
valamint az eljarasnak nagylizemi szinten is gazdasagosan kivitelezhetének kell lenni.
Tovéabba f6 szempont, hogy a kezelés soran toxikus bomlastermékek nem keletkezhetnek.
A gabonafélek és kavék OA szennyezettségének ellendrzésére HACCP rendszert
dolgoztak ki (Frank, 1999, FAO, 2000).

Az OA ¢és mas mikotoxinok okozta szennyezddés eltavolitasara alkalmaztak
hipokloritot (Castegnaro €s mtsai, 1991) és ammoniat (Chelkowski és mtsai, 1982). A
szarvasmarha és a birka bend6jében ¢é16 Butyriovibrio fibrisolvens altal termelt enzimek

képesek atalakitani az OA-t nem toxikus Oo-va (6. abra) (Galtier és mtsai, 1976, Xiao és
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mtsai, 1991, Hult és mtsai, 1976), és részben az emberi bélmikrobidta is képes bontani az
OA-t (Akiyama és mtsai, 1997) A Lactobacillus, Streptococcus, Bifidobacterium (Skrinjar
¢és mtsai, 1996), Acinetobacter calcoaceticus (Hwang és mtsai, 1994), Phenylobacterium
immobile (Wegst ¢s mtsai, 1983), valamint az A. niger karboxipeptidaz A ¢és lipaz enzimei
is képesek bontani az OA-t (Deberghes és mtsai, 1995, Stander és mtsai, 2000). A Bacillus
pumilusbdl olyan antifungalis metabolitokat izolaltak, amelyek akadalyozzak az OA
termelését (Munimbazi ¢és Bullerman, 1998). Az eddig azonositott OA bontd
mikroorganizmusok (élesztdk, baktériumok) altalaban folyadékony tapkozegben tudtdk
lebontani az OA-t (pl. joghurt) (Skrinjar és mtsai, 1996), ezért nem alkalmazhatok
¢lelmiszereink tobbsége €s a takarmanyok esetében sem.

A kukorica, a paradicsom ¢és a buza sejtkultarakban is elveszett az OA toxicitdsa, mert
a peptid-kotés hidrolizise kovetkezett be (Ruhland és mtsai, 1994, 1996a, 1996b). Az
Anagasta kuniellara nincs hatassal az OA, ezért ezek esetleges forrasai lehetnek OA
detoxifikalo enzimeknek (Karlovsky, 1999).

HOOC OH
QoL e g
NH @]

™ HO O +phe

Cl ol

ochratoxin A ochratoxin «

6. abra. Az OA bomlasakor Oq és fenilalanin keletkezik

1. 2. 3. Vegyiiletek hatasa az ochratoxintermel6 képességre

Az A. flavus altal termelt poliketid jellegli aflatoxin bioszintézisére bizonyos
vegyiiletek serkentd, masok gatld hatassal vannak. Hasonld jelenséget az A. ochraceus OA
termelése esetében is megfigyeltek.

A dichlorvos (dimetil-2,2-dichlorovinil-foszfat) egy viszonylag erds anti-aflatoxinogén
hatdsu vegyiilet, a toxin szintézisét a verzikonal-hemiacetal-acetatnak verzilkolorinna
1974). A nitrat-ion az aflatoxin bioszintézist gatolta A. parasiticusban az averufin

keletkezésénél (Zaika és Buchanan, 1987). A fémek koziil a cink A. flavusban az aflatoxin
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bioszintézise soran a verzikolorin szintézisét stimulalja, ha azt a termeld szervezet az
inkubécio 20-30. orajaban veszi fel és a taptalajban mért koncentracidja nem haladja meg a
0.4-2 mg/l mennyiséget (Steele és mtsai, 1973). A molibdén nincs hatassal az A. flavus
aflatoxintermeld képességére (Zaika és Buchanan, 1987).

A koffein az A. ochraceus OA termelését 98%-al csokkentette, azonban a
micéliumndvekedést kis mértékben stimulalta. A koffein gatolja a gliikkoz felvételét A.
parasiticusban, valoszintileg ezaltal valik a toxintermelés inhibitorava (Buchanan és mtsai,
1981). A cerulenin és a tetrahidrocerulenin zsirsav-szintetdz gatldo hatdsa mellett az
aflatoxin szintézist A. parasiticusban a névekedés logaritmikus fazisaban serkentette. A di-
ill. hexa-hidrocerulenin nem rendelkezik ezzel a hatassal, aminek magyarazata
valoszintileg az elébbiek epoxid strukturajaban rejlik. Az aminosavak hatdsat vizsgélva az
L-glutaminsav az ochratoxin termelés serkentdjének bizonyult, mert nitrogénforrasként

szolgalt a bioszintetikus folyamatokhoz.

1. 3. AZ ASPERGILLUS NEMZETSEG ES NEHANY SZEKCIOJANAK JELLEMZESE

1. 3. 1. Az Aspergillus nemzetség taxonémiaja

Az Aspergillus nemzetségbe tartozdé 69 fajt Thom és Church 1926-ban (Raper és
Fennell, 1965) 11 csoportba sorolta be. Ez a rendszerezés a telepek morfoldgajat és az
aspergillumok sajatossagait vette alapul a rokonsag megallapitdsandl. Thom és Raper
1945-ben (Raper és Fennell, 1965) 77 Aspergillus faj 10 kiilonb6z6 tulajdonsaga alapjan
14 csoportot allitott fel. 1965-ben késziilt el Raper és Fennell rendszertana, melyet ma is
elfogadnak és referenciaként hasznalnak az Aspergillusok taxondomiajaban. Ebben a
rendszerben 132 faj leirasa talalhato, amelyeket 18 csoportba soroltak be. A fajcsoportok a
Nemzetk6zi Botanikai Kod szerint nem rendelkeznek taxondmiai jelentéssel.

Gams ¢s mtsai 1985-ben a csoportokat alnemzetségekbe és szekciokba sorolta be. Az
Aspergillus nemzetséget hét alnemzetségre és 18 szekciora osztotta (6. tablazat). Az rRNS
szekvenciavizsgalatok alapjan a Wentii szekcioba sorolt fajok kozeli rokon fajaikkal
azonos szekcidba keriiltek, ami annak megsziinéséhez vezetett (Peterson, 1995). Késdbb az
Aspergillus nemzetséghez tartoz6 fajok rRNS gének szekvencidjanak vizsgalata soran
Peterson (2000) a nemzetséget 0jbol felosztotta.

Az Aspergillus fajok szexualis alakjai az aszkuszos gombak kozé, a Webster-féle

rendszer (1986) szerint az Eurotiales rend, Trichocomaceae csaladba tartoznak.
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Az Aspergillus nemzetségbe tartozik a szamos novényi megbetegedést, mint pl. a
mogyord koronarothadasat, mandulafak klordzisat, a hagyma rothadasat okoz6 A. niger.
Egyes fajok alacsony vizaktivitas mellett is képesek ndvekedni, mint az A. glaucus, A.
halophilcus, A. restrictus, A. chevalieri, A. amstelodami, ezért nagy karokat okozhatnak a
raktarozott gabonafélékben és szemesterményekben. A szarazfoldeken az A. flavus és A.
parasiticus, mint a gyapot és kukorica kartev6i szamottevéek (Cotty és mtsai, 1994).
Humén és allategészségiigyi szempontbdl kiemelkedd jelentdséggel rendelkezik az A.
fumigatus és A. niger, amelyek opportunista patogének, a tiidomikozis okozdi. Az
Aspergillusok kozé szamos iparilag fontos faj is tartozik. Az A. niger, A. terreus, A. wentii,
A. fumigatus az élelmiszeriparban és gyogyszergyartasban nélkiilozhetetlen enzimeket
(amildz, pektinaz, laktaz, gliikdz-oxiddz), antibiotikumokat (fumagillin) és szerves savakat
(citromsav) termelnek. A Tavol-Keleten élelmiszerek eléallitaisahoz hasznaljak az A. sojae,
A. oryzae fajokat.

Az Aspergillus nemzetségbe tartozik a genetikai szempontbdl sokat tanulmanyozott, a

Neurospora crassaval egyiitt modellszervezetként szamon tartott A. nidulansis.

6. tablazat. Az Aspergillus nemzetség felosztasa Gams és mtsai (1985) és Peterson

(2000) szerint

Szekcio | Alnemzetség | Teleomorf
Gams et al. (1985) | Peterson (2000)

Aspergillus Aspergillus Aspergillus Eurotium
Restricti Aspergillus Aspergillus -
Cervini Fumigati Aspergillus -
Terrel Nidulantes Aspergillus Fennellia
Flavipedes Nidulantes Aspergillus Fennellia
Nigri Circumdati Aspergillus -
Circumdati Circumdati Aspergillus Neopetromyces
Flavi Circumdati Aspergillus Petromyces
Cremei Circumdati Aspergillus Chaetosartorya
Candidi Circumdati Aspergillus -
Wentii Circumdati - -
Fumigati Fumigati Fumigati Neosartorya
Clavati Clavati Fumigati Neocar penteles
Nidulantes Nidulantes Nidulantes Emericella
Versicolores Nidulantes - -
Usti Nidulantes - -
Sars Circumdati Nidulantes -
Ornati Ornati Nidulantes Slerocleista
Warcupiellagroup | Ornati Warcupiellagroup | Warcupiella
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1. 3. 2. A Circumdati szekcio

Az Aspergillus nemzetség Circumdati szekciojaba tartozo fajokra jellemzd, hogy a
konidiumfejek sargak, narancssargak, okkersargak vagy borszintiek, alakjuk gombolyl. A
fialidok két sorban, sugarasan helyezkednek el. Konidiumaik lehetnek gombolyltiek vagy
ovalisak, feliiletiik sima vagy tiiskés. A konidiumtartok enyhén vagy erdteljesen
pigmentaltak, sargas vagy barnds sziniiek, feliiletik enyhén érdes vagy erdteljesen
fogazott. A vezikulum altaldban gdmbdlyti, de kissé hosszikas is lehet. Szklerocium egyes
fajoknal megfigyelhetd, alakjuk és sziniik igen valtozatos. Raper és Fennell (1965) a
szklerociumok termelését fontos taxondmiai bélyegként hasznaltdk. Kleisztotécium
képzést csak az A. alliaceusban, A. albertensisben és A. muricatusban figyeltek meg,
amelyek teleomorf alakjait Malloch és Cain (1972) a Petromyces nemzetségbe sorolta, de
taxondmiai helyzetiik maig tisztazatlan.

A szekcid tagjainak nagy a gazdasagi jelent6sége is. Az A. ochraceust és A.
sclerotiorumot szteroidok, alkaloidok és fenazin biokonverzidjara alkalmazzak (Chen és
mtsai, 1994, Petroski és mtsai, 1983, Hill és Johnson 1969). Az A. melleust és A.
sclerotiorumot alkalmazva proteolitikus enzimeket allitanak eld (Kundu és mtsai, 1974,
Luisetti és mtsai, 1991), mig néhany faj rovarellenes vegyiileteket termel (Wicklow és

mtsai, 1994, Whyte €és mtsai, 1996, Ooike ¢€s mtsai, 1997).

1. 3. 3. A Flavi szekcio

Az Flavi szekcioba tartozd fajok esetében a konidiumfejek vilagos vagy sotét
sargaszold, olajbarna vagy barna szintiek, sotét szinti szklerociummal és altalaban kétsoros
fialiddal rendelkeznek. A konidiumtartok szintelenek vagy enyhén pigmentaltak, feliiletiik
sima vagy erdteljesen fogazott. Konidiumaik altaldban gémbolytiek, gyakran fajon beliil is
variabilitast mutatnak, feliiletiik sima vagy barazdalt. Szkleréciumaik sotét szintiek, érett
allapotban vordsesbarna, lilasbarna vagy fekete szintiek, gomb vagy ahhoz hasonld
alakuak, de lehetnek hosszukasak is.

Az Aspergillus nemzetség Flavi szekcidjaba tartozo fajokat Raper és Fennell 1965-ben
az Aspergillus flavus fajcsoportba sorolta. Christensen (1981) a szekcioba sorolt 14 faj
morfoldgiai €s fizioldgiai hasonlosagait vizsgalta. Kurtzman €s mtsai (1986) a vad tipusu
¢s a haziasitott (domesztikalt) fajok rokonsagi viszonyait DNS hibridizaciés technikaval
elemezte. A szekcio tagjainak izoenzim analizisét (Yamatoya és mtsai, 1990) és ubikinon

rendszerlik vizsgalatat is elvégezték (Kuraishi és mtsai, 1990). A szekcid gazdasagilag
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jelentds fajaiban Nikkuni és mtsai (1998), valamint Peterson (2000) vizsgalta az
interspecifikus kapcsolatokat az rRNS génklaszter szekvencia analizise alapjan. Samson
(1994) 12 fajt és 2 alfajt rendelt a Flavi szekcioba, amely azota az A. caelatusszal boviilt.
Peterson (1995) megallapitotta, hogy az A. terricola és az A. thomii is ebbe a szekcioba
tartozik. Varga és mtsai (2000a) kutatasai alapjan az A. lanosus, a P. alliaceus és a P.
albertensis anamorf alakjai is a Flavi szekcid tagjaival mutatnak rokonsagot, amelyeket a
Circumdati szekcid tagjaként tartottak szamon. Két tovabbi faj, az A. coremiiformis és az
A. toxicarius valosziniileg szintén e szekcioba sorolando (Christensen, 1981).

A szekcid tagjainak egy része, az A. flavus, A. parasiticus, A. nomius ¢lelmiszerekrol
izolalhato, aflatoxin termeld faj (Smith és Moss, 1985), mig ezek haziasiott valtozatai, az

crer

(Campbell-Platt és Cook, 1989).

1. 3. 4. A Fumigati szekcio

A Fumigati szekcio tagjaira jellemz6, hogy a konidium fejek oszloposak, sziniik a
vilagos kékessziirkétol a sotétsziirkéig terjedhet. A vezikulum alaktalan, jellemzden
szlirkés pigmentacioval ellatott. A fialid réteg egysoros, gyakran olyan szinli, mint a
vezikulum. A konidiumtartok enyhén fogazottak, altaldban sziirkés arnyalatiak, ami
kiilonosen a végekre jellemz6. A konidiumok gdmb, ritkén ellipszis alaktiak, kissé durva
feliiletiiek. Kleisztotécium jelenléte néhany fajra jellemzd, fehér, krém, bdrszinii, sarga
vagy narancs szinii lehet.

Az A. fumigatus fajcsoportba Raper és Fennell (1965) 10 fajt és 3 tovabbi alfajt sorolt,
valmint tovabbi két alcsoportra osztott aszerint, hogy rendelkeznek e szexualis alakkal. A
késdbbi publikaciokban tovabbi 5 fajt soroltak ebbe a csoportba. A fajok kozdtt van
aszexualis és szexualis (Neosartorya sp.), homo- és heterotallikus is. Gams és mtsai (1985)
elvégezték a nemzetség egzakt rendszertani felosztasat, amelyben az A. fumigatus
fajcsoportot a Fumigati alnemzetségbe, ezen beliil a Fumigati szekcioba soroltak.

A Fumigati szekcioba tartozo legtobb faj optimalis novekedési homérséklete 37°C,
azonban el6fordulnak kozottiik termofil fajok is. Az A. viridinutans az Aspergillus
nemzetség Fumigati szekcidjanak tagja, amely viridotoxin és mas izokumarin szarmazékok
termelésére képes. Morfologiai érdekessége a ’bolintd” konidiumos fej (’nodding conidial
head”). Az elnevezés Raper és Fennelltdl szarmazik, akik eldszor figyelték meg, hogy az

A. viridinutans konidiumtart6ja szoget zar be a vezikulummal.
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1. 4. A PENESZGOMBA KIMUTATASI MODSZEREK

1. 4. 1. Az leggyakrabban alkalmazott eljarasok

A HACCP rendszerek és veliik 6sszefiiggésben a prediktiv mikrobioldgia egyre inkabb
elterjedt az élelmiszerek mindségének meghatarozasaban, alkalmazasukkal minimalisra
csokkenthetd a human- és allategészségligyi kockazat. A penészgombak jelenlétének
kimutatasara alkalmazzak az ¢él0csiraszam meghatarozast, a lemezontéses vagy
sz€lesztéses modszert, a mikroszkopos vizsgalatokat, elektromos méréseket, felhasznalva a
tenyésztd kozegben bekovetkezd vezetoképesség vagy mas elektromos jellemzé valtozasat
(7. tablazat). A hagyomanyos mérések legtobbje anyag- és iddigényes, valamint a
hoékérosodott vagy inaktivalodott penészek kimutatdsara nem alkalmasak. A micéliumok
mikroszkdpos meghatarozasa pontatlan és nagy szubjektiv hibaval terhelt.

Immunolégiai modszerekkel az élelmiszereket fertdzé penészgombdk szintén
meghatarozhatok (Notermans és mtsai, 1986, Lin és Cousin, 1987, Tsai ¢s Cousin, 1990),
igy ELISA-t alkalmaznak pl. extracellularis poliszacharidok mérésére, Kamphuis és mtsai
(1989) érzékeny latex agglutinacids technikat fejlesztettek ki. Az ELISA alkalmazésa
lehetdvé teszi az élelmiszerek gyors €és rutinszeri vizsgalatat, azonban specifikussaguk
miatt csak korlatozottan alkalmalmazhatok, valamint nagyon koltségigényesek.

A penésztartalom mérésének egyik 1j teriilete a NIR (Near Infrared) technika, ahol
igéretes kisérletek folynak az élelmiszerek fert6zottségének meghatirozasara. Davies
1987-ben NIR technika alkalmazaséaval sikeresen hatdrozta meg a paradicsompiirében 1évo
penészszamot, Aramaki és mtsai (1995) nagy pontossaggal becsiilték meg a micélium
mennyiségét kojiban.

A penészszennyezettség kimutatasara alkalmazzak tovabba a hdstabil enzimek és egyéb
sejtalkotok, mint a kitin vagy az ergoszterin mennyiségének meghatarozasat. A sejtek
kitintartalmanak mérése pontatlan a kiilonb6z0 penészgomba fajok gliikkozamin
tartalmanak valtozdsa ¢és az esetlegesen rovarrészekkel tortént szennyezddés miatt,
valamint a modszer érzékenysége sem megfeleld.

A penészgombak mennyiségének meghatarozasara egyre gyakrabban alkalmazzak az
¢lelmiszerek és takarmanyok ergoszterin tartalman alapuld mérést (Seitz €s mtsai, 1977).
Az ergoszterin kizarolag gomba sejtekben fordul eld, nem fordul elé a baktérium, a
novényi €és az allati sejtekben sem. A penészgombak kimutatdsira jelenleg alkalmazott

modszerek koziil a ez tekinthetd a legoptimalisabbnak.
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7. tablazat. A penészgombak meghatarozasara leggyakrabban alkalmazott modsze-

rek

PENESZGOMBAK MENNYISEGI
MEGHATAROZASARA ALKALMAZOTT

MODSZEREK

Elécsiraszam meghatarozas (CFU), elektromos méré-
sek, mikroszképos detektalds, ergoszterintartalom
mérés, kitintartalom meghatarozasa, fertdzott gabona-

szemek vizualis értékelése €s tomegara-nyanak érése

FAJSZINTU MEGHATAROZAS

Mikroszkopos morfoldgiai vizsgéalatok
DNS/RNS meghatéarzasi modszerek

Biologiai tesztek, immunkémiai mérések

1. 4. 2. Az ergoszterin eléfordulasa és jellemzése

Az ergoszterin megtalalhatd minden Eumycotaban, kivéve a Chitridiomycotékat,

rozsdagombdkat, néhany élesztot, és hidnyzik vagy nagyon kis mennyiségben fordul el6 az

Oomycotdk és a Hyphochytridiomycotak sejtjeiben. Néhany alga és protozoa fajban is

megtalalhato.

