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I. BEVEZETES

2002. januar 1-t6l hazankban az €lelmiszeriparban kételezden érvényben van a HACCP
rendszerek alkalmazasa, amelyek garanciat szolgaltatnak arra, hogy a termékek a gyartasi
folyamatban mikrobioldgiai, kémiai és fizikai ellenérzések sorozatin menjenek keresztiil, és
egyben komoly feladatot jelentenek a kutatoknak hiszen ujabb, megbizhatobb és gyorsabb
modszerek kidolgozésara van sziikség. A gyorsvizsgalati moddszerek fejlesztésével és
alkalmazasaval a kozegészségiigyi kockazat minimalisra csdkkenthet6. A kémiai analitikai
mddszerek fejlodése lehetdvé teszi kis mennyiségli anyag kimutatasat. A molekularis
technikak alkalmazédsa a genetikai hattérrl nyujt informéaciokat. Munkéank soran a termelt
mikotoxin mennyiségét a genetikai analizis eredményeivel hoztuk Gsszefliggésbe, megoldast
keresve a termel0 szervezetek molekularis médszerekkel torténd kimutatédsara.

A mikotoxinok a fonalasgombdk masodlagos anyagcseretermékei, melyek az emberre és
allatra mérgez6 hatastak. Ezek egyik csoportjat az ochratoxinok alkotjak. Az ochratoxinok
maj- és vesekdrosito vegyiiletek, feltételezett okoz6i urotelidlis tumoroknak és a hererdknak.
Emberi és allati nefropatiak kialakitasaban vesznek részt, valamint magzatkarosit és rakkeltd
hatassal rendelkeznek. Az ochratoxinok csoportjan beliil legjelent6sebb az ochratoxin A (OA)
mérgezd hatdsa, amit a molekula izokumarinvazahoz kapcsolédé klér-atom jelenlétével
hoznak &sszefiiggésbe. Az OA-t kimutattdk mér szemes kavébol, gabonafélékbdl, sorbél,
borbél, olajos magvakbol, gylimolcs- és zoldségfélékbol, fiiszerekbdl, anyatejbdl és emberi
vérbol.

Az ochratoxintermel6 fajok legtobbje az Aspergillus nemzetség Aspergillus, Circumdati,
Nigri, Fumigati, Cremei, Terrei, Usti, Versicolores, valamint a Penicillium nemzetség
Aspergilloides, Biverticillium, Eladia, Penicillium szekci6iban fordulnak eld. A szekciok
tagjai olyan penészgombék, amelyek élelmiszereken és takarmanyokon nagy gyakorisaggal
fordulnak el6, azokat a betakaritas elott, vagy a tarolas és raktarozas soran fertézik meg.

Az OA hokezelés hataséra kis mértékben bomlik, mérgezd hatasa akkor sziinik meg, ha a
benne talalhaté peptidk6tés felbomlik, fenilalanin és ochratoxin o keletkezik. Az OA
molekula lebontdsira alkalmasak fizikai modszerek (y-sugérzas, 6zonkezelés) és vegyi-
anyagok (hipoklorit, amménia, H;0;), azonban egyik moédszer sem tesz eleget az
élelmiszeripar kovetelményeinek. Az OA szennyezédés mikrobioldgiai uton torténé meg-
sziintetésére is van lehetdség, hiszen ismertek OA bonté baktériumok (Butyrivibrio

fibrisolvens, Lactobacillus sp., Streptococcus sp., Bifidobacterium sp., Acinetobacter



calcoaceticus, Phenilobacterium immobile) és penészgombék (Aspergillus niger, A.
fumigatus).

Az OA a pentaketid tipust vegyiiletek csoportjaba tartozik, bioszintéziséért a poliketid-
szintaz (PKS) felelés. A PKS vesz részt a baktériumok altal termelt pl. eritrimicin és
rapamicin  bioszintézisében, valamint a penészgombdk pl. aflatoxin és fumonizin
termelésében. A fonalas gombak PKS-ének tobb doménjéhez primer pérokat fejlesztettek ki,
amelyekkel sikeresen amplifikaltdk a ketoszintdz, ketoreduktiz és a szén-metilécids
doméneket polimeraz lancreakcidval. A PKS szintaz doménjeinek bazissorrendjének ismerete
lehetdvé teszi génprobak kifejlesztését, amelyekkel az OA termelésért felelds gének

egyértelmiien kimutathatok és ezzel a toxikologiai kockézat minimélisra csokkenthetd.

CELKITUZESEINK AZ ALABBIAK VOLTAK:

1./ Munkank soran az elsddleges cél az volt, hogy az élelmiszerek és gabonafélék OA

szennyezettségét gyors és pontos modszerrel meghatarozzuk.

2./ A vizsgalt élelmiszerekbdl és gabonafélékbdl kis mennyiségii mintét tiptalajra helyezve €s
az egyéb mikroorganizmusokat kizarva izoldlni tudjuk az OA szennyezddéséért felelds
Aspergillus fajokat.