Az ergoszterin a gombabiomassza szaraztomegeének 0.2-0.6 %-at teszi ki, ami fiigg a

micélium korétdl és a novekedés feltételeitl. Az ergoszterin a membranlipidekhez kotott,

illetve a citoplazmaban szabad formédban van jelen. A molekula két kettds kotést tartalmaz

az 5-0s és a 7-es szénatomoknal (7. abra), amelyek jelenléte eredményezi a specifikus

abszorpcids maximumot 282 nm-en, ezért az ergoszetrin mennyisége TLC-vel és HPLC-

vel kénnyen meghatérozhato.

39




1. IRODALMI ATTEKINTES

CHs

B sy CH;

HsC
e CH;

H5C

HO

7. abra. Az ergoszterinmolekula szerkezeti képlete

Az ergoszterin mennyisége korreldl az éldcsiraszammal, a micélium szdraztomeggel, a
hifa hosszusaggal, feliileti antigének mennyiségével, a sporaszammal, az illékony
metabolitok (pl. CO,) mennyiségével, a sejtfal kitintartalmaval, a volutilszemcsék és a
termelt DON mennyiségével is (Borjesson és mtsai, 1990, Schniirer, 1993, Young és mtsai,
1984, Lamper ¢és mtsai, 2000, 2001).

Francia kutatok nagyszdmu gabona minta ergoszterin tartalmanak meghatarozasa utana
modszert alkalmasnak taldltdk élelmiszerek és allati eledelek mindsitésére (Schniirer,
1995). Elelmiszerek esetében négy mindségi osztalyt alakitottak ki. Az élelmiszeripari
célra felhasznalhaté gabonafélék esetében a hatdrérték <5 ppm, takarmédnyozasi célra 5-10
ppm volt. 10-20 ppm esetén kotelezden végre kell hajtani a multitoxin analizist, 20 ppm
folotti érték tlizeldanyag” mindségi besorolast kapott.

Az allati eledelek ergoszterin alapii mindsitésére szintén Franciaorszdgban kertlt sor,
aminek eredményeképpen szabvanyba foglaltdk a hatarértékeket és a mindségi
kategoridkat (AFNOR V18-112). A szabvany alapjan mikotoxin kontaminacioval akkor
nem kell szadmolni, ha a gabona ergoszterintartalma 8 ppm alatt van, ebben az esetben a
termék a “normal quality” (normalis mindségii) mindsitést kapja. Amennyiben a mért érték
meghaladja a 12 ppm-et, a takarmanyozasi célra hasznaland6 gabona a “doubtful quality”
(kétséges mindségll) kategoridba kertil, teljes korli multutoxin analizis valik sziikségessé

(Maupetit és mtsai, 1993).
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1. 4. 3. Az ergoszterin tartalom meghatarozasanak lehetoségei

A gombamembran ergoszterin tartalmanak kivonéasara altalanosan elterjedt modszer a
szerves oldoszeres extrakcio. A feltaras koriilbeliil 80 °C-on visszafolyasos hiitdvel
(refluxaltatassal) torténik, lagos korilmények kozott. Az extrakcid alkoholokkal, a
membranlipidek elszappanositasa KOH-al torténik (Schniirer, 1995). Tekintettel arra, hogy
a szerves oldoszeres extrakcid anyag- ¢és iddigényes nem alkalmas kis mennyiségi,
nagyszdmu minta ergoszterin tartalmanak vizsgdlatira, mert anyag- ¢és iddigényes.
Ugyanakkor nagyszdmu mintavétel és vizsgalat esetén, kiilonos tekintettel a HACCP
rendszerek kotelezO alkalmazasara, sziikséges ujabb gyorsvizsgalati moddszerek
kidolgozasa.

Az elmult évtizedtdl kezdve egyre elterjedtebben alkalmazzdk a mikrohulldmu
energiakozlést, meggyorsitva ezzel a termikus kezelés folyamatat. Mikrohullamu
energiakdzléssel nagy mértékben lehet gyorsitani a kiilonb6z6 kémiai reakcidkat és szamos
eldny0s tulajdonsagat az €lelmiszeriparban is hasznositjak (pl. Szabé és mtsai, 1991, 1993,
1998, Rajké és mtsai, 1997). Jelentdsen lerdvidithetd tobbek kozott a szaritéds, eldsiirités,
blansirozas, pasztorozés, melegités, puffasztas, felengedtetés miiveleti ideje €s az intenziv
energiadisszipacio eredményeként baktericid hatas is kimutathat (Szabo, 1999). Young
(1995) bizonyitotta, hogy a mikrohullamu extrakci6 (MAE) alkalmas kis mennyiségi
mintabol torténd feltdrdsra. A 10-100 mg tomegli minta lehet gombamicélium,
gabonadrlemény vagy mds penészszennyezett anyag. Az eljaras eldnyodsen alkalmazhato
filteren megszlirt levegébdl szarmazd koriilbeliil 500-25 000 mennyiséglii spora
kimutatdséra is.

A hagyomanyos melegitéskor a hdenergia a feliiletr6l a magbelsd fel¢ aramlik. Ez
olyan nem kivéanatos folyamatokkal jar egyiitt, mint a kéregképzddés, ami adott esetben
megakadalyozhatja a folyadéknak a minta feliiletére jutasat, ezzel végeredményben lassitja
a feltaras muveletét. A mikrohulldamu energia alkalmazasakor a mintaban jelenlevd, nagy
dip6lus momentummal rendelkezé vizmolekulak a gyorsan valtakoz6 nagyfrekvencias (2,
45 GHz) erdtérben kovetik az elektromos erdtér valtozasait. A vizmolekulak orientalodasa-
kor felszabadul6 surlodési energia, amely a magbelsé iranyabol melegiti a mintat, azonos
iranyban a folyadéktranszporttal. A gabonafé¢lék Orleménye vagy a liofilizalt
penészmicélium rendelkezik megfeleld nedvességtartalommal, ami biztositja a minta
mikrohuldmu kezelésével torténd gyors ergoszterin feltarasat (Szabd és mtsai, 2001,

Tanécs és mtsai, 2002).
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1. 5. GENOTIPUSOS VIZSGALATOK

1. 5. 1. RAPD analizis

A DNS polimorfizmus vizsgéalatdhoz sokféle lehetdséget nyujt a PCR alkalmazésa
(Foster és mtsai, 1993), ezek egyike a RAPD (Random Amplified Polimorphic DNA)
technika (Bowditch és mtsai, 1993, Williams és mtsai, 1990a). A RAPD szamos
mikroszkopikus gomba, pl. Fusarium (Crowhurst és mtsai, 1991), Colleotrichum, (Guthrie
és mtsai, 1992), Aspergillus (Megnegneau és mtsai, 1993) Botrytis (Biittner és mtsai, 1994)
Coprinus (Laroche ¢és mtsai, 1995) Phytium (Motoaki ¢és mtsai, 1998), esetében
alkalmasnak bizonyult fajon beliili kiilonbségek kimutatdsara is. A RAPD technikéval
hozzajuthatunk nagy specifitdsu diagnosztikai probakhoz is (Foster ¢és mtsai, 1993),
valamint lehetOséget nyujt szegregéacids analizisre (Fabritus és Judelson, 1997, Judelson és
mtsai, 1995), genetikai  térképezésre (pl. Williams és mtsai, 1990b),
homokarion/heterokarion allapot meghatirozdsara (Foster és mtsai, 1993). Tovabbi
alkalmazésat teszi lehetévé, hogy a RAPD termékek kozvetleniil szekvenalhatok és
felhasznalhatok hibridizacios probaként is, pl. pulzaltatott mezeji gélélektroforézissel
(PFGE) elvalasztott kromoszémak markerezésére (Tudzynski és Weltring, 1993).

Aufauvre-Brown és mtsai (1993), valamint Loudon és mtsai (1993) A. fumigatus
izolatumok megkiilonboztetésére hasznaltdk a RAPD markereket. Szintén ezen faj
eset¢ben Mondon és mtsai (1995) a virulencia és a RAPD mintazatok kozott keresett
Osszefiiggést. Egy 0,95 kbp-os amplifikdlt DNS fragment jelenléte vagy hianya
Osszefliggésben volt a fert6zés természetével (invaziv vagy nem invaziv), és a beteg
immunstatuszaval. Az A. fumigatus faj variabilitas vizsgalataban Rinyu és mtsai (1995) a

fajon beliil csak kismértékii eltéréseket tapasztaltak.

1. 5. 2. rDNS ITS vizsgalatok

Filogenetikai szempontbol fontosak azok a gének, amelyek azonos funkcioval
rendelkeznek a kiilonbozo szervezetekben és koriilbeliil azonos az evoluacios ratajuk,
valamint genomonként egy van beldliik (vagy egységes egészként viselkednek). Ilyenek pl.
az tTRNS gének, a citokrom-oxiddz gén és bizonyos riboszomalis fehérje elongacios
faktorok. Szem el6tt kell tartani, hogy olyan szekvencidkkal dolgozzunk, amelyek nem til
variabilisak. Az rRNS gének tartalmaznak ilyen szekvencidkat (28S, 5.8S és 18S rRNS

gének), melyeket nem kodold régiok, ITS (Internal transcibed spacer) és IGS (intergenic
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spacer) valasztanak el egymastol. Az rRNS gének konzervalt volta lehetové tette primerek
szerkesztését az ITS régiok amplifikalasdhoz.

Berbee és mtsai (1995) Penicillium fajok 18S, 5.8S és ITS rDNS szekvenciait
elemezte. A vizsgalatok alapjan a Talaromyces szexualis alakkal rendelkezé Penicillium
fajok kiilén csoportot képeznek, mig az Eupenicillium teleomorf alaku fajok az Aspergillus
és a Monascus fajokhoz allnak kozelebb. Az Aspergillus nemzetség monofiletikusnak
¢s mtsai (1999). Az eredmények 0sszhangban vannak az aszkosporak felszini morfologiaja
alapjan  tortént  elkiilonitéssel, azonban nincsenek Osszhangban az aszexualis

szaporitoképletek alakja szerinti felosztassal.

1. 5. 3. A poliketid-szintaz

A poliketid tipusti mikotoxinok a zsirsavakhoz hasonléan egyszerli sav monomerekbdl
épiilnek fel. A poliketidek bioszintézisében megfelelé szamu acetil-KoA és a malonil-KoA
vesz részt (Simpson, 1995, Hutchinson ¢€s Fujii, 1995). A bioszintézist katalizalo kulcs
enzim a poliketid-szintaz (PKS), ami a zsirsav-szintdzokhoz hasonlo felépitésii és
miikddésii enzim.

Szerkezetlik alapjan a poliketid-szintazokat 3 csoportba soroljuk (Hopwood, 1997). A
gombak PKS génje ismétlodo egységekbdl felépiilo 1. tipusu poliketid-szintazt kodol. Ez a
tipusi enzim fordul elé pl. az aflatoxin vagy a fumonizin termeléséért felelds
fonalasgombék esetében (8. abra). A baktériumok I. tipusi PKS-e tobb aktiv domént
tartalmazd, modularis szerkezetli enzim, doménjei a bioszintézis soron kovetkezd
1épéseinek katalizalasaban vesznek részt. Ilyen enzim pl. az eritromicin vagy a rapamicin
bioszintéziséért felelds. A II. tipusi PKS els6sorban a baktériumoknal el6éfordulo
modularis felépitésii monofunkcids enzim, mint példaul az aktinorodin bioszintézisért
felelos PKS. A III. tipusu PKS szintén ismétlodd egységekbdl felépiilé, homodimer
szerkezetll enzim, amelyet novényekbdl és baktériumokbdl izolaltak, példadul a kalcon-
szintaz tartozik ebbe a csoportba.

Az elséként leirt fonalasgomba PKS a Penicillium patulum 6-metil-szalicilsav-szintaza
(MSAS) (Beck ¢és mtsai, 1990). A kiilonb6zé mikroorganizmusok PKS génjei konzervalt
doménekbdl ¢épiilnek fel. Fonalas gombak PKS-ének doménjeihez primer parokat
fejlesztettek ki, amelyekkel sikeresen amplifikaltdk a ketoszintaz, ketoreduktaz illetve C-

metilaciés doméneket polimerdz lancreakcidval (Bingle és mtsai, 1999, Nicholson és

43



1. IRODALMI ATTEKINTES

mtsai, 2001, Lee és mtsai, 2001). Bingle és mtsai (1999) két csoportot azonositott a gomba
PKS-eken beliil. A WA tipustt PKS-ek feleldsek a kiilonbdzd szinanyagok és az aflatoxin
bioszintéziséért, az MSAS csoportot alkotok a 6-metil-szalicilsav felépitésében vesznek
részt. Ezen primerek alkalmazhatéak kiilonbozé fonalasgombék, rovarok és nematodak
gombai, zuzmok ¢€s endofitak esetében is PKS szekvencidk azonositasara (Bingle és mtsai,

1999, Miao ¢s mtsai, 2001, Lee és mtsai, 2001, Sauer €s mtsai, 2002).

El
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A. terreus NPKS
——

A. terreus LDKS

—a—

Cochliobolus heterostrophus pks
o "DH

P, patulum msas

—E—

A. nidulans pksST

A. parasiticus pksL1

A. nidufans wA

—Ea—{

Colletotrichum lagenarium pks1

—_— — ] ACP ACP TE
A. parasiticus pksL2

—— } ACP
Nodulisporium sp. pks1

—ES— ]
A. fumigatus alb1

CEm— ————
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A. terreus atX
—a—
P, griseofulvum pks2

G. verticillioides fum5
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P, citrinum micA

P citrinum micB

—ia—

8. abra. A gombak PKS génjeinek felépitése. KS, ketoszintaz domain; KR,
ketoreduktaz; DH, dehidrataz; MeT, metil-transzferaz; ER, enoil-reduktaz; AT;
aciltranszferaz; ACP, acil-csoportot szallito domain (acyl-carrier protein); TE,
tioészteraz (ciklaz); PSED, peptid szintaz elongaciés domain.
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1. 5. 4. Mitokondrialis DNS RFLP vizsgalatok

A mtDNS igen kedvelt célpontja az RFLP vizsgalatoknak. Kis mérete (19-121 kbp),
konnyl tisztithatosdga lehetévé teszi a gombasejtben viszonylag nagy mennyiségben
jelenlevd DNS allomany vizsgalatat. A restrikciés enzimek specifikus felismeréhellyel
rendelkeznek a DNS molekulan. A DNS szekvencia megvaltozdsa egy adott hasitohely
eltiinését vagy éppen megjelenését eredményezheti, igy a restrikcidos endonukledzzal
torténd kezelés soran kapott mtDNS fragmentek méretei a hasitohelyek szamatol és
elhelyezkedésétél  fliggden  valtozhatnak. A  gombdk rokonsdgi viszonyainak
megallapitdsara felhaszndlhatdé a restrikciés fragment hossz polimorfizmus, mivel a
kozelebbi rokon fajoknal a restrikcidos enzimek hasitohelyei azonos helyen talalhatok,
illetve a torzsfejlodés sordn a restrikcids felismerdhelyekben bekdvetkezd valtozasok
szama kevesebb, mint a tdvolabbi rokon fajoknal.

Korabbi vizsgalatok mar bebizonyitottdk, hogy ez a modszer alkalmas az
interspecifikus variabilitas vizsgalatara pl. Aspergillus nemzetségbe tartozé fajok kozott
(Kozlowski és Stepien, 1982) ¢és intraspecifikus variabilitas mérésére, pl. Aspergillus

nemzetség Nigri szekcidjaba sorolt fajok esetében (Varga és mitsai, 1993, 1994).
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2. ANYAGOK ES MODSZEREK

2. 1. A felhasznalt torzsek

A munkdm sordn végzett kiillonbozd kisérletekhez alkalmazott torzsek listdja altalaban
eltéré volt, ezért azokat az "Eredmények ismertetése és értékelés” c. fejezetben az adott

vizsgalathoz érve tdblazatban foglalom Ossze.

2. 2 Az alkalmazott taptalajok és tapoldatok

Malatakivonatos taptalaj (MO)
0.5% malatakivonat

0.5% élesztdkivonat

1% gliikoz

3% agar

Czapek-Dox minimal taptalaj (CZ) (Samson és Pitt, 1985)
0.2% NaNOj

0.05% KCl
0.05% MgSO,.7H,0

0.1% K,HPO,

3% szacharoz

10 mg/l ZnSO4.7H,0
10 mg/l FeSO,4.7H,0
3 mg/l CuSOy4

2% agar

Szénforrasmentes minimal taptalaj (MM)
1 % KH,PO4

0.5 % (NH4)2SO4

0.1 % MgS04.7 H,O

0.1 % Wickerham-vitaminoldat

2 % agar
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Wickerham-vitaminoldat (Wickerham, 1951)
0.01% biotin

0.01% piridoxin-HCI

0.01% tiamin

0.01% riboflavin,

0.01% p-aminobenzoesav

0.01% nikotinsav

Pontecorvo minimal tapoldat (PM) (Pontecorvo és mtsai, 1953)
0.6% NaNOj3

0.15% KH>POy4

0.05% MgS04.7H,0

0.05% KCl

1% gliikoz

0.1% ¢élesztOkivonat

FeSOy4 és ZnSOy

0.1 % Wickerham-vitaminoldat

2% agar

Elesztékivonat-szachardz tapoldat (YES)
2% ¢élesztokivonat

15% szacharoz

Elesztékivonat-szacharoz taptalaj (YES)
2% ¢élesztOkivonat
15% szacharoz

1.5 % agar

Dikloran-bengalvoros tartalmu taptalaj (DRB) (King és mtsai, 1979)
0.5% pepton

0.1% KH,POy4

1% gliikoz

0.05%MgSO4
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0.05% (v/v) bengalvoros torzsoldat (5%)
0.1% (v/v) dikloran torzsoldat (0.2% EtOH-os oldat)
0.01% sztreptomicin

2 % agar

2. 3. Egyéb felhasznalt oldatok, reagensek

AZ OCHRATOXIN TLC-S MEGHATAROZASANAL HASZNALT OLDATOK:
TEF: 50% toluol:40% etilacetat:10% hangyasav keveréke

TOTAL DNS TISZTITASHOZ HASZNALT OLDATOK:
LETS: 0.1M LiCl, 10mM Na,EDTA, 10mM Tris/HCI (pH8.0), 0.5% SDS
TE: 10 mM TRIS, | mM EDTA, pH 8
PCI: fenol-kloroform-izoamilalkohol 25:24:1 aranyt keveréke

CI: kloroform-izoamilalkohol 24:1 aranyu keveréke

RAPD-PCR-HOZ FELHASZNALT ANYAGOK:
CORE puffer (10 reakciora)
5-5 uWl dNTP (10 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
25 ul 10x inkubacids puffer
25 ul MgCl,

5 ul steril desztillalt viz

COCKTAIL (10 reakciora)
1 ul Taq polimeraz (5 U/ul) (Promega)
5 ul primer (10 uM)
144 ul steril desztillalt viz

A NUKLEINSAVAK GELELEKTROFOREZISENEL HASZNALT OLDATOK:
Etidium-bromid (SIGMA) 10%-os torzsoldat
TAE puffer: 40 mM TRIS/ecetsav, ImM EDTA, pH 8
Agardz (Reanal)
Loading puffer: 40 % szacharéz, 0.25 M brémfenolkék, 0.2 M EDTA, pH 8.2
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ENZIMEK:
RN4z (Sigma bovin pancreas)
Restrikcios endonukleazok: Haelll, Smal (Amersham International, Fermentas Ltd.)
A restrikcios emésztésekhez az enimeket gyartdé cég altal javasolt puffereket

hasznaltuk.

2. 4. FENOTIPUSOS VIZSGALATOK

2. 4. 1. Szénasszimilacios spektrum analizis

A vizsgélatot Manczinger ¢és Polner (1987) altal leirt moédon végeztik el. A
kisérletsorozatban mintegy 100 féle szénforrast, cukrokat, poliszacharidokat, aminosavakat
¢és szarmazékaikat, valamint szerves savakat alkalmaztunk egyediili szénforrasként 0.2%-
os koncentracidban, minimal taptalajban.

Az izolatumok szdmanak megfeleld mennyiségii forrd6 minimal taptalajt ontottiink steril
lombikba, amelybe eldzetesen beletettiik a tesztelendd vegyiiletet. Miutan jol elkevertiik
kiontottiik Petri-csészékre, mindegyikre 20-20 ml-t. A kozeg kémhatasa mindig pH 5-6
kozott volt. Minden csészére 12 torzset konidium szuszpenzidikkal pontban oltottunk,
majd 30°C-on inkubaltunk. A szuszpenziok koncentracidja 107 konidium/ml volt. A tor-
zsek novekedését 4 és 7 nap utan hasonlitottuk 6ssze szénforras nélkiili kontroll csészén

mutatott novekedésiikkel.

2. 4. 2. OA termel6é Aspergillus torzsek izolalasa

A z0ld kavészemek felszinét 5 percig 70%-os EtOH-val mostuk, hogy a feliileti
szennyezddéseket eltavolitsuk, majd 4-5 szemet MO és DBR téaptalajra helyeztiink. A tobbi
¢lelmiszerbdl szarmazé minta fert6zottségét szintén mindkét taptalajra  helyezve
vizsgaltuk. A DBR taptalajban 1évé dikloran és bengalvords akadalyozza a jaromsporas
gombak novekedését, igy az Aspergillus ¢s Penicillium fajok konnyen izolalhatok. A
lemezeket 7 napig 30°C-on inkubaltuk, ezutin az Aspergillus torzseket tobbszori
sz€lesztéssel, atoltassal tisztitottuk. A tiszta izolatumokat 3-3 ml YES tapoldatba oltottuk
¢s 30°C-on 10 napig inkubaltuk. Az izolatumok altal termelt OA mennyiségét ELISA-val,

majd TLC-vel hataroztuk meg az alabbiakban ismertetett receptirak szerint.
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2. 4. 3. Morfologiai vizsgalatok

A vizsgalatban alkalmazott torzseket maldta kivonatos (MEA, Sigma) tapatalajon,
Czapek-Dox agaron (CZA, Sigma) illetve CZ20 agaron (20% szachardzzal kiegészitett
CZA) inkubaltuk 5-8 napig 25°C-on és 37°C-on. A telepek atmérdjét, illetve a
mikroszkopikus tulajdonsagokat vizsgaltuk és értékeltiik Christensen modszere (1982)

alapjan.

2. 4. 4. Az izolalt torzsek ubikinon rendszere

Az izolatumok ubikinon rendszerének Osszehasonlitasat Paterson (1993) moddszerével
végeztiik el. A leirastdl annyiban tértiink el, hogy az ubikinonokat a TLC-s detektalaskor
rodamin B 0.5%-o0s EtOH-os oldatéaval tettiik lathatova UV (365 nm) alatt.

2.4.5. Az A. albertensis mutagénkezelése

A P. albertenss UAMH 2976 sztromakat nem termeld izolatumanak egy hetes
tenyészetérdl 106 konidium/ml szuszpenzidt készitettiink és y-sugarzassal kezeltiik (69Co
sugarforras, 1241 Gray h-l). A besugarzott konidiumokbol megfeleld higitasokat
készitettiink és MO lemezekre szélesztettiik Oket. Az egyedi telepeket tisztitds utan YES

tapoldatba oltottuk és TLC-vel vizsgaltuk a termelt ochratoxinok mennyiségét.

2. 5. AZ 1ZOLATUMOK MIKOTOXIN TERMELO ES LEBONTO KEPESSEGERE IRANYULO
VIZSGALATOK

2.5. 1. Az izolatumok ochratoxin termelésének vizsgalata ELISA-val

Az izolatumok YES tapoldatos tenyészetébdl 1-1 ml-t 1. 25 ml 1 N HCI oldattal és 2 ml
diklor-metannal vortexeltiink, majd centrifugaltuk (10 perc, 4000 rpm). Ezt kdvetéen a
szerves fazishoz 2 ml 1%-os NaHCO3 (pH 8.3) oldatot adtunk, majd ismét centrifugaltuk
(10 perc, 4000 rpm). Az OA mennyiségének meghatdrozasat a hidrogén-karbonatos
fazisbol Toxiklon ochratoxin detektaldé ELISA kittel (Mezdgazdasdgi Biotechnoldgiai
Kutatokozpont, G6dollo) a gyartd instrukcidinak megfelelden végeztiik el (Barna-Vetro és

mtsai, 1996, Téren és mtsai, 1996).
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2.5. 2. Az ochratoxin termelés vizsgalata TLC-vel

Az OA termeld torzseket 20 ml YES folyadék kultaraban tenyésztettiik. El6szor a
tapoldatot 5 ml 1 N HCI hozzdadasaval savanyitottuk, majd 40 ml diklér-metan hozza-
adasaval ¢és 30 percig razatdtolcsérben torténd razatassal vontuk ki a termelt
ochratoxinokat. A diklor-metanos fazist dehidratalas céljabol vizmentes NaySO4-on
atszlrtiik. A szerves fazis 2-2 ml mennyiségeit beparoltuk, felvettiik ACN-ben, majd 1-10
pl mennyiségeket vittiink fel a rétegre (Kieselgel G 60 fluoreszcens indikator nélkiil, No.
5626, vagy HPTLC lemez 10x10 cm, No. 5633. Merck, Darmstadt, Germany).
Futtatéelegyként TEF-et hasznéltunk. A lemezeket szaritas utan UV lampa alatt vizsgaltuk
(365 nm), sztenderdként a Makor Chemicals (Jerusalem, Israel) altal forgalmazott

ochratoxin A-t hasznaltuk.

2. 5. 3. Az ochratoxin termelés vizsgalata HPLC-vel

Az ochratoxin tartalmtl mintak elokészitése a TLC-nél leirtakkal megegyezden tortént.
Az ochratoxin HPLC meghatarozasdhoz ebben az esetben 600E tipusi HPLC késziiléket
hasznaltunk (Waters Chromatography Div., Milford, MA, USA, fluoreszcens detektor,
gerjesztés: 330 nm, emisszio: 460 nm, Hitachi 650-108S), Supelcosil ABZ + Plus oszloppal,
eluensként 57% acetonitrilt, 41% vizet és 2% ecetsavat tartalmazo oldatban, aramlasi

sebesség 1.5 ml/perc).

2. 5. 4. Ochratoxin bonto képesség vizsgalata TLC-vel

Az OA bontasanak vizsgalata egyrészt az A. albertensis fermentlevének alkalmazasaval
tortént. Az A. albertensis ATCC 58745 torzset 200 ml YES tapoldatban el6tenyésztettiik 4
napig, majd a sterilre szlrt fermentlé 2-2 ml-ét oltokaccsal leoltottuk nagyszamu
Aspergillus izolatum-mal. 10 napig 30 °C-on, s6tétben inkubaltuk, majd azonos térfogati
diklér-metannal extrahéaltuk. A diklor-metanos extraktumokbdl 0.7-1 ml mennyiséget
kivettiink, ezt beparoltuk, majd 200 ul ACN-ben felvettiik. A OA bontas eredményét TLC-

vel hatdroztuk meg a fentebb leirt modon.
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2.5. 5. A lebontott OA mennyiségének meghatarozasa HPLC-vel

Az OA bontds szempontjabol igéretesnek tiind torzseket 3 pg OA-t (SIGMA)
tartalmaz6 2 ml YES tapoldatra oltottuk, 1 hétig inkubaltuk 30°C-on s6tétben, lesziirtiik és
extrahaltuk. A beszéritott extraktumot ebben az esetben ACN:viz:ecetsav (57:41:2)
elegyében vettiik fel, majd HPLC-vel vizsgaltuk az dsszetételét. A HPLC vizsgalathoz a
kovetkezod késziilék allt rendelkezésiinkre: SYKAM HPLC S 1100 izokratikus pumpa,
S5110 injektor 20 pl loop, Linear Instruments Model 200 detektor, gerjesztés: 333 nm,
GmbH, Germany. A méréshez BST Rutin C18 BD HPLC oszlopot hasznaltunk (250 x 4
mm, szemcseméret: 10 um, BioSeparation Techniques Budapest). Eluensként 99% viz-
99% ACN-2% ecetsav elegyét hasznaltuk, az alkalmazott &ramlasi sebesség 1 ml/perc volt.
Sztenderdként OA-t (SIGMA), valamint savas hidrolizissel eléallitott Oo-t hasznaltunk
(Xiao és mtsai, 1995).

2. 5. 6. Az ochratoxin bontas kinetikajanak vizsgalata

Az A. niger CBS 120.49 torzsét hasznaltuk az OA bontas kinetikajanak vizsgalatahoz.
A torzs OA bontd képességét 2 ml YES tépoldatban, valamint taptalajon egyarant
vizsgaltuk. A tapkozegek mindkét esetben 2.5 pug/ml mennyiségben tartalmaztak OA-t. A
leoltas harom 20 pl konidium szuszpenzioval (107 konidium/ml) tortént. Az inkubacids id6é
YES tapoldatban 1, 3, 5, 7, 9, a taptalaj esetében 1, 2, 4, 5, 6, 9 nap volt.

Az extrakcidhoz a tapoldat teljes mennyiségét felhasznaltuk, a taptalajbol 4 mm belso
lyukatmérdju steril dugofurdval két agar hengert vagtunk ki a vizsgélatokhoz. A mintak
elokészitése és  bomlastermékek meghatarozasa TLC-vel, ”Az ochratoxin termelés

vizsgélata TLC-vel” c. részben leirtaknak megfelelden tortént.

2. 6. KULONBOZO VEGYULETEK HATASA AZ OCHRATOXIN TERMELESRE

A vizsgalatot az A. albertensis ATCC 58745 torzsével végeztiik. A vegyiiletek hatasa
OA termeld képességére koncentracio fiiggvénye lehet, ezért ennek tisztdzasahoz azokat
kiilonb6z6 koncentraciokban alkalmazva vizsgaltuk a hatdsukat. A vizsgalando
vegyiileteket (8. tablazat) az alapjan valasztottuk ki, hogy irodalmi adatok szerint serkentd
vagy gatld hatassal vannak az A. ochraceus OA, illetve az A. flavus aflatoxin termeld

képességére. A vegyiileteket megfelel6 mennyiségeit 2-2 ml YES tépoldatba mértiik, majd

cre
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50 pl-ével leoltottuk, majd 3 napos inkubécié utdn a toxint diklérmetannal extrahéltuk

TLC-vel vizsgaltuk hatasukat az ochratoxin termelés mértékére.

8. tablazat. A vizsgalt vegyiiletek és alkalmazott koncentracioik

VEGYULET KONCENTRACIO VEGYULET KONCENTRACIO

TARTOMANY TARTOMANY
DICHLORVOS 1-500pg/ml L-FENILALANIN 10-1000 pg/ml
KOFFEIN 50-1000 pg/ml Na,SeO3 10-1000 pg/ml
TrRITON X-100 0.1-10 v/v % NH4Mo0O, 10-1000 pg/ml
LOVASZTATIN 10-1000 ug/ml | NaNO; 0.017-1.7 g/ml
SZALICILSAV 0.7-35 mg/ml ZnS0y4 10-1000 pg/ml
BORSAV 0.031-3.1 mg/ml | CCly 10-1000 pg/ml
L-GLUTAMINSAV | 10-1000 pg/ml CERULENIN 1-1000 mg-ml
L-TIROZIN 10-1000 pug/ml

2.7. AZ OA TERMELO TORZSEK MASODLAGOS METABOLIT PROFILJANAK VIZSGALATA

A Czapek-Dox ¢€s a malatakivonatos taptalajon nevelt egy hetes telepekbdl 4 mm belso
lyukatmérdjii steril dugofurdval agar hengereket vagtunk ki. A darabok konidiumos felére
kloroform:metanol 2:1 ardnyu elegyét cseppentettiik, majd a vékonyréteglemez (UV)54
indikatort nem tartalmazé 0.2 mm szilikagél 60-nal boritott 20x20 cm Merck aluminium
lemez, Cat. No. 5553) kezddpontjahoz nyomtuk és néhany perc elteltével eltavolitottuk
onnan. Ezzel a modszerrel a sejten beliili masodlagos metabolitokat lehet azonositani. A
masodlagos metabolitok TLC-s meghatarozasahoz a lemezeket TEF-ben futtattuk, majd
szaritas utan UV (254 és 360 nm) ¢€s lathatd fényben értékeltiik (Filtenborg és mtsai, 1983,

Paterson és mtsai, 1986).

2. 8. A PENESZGOMBAK KIMUTATASARA ALKLAMAZOTT MODSZEREK

2. 8. 1. Ergoszterin feltaras hagyomanyos modszerrel

Az ergoszterintartalom meghatarozasdhoz 1g buzadrleményt hasznaltunk fel. A
feltarast szerves olddszeres refluxszal végeztiik, amelyet 80°C-on 75 ml etanol, 50 ml

metanol, és 10 g KOH alkalmazéaséaval hajtottunk végre (Schniirer, 1995). A KOH hatasara
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a mintakban jelenlevd egyéb zsirok elszappanosithatok és eltavolithatok, ezért a mintakat
leszlirtik Whatman 3 sziirpapirral. Ezutan a sziirlethez 20 ml desztillalt vizet adtunk,
majd minden mintdbol 2x10 ml mennyiséget pipettaztunk ki. A mintdk mindegyikéhez
tovabbi 2-2 ml desztillalt vizet és mivel az ergoszterin n-hexdnnal vagy n-pentdnnal
kivonhaté a vizes fazisbol, mindegyikhez 3 ml n-hexdnt adtunk, azokat 1 percig
vortexeltiik., majd a feliiluszot csiszoltdugos kémcsobe gytjtottik. A n-hexanos kezelést
haromszor ismételtiik meg, mert az elsd extrakcioval az ergoszterinnek csak kb. 75%-a
vonhatd ki. Ezt kdvetden az ergoszterin tartalmu mintdkat stlydllandosagig szaritottuk,
végiil 1 ml MeOH-ban vettiik fel és HPLC-vel hataroztuk meg az ergoszterin mennyiségét.
A méréshez hasznalt késziilék SYKAM HPLC S 1100, a detektor Linear Instruments Mod
202 UV tipusu volt. BST Rutin C18 BD analitikai oszlopot (250 mm X 4 mm, 10 pum
szemcseméret) hasznaltunk. A mintafelvitelhez hasznalt loop térfogata 20 ul volt, az
izokratikus elucidhoz ACN:MeOH (80%:20%) keverékével tortént, aramléasi sebesség 2
ml/min, a nyomas 6.8 Bar volt. Az eredmények értékeléshez SKI 202 analog-digitalis

konvertert és Peak Simple szoftvert hasznaltunk.

2. 8. 2. Ergoszterin feltaras mikrohullaimu energiaval

A feltarni kivant A. albertensis elporitott liofilizalt micéliumbol 250 mg-ot kimértiink
csavaros tetejii ’teflonbombacsdbe”, majd 2.0 ml MeOH-t, illetve 0.5 ml 2 M KOH-t
adtunk hozza. A csdveket professziondlis mikrohullamu késziilékben (Labotron 500) 500
W teljesitményen, 60 masodpercig sugaroztuk be. A mikrohullamti kezelést kdvetden a
csoveket szobahdmérsékletiire hiitottiik és tartalmukat 1.0 ml 1 N sésavval semlegesitettiik.
Az ergoszterin extrakciojat a vizes fazisbol 3x2 ml n-hexannal végeztiik. A szerves fazis
Osszegylijtése utdn a mintdkat beparoltuk, majd 1 ml ACN-ben vettiik fel. A mintak
analizise nagyhatékonysagu folyadék kromatografiaval tortént, amelyhez HP Chemstation
szoftver vezérlésti Hewlet-Packard 1090 Series II tipust HPLC késziiléket hasznaltunk. Az
ergoszterin mennyiségének kimutatasdra diddasoros UV ¢és fluoreszcens detektort
(HP1046A, gerjesztés: 330 nm emisszio: 450 nm) alkalmaztunk. Az analitikai oszlop BST
Rutin C18 (250 x 4mm, 10 um szemcseméret) (BioSeparation Techniques, Budapest) volt,
az izokratikus elucidhoz ACN:MeOH 80%:20% elegyét hasznaltuk 1.5 ml/perc dramlési
sebességgel, az injektalt minta térfogata 5 Ul volt. Az ochratoxin bontési kisérletek soran
szintén hasznaltuk az ergoszterin mennyiségének meghatarozasan alapuldé biomassza

mérést a biomassza valtozasanak mérésére.
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2. 9. GENOTIPUSOS VIZSGALATOK

2. 9. 1. Nukleinsav izolalas (Leach és mtsai, 1986 nyoman, médositva)

0.2 g liofilezett micéliumot dorzsmozsarban elporitottunk vagy kévédaralon ledaraltunk,
1.5 ml LETS pufferrel és 0.5 mm atméréji tiveggyongyokkel 1-3 percig kevertiik. Ezutan
1 ml PCI-t adtuk hozza, és ismételt vortexelést kovetden 4°C-on 10 percig 3000 rpm-el
centrifugaltuk. A feliiliszohoz kétszeres mennyiségli EtOH-t adtunk, a DNS-t 30 percig -
70°C-on kifagyasztottuk, majd centrifugalassal (10 perc, 3000 rpm, 4°C) kiiilepitettiik. A
csapadékot vakuum alatt beszaritottuk és 800 ul TE-ben felszusszpendaltuk. Az igy kapott
DNS oldatot tobbszori fenolozassal, majd Cl-vel tovabb tisztitottuk. A DNS-t kétszeres
mennyiségii EtOH-al kicsaptuk, végil 100 ul TE-ben szuszpendaltuk fel és tovabbi

felhasznalasig —20°C-on taroltuk.

2.9.2. PCR reakecio ITS szekvencia analizishez

100 ul reakcidelegy Osszetétele (White és mtsai, 1990):
200-200 uM dATP, dGTP, dCTP, dTTP
1-1 uM primer
10 ul reakciopuffer (100 mM Tris-HCL pH 9.0, 500 mM KCl, 1% Triton X-100)
10 ul MgCl; (25 mM)
10 ul DNS (0.02 pg/ul)
2.5 U Tag-polimeraz (Promega)
39 ul steril desztillalt viz

A reakcidelegyet elkeverés utan 40 pl asvanyi olajjal rétegeztiik feliil és egy PTC 100-60
tipust programozhatdé PCR késziilékbe (MJ Research Inc, Watertown, USA) helyeztiik. A
reakciot az alabbi paraméterek mellett végeztiik:
94°C, 5 perc lancszétvalasztas (elddenaturacio)
35 ciklus: 94°C, 1 perc lancszétvalasztas (denaturacio)
55°C, 1 perc primerkdtddés (annealing)
72°C, 2 perc lanchosszabbitas (elongacid)

72°C, 5 perc lanchosszabbitas (utdelongécio)
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A vizsgélt primerek szekvenciai:
ITS-1: 5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3'
ITS-4: 5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'
ITS5: 5'-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3'

2.9.3. A 26S rDNS D1-D2 régiojanak szekvenciaanalizise

crcr

tortént. A P-tubulin gén szekvencidjanak analizisét a Geiser és mtsai (1998) altal

kidolgozott modszer alapjan végeztiik.