3./ Az OA termeld torzsek koziil kivélasztottunk néhanyat, amelyek toxintermelésének
kinetik4jat vizsgiltuk t6bb héten keresztiil. Az izolatumok koziil az OA-t legnagyobb
mennyiségben termel6 torzzsel (4. albertensis ATCC 58745) a toxintermelés homérsékleti
optimuménak meghatérozasat kivantuk elvégezni. Mikrohulldmu energiakozléssel feltartuk a
micélium ergoszterin tartalmat, valamint az OA termelés és a micélium ergoszterin tartalma

kozotti dsszefliggést vizsgaltuk.

4./ Az élelmiszerekben mar meglévd OA szennyezddés megsziintetése érdekében nagy szamu
izolatum és gylijteményes torzs toxinbontd képességét vizsgaltuk.

5./ Az OA termeld fajok elsésorban a Circumdati, Flavi és a Fumigati szekciok tagjai,
amelyeken beliil a rokonséagi kapcsolatok megallapitasat az ITS szekvencidk és 26S rDNS
szekvencidk Osszehasonlitasaval kivantuk megallapitani. Az A. viridinutans intraspecifikus

variabilitisat a morfologiai tulajdonsagok, szénforras hasznositasi tesztek, mitokondridlis



DNS és magi DNS RFLP analizis, valamint a B-tubulin génszekvencidk analizise alapjan
vizsgaltuk.

6./ Az A. albertensis OA nem-termeld izolatumét y-besugarzéssal hoztuk létre annak
érdekében, hogy a vad tipust és a nem-termel6 mutins izoldtum genetikai anyagat
Gsszehasonlitsuk. RAPD analizissel olyan fragment jelenlétét kivantuk feltdrni, ami az OA

termeldképesség egyértelmii bizonyitékaul szolgalna.

7./ A poliketid-szintdz gén ketoszintdz és C-metilaciés domén szekvencidinak analizisével, és
morfologiai tulajdonsdgaik Osszehasonlitdsaval kivantuk megéllapitani az OA termeld

Aspergillus fajok rokonsagi kapcsolatait.

I1. KiSERLETI MODSZEREK

Az izolatumok ochratoxin termelé képességének vizsgélatit ELISA, valamint TLC és
HPLC mddszerrel végeztiikk el. Az OA termeld képességgel rendelkez6 fajok filogenetikai
analizise sordn genetikai sajatossagokat (ITS, PB-tubulin gén, 26S rRNS szekvencia,
mitokondridlis és magi RFLP mintazat) és fenotipikus karaktereket vettiink figyelembe. Az
ochratoxin termelés genetikai hatterének tisztdzasa érdekében OA termel6 izolatumokbol y-
besugédrzassal OA nem-termeld izoldtumokat allitottunk el6, és azokat poliketid-szintazuk
ketoszintaz és szén-metildciés doménjének vizsgalatival és RAPD analizissel hasonlitottuk
Ossze. Az ochratoxin bontdsra irdnyuld kisérleteket, illetve a kinetikai vizsgélatok eredmé-
nyeit szintén kromatogrifidss modszerekkel hatdroztuk meg. Az ergoszterin feltdrast
mikrohulldmii energiéval hajtottuk végre és mennyiségét HPLC-vel hataroztuk meg.

I11. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1./ Munkénk sordn megallapitottuk, hogy az élelmiszerek OA szennyezettségének nem az
elsoként leirt 4. ochraceus az egyediili forrdsa. Szamos Aspergillus faj (pl. A. flavus, A.
fumigatus, A. niger, A. tamarii) rendelkezik az OA termelésének képességével. A termékek
OA szennyezettségét okozé fajok elsdsorban a raktarozas soran fertéznek, és bér jelenlétitk
késobb nem mindig igazolhatd, de a nehezen eltavolithat6 toxinok taniiskodnak az altaluk

okozott fert6zésrol.



2./ Az OA termelés kinetikajanak megallapitdsa sordn az éltalunk izoldlt és a gytlijteményes
Aspergillus torzseket vizsgaltuk. Az izoldtumok 4ltal termelt OA mennyisége 0.1-1000pg/ml
kozott valtozott. A “kistermeld” izolatumok (0.1-0.6pg/ml) az A. awamori, A. foetidus, A.
niger, A. carbonarius és az A. ochraceus O4 voltak. A “nagytermeld” izoldtumok, az A.
melleus, A. ochraceus NRRL 3174, P. verrucosum és az A. albertensis 100-1000 pg/ml OA
termelésére képesek. Minden izolatum esetében megallapitottuk, hogy az OA termelés a 7-10.
napon érte el a maximumat. Az 4. albertensis és A. melleus izolatumok allandéan majdnem
azonos mennyiségben, konstitutivan képesek termelni az OA-t. Az 4. albertensis ATCC
58745 izolatum esetében a termelt OA mennyisége és a mért ergoszterin érték az inkubacid

10. napjaig hasonlé tendenciat mutatott.