2. 9. 4. A ketoszintaz és A C-metilacios domén szekvencidjanak vizsgalata

A poliketid szintaz gén ketoszintaz domén analizisét az LC1 és LC2c (Bingle és mtsai,
1999), a C-metil-transzferaz domén vizsgalatat a Cmetl €s Cmet2 primerek alkalmazaval

végeztiik el (Nicholson és mtsai, 2001).

2. 9. 5. B-tubulin gén szekvenciaanalizise A. viridinutans izolatumokban

A B-tubulin gén szekvenciajanak vizsgalatahoz a génszakaszt benal és benA2 primerekkel

amplifikaltuk (Geiser és mtsai, 1998).

2.9. 6. RAPD analizis

25 ul reakcioelegy Osszetétele:
7.5 ul CORE puffer
15.0 ul COCKTAIL
2.5 ul templat DNS (0.02 pg/ul).

A reakcidelegyet 40 ul dsvanyi olajjal rétegeztiik feliil, majd a PCR késziilékbe helyeztiik.
A reakcidt az alabbi paraméterek mellett végeztiik:
45 ciklus: 92°C, 1 perc (lanc szétvalasztas)
35°C, 1 perc (primer kotodés)
72°C, 2 perc (lanc hosszabbitas)
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A vizsgalt primerek szekvenciai (Operon primer kit C):
OPC-01 5-TTCGAGCCAG-3'
OPC-02 5'-GTGAGGCGTC-3'
OPC-03 5-GGGGGTCTTT-3'
OPC-04 5'-CCGCATCTAC-3'
OPC-05 5'-GATGACCGCC-3'
OPC-06 5'-GAACGGACTC-3'
OPC-07 5'-GTCCCGACGA-3'
OPC-08 5'-ACCTGGCCAC-3'
OPC-09 5'-CTCACCGTCC-3'
OPC-10 5-TGTCTGGGTG-3'
OPC-11 5'-AAAGCTGCGG-3'
OPC-12 5-TGTCATCCCC-3'
OPC-13 5'-AAGCCTCGTC-3'
OPC-14 5-TGCGTGCTTG-3'
OPC-15 5'-GACGGATCAG-3'
OPC-16 5'-CACACTCCAG-3'
OPC-17 5'-TTCCCCCCAG-3'
OPC-18 5-TGAGTGGGTG-3'
OPC-19 5'-GTTGCCAGCC-3'
OPC-20 5'-ACTTCGCCAC-3'

2. 9. 7. RFLP analizis
Total DNS emésztése100 pl reakciodelegyben:
10 ul templat DNS (0.02 pg/ul)
10 pl 10xenzimpuffer
78 ul steril desztillalt viz
1 ul Haelll
1 ul Smal

A total DNS emésztést 12 6ran keresztiil 37°C-on végeztiik.
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Mitokondrialis DNS emésztése 30 ul reakcioelegyben:
10 pl templat DNS
2 ul 10xenzimpuffer
16 ul steril desztillalt viz
1 ul Haelll
1 ul Smal

A mitokondrialis DNS emésztést 2 6ran keresztiil 37°C-on végeztik.

Az emésztések soran hasznalt enzimek felismerdhelyei:
Haelll 5'-GG/CC-3'
Smal 5'-CCC/GGG-3'

Az emésztdelegyhez kétszeres mennyiségli abszolut EtOH-t adtunk, 6sszeraztuk, ezutan 20
percig -20°C-on a DNS-t kifagyasztottuk, majd centrifugalassal (10 perc, 10000 rpm, 4°C)
kitilepitettitk. A csapadékot vakuum alatt beszaritottuk, 17 ul steril desztillalt vizben

felszuszpendaltuk.

2. 9. 8. Nukleinsavak elvalasztasa gélelektroforézissel

A nukleinsavak elvalasztdsat 0.8 vagy 1%-os agar6z/TAE gélben elektroforézissel
végeztik el. A géleket etidium-bromiddal festettik ¢s UV fényben értékeltik.
Molekulasuly markerként leggyakrabban Hind III vagy Hind IT1I-EcoR1 emésztett A DNS-t

hasznaltunk.

2.9.9. Nukleinsavak visszaizolalasa agaroz gélbol

Az amplifikalt PCR terméket tartalmazo gélkockat kivagtuk, Genelute (Supelco) oszlopon
centrifugalédssal (10 perc, 12000 rpm, 20°C) atszivattuk, majd kétszeres mennyiségii EtOH
¢s tizedrésznyi Na-acetat hozzdadasaval kicsaptuk. A DNS-t —70°C-on kifagyasztottuk,

centrifugdléssal iilepitettiik, beszaritottuk, végiil 10 ul desztillalt vizbe felvettiik.
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2.9.10. DNS szekvenalas
A DNS fragmentumok szekvenalasa az MTA Szegedi Biologiai Kozpontban tortént ABI
373 A DNS automata szekvenalo késziilékkel.

2. 9. 11. Filogenetikai analizis

A morfologiai, fizioldgiai ¢és szekvencia vizsgalatok eredményeit filogenetikai
analizishez hasznaltuk fel, amelyet a PHYLIP szoftvercsomag 3.57¢ verziojaval végeztiink
el (Felsenstein, 1995). A adatokat linedris matrixokkd konvertaltuk a PHYLTOOLS
program segitségével (Buntjer, 1997). Ezen matrixok alapjan genetikai tavolsagi matrixok-
at hoztunk Iétre, melyek inputként szolgaltak a programcsomag NEIGHBOR
programjahoz. A fak gyokereztetéséhez minden esetben kiilcsoportot alkalmaztunk.

A szekvencidkat a CLUSTAL-X programmal illesztettiik és szekvencia matrixok
analizisét a PHYLIP programcsomag DNAPARS programjaval végeztiik, mig a neighbor-
joining analizishez a NEIGHBOR programot hasznaltuk. A kapott torzsfak
megbizhatdsagat bootstrap analizissel vizsgaltuk a SEQBOOT, MIX, CONSENSE
programok alkalmazasaval végeztiik. A Bremer értékeket a SEPAL programmal hataroztuk

meg (Salisbury, 1999).
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3. EREDMENYEK ISMERTETESE ES ERTEKELES

3. 1. Ochratoxin termel6 Aspergillus torzsek izolalasa élelmiszerekrol

Munkank soran 7 z6ld kavébab mintat, és szamos flszerfélét, példaul chilipaprikat,
anizst, curryt, Orolt paprikat, borsot, vaniliat, illetve miizlit, porkolt szojat és tapétat
vizsgaltunk. A malatakivonatos taptalajon inkubdalt mintdk esetében a lassabb ndvekedésii
Aspergillus fajokat altalaban taln6tték a jaromsporas gombak, ami kiilondsen a zairei
kavéminta esetében szinte lehetetlenné tette a fajok azonositdsat és izolalasat (9. abra). A
DBR taptalaj 0sszetevoi lassitjak a jaromspéras gombak novekedését (10, 11. abra), igy 1
hetes inkubalas utan az Aspergillus fajok konnyen izolalhatdoak. Az élelmiszerek OA
tartalmat és a roluk izolalt As pergillus fajokat mutatja a 9. tablazat.

Az izolalt -és gylijteményes- torzsek OA termeld képességét eldszor ELISA-val
vizsgaltuk. Az izolatumok egy része kis mennyiségi, 0.1-0.6 pug/ml OA termelésére képes,
aminek meghatarozadsara az ELISA a legmegfelelobb moddszer, igy nem sziikséges a
szlirletek toményitése. A nagy mennyiségii, 100-1000 pg/ml OA termeld torzseket TLC-vel
vizsgaltuk (10. tablazat).

A vizsgalt Aspergillus izolatumok kozil néhany A. ochraceus és A. niger torzsnél
észleltiink ochratoxintermelést a Toxiklon ochratoxin detektalé ELISA kittel. Ez a megfigye-
1és arra utal, hogy az élelmiszerek OA szennyezettségének nem az A. ochraceus az egyediili
forrasa, hanem a fekete Aspergillus izolatumok kozott is van tobb OA termeld. A
legszennyezettebb zairei kavémintabol nem tudtunk OA termelé Aspergillus torzseket

1zolalni.
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9. abra. A zairei zold kavébab mikobiotaja MO és DRB taptalajon. A jobboldali
csészén lathatéak A. niger, A. ochraceus, A. flavus tenyészetek, a jobboldalon
ezek novekedését a jaromsporas gombak akadalyozzak.

Ueanda (robusta)

10. abra. Az ugandai zold kavébab mikobiotaja MO és DRB taptalajon. A
jobboldali csészén lathatoak A. niger, A. ochraceus, A. flavus, A fumigatus, A
tamarii tenyészetek, a baloldalin ezek novekedését a jaromsporas gombak
akadalyozzak.
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('ocoa bean

11. abra. A kakadbab mikobidtaja MO és DRB taptalajon. Az ismeretlen
eredetii kakaébabrdél ”A. fumigatus’ t izolaltunk.
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9. tablazat. A zold kavémintak és egyéb élelmiszerek OA tartalma és mikobiotaja
(az OA termel6 izolatumok vastagon szedve lathatok)
(ND=not determined, a termelt OA mennyiségét nem hataroztuk meg)

Termény eredete OA Izolalt Aspergillus fajok
(pg/kg)

z01d kavé (Brazilia) 6.0 A. niger

z0ld kavé (Brazilia, Santos) 2.5 A. niger, A. ochraceus, A. tamarii

z61d kavé (Guatemala) <1 A. niger, A. ochraceus, A. tamarii, A.
fumigatus, A. flavus

z61d kavé (Uganda, robusta) 2.0 A. niger, A. ochraceus, A. tamarii, A.
fumigatus, A. flavus

z6ld kavé (Uganda) 4.8 A. niger, A. ochraceus, A. fumigatus,
A. flavus

z61d kavé (Vietnam) 3.5 A. niger, A. fumigatus

z0ld kavé (Zaire) 9.0 A. niger, A. ochraceus, A. fumigatus

kakadbab (?) ND |"A.fumigatus'

chilipaprika (?) ND | A. niger, A. ochraceus, A. fumigatus

miizli (Magyarorszag) ND |A. niger, A fumigatus, A.. flavus,
Fusarium sp., Penicillium sp.

sage (Anglia) ND |[A. niger

kokuszos mogyoro (Vietnam) ND A. niger

mogyor6 (USA) ND |A. niger, A. ochraceus, A. fumigatus,
Fusarium sp.

anizs (Olaszorszag) ND A. niger

curry por (India) ND A. niger, A. flavus

pecandi6 (Hollandia) ND A. niger, A. flavus

szaritott paszternak (Magyarorszag) ND A. niger, A. ochraceus, A. flavus

orolt paprika (Dél-Afrika) ND A. niger, A. flavus, Alternaria,
Fusarium sp., Trichotecium sp.,
Penicillium sp.

tapéta (Magyarorszag) ND |A. niger

bors(?) ND -

vanilia(?) ND -

10. tablazat. Az OA termel6képesség vizsgalata soran alkalmazott Aspergillus fajok

Faj Gyiijteményes kod OA termeloképesség
A. albertensis ATCC 58745 250pug/ml

A. alliaceus FRR 4340 -

A. aurata NRRL 4379 -

A. aureola NRRL 2391 -

A. botucatensis CBM FA 0672 ?

A. brevipes NRRL 2439 -

A. bridgeri RMF 7745 -

63




3. EREDMENYEK ES ERTEKELES

A. carbonarius IMI 041875 0.06-0.08ug/ml
A. duricaulis IMI 217288 -
A. fennelliae NHL 2953 -
A. fennelliae NRRL 5534 -
A. fennelliae NRRL 5535 -
A. fischeri NRRL A-7223 -
A. fischerianus NRRL A-7223 -
A. fumigatus FK3 -
A. fumigatus NCAIM F 056 -
A. fumigatus NRRL 163 -
A. fumigatus SZMC 1012 -
A. fumigatus SZMC 1058 -
A. fumigatus SZMC 1180 -
A. fumigatus var. ellipticus NRRL 5109 -
A. fumigatus mut. helvola NRRL 174 -
A. fumigatus var. acolumnaris NRRL 5587 -
A. hiratsukae IMI 349860 -
A. hiratsukae NRRL 3008 -
A. hiratsukae NRRL 3009 -
A. japonicus JHC 564

A. multiplicatus CBM FA 0710

A. muricatus IMI 368521

A. nidulans 7-143 -
A. nidulans NRRL 4992 -
A. niger B6 +
A. niger chili o
A. niger curry +
A. niger diol +
A. niger JHC 607

A. niger CBS 120.49 -
A. niger paszternak +
A. niger sagel +
A. niger sage2 +
A. nomius IMI 331920 -
A. obscurus NCAIM F 6601189 -
A. ochraceus FRR 3815 -
A. ochraceus FRR 3846 240 pug/ml
A. ochraceus FRR 543 +
A. paulistensis CBM FA 0690 ?
A. primulinus CBM FA 0685 ?
A. pseudofischeri NRRL 3946 -
A. quadricinctus IMI 058374 -
A. sclerotiorum NRRL 4491 0.8-1ug/ml
A. sepultus ATCC 58705 -
A. spathulata NHL 2948 -
A. spinosus NRRL 3435 -
A. stramineus NRRL 4652 -
A. tatenoi CBM FA 0022 ?
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A. udagawae CBM FA 0702 ?
A. udagawae CBM FA 0703 ?
A. unilateralis NRRL 577 -
A. versicolor SZMC 560 -
Aspergillus sp. FRR 1266 -
Aspergillus sp. NRRL 4179 ?
Aspergillus sp. JV3 +

- OA-t nem termeld torzsek
+ termel OA-t, de mennyiségét nem hataroztuk meg

3. 2. A KINETIKAI VIZSGALATOK EREDMENYEI

3. 2. 1. Az ochratoxin termelés kinetikajanak vizsgalata Aspergillus fajokkal

Az Aspergillus nemzetséget alkotdo fajok fenotipikus, fiziologiai és genetikai
szempontbol rendkiviil sokfélék, ami megmutatkozik az OA termelésiikben is. Az A. niger
(Abarca és mtsai, 1994) és a P. verrucosum (Walbeek és mtsai, 1969) esetében irodalmi
adatokat hasznaltunk fel. A vizsgalatban résztvevd torzseket a 11. tdblazatban foglaltam
0ssze.

Az A. melleus, A. ochraceus NRRL 3174, P. verrucosum ¢s az A. albertensis izolatuma
0.1-1 mg/ml OA termelésére képes volt YES tapoldatban. Ezeket a torzseket ezutian
“nagytermeléknek” nevezem. A két A. carbonarius, A. awamori, A. foetidus, A. niger ¢és az
A. ochraceus O4 izolatumok 100-590 ng/ml OA-t termelt, amiket a tovabbiakban
“kistermeldknek” hivok.

A nagytermeld” izolatumok koziil az A. ochraceus NRRL 3174 torzs esetében a
fermentlében mérheté OA szint a hetedik napon érte el maximumat (12. &bra). A P.
verrucosum izolatum esetében a legmagasabb OA szintet a tizedik napon mértiik. Ezutan
mindkét esetben az OA szint egyenletes csokkenését tapasztaltuk. Az A. albertensis és az A.
melleus izolatumok szintén a hetedik napon érték el OA termelésik maximumat és a
fermentlé OA szintje az inkubacid tovabbi napjain sem csokkent. Mindkét izolatum esetében
megallapitottuk, hogy azok még 21 napos inkubdacio utan sem termeltek kevesebb OA-t ( kb.
250 pug/ml), ezért ezeket az izolatumokat konstitutiv OA termeldknek tekinthetjiik és az A.
albertensis ATCC 58745 torzset felhasznaltuk mas, nagy mennyiségii ochratoxint igényld
kisérletekhez és tovabbi kinetikai vizsgalatokhoz.

A kisérlet sordan azt tapasztaltuk, hogy az inkubacids id6 a kiillonbozd izoldtumok

esetében eltérd hatassal van az OA termelésre. A “kistermel6k” kozul az A. awamori, A.
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foetidus, A. niger tenyészetében a hetedik napon volt legmagasabb a tapkdzeg OA szintje,

mig mindkét A. carbonarius és az A. ochraceus O4 a tizedik napon termelte legnagyobb

mennyiségben a toxint (13. abra). Az A. foetidus, A. carbonarius és A. ochraceus O4

izolatumok esetében a tizedik napon hirtelen csékkenni kezdett a termelt OA mennyisége,

ami valosziniileg amiatt kdvetkezett be, hogy a tenyészetek a tapkdzeg nitrogéntartalékait

elhasznaltdk és a tovabbi asszimildcios folyamataikhoz az OA molekula fenil-alanin

csoportjat hasznaltak fel nitrogénforrasként.

11. tablazat. Az OA termelés kinetikajanak vizsgalataban szerepld torzsek

Faj Gyiijteményes kod és szirmazas | OA termelés(ng/ml)*
A. albertensis ATCC 58745 3 %105
A. awamori NRRL 311 120
A. carbonarius (1) IMI 041875 100
A. carbonarius (2) N1 (J. F. Peberdy) 150
A. foetidus CBS 618.78 100
A. melleus IMI 257368 3% 103
A. niger A136 (CECT20157, M.L. Abarca) 590b
A. ochraceus NRRL 3174 1 x 105
A. ochraceus 04 (z6ld kavé, Uganda) 500
P. verrucosum ATCC 18411 5 x 105¢

a YES tapoldatban termelt legnagyobb mennyiség
b Abarca és mtsai (1994)
¢ Walbeek ¢és mtsai (1969)
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12. abra. A ”nagytermeld” izolatumok OA termelésének kinetikaja.
A vizsgalt Aspergillusizolatumok koziil az A. melleus IMI 257368 és az A. albertensis
ATCC 58745 termelt legnagyobb mennyiségben OA-t.
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13. abra. A “kistermel6” izolatumok OA termelésének kinetikaja.
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3.2.2. Az A. albertensis ATCC 58745 OA termelésének homérsékletfiiggése és kineti-
kaja

Az A. albertensis ATCC 58745 izolatumot YES tapoldatban tenyésztettiik, mivel ebben a
kozegben termel legnagyobb mennyiségben OA-t. A kisérlet célja az OA termelés
hémeérsékleti optimumanak megtalalasa volt. A tenyészeteket 19 napig inkubaltuk 16, 25, 30,
35°C-on (14. abra). A vizsgalt térzs 30°C-on inkubalva a hetedik napon termelte a
legnagyobb mennyiségli OA-t, majd kis mértékii visszaesés volt tapasztalhato, de a 10.
naptol kezdve a tapkozeg OA szintje kb. 30 pg/ml értéken allandosult. 16°C-on a
toxintermelés lassan indult, de a 7. naptdl kezdve hirtelen emelkedés volt tapasztalhato a
fermentlé OA szintjében, a 10. naptol egyre kisebb mértékben. 25°C-on és 35°C-on hasonld
tendenciat mutatott az OA szint valtozasa. A 3. napig novekedést tapasztaltunk, majd a 4.
naptol kezdve a kisérlet befejezéséig megkozelitdleg azonos mennyiségli OA-t tudtunk
kimutatni a tapkozegbdl. Az A. albertensis ATCC 58745 torzs OA termeléséhez az optimalis
hémérséklet 30°C, vagyis a ndvekedési optimumaval megegyezett.

Az A. albertensis ATCC 58745 torzs OA termelésének 30°C-on végzett vizsgalatat a
micélium szaraztomegének és a micélium ergoszterin tartalméanak értékeivel hasonlitottuk
Ossze (15. abra). Az ergoszterin tartalom és az OA mennyiségének valtozasa az inkubacio
alatt hasonl6 tendenciat mutatott. Mindkét érték a hetedik napig nétt, ezt kovetden mindkettd
csOkkenni kezdett. A micélium szdraztomeg a 16. napig ndvekedett, majd a kozeg
tapanyagainak felhaszndldsa utdn a tenyészet eloregedésével lassan csokkent.

Az eredményekbdl lathatd, hogy az A. albertensis ATCC 58745 tenyészet esetében az
OA tartalom és az ergoszterin mennyisége a 7-10. napig hasonloképpen valtozik. Ez felveti
annak a lehetdségét, hogy az ¢élelmiszerek ¢és gabonafélék ergoszterintartalma -
meghatarozott koriilmények kozott és ideig - informaciot szolgaltathat a termelt OA értékére.
Ennek a megfigyelésnek az a gyakorlati jelentésége, hogy az ergoszterin mennyiségének
gyors meghatarozasa elkeriilhetové teheti az OA szennyezettség mérését, valamint 1j

lehetdséget ny1jt az élelmiszerek mikrobioldgiai kockdzatanak becslésére.
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14. abra. Az inkubacios hémérséklet hatasa az A. albertensis ATCC 58745
OA termelésének mértékére. Az OA termelés 30°C-on volt a legnagyobb.
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15. abra. Az A. albertensis ATCC 58745 OA termelése, micélium szaraz-tomege és
ergoszterin tartalma kozotti osszefiiggés. A OA és az ergoszterin mennyiségének
valtozasa a 10. napig hasonl6 tendenciat mutat.
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3. 2. 3. Kiilonb6z6 vegyiiletek hatasa az A. albertensis ATCC 58745 OA termelésére

Azt tapasztaltuk, hogy szamos vegyiilet, mely az irodalomban fellelhetd kutatasi
eredmények szerint gatolja az OA bioszintézist A. ochraceusban (12. tablazat), nincs hatassal
az A. albertensis OA termelésére. gy pl. a koffein nem befolyasolta A. albertensisben az OA
termelést, mig A. ochraceusban gatolta (13. tablazat). Ezek az adatok felvetik annak a
lehetdségét, hogy a két faj kozott az OA bioszintézisében, illetve annak szabdlyozasdban

jelentds eltérések lehetségesek. Ennek tisztdzdsara tovabbi kisérletek sziikségesek.

12. tablazat. A vizsgalt vegyiiletek hatasa az OA szintézisre A. ochraceusban, illetve az
aflatoxin (AT) bioszintézisre A. flavusban és A. parasiticusban

.. Ochratoxin Aflatoxin
Vegyiiletek termelés termelés
DICHLORVOS - - Zaika és Buchanan, 1987, Wu és Ayres, 1974
BORSAV ND ND -
CERULENIN ND + Fanelli és mtsi, 1983
ETANOL ND + Maggon ¢s mtsi, 1977
L-FENIL-ALANIN -? 0 Ferreira, 1968
L-GLUTAMINSAV + 0 Ferreira, 1968
KOFFEIN - - Buchanan és mtsi, 1982, 1983
LOVASZTATIN ND ND -
METANOL ND ND Maggon ¢s mtsi, 1977
Mo ND 0 Zaika és Buchanan, 1987
NO5” ND - Zaika és Buchanan, 1987
NONIDET P-40 ND - Rodriguez és Mahoney, 1994
SZALICILSAV ND - Zaika és Buchanan, 1987
Se ND +/- Zaika és Buchanan, 1987
SZENTETRAKLORID ND + Zaika és Buchanan, 1987
L-TIROZIN ND 0 Ferreira, 1968
TrITON X-100 ND - Rodriguez és Mahoney, 1994
Zn%* ND + Steele és mtsi, 1973
(-) gatol
(+)serkent

(+/-) kis koncentraciéban serkent, nagyobb koncentracidéban gatol
(0) nincs hatas
(ND) nem vizsgaltak
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13. tablazat. Kiilonb6z6 koncentraciokban alkamazott vegyiiletek hatasa A. albertensis
ATCC 58745 OA termelo képességére
Vegyiiletek Koncentracio OA Vegyiiletek Koncentracio OA
termelés termelés
DICHLORVOS 1 pg/ml + L-GLUTAMINSAV | 10 pug/ml R
5 ug/ml + 100 ug/ml -
10 pg/ml + 1000 pg/ml +++
50 ug/ml + L-TIROZIN 10 ug/ml +++
100 pug/ml + 100 pg/ml +
200 pg/ml + 1000 pg/ml ++t
500 pg/ml + L-FENILALANIN 10 ug/ml +++
KOFFEIN 50 pug/ml + 100 pg/ml L
100 pug/ml ++ 1000 pg/ml +++
250 pg/ml ++ Na,SeO3 10 pug/ml +
500 pg/ml ++ 100 pg/ml ++
750 pg/ml ++ 1000 pg/ml +++
1000 pg/ml +t NH4MoOy4 10 pg/ml +++
TRITON X-100 | 0.1 v/v % et 100 pg/ml -+
1viv% ++ 1000 pg/ml +++
10 viv % ++ NaNOj 17 mg/ml +++
LOVASZTATIN 10 pg/ml - 170mg/ml +++
50 pg/ml + 1.7 g/ml +
100 pg/ml + ZnSOy 10 ug/ml +++
250 ug/ml + 100 pg/ml +++
500 pg/ml + 1000 pg/ml +++
1000 pg/ml + CCly 10 pg/ml +++
SZALICILSAV 700 pg/ml + 100 pg/ml L
3.5 mg/ml ++ 1000 pg/ml +++
7.0 mg/ml ++ CERULENIN 1 mg/ml ++
35 mg/ml ++ 10 mg/ml +++
BORSAV 31 mg/ml +++ 100 mg/ml +++
(H3BO3)
310 mg/ml +++
3.1g/ml -+

(-) az A. albertensis ATCC 58745 izolatum OA termeld képességét teljesen gatolta, (+) kismertékben
gatolta a vizsgalt izolatum OA termelését, (++)/(+++) nincs szamottevod hatasa a vegyiiletnek a vizsgalt
izolatum OA termelésére

3. 2. 4. Az OA bontas képességének vizsgalata Aspergillusizolatumokban

Munkank soran az Aspergillus nemzetség 6 kiilonbozé szekcidjaba tartozo tébb, mint 60

izoldtum ochratoxin bontd képességét vizsgaltuk (14. tablazat). Az OA molekuldban

talalhatdo peptidkotés karboxi-peptidaz hatasara bomlik, fenil-alanin és ochratoxin o

keletkezésével. Az ochratoxin o nem mérgezd hatasu vegyiilet, amely TLC-vel az OA

mellett kimutathat6, a lemezen UV fény alatt kékeslilan fluoreszkald foltot eredményez. A

nagyszamu vizsgalt izolatum koziil csak az A. fumigatus, A. japonicus és az A. niger fajhoz
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tartozo torzsek kozott talaltunk olyanokat, amelyek tiz napos inkubalas sordn atalakitottak az
OA-t ochratoxin o.-va.

Az A. niger faj rendelkezik a U. S. Food and Drug Administration altal a GRAS
(Generally Regarded As Safe) statusszal, vagyis az “altalaban bizonsagosnak tekinthetd”
mindsitéssel, tehat az A. niger torzsek altal termelt enzimek (amilaz) és savak (citromsav)
felhasznalhatok élelmiszeradalékként, ezért az OA bontés kinetikdjanak vizsgalatdhoz csak

az A. niger CBS 120.49 izolatumot hasznaltuk.

14. tablazat. A vizsgalt Aspergillus fajok OA termelé és lebonto képessége

Faj Gyiijteményes kod OA bonté képesség
A. albertensis ATCC 58745 -
A. alliaceus FRR 4340 -
A. aurata NRRL 4379 -
A. aureola NRRL 2391 -
A. botucatensis CBM FA 0672 -
A. brevipes NRRL 2439 -
A. bridgeri RMF 7745 -
A. carbonarius IMI 041875 -
A. duricaulis IMI 217288 -
A. fennelliae NHL 2953 -
A. fennelliae NRRL 5534 -
A. fennelliae NRRL 5535 -
A. fischeri NRRL A-7223 -
A. fischerianus NRRL A-7223 -
A. fumigatus FK3 -
A. fumigatus NCAIM F 056 -
A. fumigatus NRRL 163 -
A. fumigatus SZMC 1012

A. fumigatus SZMC 1058 -
A. fumigatus SZMC 1180 +
A. fumigatus var. ellipticus NRRL 5109 -
A. fumigatus mut. helvola NRRL 174 +
A. fumigatus var. acolumnaris NRRL 5587 +
A. hiratsukae IMI 349860 -
A. hiratsukae NRRL 3008 -
A. hiratsukae NRRL 3009 -
A. japonicus JHC 564 +/-
A. multiplicatus CBM FA 0710 -
A. muricatus IMI 368521 -
A. nidulans 7-143 -
A. nidulans NRRL 4992 -
A. niger B6 -
A. niger chili -
A. niger curry -
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A. niger diol -
A. niger JHC 607 +/-
A. niger CBS 120.49 +
A. niger paszternak -
A. niger sagel -
A. niger sage2 -
A. homius IMI 331920 -
A. obscurus NCAIM F 6601189 -
A. ochraceus FRR 3815 -
A. ochraceus FRR 3846 -
A. ochraceus FRR 543 -
A. paulistensis CBM FA 0690 -
A. primulinus CBM FA 0685 -
A. pseudofischeri NRRL 3946 -
A. quadricinctus IMI 058374 -
A. sclerotiorum NRRL 4491 -
A. sepultus ATCC 58705 -
A. spathulata NHL 2948 -
A. spinosus NRRL 3435 -
A. stramineus NRRL 4652 -
A. tatenoi CBM FA 0022 -
A. udagawae CBM FA 0702 -
A. udagawae CBM FA 0703 -
A. unilateralis NRRL 577 -
A. versicolor SZMC 560 -
Aspergillus sp. FRR 1266 -
Aspergillus sp. NRRL 4179 -
Aspergillus sp. V] 3 -

(+) OA bont6 képességgel rendelkezik
(+/-) OA-t részlegesen képes bontani
(-) OA bonto képességgel nem rendelkezik

3.2.5. Az OA bontas kinetikajanak vizsgalata A. niger CBS 120.49 torzzsel

Az A. niger CBS 120.49 izolatum OA bonto képességét folyékony és szilard YES
tapkozegben egyarant vizsgaltuk. A kisérletek eredményeként megallapitottuk, hogy YES
tapoldatban az OA lassan bomlik (16. dbra), még a hetedik napon sem tapasztaltuk, hogy
teljesen atalakult Oa-va. YES taptalajon tenyésztve a CBS 120. 49 torzs sokkal gyorsabban
’felélte” az OA-t (17. abra), aminek mennyisége harom napon beliil kevesebb, mint 20%-ara

(kb. 0.5ug/ml) csokkent, az 6tddik napon pedig mdar jelenléte nem volt kimutathatdo a
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taptalajban. Ezt a megfigyelést az érzékenyebb ELISA modszer is aldtamasztja (kimutatéasi
hatar 5 ng). Az Oa ismeretlen vegyiilett¢ tovabb bomlik ¢és a hetedik nap utdn nem
mutathat6 ki a tapkozegbdl.

Ezek a megfigyelések magukban hordozzak annak a lehetdségét, hogy az A. niger CBS
120.49 izolatumot ipari koriilmények kozott alkalmazzdk szilard tapkozegben, akar
¢lelmiszerek az OA szennyezddésének lebontasara. Tovabbi vizsgélatok folyamatban
vannak az OA és ochratoxin o bontasaért felelds enzimek és génjeik azonositasara, illetve

mas gombafajok OA bonto képességének megtalalasara.

Standardok 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 10.nap

€ 0A
€ OB

€ Ox
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16. abra. Az A. niger CBS 120.49 torzs OA bontasanak vizsgalata YES
tapoldatban

< OA
€ Oa

17. abra. Az A. niger CBS 120.49 torzs OA bontasanak vizsgalata YES
taptalajon

3. 3. A FILOGENETIKAI VIZSGALATOK EREDMENYEI

3. 3. 1. A Circumdati szekcio filogenetikai analizise

Az Aspergillus nemzetség Circumdati szekciojanak és rokon fajainak (A. candidus, A.
wentii, Petromyces alliaceus) filogenetikai analizisét végeztiik el az 500-600 nukleotidot
tartalmazd ITS régid szekvencidjanak analizise és morfologiai sajatossagaik alapjan. A
vizsgalatba bevont izoldtumokat a 15. tdblazat tartalmazza. A szekvencia adatok alapjan

megallapithatd, hogy az Aspergillus nemzetség Circumdati szekcidja parafiletikus. Azoknak
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a fajoknak egy része, melyeket jelenleg a Circumdati szekcié tagjaként tartanak szamon,

vizsgalataink alapjan kozelebbi rokonsagot mutat mas szekcio(k) tagjaival.

15. tablazat A Circumdati szekcio filogenetikai vizsgalataba bevont izolatumok,
szarmazasuk és génbanki azonositojuk

Faj Gyilijteményes Eredet Génbanki
kod? azonosito
P. alliaceus! IMI 126711 talaj, Ausztralia AF149753¢
A. auricomus FRR 3944 foldimogyoro, Indonézia AF203795
A. auricomus! IMI 172277P. Biourge-G. Smith AF203792
A. bridgeriT RMF 7745 talaj, Wyoming, USA AF203803
A. campestrisT IMI 259099 talaj, Dakota, USA AF203805
A. candidusT IMI 091889 C. Thom AF203804
A. dimorphicusT  [IMI'131553 kerti talaj, Bihar, India AF203807
A. elegans! IMI 133962 A. Blochwitz AF1288602
A.insulicolaT ATCC 26220 talaj, Aves Sziget AF203799
A. lanosus IMI 226007 talaj, Calicut Egyetem AF203810
A. melleus IMI 257368 mandarin talaj, India AF203797
A. melleusT IMI 235600 talaj, India AF203796
P. muricatus! IMI 368521 talaj, Flilop-szigetek AJ005674b
A.ochraceoroseus! | IMI 223071 talaj, Elefantcsont-part AF203809
A. ochraceus NRRL 3174 cirok mag, Dél-Afrika AF1288522
A. ochraceus Z1 z01ld kavé, Zaire AF128857%
A. ochraceus ICMP 939 rovar, Auckland, Uj-Zéland | AF1288502
A. ochraceus 04 z0ld kavé, Uganda AF1288562
A. ochraceus! IMI 016247 A. Blochwitz AF128851a
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A. ostianusT IMI 015960 C. Wehmer, CBS 103.07 AF203794
A. petrakii NRRL 416 D. Hanzawa (A. melleus) AF203793
A. petrakii T IMI 172291 L. decemlineata, Mo. AF203798
A. robustus NRRL 6362 erdd talaj, Kenya AF203808
A. sclerotiorum! | IMI 056673 rohado6 alma, USA AF203802
A. sclerotiorum FRR 4491 talaj, Thaifold AF203801
A. sepultusT IMI 294498 16sz talaj (1m), USA AF203806
A. sulphureus! IMI 211397 talaj, Mysore, India AF203800
A. wentii T ATCC 1023 szdja, Indonézia AF149752¢
N. glabra FRR 1833 talaj, Ausztralia U18355d

T, tipus torzs

*Varga és mtsai. (1999a)
°Skouboe és mtsai (1999)
‘Varga és mtsai (1999b)
Berbee és mtsai (1995)

3. 3. 1. 1. Fenotipikus tulajdonsagok vizsgalata

Az izolatumok fenotipikus vizsgalatat Christensen (1982) modszere alapjan végeztik el.
A kisérlet soran figyelembe vett morfoldgiai tulajdonsdgokat a 16. tdblazat tartalmazza. A
fajok is képeznek nagyon kiilonbdz6 szkleréciumot, pl. P. alliaceus és P. albertensis (Varga
¢s mtsai, 2000). A fenotipikus tulajdonsagok parszimonia analizise (19. adbra) alapjan kapott
eredmények alatamasztjak az ITS szekvencia analizise soran kapottakat. Az A. campestris és
A. lanosus példaul mindkét vizsgalat soran kozeli rokonsagot mutatott az A. candidusszal és
a P. alliaceusszal, vagy az A. dimorphicus és A. sepultus Az A. wentii kozelében talalhato
mindkét torzsfan. Azonban a vizsgalt fajok barmelyike mindkét térzsfan azonos fajok
kornyezetében talalhato. Tovabba a szekvenciadatok hasonlosaga alapjan az Aspergillus
nemzetség Circumdati szekcioja két csoportra oszthatd, az egyikbe az A. ochraceus, A.
melleus, A. petrakii, A. ostianus, P. muricatus, a masikba az A. sulphureus, A. bridgeri és A.

sclerotiorum tipustorzsei tartoznak.
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16. tablazat. A vizsgalt morfologiai tulajdonsagok

Tulajdonsag Allapot Kéd

Masodlagos anyagcseretermékek

1. CANI1 termel 1
nem termel 0

2. cirkumdatin A termel 1
nem termel 0

3.CAN3 termel 1
nem termel 0

4. inzulikolid A termel 1
nem termel 0

5. PE-1 termel 1
nem termel 0

Novekedési és telep sajatossagok

6. telepatmérdé CZA, 37°C

nagyobb, mint 2 cm
kisebb, mint 2 cm

7. novekedés 37°C-on 25°C-hoz képest (CZA)

nott
nem nott

8. telepatmérd CZA, 37°C

nagyobb, mint 1 cm
kisebb, mint 1 cm

9. konidiumos fej szine (25°C)

erds sarga
mas szinii

10. konidiumos fej szine (25°C)

sarga, barnassarga
mas

11. telepszin ( MEA, 10 nap, 25°C)

fekete
nincs fekete pigment

12. telepszin ( MEA, 10 nap, 25°C)

vOroses-barna
mas szinlu

13. telepszin, ( MEA, 10 nap, 25°C)

fako sotét barna
nincs barna pigment

14. telepatméré (MEA, 10 nap, 25°C)

nagyobb, mint 4 cm
kisebb, mint 4 cm

15. telepatméré (MEA, 10 nap, 25°C)

nagyobb, mint 2 cm
kisebb, mint 2 cm

16. novekedés (CZ 20, 25°C)

kissé ozmofil
ozmofil

17. ndvekedés (CZA, 30°C)

korlatozott novekedés
normalis novekedés

18. telepszin

z6ld
sargas-barna

O RPRORPRORPRORPRORRPR ORI ORRPRORRPRORRIORRIORR IO —~IO—

Mikroszkopikus tulajdonsagok

19. konidiumtart6 hossza eléri vagy tobb mint 3500 um 1
kisebb, mint 3500 um 0
20. konidiumtartd tobb, mint 1600 wm 1
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kevesebb, mint 1600 wm 0
21. konidiumtarto felszine érdes 1
sima 0
22. konidiumtarto felszine szines 1
szintelen 0
23. vezikulum 4tméréje tobb, mint 55 um 1
kevesebb, mint 55 um 0
24. vezikulum atmérdje tobb, mint 30 um 1
kevesebb, mint 30 um 0
25. konidium felszine érdes 1
sima 0
26. konidium gomb, 3-4.5 um 1
eltérod 0
27. konidium gbémb, 2-3 um 1
eltérd 0
28. konidium gombszer(i, 2.4-3.5 um 1
eltérd 0
29. sterigmata egyrétegli 1
kétrétegli 0
30. fialidok eredete vezikulum 1/3 1
vezikulum felszine 0
31. konidium felszine (SEM) haloészerti 1
eltérd 0
32. konidium felszine (SEM) mikrogdmbos 1
eltérd 0
33. konidium forméja (SEM) hengeres, mikrogdmbos 1
eltérod 0
Ubikinon rendszer
34. Q-10 ubikinon van 1
nincs 0
35. Q-9 ubikinon van 1
nincs 0
36. Q-10 (Hp) ubikinon van 1
nincs 0

3. 3. 1. 2. A Circumdati szekcié ITS szekvencia és a fenotipikus tulajdonsagok

analizisének eredményei

Molekularis és morfologiai tulajdonsagai alapjan az A. sepultus és A. dimorphicus az A.
wentii kozeli rokona (Peterson, 1995). Ezen eredményeket tamasztja ala, hogy mindegyik faj
Q-9 ubikinon rendszerrel rendelkezik, 37°C-on CZA taptalajon egyik sem, ezzel szemben
CZ 20 taptalajon mindharom faj tenyészthetd, valamint mérsékelten ozmofil sajatossagokkal
rendelkeznek (Peterson, 1995), ezért a Cremel szekcio tagjai.