3./ Az OA bontd képesség vizsgalata sordn szdmos 4. fumigatus, A niger és Rhizopus sp.
torzset talaltunk, melyek képesek lebontani az OA-t Oa-v4, azonban ezek koziil csak az 4.
niger faj rendelkezik az “4ltalaban biztonsagosnak tekintheté” mindsitéssel, vagyis csak az
altala termelt enzimek és savak hasznélhatok élelmiszeradalékként. Tovabbi vizsgalatok
irAnyulnak az A. niger CBS 120.49 izolatum, illetve az 4ltala termelt enzim gyakorlati
alkalmazhatdségara.

4./ Szamos vegyiilet, amely az irodalomban fellelheté kutatasi eredmények szerint gatolja az
OA bioszintézist A. ochraceusban, nincs hatassal az altalunk vizsgalt 4. albertensis ATCC
58745 izoldtum OA termelésére. Igy pl. a koffein nem befolyasolta 4. albertensisben az OA
termelését, mig az A. ochraceus esetében gatolta. A megfigyeléseink felvetik annak a
lehetéségét, hogy a két faj kozott az OA bioszintézisében, illetve annak szabéalyozasiban

jelentds eltérések vannak. Ennek tisztazasara tovabbi kisérletek sziikségesek.

5./ A Circumdati szekci6, a fajok fenotipikus sajatossagai, az ITS régi6 és az 5.8S rRNS
gének szekvencidja alapjan, parafiletikus. Az A. campestris, A. lanosus, A. dimorphicus az A.
sepultus az Aspergillus nemzetség Candidi, Flavi és Cremei szekci6janak tagjaival mutat
rokonsagot. Az A. robustus és A. ochraceoroseus egyik vizsgédlt fajjal sem mutatott
rokonsagot. Az éaltalunk javasolt, ITS szekvencia adatok alapjan kialakitott Circumdati
szekcioba tartozé fajok két csoportba sorolhatok, amelyek jol elkiilonithetok fenotipikus
sajatossdgaik alapjan is. Az Aspergillus nemzetség Flavi szekci6janak filogenetikai analizise
soran megdllapitottuk, hogy a szekcié szekvencia adatok alapjan harom, jol elkiilonithet6 (4.

favus”, "A. tamarii” és "A. alliaceus”) csoportra oszthatd. Ezen megfigyelést a telepek



szine, valamint az izoldtumok ubikinon rendszere is alatamasztja. Harom faj, az 4. nomius, A.
avenaceus és az A. leporis kiilonall6 csoportot képez, nem mutat rokonsagot a Flavi szekcid

egyik csoportjanak tagjaival sem.

6./ Az A. viridinutans intraspecifikus vizsgélatat, valamint rokon fajainak filogenetikai
analizisét morfologiai vizsgalatok, szénforras hasznositdsi teszt, a mitokondrialis és magi
DNS RFLP mintazatdnak dsszehasonlitdsa, valamint a B-tubulin gén szekvencidjanak ismere-
tében végeztiik el. Az 4. viridinutans ochratoxin termel6 IMI 306135 izolatuma legkozelebbi
rokonsagot egy aszexualis izoldtummal mutatta. Vizsgalataink alapjan e két utébbi izolatum
kozelebbi rokonsagban van az A. fumigatus és a N. fisheri fajokkal, mint az A. viridinutans
tobbi izolatumaval, ezért elképzelhetd, hogy az Aspergillus nemzetség Fumigati szekcidjanak
0j fajaval allunk szemben.

7./ Az ochratoxinok bioszintéziséért az Aspergillus fajokban is a poliketid-szintaz (PKS)
enzim felelds, amelynek ketoszintdiz (KS) doménjeinek szekvencigjat polimeraz
lancreakcidval torténd sokszorositds utdn filogenetikai analizisnek vetettiink ald. Az
Aspergillus izoldtumok KS domén szekvencidjuk alapjan szétszértan helyezkednek el a
torzsfan, ami azt jelzi, hogy a PKS-iik feltehetdleg kiilonb6z6 metabolitok bioszintézisében
vesz részt. Tovabbi vizsgélatokat folytatunk annak tisztizasara, hogy az éltalunk azonositott
KS domén szekvencidk szerepet jatszanak-e az OA bioszintézisben. Az OA bioszintézise
soran a pentaketid vazhoz egy C-atom kapcsolodik feltehetdleg egy metilaz enzim révén, igy
valésziniileg a PKS génen is megtalalhat6 egy ilyen C-metilaciés domén. A doménre tervezett
primer pért sikerrel alkalmaztuk OA termel6 A. albertensis izolatum esetében. Az amplifikalt
fragment tovabbi vizsgalata folyamatban van.
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