Az A. campestris az ITS szekvencia alapjan legkozelebbi rokonsagot az Aspergillus

nemzetség Candidi szekcidjanak tagjaval, az A. candidussal mutat (Gams és mtsai, 1985),
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amit bizonyit mindkét faj korlatozott novekedése MEA és CZA tapkodzegben (Christensen,
1982) és azonos Smal-emésztett riboszomalis RFLP mintazatuk (Croft és Varga, 1994).
Hasonlé megéllapitasokra jutott Peterson (1997), aki e fajok 28S RNS génjeit, valamint
Rahbaek ¢és mtsai (2000), aki masodlagos anyagcsere profiljaikat vizsgalta.

Az A. lanosus jol elkiilonithet6 csoportot alkot a P. alliaceusszal, ezért az ITS szekvencia
adatai és morfologiai sajatossagai alapjan kozelebbi rokonsagban az Aspergillus nemzetség
Flavi szekcidjanak tagjaival all. Ezen fajok Q-10 ubikinon rendszerrel (Kuraishi és mtsai,
1990), valamint hasonlo feliileti diszitésti konidiumokkal rendelkeznek (Kozakiewicz, 1989).
A két faj Smal-emésztett riboszomalis DNS mintdzata azonos (Croft és Varga, 1994),
valamint a masodlagos anyagcsere profiljuk is nagyon kis eltérést mutat (J. C. Frisvad, szem.
kozlés).

Az A. ochraceoroseus és A. robustus ITS szekvencidjuk alapjan a vizsgalt fajok
egyikével sem mutatott rokonsagot. Az A. ochraceoroseus taxondmiai helyzetének
megallapitasakor ellentmonddsok meriiltek fel. Tobb morfologiai sajatossaga az A.
petrakiival valé rokonsagra utaltak (Samson, 1979), mig Christensen vizsgalatai alapjan
(1982) a faj a Cremei szekcid tagjaival mutatott rokonsagot. Christensen véleményét azzal
indokolta, hogy az A. ochraceoroseus konidiumtartdja - a Cremel szekcio tagjaiéval
megegyezOen - a vezikulum alatt 6sszesziikiil. Azonban a Cremel szekcid tagjainak egyéb
tulajdonsagai, pl. ozmofil sajatossagok, konidium mintazat, az A. ochraceoroseus esetében
nem figyelhetdk meg (Kozakiewicz, 1989).

Az A. robustus és a P. alliaceus kozeli rokonsagat a mindkét faj altal termelt fekete szint
szklerocium miatt Samson (1979) éallapitott meg, azonban a szekvencia adatok ezt nem
indokoljak. Az A. ochraceoroseus és A. robustus rendszertani helyének megallapitasahoz
tovabbi szekciok vizsgalatara van sziikség. A fentiek alapjan ugy véljiik, hogy ezek a fajok
nem az Aspergillus nemzetség Circumdati szekcidjanak tagjai, és tisztazatlan rendszertani
helyzetiik miatt az incertae sedis kategoriaba sorolandok. Késébbi vizsgalataink tisztaztak,
hogy az A. ochraceoroseus a Nidulantes szekcio tagjaival mutat rokonsagot (Varga és mtsai,
2003) ITS és D1-D2 szekvencia adatok alapjan.

Az altalunk ITS szekvencia alapjan vizsgalt izolatumok legtobbje az Aspergillus
nemzetség Circumdati szekcidjanak tagja, rokonsagukat a magas bootstrap értékek
bizonyitjdk. A szekcioba tartozd fajok mindegyike Q-10(H,) ubikinon rendszerrel
rendelkezik, kétsoros fialid rétegiik van és gomb alaku, sargas konidiumfej jellemzi 6ket, kis

méretli konidiumaik vannak, és sargas, piros vagy levendula szinli szkler6ciumot termelnek.
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A Circumdati szekcion beliil két csoport kiilonithet6 el. Az egyikbe az A. ochraceus, A.
petrakii, A. melleus, A. ostianus és a P. muricatus tartoznak, amelyekre jellemzé a
viszonylag rovid konidiofér, a gomb alaka konidiumok és a barndssarga, téglavords illetve
levendula szinl szkleréciumok (kivéve az A. petrakiit, amely nem képez szkleréciumot). Az
A. ochraceus. A. petrakii, A ostianus Smal-emésztett riboszomalis DNS mintazatai azonosak
(Croft és Varga, 1994). Vizsgalataink eredményét az is alatamasztja, hogy az A. ochraceus,
A. ostianus és P. muricatus izolatumok termelnek egy alkaloid szarmazékot, a cirkumdatin
A-t, amelyet a Circumdati szekcio tagjai koziil mas nem termel. Az A. melleus, A.
ochraceus, A. ostianus és P. muricatus esetében egy ismeretlen masodlagos anyagcsere
termék (PE1) mutathato ki, amelyet szintén kizarélag ezen fajok termelnek (J. C. Frisvad,
szem. kozlés).

A szekcio masik csoportjat alkotja az A. sclerotiorum, A. sulphureus, A. bridgeri, A.
insulicola. Morfologiai sajatossagaik a durva felszin{i, 1.6-3 mm hosszi konidiumtarto,
(kivéve az A. insulicola fajt), a 30-55 um atmér6ji vezikulum, valamint az altalaban gémb
alakt 2-3 um nagysagu konidiumok (Christensen, 1982), szkleréciumaik krémszintiek vagy
halvanysargak. Rahbaek és mtsai (1997) Talaltak egy szeszkviterpén tipusu vegyiiletet, az
inzulikolid A-t, amit kizarolag az A. insulicola, A. bridgeri és az A. sclerotiorum termel. Az
A. sulphureus, A. sclerotiorum és az A. bridgeri Smal-emésztett riboszomalis DNS mintazata
csaknem azonos (Croft és Varga, 1994).

Az A. auricomus és az A. elegans a Circumdati szekcid egyik tagjaval sem mutatott

kozeli rokonsagot. Az A. auricomus jelentésen kiilonbozik a szekcid tobbi tagjatol, mivel
¢lénk narancs szinli szkler6ciumokat hoz 1étre és a konidiumos fejek kankalinsarga szintiek
(Kozakiewicz, 1989). Az A. elegans izolatumai nagyon hasonlitanak az A. ochraceuséra,
azonban kisebb konidiumokat képez és szkleréciumai fehér, sargds vagy krém sziniek.
Korabban az A. eleganst az A. ochraceus egy alfajaként kezelték a konidiumaik hasonld
felszini diszitése miatt (Kozakiewicz, 1989), a szekvencia adatok ezt nem tdmasztjak ala.
A két A. auricomus izolatum egymassal, az A. sclerotiorum FRR 4491 izolatuma az A.
sulphureusszal, az A. ochraceus ICMP 939 izolatum az A. bridgerivel van kozeli
rokonsagban az ITS szekvencia adatok alapjan. Ez utobbit régebben az A. ochraceus fajba
soroltak, de fehér szklerociumai miatt nem lehet e fajba tartozonak tekinteni. Az IMI 257368
izolatum az A. melleus fajba tartozik, sarga szklerociumokat termel, az ICMP 939 az A.
bridgeri, FRR 4491 az A. sulphureus faj izolatuma. Az izolatumok ochratoxin termeld
képessége €s az ITS szekvenciak alapjan elfoglalt rendszertani helyiik egymastol fiiggetlen
(Varga és mtsai, 1996).
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18. abra. Az Aspergillus nemzetség Circumdati szekciéjahoz tartozo és rokon
izolatumok filogenetikai analizise ITS szekvenciak alapjan. A vonal feletti szamok a
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19. A fenotipikus karakterek filogenetikai analizise révén kapott torzsfa

3. 3. 2. A Flavi szekcié filogenetikai analizise

Az Aspergillus nemzetség Flavi szekcidjanak ITS szekvencidk alapjan végzett
filogenetikai analizise sordn 23 torzset vizsgaltunk (17. tabldzat). Az analizis alapjaul
szolgald rDNS szakasz 65 polimorf hellyel rendelkezik, amibdl 45 hordozott megfeleld
informaciot az analizishez. A fajok kozotti rokonsagi kapcsolatok megallapitasahoz azok
ubikinon rendszerét is vizsgaltuk. Az 0sszes vizsgalt tulajdonsag alapjan a szekcion beliil
harom, egymastol elkiilonitheté csoport hozhatd 1étre. Az egyik csoportba az A. flavus és
rokonai, a masikba az A. tamarii és rokonai, a harmadikba az A. alliaceus és rokonai

tartoznak.

17. tablazat. A Flavi szekcié analizise soran felhasznalt torzsek

Fajok Gyiijteményes Eredet Génbanki
kéd” azonosité
A. albertensisIb ATCC 58745 fiil tampon, Kanada | AF1288592
A. alliaceusT IMI 126711 talaj, Ausztralia AF149753a
A. avenaceus! IMI 016140 borso, UK AF257797
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A. caelatusT IMI 375694 talaj, Georgia, USA AF257800
A. clavatoflavusT IMI 124937 erddtalaj, Ausztralia | AF257798
A. coremiiformisT IMI 223069 talaj, Elefantcsont-part | AF257793
A. flavofurcatis! IMI 124938 taptalaj, Brazil AF257794
A flavusT ATCC 16883 celofan, UK AB008416b
A. flavus var. columnaris! |IMI 124932 ismeretlen gazda AF257792
A. lanosus IMI 226007 talaj, India AF2038102
A. leporisT IMI 259100 nyul tiriilék, USA AF257796
A. nomiusl NRRL 13137 penészes buza, USA | AF027860b
A. oryzael ATCC 1011 Thom (No. 113) AB008417b
A. parasiticus!T NRRL 502 Hawaii AF027862¢
A. sojae IFO 4386 Japan AB008419b
A. subolivaceus! IMI 044882 gyapot, UK AF257795
A. tamarii JCM 2259 ismeretlen eredet AB008420b
A terricolal IMI 172294 Thom (WB 426) AF257802
Aterricola var.american.T [IMI 016127 talaj, USA AF257791
A. terricola var. indicusT | IMI 172295 kenyér, India AF257801
A. thomii T IMI 045644 taptalaj, UK AF257790
A. toxicariusT IFO 31250 mogyor6, Uganda AB008421b
A. zonatusT IMI 124936 talaj, Costa Rica AF257799
N. glabra FRR 1833 talaj, Ausztralia U18355d

T, tipus torzs

a Varga ¢s mtsai (2000a)
b Nikkuni és mtsai (1998)
c [to és mtsai (1998)
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4 Berbee és mtsai (1995)

3. 3. 2. 1. A Flavi szekcio filogenetikai analizisének eredményei ITS és 26S rDNS

szekvenciak alapjan

A Flavi szekcio filogenetikai analizise ITS szekvencidk, valamint a morfologiai
tulajdonsagok alapjan olyan torzsfat eredményezett, amelyen harom csoportot Iehet
elkiiloniteni (20. abra). A 26S rDNS szekvencidk vizsgalata hasonld eredményeket
szolgaltatott (21. abra).

Az ITS szekvenciadatokat a morfologiai tulajdonsagok a Flavi szekcid esetében is
alatamasztjak, amelyek alapjan a szekcio tagjai harom csoportba sorolhatok. Az A. flavus és
rokon fajai a Flavi szekcid legnagyobb gazdasagi jelent6séggel rendelkezé csoportja. A
fajokra jellemzd, hogy a konidiumos fejek zdldes arnyalatuak €s szklerdciumaik sotét
szinliek, ubikinon rendszeriik Q-10(H,) tipust. A filogenetikai analizis soran kideriilt, hogy
az ide tartozd fajok 26S rRNS génje azonos D1-D2 régié szekvenciaval rendelkezik
(Peterson, 2000). Az A. flavus, A. oryzae, A. subolivaceus, A. flavus var. columnaris
izolatumok rokonsagat bizonyitja a 18S rRNS gének szekvenciajanak hasonlosaga is
(Nikkuni ¢és mtsai, 1998, Peterson, 2000), amit az Aaltalunk végzett vizsgalatok is
alatamasztanak. Az A. oryzae morfologiai sajatossagai alapjan elkiilonithet6 az A. flavustol
(Klich és Mullaney, 1987, Klich ¢és Pitt, 1985), mégis Kurtzman és mtsai (1986) szerint egy
fajba tartoznak. Az ITS szekvencidk analizise alapjan az A. parasticus, A. sojae, A.
toxicarius a torzsfan egy kiilonallo csoportot alkotnak, ami alatamasztja Nikkuni és mtsai
(1998) és Peterson (2000) eredményeit. Az A. toxicarius Kozakiewicz (1989) szerint
konspecifikus az A. parasiticussal, amit az ITS szekvencia adatok igazolnak. Az A. flavus
csoport tagjai monofiletikus eredetiick (Gomi és mtsai, 1989, Murakami ¢€s mtsai, 1982,
Yuan és mtsai, 1995). Szekvencia adatok tamasztjak ald, hogy az A. oryzae az A. flavus, és
az A. sojae az A. parasiticus haziasitott valtozatai, de kiilon fajként kell kezelniink Oket
(Cruikshank és Pitt, 1990, Geiser és mtsai, 1998). Az A thomii és az A. terricola var.
americanus szintén a csoport tagjai, bar morfologiai szempontbol eltérnek a tobbi fajtol,
mert barna szini konidiumfejekkel rendelkeznek. Konidiumaik felszini mintdzata
(Kozakiewicz, 1989) és az ITS szekvencia adataik alapjan indokolt ¢ket az A. flavus és
rokon fajai k6zé sorolni.

Az A. tamarii és rokonai, az A. caelatus, A. terricola, A terricola var. indicus, A.

coremiiformis és az A. flavofurcatis kiilonallé csoportot alkotnak. Konidiumaik olajzold
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vagy barna szintiek, ubikinon rendszeriik Q-10(H,). Az A. caelatus a Flavi szekci6 1j tagja,
morfologiai szempontbol nagyon hasonlit az A. tamariihoz, azonban vele ellentétben nem
termel ciklopiazonsavat (Horn, 1997, Ito és mtsai, 1999). Az A. tamarii, A. flavofurcatis és
Az ITS szekvencia adatok alapjan az A. terricola és az A. terricola var. indicus
konspecifikusak. Az A. coremiiformis korémiumképz6 faj, ITS szekvencia adatok alapjan a
Flavi szekcio ezen csoportjanak tagjaival mutat rokonsagot (Christensen, 1981, Samson,
1979, Roqgeuebert és Nicot, 1985). Ez a faj az aflatoxin bioszintézis egyik koztes termékét, a
sterigmatocisztint termeli, megerdsitve ezzel a Flavi szekcid tagjaival vald rokonsagat
(Wicklow €s mtsai, 1989).

Az A. alliaceus és rokonai a szekcion beliil a legkisebb, csupan harom taggal rendelkez6
csoportot alkotjak (Varga és mtsai, 2000). A P. alliaceus, P. albertensis és az A. lanosus Q-
is azonos (Peterson, 2000).

Az A. leporis ITS szekvencia analizis alapjan elkiiloniil a szekcid tobbi tagjatol. A A.
leporis Q-10 ubikinon rendszerrel, olajzold szinii konidiumfejekkel rendelkezik és fahéj
szinll szkleréciumot képez (Christensen, 1981, Kuraishi és mtsai, 1990).

Az A. zonatus és A. clavatoflavus ITS szekvencia adatok alapjan egymashoz kozel talalhatok
a torzsfan, de nem mutatnak kozeli rokonsagot a Flavi szekcid egyik tagjaval sem, D1-D2
régi6 szekvenciaik is eltérnek azokétol (Peterson, 2000). Mindkét faj telepe olajzold szind, a
konidiumfejek kétsoros fialid réteggel rendelkeznek, kis méreti konidiumokat termelnek és
mindkettét tropusi esderddk talajabol izolaltdk. Kiilonbség kettdjiik kozott, hogy az A.
zonatus nem tenyészthetd CZ taptalajon, MO-on viszont igen, konidiumtartéja fogazott
oldalu, az A. clavatoflavus mindkét taptalajon jol tenyészthetd és konidiumtartdjanak érdes
az oldala. ITS szekvenciaik alapjan ezen fajok kiszorulnak a Flavi szekciobol és az incertae

sedis kategoriaba sorolandok.
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21. A Flavi szekci6 filogenetikai analizise a 26S rRNS szekvenciaja alapjan.

3. 3. 3. Az A. viridinutans intraspecifikus variabilitasanak vizsgalata

Az A. viridinutans az Aspergillus nemzetség Fumigati szekcidjanak tagjaként (Gams és
mtsai, 1985) szdmos mikotoxin termelésének képességével rendelkezik, mint pl. a
viriditoxin, a fumifunginok és fumitremorginok (Geiser ¢s mtsai, 1998), valamint szdmos —
az ochratoxinokhoz hasonlé - izokumarin szarmazék (Aldridge és mtsai, 1966, Turner és
Aldridge, 1983, Lillehoj és Milburn, 1973, Wiesleder és Lillehoj, 1971). Az A. viridinutans
intraspecifikus variabilitdsat morfologiai sajatossagok, szénforrds hasznositds tesztek,
mitokondrialis DNS és magi DNS RFLP analizis, valamint a B-tubulin gén szekvenciak

analizise alapjan vizsgaltuk . A vizsgalt izoldtumokat a 18. tablazat tartalmazza.
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18. tablazat. A vizsgalatban részt vevo A. viridinutans izolatumok és rokon fajok

Fajok A torzs szama Szarmazasa Génbanki azonosité
A. fumigatus!'| HD133 Latgé J-P AF0573152
Aspergillus sp. FRR 1266 talaj, Ausztralia AF132223b
Aspergillus sp. V3 IMI 381888; kakadbab | AF132222b
A. viridinutans IMI 133982 talaj, Moszkva, USSR | AF134775
A. viridinutans IMI 182127 P. caribea, Sri Lanka |AF134777
A. viridinutans IMI 280490 talaj, Zambia AF134780
A. viridinutans IMI 306135 talaj, W. Ausztralia AF134776
A. viridinutans IMI 062875 nyuliiriilék, Ausztralia | AF134779
A. viridinutans NRRL 576 nyuliirilék, Ausztralia | AF0573163
A. viridinutans NRRL 6106 ismeretlen eredet AF134778
N. aureolal NRRL 2244 talaj, Ghana AF0573193
N. fischeriT NRRL 181 konzerv alma AF0573222
N. pseudofischeriT |NRRL 20748 | ember csigolya, USA | AF0573252
N. spinosal NRRL 5034 talaj, Nikaragua AF0573292
N. udagawaeT CBM-FA 0702 |talaj, Brazilia AF132226b
N. udagawael CBM-FA talaj, Brazilia AF132230b

T, tipus torzs

% Geiser és mtsai szekvencia adatai (1998)

Varga és mtsai. szekvencia adatai (1999a)

3. 3. 3. 1. A novekedési tesztek eredményei

89




3. EREDMENYEK ES ERTEKELES

A vizsgalt A. viridinutans izolatumok mindegyike jobban novekszik 37°C-on, mint
30°C-on (22. ébra), ¢és legtobbjiik malatas taptalajon rosszul tenyészik, mig a Czapek-Dox
taptalajt kedvelik. Az elébbi megallapitas alol kivétel az IMI 306135 és a JV3 izolatum,
amelyek az A. fumigatus novekedési sajatossagaival mutatnak hasonlésagot. Az IMI 306135
izolatum esetében az A. viridinutansra jellemzé ” bolintd” konidiumfejek is ritkabban

fordulnak el6.
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22. abra. A vizsgalt izolatumok novekedése malatas (MEA) és Czapek-Dox (CDA)
taptalajokon

3.3.3.2. Az RFLP és a B-tubulin gén szekvencia analizisének eredményei

A Haelll emésztett mitokondridlis DNS, valamint a Smal emésztett magi DNS
mintazatok a N. udagawae és a N. aureola, illetve a JV3 ¢és az IMI 306135 esetében azonos
voltak (19. tablazat, 23. dbra) (Rinyu és mtsai, 2000). A szénforras hasznositas vizsgalatok
soran 62 szénforrast alkalmaztunk, a kisérletbdl szarmazo6 eredményeket az RFLP adatokkal
egylitt torzsfan foglaltuk 6ssze (24. abra).

A benAl és ben A2 primer minden esetben egy kb. 450 bp-os fragment sokszor6z6dasat
eredményezte. Ebbdl 135 varidbilis nuklerotid van, melyek koziil az analizis szempontjabol
73 hordoz informaciot. A B-tubulin gén szekvencidjanak analizise alapjan az A. viridinutans
izolatumok kiilon csoportot képeznek (25. abra). Az A. viridinutans IMI 062876 és NRRL
6106 izolatum kozotti genetikai tavolsag nagyobb, mint a N. fisheri és A. fumigatus kozotti.
A faj legtobb izolatuma, beleértve a tipus torzseket is (NRRL 576 ¢és IMI 062875) egy
csoportba tartozik az FRR 1266 torzzsel. Az FRR 1266 izolatumot korabban az A. fumigatus
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fajba soroltak morfologiai adatok alapjan (Rinyu és mtsai, 1995), mind szekvencia adatok
alapjan. A B-tubulin gén szekvencidja szerint az FRR 1266 izolatum az A. viridinutans faj
tagja, annak ellenére, hogy nem rendelkezik a faj - jellemzének mondott - rendszertani
bélyegével, a “bolintd” konidiumfejjel. Vizsgalataink alapjan az A. viridinutans faj ezen
sajatossaga rendszertani analizisben gyakran félrevezetd lehet, hiszen a Fumigati szekcio
mas tagjai (A. brevipes, A. duricaulus, A. thermomutatus) is rendelkeznek kis szamu
”bolintd” konidiumos fejjel (Raper és Fennell, 1965).

A vizsgalataink eredményeként megallapithato, hogy az A. viridinutans IMI 306135
izolatum legkozelebbi rokona a kakaobabrol izolalt Aspergillus sp. JV3 torzs. Mindkét torzs
ochratoxin termelé képességgel rendelkezik, amit immunkémiai modszerrel bizonyitottak
(Varga ¢s mtsai, 1996) és az RFLP mintazataik is azonosak. Ez utobbi izolatum lehet az
Aspergillus nemzetség Fumigati szekcidjanak eddig ismeretlen tagja, vagy az A.
fumigatusnak egy atipikus torzse. Az izolatum rendszertani helyének megallapitasahoz
tovabbi A. fumigatus izolatumok B-tubulin gén szekvenciajanak analizisére lenne sziikség.
Az eredmények alapjan a JV3 ¢és az IMI 306135 izolatum tdvolabbi rokona az A.
fumigatusnak, mint a N. fisheri-nek, ami arra utal, hogy esetleg egy 10j fajrol van szo.

A szénforrds hasznositds vizsgalatbol és az RFLP mintdzatbol addédo Osszevont

eredményekbdl térzsfa nagyon hasonld a szekvencia analizis alapjan készitettel.
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19. tablazat. A vizsgalatba bevont A. viridinutans és rokon fajok Hael || emésztett
mtDNS és Smal emésztett rDNS mintazatai (a mintazatokat Isd. a 23. abran)

Fajok A torzs szama mtDNS mintazat rDNS mintazat
A. fumigatus!'| HD133 2 1
Aspergillus sp. FRR 1266 4 2
Aspergillus sp. JV3 7 4
A. viridinutans IMI 133982 6 4
A. viridinutans IMI 182127 6 4
A. viridinutans IMI 280490 6 4
A. viridinutans IMI 306135 4 4
A. viridinutans IMI 062875 5 4
A. viridinutans NRRL 576 5 4
A. viridinutans NRRL 6106 6 3
N. aureolal NRRL 2244 3 6
N. fischeriT NRRL 181 2 4
N. pseudofischeriT | NRRL 20748 1 4
N. spinosal NRRL 5034 1 5
N. udagawael CBM-FA 0702 3 6
N. udagawael CBM-FA 3 6

1, T, tipus torzs

2, Geiser ¢s mtsai szekvencia adatai (1998)
3, Varga és mtsai. szekvencia adatai (1999)
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M 1 2 3 4 5 6 7

M 1 2 3 4 5 6

|1

> m— —

23. abra. Az A. viridinutans és rokon torzsek Hael Il emésztett mtDNS mintazatai
(feliil), és Smal emésztett sejtmagi DNS mintazatai (alul)
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100 JV3

73 IMI 306135
68 i: N. fischeri
A. fumigatus

N. spinosa

N. udagawae(A)
100

N. udagawae(a)

N. aureola

IMI 133982

FRR 1266
52 IMI 2804390
NRRL 6106
Il 182127
IMI DB2B75
NRRL 576

N. pseudafischeri

24. abra. Az A. viridinutans intraspecifikus variabilitas vizsgalatinak eredménye a
szénforras hasznositas és az RFLP adatok alapjan.
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73 A. fumigatus
56 _: N. fischeri
68 JV3
_: IMI 306135

NRRL 576

IM| 062873

N. spinosa

N. aurecla

FRR 1266

IMI 182127
N. udagawae{A)

N. udagawae{a)

NRRL 6106
IMI 280450
IMI 133982

N. pseudcofischeri

25. abra. Az A. viridinutans intraspecifikus variabilitas vizsgalatanak eredménye a [3-
tubulin gén szekvencia adatok alapjan.
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3. 4. KiSERLETEK AZ OA TERMELESBEN RESZTVEVO GENEK AZONOSITASARA

3. 4. 1. Mutansok eldallitasa és vizsgalata RAPD analizissel

Az A. albertensis ATCC 58745 torzsb6l y-besugarzas utan szamos olyan varianst
izolaltunk, melyeknek megvaltozott az OA termeld képessége. A VII/1izolatum egyaltalan
nem termelt OA-t és OB-t (26. abra). Nagyszami RAPD-primerrel teszteltiik a variansokat
¢s a sziil6i torzset annak érdekében, hogy olyan fragmentet azonositsunk, mely csak az OA
termeld variansokban van jelen (27. abra). Ezen kisérleteink soran szamos fragmentet

azonositottunk, melyek szekvenciaszintii jellemzése folyamatban van.

Vad tipusi A. albertensis OA nem-termelé
izolatumok (1-6) mutansok (7-8)

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8.

26. abra. A vad tipusi és y-besugarzassal nyert A. albertensis variansok
OA termelése YES tapoldatban
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1 2 3 4 5 6 78 9M

27. abra. OA termelésben megvaltozott A. albertensis mutansok tesztelése RAPD-dal. 1
és 9, sziiloi torzs, 2-7, OA hipertermeldk, 8, OA nemtermelé mutans, M, HindIII-EcoRI
emésztett DNS marker.

3.4.2. A KS (ketoszintaz) domén analizise

Munkank sordn a Bingle és mtsai (1999) altal kidolgozott primer part (LC1 és LC2c
primerek) alkalmaztuk OA termeld Aspergillus izolatumok KS doménjének vizsgalatara. A
primer par alkalmazasa révén valamennyi vizsgalt OA termel6 Aspergillus fajban sikertilt
egy-egy mintegy 700 bp méretli fragmentet amplifikélni, melyet szekvenaltunk, majd a
kapott szekvencidkat egyéb gombdkban azonositott KS domén szekvencidkkal (28. abra)
egyiitt filogenetikai analizisnek vetettiink ala. Két A. ochraceus izolatum KS doménjében
intron jelenlétét észleltiik, melyet nem vettiink figyelembe a filogenetikai analizis soran. Az
Aspergillus izolatumokban észlelt KS szekvenciak szétszortan helyezkednek el a torzsfan
(29. é4bra), ami azt jelzi, hogy feltehetdleg kiilonbozé metabolitok szintézisében vesznek
részt. Az A. albertensis és A. niger KS domén szekvenciak az A. nidulans és a P. patulum
konidiumpigment bioszintézisében szerepet jatszo WA génekkel, mig az A. muricatus KS
domén szekvencia az A. parasiticus WA génjével mutatott nagyfoku homologiat. Az A.
ochraceus izolatumokban észlelt KS domén szekvenciak kiilon csoportot alkottak egy A.
terreusban azonositott naftopiron szintaz gén szekvenciaval egyiitt. Az analizisbe bevontunk
harom tovabbi A. ochraceus KS domén szekvenciat is, melyeket Edwards és mtsai (2002)

azonositottak A. ochraceus NRRL 3174 torzsben. Ezekr6l bizonyitottak, hogy nem jatszanak
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szerepet az OA bioszintézisben. Tovabbi vizsgalatokat folytatunk annak tisztazasara, hogy

az altalunk azonositott KS domén szekvenciak szerepet jatszanak-e az OA bioszintézisben.

.ochr.PKS-7 1 ELPHYTATGTARSIISNRVSYFFDWHGPSMTIDTACSSSLVALHLAAKALRDGECRVVVASGTNLILAPNMYISESK
.ochr.PKS-J2 1 TMARYNATGTARSIISNRISYFFDLKGASMTIDTACSSSLVALHQAVLSLONREAEASIVAGANLLLDPTMYIAESN

A.alb. VII1 1 DIDTYFIPGGDRAFTPGRVNYYFKFSGPSVSVDTACSSSLAAIHMACNSIWRNDCDAPITGGVNILTNPDNHAGLDR
A.alb. 1 DIDTYFIPGGRRAFTPGRINYYFKFSGPSVSVDTACSSSLAAIHMACNSLWRSDCDAPITGGVNILTNPDNHAGLDR
A.foet. 1 DIDTYFIPGGNRAFTPGRINYYFKFSGPSVSVDTACSSSLAAIHMACNSIWRNDCDAAITGGVNILTSPDNHAGLDR
A.ochr.3174 1 NVDTYFIPGGNRAFLSGRIRYFFRFCGPSLTIDTACSSIFAAILTTYAYLWRGECDTALAGGVYVMTNPDNFAGLDK
A.ochr.04 1 NVDTYFIPGGNRAFLSGRIRNFFRFCGPSLTIDTAYSSIFAAILTACAYLWSGXCDSDLAGGFYVMTNPDNFAGLDK
A.terr.ATNP 1 DVGTYFIPGGNRAFVPGRISYFFRFSGPSLSIDTACSSSFAAIQAACSYLWRGECDTAIAGGTNILTNPDNFAGLDR
A.mur.706 1 NIGTYFIPGGIRAFGPVGQFYFFGLGGPSYNVDTACSSSLAATIHLACTSLQIGHCDTAVAGGLSVLTSPDLYSGLSR
A

A

A

.ochr.pksl 1 HVEPWMGIGTAYCGVANRISYHLNLMGPSTAVDAACASSLVAIHLGRQAILSGESKVAIVGGVNAXFGPGLTSVLDK

28. abra. Az Aspergillusizolatumokban azonositott KS domainek illesztése. A. alb.,
A..albertensis; A. ochr., A. ochraceus; A. terr. ATNP, A. terreus naftopiron szintaz;
A. mur., A. muricatus; A. foet., A. fotidus.

Streptomyces KS/AT

P. griseofulvum pks2
Phoma MSAS-type KS

A. terreus pksM

A terreus 6-MSAS MSAS

P. patulum 6-MSAS
P. griseofulvum 6-MSAS
P. griseofulvum 6-MSAS

[ AferreusLDKS
A. terreus LNKS

[ A. parasiticus pks1

A. nidulans stcA
r A. ochraceus NRRL 3174
A. ochraceus 04

Phoma wA-type KS
4'5 parasiticus wA-type domain 1 WA
N. muricatus

A. fumigatus pksP
A. nidulans wA
A. parasiticus wA-type domain 2
A. albertensis
A. albertensis OA-
0.1 A. niger

29. abra. Az Aspergillusizolatumokban azonositott KS domainek rokonsagi viszonyai
mas gombakban azonositott KS domain szekvenciakkal
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3. 4. 3. A C-metilacios domén analizise

Az OA bioszintézise soran a pentaketid vazhoz egy C-atom kapcsolodik feltehetdleg egy
metildz miikddése révén. Ellentétben az O- és N-metilacioban szerepet jatszo enzimekkel,
melyeket kiillon gének kodolnak, a C-metilacidban szerepet jatszo aktivitasrol feltételezik,
hogy a PKS gén részét képezi (pl. a fumonizin, jersiniabaktin, epotilon bioszintézisben
szerepet jatsz6 PKS-ek esetében; Nicholson ¢és mtsi, 2001). Feltehetdleg az OA
bioszintézisben szerepet jatszé PKS génen is megtalalhato egy ilyen C-metilacios domén. A
doménre tervezett primer par (CmeTl és CmeT2c) kb. 300-350 bp PCR terméket
eredményez. A doménre tervezett primer part sikerrel alkalmaztuk OA termeld A.
albertensisizolatum esetében. Az amplifikalt fragment tovabbi vizsgalata folyamatban van.

Tovabbi munkéank sordn az azonositott DNS szakaszokat probaként alkalmazva egy OA
termeld izolatumbol 1étrehozott génbankbdl hibridizacid révén azonositjuk a homoldg
klonokat és azokat jellemezziik. Vizsgaljuk az OA bioszintézis gének elrendezddését,

funkciojat, ¢és  alkalmazhatosdgat OA  specifikus  génprobak  kifejlesztésére.

99



4. OSSZEFOGLALAS

4. OSSZEFOGLALAS

2002. januar 1-t6l hazankban kotelezéen érvényben van a HACCP rendszerek
alkalmazasa az élelmiszeriparban, amelyek garanciat szolgaltatnak arra, hogy a termékek a
gyartasi folyamat soran mikrobiologiai, kémiai és fizikai ellendrzések sorozatan menjenek
keresztiil és egyben komoly feladatot jelentenek a kutatoknak hiszen mindig ujabb,
megbizhatobb ¢és gyorsabb moddszerek kidolgozasdra van sziikség. A gyorsvizsgalati
modszerek fejlesztésével és alkalmazasaval a kozegészségiigyi kockazat minimalisra
csokkenthetd. A kémiai analitikai modszerek fejlodése lehetdvé teszi kis mennyiségli anyag
kimutatasat, a molekuldris technikak alkalmazdsa a genetikai hattérrél nyujt informaciokat.
Munkénk soran a termelt mikotoxin mennyiségét a genetikai analizis eredményeivel hoztuk
Osszefiiggésbe, megoldast keresve a termeld szervezet molekularis modszerekkel torténd
kimutatasara.

A mikotoxinok a fonalasgombédk masodlagos anyagcseretermékei, melyek az emberre és
allatra mérgezo hatasuak. Ezek egyik csoportjat az ochratoxinok alkotjdk. Az ochratoxinok
maj- és vesekarositod vegyiiletek, feltételezett okozoi urotelialis tumoroknak és a hereraknak.
Emberi és allati nefropatidk kialakitasdban vesznek részt, valamint magzatkarosité ¢és
rakkeltd hatassal rendelkeznek. Az ochratoxinok csoportjan beliil legjelentdésebb az
ochratoxin A (OA) mérgezd hatasa, amit a molekula izokumarinvazéhoz kapcsolodo klor-
atom jelenlétével hoznak Osszefiiggésbe. Az OA-t kimutattdk mar szemes kavébol,
gabonaf€lékbol, sorbol, borbol, olajos magvakbol, gylimdélcs- ¢és zoldségfelekbdl,
fliszerekbdl, anyatejbdl és emberi vérbol. A termeld szervezetek elsdsorban az Aspergillus
nemzetség tagjai, azonban nagy szammal megtalalhatok a Penicillium fajok kozott is. Az OA
jelenlétének kimutatdsara alkalmasak a kromatografids moddszerek (TLC, HPLC), illetve
megbizhato ELISA kit is rendelkezésre all a kis szennyezettség meghatarozasara.

A kavémintak és fliszerfélék OA szennyezettségének meghatarozdsa utdn a mintakat
taptalajra helyezve izolaltuk a termeld szervezeteket. Vizsgélataink azt igazoltak, hogy az
¢lelmiszerek OA szennyezettségének nem az elséként leirt A. ochraceus az egyediili forrasa.
Szamos Aspergillus faj (pl. A. flavus, A. fumigatus, A. niger, A. tamarii) rendelkezik e toxin
termelésének képességével. A termékek OA szennyezettségét okozd fajok elsésorban a
raktarozas soran fertéznek, és bar jelenlétiik késébb nem mindig igazolhato, de a nehezen

eltavolithato toxinok tanuskodnak az altaluk okozott fert6zottségrol.
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Az Aspergillus fajok altal termelt OA mennyisége tag hatarok, 0.1-1000pg/ml kozott
valtozott. A “kistermel3” izolatumok (0.1-0.6pg/ml) kozil az A. awamori, A. foetidus, A.
niger tenyészetében a hetedik napon volt legmagasabb a tapkozeg OA szintje, mig mindkét
A. carbonarius és az A. ochraceus O4 a tizedik napon termelte legnagyobb mennyiségben a
toxint. A “nagytermelé” izolatumok koziil az A. albertensis és az A. melleus szintén a
hetedik napon érték el OA termelésiik maximumat és a fermentlé OA szintje az inkubacid
tovabbi napjain sem csokkent. Mindkét izolatum esetében megallapitottuk, hogy azok még
21 napos inkubacid utdn sem termeltek kevesebb OA-t (kb. 250 pg/ml), ezért ezeket az
izolatumokat konstitutiv OA termeléknek tekinthetjiikk és az A. albertensis ATCC 58745
torzset felhaszndltuk mas, nagy mennyiségli ochratoxint igényld kisérletekhez és tovabbi
kinetikai vizsgélatokhoz.

Az A. albertensis ATCC 58745 izolatum ochratoxin termelésének hdémérsékleti
optimuma megtalalasdhoz a tenyészeteket kiilonb6zo hémérsékleteken neveltiik. A torzs
30°C-on termelt legnagyobb mennyiségben OA-t, vagyis a ndvekedési optimuma
megegyezik a toxintermelés optimumaval. Az A. albertensis ATCC 58745 torzs OA
termelésének 30°C-on végzett vizsgalatat a termelt OA mennyiségét a micélium ergoszterin
tartalménaval 0sszehasonlitva azt tapasztaltuk, hogy a két érték valtozdsa az inkubaci6 alatt
hasonl6 tendenciat mutatott. Ennek a megfigyelésnek az a gyakorlati jelentdsége, hogy az
ergoszterin mennyiségének gyors meghatdrozésa az OA szennyezettség meghatarozasara ad
lehetdséget, ezaltal elvégezhetd a kozegészségiigyi kockazat becslése.

Az élelmiszerekben ¢€s a takarméanyokban el6fordulé mikotoxinok eltavolitdsara szamos
fizikai és kémiai mddszert dolgoztak ki, azonban a mddszerek okozta mindségbeli eltérések
kizarjak az ipari alkalmazast. A mikroorganizmusok koziil a Lactobacillus, Streptococcus,
Bifidobacterium fajok, Acinetobacter calcoaceticus, Phenylobacterium immobile, valamint
az A. niger karboxipeptidaz A és lipaz enzimei is képesek bontani az OA-t nem toxikus Oo.-
va. Bacillus pumilusbol olyan antifungalis metabolitokat izolaltak, amelyek akadalyozzak az
OA termelését. Munkank soran szamos A. fumigatus, A niger és Rhizopus sp. torzset
talaltunk, melyek képesek lebontani az OA-t, de ezek koziil csak az A. niger rendelkezik
GRAS statusszal, vagyis csak az altala termelt enzimek (pl. amildz) és savak (pl. citromsav)
hasznalhatok fel élelmiszeradalékként.

Az A. niger CBS 120. 49 izolatum szilard taptalajon sokkal gyorsabban felélte az OA-t,
igy 2 nap utan a 2.5 pg/ml mennyiségbdl csak 5 pg/ml-t tudtunk kimutatni, az 5. nap utan

pedig mar nem észleltiik OA jelenlétét a taptalajban. Ezzel szemben a tdpoldatban az OA-t
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sokkal lassabban bontotta ¢s még a hetedik napon is ki tudtuk mutatni az OA jelenlétét a
fermentlében. Tovabbi vizsgalatok vannak folyamatban az OA és ochratoxin o bontasaért
felelds enzimek €s génjeik azonositasara, illetve mas gombafajok OA bontd képességének
megtalalasara.

Az A. flavus altal termelt poliketid jellegii aflatoxin bioszintézisére bizonyos vegyiiletek
serkentd, masok gatldo hatassal vannak, amit az A. ochraceus OA termelése esetében is
megfigyeltek. Azt tapasztaltuk, hogy szadmos vegyiilet, mely az irodalomban fellelhetd
kutatasi eredmények szerint gatolja az OA bioszintézist A. ochraceusban, nincs hatassal az
altalunk vizsgalt A. albertensis ATCC 58745 izolatum OA termelésére. Igy pl. a koffein nem
befolyasolta A. albertensisben az OA termelését, mig az A. ochraceus esetében gatolta. A
megfigyeléseink felvetik annak a lehetdségét, hogy a két faj kozott az OA bioszintézisében,
illetve annak szabdlyozdsdban jelentds eltérések vannak. Ennek tisztdzdsira tovabbi
kisérletek sziikségesek.

Ochratoxintermeld képességgel az Aspergillus nemzetség kiilonb6z6 szekcidiba tartozo
fajok rendelkeznek, ezért a koztiik kialakult rokonsdgi kapcsolatokat vizsgaltuk. A
filogenetikai analizishez ITS szekvencia adatokat, RFLP és RAPD mintazatokat és a
fenotipikus tulajdonsadgokat hasznaltuk fel. A szekvencia adatok alapjan megallapithato,
hogy az Aspergillus nemzetség Circumdati szekcidja parafiletikus. Azoknak a fajoknak egy
része, melyeket jelenleg a Circumdati szekcid tagjaként tartanak szamon, vizsgalataink
alapjan kozelebbi rokonsagot mutat mas szekcio(k) tagjaival. Az ITS szekvencia adatok
analizisének eredményeit a morfologiai vizsgalatok nagymértékben aldtdmasztottak.
Vizsgalataink alapjan pl. az A. lanosus a P. alliaceusszal alkot jol elkiilonithetd csoportot és
a Flavi szekcio tagjaival all kozelebbi rokonsagban. Az A. ochraceoroseus és A. robustus
ITS szekvencia adataik alapjan a vizsgalt fajok egyikével sem mutatott rokonsagot. Ezek a
fajok tisztazatlan rendszertani helyzetiik miatt az incertae sedis kategoriaba sorolandok. Az
A. campestris az ITS szekvencia alapjan legkdzelebbi rokonsagot az Aspergillus nemzetség
Candidi szekcidjanak tagjaval, az A. candidussal mutat, amit morfologiai és szekvencia
adatok is alatamasztanak. A Cremei szekcid tagjaival mutat rokonsagot az A. sepultus és az
A. dimorphicus is, mind morfologia, mind ITS szekvenciaadataik alapjan az A. wentii
rokonai.

Az altalunk vizsgalt izolatumok legtobbje az Aspergillus nemzetség Circumdati
szekciojanak tagja, rokonsagukat a magas bootstrap értékek bizonyitjak. A Circumdati
szekcion beliil két csoport kiilonithetd el. Az egyikbe az A. ochraceus, A. petrakii, A.

melleus, A. ostianus és a P. muricatus tartoznak, amelyekre jellemzd a viszonylag rovid
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konidiumtartd, a gdmb alaku konidiumok és a barnassarga, téglavoros illetve levendula szinti
szklerociumok (kivéve az A. petrakiit, amely nem képez szklerociumot). A szekcid masik
csoportjat alkotja az A. sclerotiorum, A. sulphureus, A. bridgeri, A. insulicola. Morfologiai
sajatossagaik a durva felszinii, hossz konidiumtart6, (kivéve az A. insulicola fajt), valamint
az altaldban gomb alakt konidiumok, szklerociumaik krémszintiek vagy halvanysargak.

A Flavi szekcio filogenetikai analizise ITS szekvencidk, valamint a morfoldgiai
tulajdonsagok alapjan olyan torzsfat eredményezett, amelyen harom csoportot Ilehet
elkiiloniteni, amit a 26S rDNS szekvenciak vizsgalatanak eredményei is alatdmasztottak.

Az A. flawus és rokon fajai a Flavi szekcid legnagyobb gazdasagi jelentdséggel
rendelkezd csoportja. A fajokra jellemzd, hogy a konidiumos fejek zdldes arnyalatiak és
szklerdciumaik sotét szintiek, ubikinon rendszeriik Q-10(H») tipust. A filogenetikai analizis
soran kidertilt, hogy az ide tartozo6 fajok 26S rRNS génje azonos D1-D2 régid szekvencidval
rendelkezik. Az A. tamarii és rokonai, az A. caglatus, A. terricola, A terricola var. indicus,
A. coremiiformis és az A. flavofurcati s alkotjak a masik csoportot. Konidiumaik olajzold
vagy barna sziniiek, ubikinon rendszeriik Q-10(H;). Az A. alliaceus és rokonai a szekcion
beliil a legkisebb, csupan harom taggal rendelkezd csoportot alkotnak, amelyek Q-10
azonos. Az A. zonatus és A. clavatoflavus ITS szekvencia adatok alapjan egymashoz kozel
talalhatok a torzsfan, de nem mutatnak kozeli rokonsagot a Flavi szekcio egyik tagjaval sem,
valamint az A. leporisis elkiiloniil a Flavi szekcio tobbi tagjatol.

Az A. viridinutans az Aspergillus nemzetség Fumigati szekciojanak tagjaként szamos
mikotoxint termel, pl. a viriditoxint, a fumifunginokat és fumitremorginokat, valamint
szamos — az ochratoxinokhoz hasonld - izokumarin szarmazékot. Az A. viridinutans
intraspecifikus variabilitasat morfologiai sajatossagok, szénforrds hasznositas tesztek,
mitokondrialis DNS és magi DNS RFLP analizis, valamint a B-tubulin gén szekvenciak
analizise alapjan vizsgaltuk. Az A. viridinutans fajhoz tartozo torzsek tobbsége hasonlo
genetikai, morfologiai és novekedési sajatossagokkal rendelkezik, kivételt képez az IMI
306135 és a JV3 izolatum, amelyek az A. fumigatus novekedési sajatossagaival mutat
hasonlosagot. Az IMI 306135 izolatum esetében az A. viridinutansra jellemzé ” bolinto”
konidiumfejek is ritkdn taldlhatok. Mindkét torzs ochratoxin termeld képességgel
rendelkezik, amit immunkémiai modszerrel bizonyitottak, valamint RFLP mintazataik is
azonosak. Az eredmények alapjan a JV3 ¢és az IMI 306135 torzsek tavolabbi rokonai az A.

fumigatusnak, mint a N. fisherinek, mindezek alapjan elképzelhetd, hogy uj fajrol van szo.
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Az ochratoxinok bioszintéziséért az Aspergillus fajokban is a poliketid-szintaz (PKS)
enzim felelés, amelynek ketoszintdz (KS) doménjeinek szekvencidjat polimeraz
lancreakcidval torténd sokszorositds utan filogenetikai analizisnek vetettiink ald. Az
Aspergillus izolatumokban észlelt KS szekvenciak szétszortan helyezkednek el a torzsfan,
ami azt jelzi, hogy feltehetdleg kiillonb6z0 metabolitok bioszintézisében vesznek részt.
Tovabbi vizsgalatokat folytatunk annak tisztazasara, hogy az éltalunk azonositott KS domén
szekvencidk szerepet jatszanak-e az OA bioszintézisben. Az OA bioszintézise soran a
pentaketid vazhoz egy C-atom kapcsolddik feltehetdleg egy metildz enzim révén, igy
valosziniileg a PKS génen is megtalalhatd egy ilyen C-metilaciés domén. A doménre
tervezett primer part sikerrel alkalmaztuk OA termel6 A. albertensis izolatum esetében. Az
amplifikalt fragment tovabbi vizsgalata folyamatban van.

Tovabbi munkank soran az azonositott DNS szakaszokat probaként alkalmazva egy OA
termeld izolatumbdl 1étrehozott génbankbol hibridizacid révén azonositjuk a homolog klono-
kat és azokat jellemezziik. Vizsgéljuk az OA bioszintézis gének elrendezddését, funkcidjat

¢s alkalmazhatosagat OA specifikus génprobak kifejlesztésére.
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Application of HACCP systems in the food industry is a rule, operative from 1.
January 2002. in Hungary. In one hand it provides a guarantee for the products to undergo
a series of microbiological, chemical and physical examinations during the production
process, while on the other hand it is a serious task for researchers to develop newer, more
reliable and quicker methods continuously. The public-health hazard can be reduced to a
minimum by application of quick assays. Improvement of the chemical analytical methods
makes possible to detect less quantity of substances and the application of molecular
techniques provides information about the genetic background of mycotoxin production.
Quantity of the produced mycotoxin was correlated with the results of a genetic analysis to
find a solution for identifying the producing organism by means of molecular biological
methods.

Mycotoxins are products of the secondary metabolism of fungi that are toxic for
human and animals. Among them, ochratoxins are hepatotoxic and nephrotoxic
compounds and the presumed causative agents of the urothelial tumors and testicular
cancer. They contribute to the formation of human and animal nephropathy moreover they
have an embryo-damaging and carcinogen effect. Ochratoxin A (OA) has the most
significant toxic effect among ochratoxins that corresponds to the presence of chlorine in
its isocoumarine skeleton. OA was detected from coffee, cereals, beer, wine, oil-seeds,
fruits and vegetables, spices, breast-milk and human blood. For the most part the producing
species are members of the Aspergillus genus but Penicillium species can also produce
OA. Chromatographic methods (HPLC, TLC) are suitable for the detection of OA and an
ELISA kit can be used for the detection of low-level contamination.

To determine the contamination of coffee and spice the samples were put on a
culture medium to isolate the producing organisms. Our data revealed that the primary
source of the contamination of food products is not only A. ochraceus as described
previously. A number of other Aspergillus species (e.g.: A. flavus, A. fumigatus, A. niger,
A. tamarii) also has the ability to produce this toxin. The species causing OA
contamination of the products contaminate mainly during storage, although their presence
not always can be proven later, but the toxins can be removed hardly and indicate the
contamination caused by the species.

A wide range of fluctuation of the amount of OA produced by the Aspergillus
species — 0.1-1000 ug/ml — could be observed. Of the “less productive” isolates (0.1-0.6
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pg/ml) in the culture of A. awamori, A. foetidus, A. niger the highest OA level of the
medium can be observed on the seventh day, while both A. carbonarius isolates and A.
ochraceus produced the highest level of toxin on the tenth day. The “high productive”
isolates of A. albertensis and A. melleus reached the maximum level of their production on
the seventh day and the OA level of the broth didn’t decrease on the further days of
incubation. It was established in case of both isolates that their OA production didn’t
decrease even after 21 days of incubation (approx.: 250ug/ml) thus they can be regarded as
constitutive OA producers and A. albertensis ATCC 58745, was utilized to other
experiments with high ochratoxin demand and further kinetic assays.

To find the temperature optimum of the ochratoxin production of A. albertensis
ATCC 58745 the cultures were grown at different temperatures. A. albertensis
ATCC 58745 produced the highest amount of OA at 30°C thus the optimum of growth is
the same as the optimum of toxin production. Making comparison OA production, dry
weight and ergosterol production of A. albertensis ATCC 58745 it was found that changes
in these two values showed similar tendencies during the incubation period. The practical
consequence is that: quick determination of the amount of ergosterin makes possible to
determine the OA contamination and the prediction of microbiological hazard can be
carried out.

A number of chemical and physical methods were worked out for removing
mycotoxins from foods and feeds but the quality requisites for them have made their
industrial application impossible. Carboxypeptidase A and lipase enzymes Lactobacillus,
Streptococcus, Bifidobacterium sp., Acinetobacter calcoaceticus, Phenylobacterium
immobile and the A. niger can dissociate OA to nontoxic Oo. Antifungal agents were
isolated from Bacillus pumilus that interfere with OA production. A number of A.
fumigatus, A niger és Rhizopus sp. isolates were found during our work that can dissociate
OA, but only A. niger has GRAS status of them namely enzymes (e.g.: amylase) and acids
(e.g.: citric-acid) produced by A. niger can be utilized as food additive.

A. niger isolate CBS 120.49 consumed OA much quicker in solid culture medium,
OA could not be detected after 5 days incubation. However, OA degradation was much
slower in liquid culture medium. Further experiments are in progress for the identification
of enzymes responsible for degradation of OA and ochratoxin a.

Certain compounds have a facilitating others have an inhibiting effect on the
biosynthesis of the polyketid aflatoxin and the same were observed in the case of OA

production of A ochraceus. We found that a number of compounds that inhibits the OA
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biosynthesis in A. ochraceus has no effect on OA production of the A. albertensis ATCC
58745 isolate examined by us. For example the OA production of A. albertensis was’t
affected by caffein, but caffein was an inhibitor of OA production in A. ochraceus. These
observations suggested that there are significant differences in the OA biosynthesis or its
regulation between these two species. Further experiments are necessary to make these
findings clear.

Species of different sections of Aspergillus has the ability of producing ochratoxin
therefore the degree of relationship between them was examined. ITS sequence data, RFLP
and RAPD patterns and phenotypic properties were used for phylogenetic analysis. The
Circumdati section of Aspergillus genus is paraphyletic as concluded from the sequence
data. By our examinations some of the species classified in the Circumdati section show
more closer relation to the members of other section(s). Data of the ITS sequences are
particularly supported by morphological examinations. According to our examinations for
example A. lanosus and P. alliaceus form a clearly isolable group close by related to
section Flavi. A. ochraceoroseus and A. robustus have no relatives between the examined
species on the basis of the ITS sequence data. These species can be classified to the
incertae sedis category because of their uncertain position in the systematics. According to
the ITS sequence data A. campestris is in the closest relationship with A. candidus that is
the member of Candidi section. A. sepultus and A. dimorphicus are relatives, of members
of Cremei section according to either the morphological or the ITS sequence data.

Most of the isolates examined by us are members of the section Circumdati of
Aspergillus genus and their relatedness is supported by high bootstrap values. Two groups
can be separated in section Circumdati. A. ochraceus, A. petrakii, A. melleus, A. ostianus
and P. muricatus can be classified in one group and their characteristics are the relatively
short conidiophore, the sphere shaped conidia and the buff, brick-red, or lavender sclerotia
(except for A. petrakii, wihch doesn’t form sclerotium). A. sclerotiorum, A. sulphureus, A.
bridgeri, A. insulicola can be classified in the other group of the section. Three groups
could be separated from phylogenetic tree was resulted by the phylogenetic analysis of
section Flavi by ITS sequences and morphological features that was also supported by the
results of 26r DNA sequence analysis.

A. flavus and its relatives have the most significant economical importance in Flavi
section. The characteristic feature of these species is that the heads of conidia has a
greenish hue, their sclerotia are dark green and their ubiquinone system is of Q-10(H;)

type. Phylogenetic analysis revealed that the 26S rRNA genes of the species classified in
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this group have identical D1-D2 region sequence. The other group is formed by the
relatives of A. tamari: A. caelatus, A. terricola, A terricola var. indicus, A. coremiiformis
and A. flavofurcatis. Their conidia are olive-green or brown and their ubiquinone system is
of Q-10(H>) type. The smallest group of the section that has only three members is formed
by the relatives of A. alliaceus, they have ubiquinone system of Q-10(H) type and identical
DI1-D2 region sequences. According to the ITS sequence data A. zonatus and A.
clavatoflavus are related to each other, but they are not related closely to any members of
Flavi section. A leporis also segregates from the other members of the section Flavi.

A. viridinutans is a member of section Fumigati of the Aspergillus genus, and has the
ability of producing a number of mycotoxins such as viriditoxin, fumifungins,
fumitremorgins and several isocoumarine derivatives. The intraspecific variability of A.
viridinutans was examined by morphological characteristics, carbon source utilization
tests, mitochondrial DNA and nuclear DNA RFLP analysis and by the analysis of -
tubulin gene sequences.

Most of the isolates belonging to A. viridinutans have similar genetic, morphological
and growth characteristics except IMI 306135 and JV3 isolates, which show similarity to
the growth characteristics of A. fumigatus. In the case of IMI 306135 isolate “nodding”
heads of conidia typical for A. viridinutans can be found rarely. Both isolates have the
ability of producing ochratoxin, which was proved by an immunochemical method, besides
their RFLP patterns are the same too. According to our results isolates JV3 and IMI
306135 are more distant relatives of A. fumigatus than N. fisheri and possibly represent a
new species.

A polyketide-synthase (PKS) is responsible for the biosynthesis of ochratoxins in
Aspergillus species, whose ketosynthase (KS) domain sequences — after an amplification
by polymerase chain reaction (PCR) — were examined by phylogenetic analysis. The KS
sequences detected in Aspergillus isolates are scattered on the phylogenetic tree, which
indicates that supposedly take part in the biosynthesis of different metabolites. Further
experiments are in progress for the elucidation whether KS domain sequences identified by
us play a role in OA biosynthesis. During the biosynthesis of OA the pentaketid skeleton
binds a carbon atom possibly by the help of a methyl-transferase enzyme thus the presence
of such a C-methylathion domain is presumable. The primer pair designed was used with
success for the amplification of C-methylation domain sequences in the case of OA
producing A. albertensis isolate. Further examination of the amplified fragment is in

progress.
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During our further work clones will be identified homologous to the already
identified DNA fragments in a gene bank of an OA producing isolate. The applicability of

OA biosynthesis genes will also be examined for developing OA specific gene probes.
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