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1)Bevezetés ¢s celkitlizések

Ez elmult, alig tobb mint 10 év alatt egymilliard emberrel ndtt a vilag népessége. Annak érdekében,
hogy az egyre novekvo népességet megfeleld mennyiségii és mindségili €élelmiszerrel tudjuk ellatni,
az emberiségnek az elkdvetkezd 35 évben 70%-kal tobb ¢lelmiszert kellene eldallitania (Doering
& Sorensen, 2018).

Az 1ipari forradalom oOta az iiveghazhatdsi gazok kibocsatasa 4altal okozott antropogén
¢ghajlatvaltozds a modern civilizdciok egyik legnagyobb kihivasa (Portner et al., 2022). Az
sz€lsOséges iddjarasi koriilmények egyre nagyobb kihivasokat jelentenek a mezdgazdasag szamara
vildgszerte. A klimavaltozas okozta homérséklet-emelkedés, éghajlati hatarok eltolodéasa €s a
paratartalom valtozdsa egyre inkdbb megzavarja a mezdgazdasagi rendszereket, kedvezd
feltételeket teremtve a gombds korokozok megjelenésének és felszaporoddsanak alapvetd
gazdasagi novényeinken (Kos et al., 2023).

Napjainkban a penészgombak terjedése tapasztalhatd a Karpat-medencében és egész Eurdpaban.
A penészgombdk novekedésiik sordan az elsddleges anyagcseretermékek mellett masodlagos
anyagcseretermékekként termelhetnek hasznos (pl.: antibiotikumok), illetve karos vegytileteket is
(Kormos, 2003). Ezeket a kéaros vegyiileteket nevezziik mikotoxinoknak. A mikotoxinokat a
természetben keletkezd, legerdsebb mérgezo hatasu vegyiiletekként tarthatok szamon; toxikologiai
szempontbol sokrétli kockazatot jelentenek (neuro-, geno-, €s citotoxicitas; immunszuppresszio;
endokrin zavarok; karcinogenitas), emiatt komoly kockézatot jelentenek a kozegészségre, az
allatjolétre és az élelmezésbiztonsagra is.

A legjelentésebb mikotoxin-termeld szervezetek az Aspergillus, Fusarium és Penicillium fajok
koz¢é tartoznak. Az ltaluk termelt mikotoxinok, mint az aflatoxinok, ochratoxinok (pl. ochratoxin
A (OTA), fumonizinek (pl. fumonisin B1 (FB1)), patulin, zearalenon (ZEA) és a trichotecének
kozé tartozd deoxyvalenol (DON), T-2 és HT-2 toxin gyakran el6fordulnak terményeken
(Alshannaq & Yu, 2017). K&szonhetden annak, hogy egy gomba torzs tobb toxint termelhet, illetve
kiilonboz6 nemzetségek ugyanazon toxin eldallitasara is képesek, gyakori a mikotoxinok egytittes
eléfordulasa. A kialakult mikotoxin kombinaciok toxikodinamidja nem pusztan additiv; szinergia
vagy antagonizmus is felléphet, ami az élelmiszerbiztonsag és a kockazatbecslés szempontjabol
kiemelt fontossagl. A penészek megjelenésiik és toxintermelésiik helye szerint csoportosithatok.
A raktari penészek, mint példaul Aspergillus-ok magas homérséklet (22-35°C) és alacsony
nedvesség mellett; a szantofoldi penészek (pl. Fusarium) mérsékelt tartomanyban (20-25 °C) és
magas relativ paratartalom mellett jellemzéek. A klimatikus/stressz tényezdk (hdéhullamok,
csapadék, tarolasi koriilmények) a kolonizacidt, majd a masodlagos anyagcsere — toxinbioszintézis
— beindulésat segitik.

A mikotoxinok rendkiviil stabil kismolekulak, amelyek szerkezetiik aromas gytriii és erds
kovalens kotései miatt ellenallnak a hd-, pH- és enzimatikus hatasok jelentds részének, emiatt a
teljes feldolgozasi lancban fennmaradhatnak, s6t egyes esetekben allati eredetli ételekbe is
atjuthatnak. Az expozicio tehat lehet direkt (szennyezett élelmiszer, takarmany), illetve indirekt
(allati eredetii termékekbdl: tej, tojas, hus, belsdségek). A becslések szerint a globdlis termés
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jelentds hanyada (korabbi becslések szerint ~25%, Ujabb attekintések szerint akar még ezt is
meghalado ardny) érintett lehet kiilonféle mikotoxinokkal.

Emberi fogyasztas esetén sulyos akut mérgezéseket, valamint egészségkarosodast
eredményezhetnek. Kéros hatdsaik miatt rendkiviil nagy figyelmet kell tulajdonitanunk nekik. A
mikotoxinok altal fert6zott takarmany probléméakat okoz a haszonallatok fejlédésében,
szaporodasaban, valamint az allatok egészségi allapotara is negativ hatast gyakorol. A
mezdgazdasagban és €élelmiszeriparban eldforduld fonalas gombak - kiilondsen azok, amelyek a
kukoricat ¢€s a buzat tdmadjak meg — az okozott jelentds terméskiesésen €s hozamcsokkenésen
keresztiil jelentds gazdasagi veszteségeket is okoznak, valamint mikotoxinok termelésére vald
képességiik miatt komoly kozegészségiigyi ¢élelmiszer-biztonsagi kockézatot is jelentenek.
Magyarorszagon mind a buza, mind a kukorica fontos gabonafélék, amelyek dontd szerepet
jatszanak az élelmezésbiztonsdgban. Ezek a gabonafélék azonban kiilondsen érzékenyek a
toxinokat termeld fonalas gombdék, els6sorban az Aspergillus és a Fusarium nemzetségbe tartozo
fajok altal okozott fertdzésre. Globalis szinten ezek a gombdk a betakaritott gabona akar 10%-at
is fogyasztasra alkalmatlanna teszik, ami évente kortilbeliil 220 millié tonnat jelent (FAO, 2021),
¢s szamos orszagban jelentds karokat okoznak. Magyarorszdgon a 2019-es blizaepidémia az
Otmillié tonnds teljes termésbol 1,2—-1,5 millié tonna toxinokkal szennyezett gabonat
eredményezett. A kukoricatermesztésben a 2014-es toxinfertdzés a termés felét érintette. Az
allattenyésztésben bekovetkezett karokat figyelembe véve a becsiilt konzervativ gazdasagi
veszteség meghaladta a 100 milliard magyar forintot (koriilbeliil 330 milli6 USD). Az atlagos
10%-o0s szennyezettségi arany 50%-os csokkenése tehat csak Magyarorszagon mintegy 40 milliard
forint bevétel-ndvekedést jelentene. Kimutattdk tovabba, hogy globalis mértékekben a takarmany
¢és annak alapanyaganak 90%-aban fordul eld legaldbb egy, 64%-aban pedig egynél tobbféle
mikotoxin (Ragoubi et al., 2021).

Az elmult évtizedekben az ¢lelmiszerbiztonsag egyre hangsulyosabba valt, megerdsitése tovabbra
is fontos szerepet kap a nemzeti és nemzetkozi intézkedések sordn. Ezt tiikrozi, hogy az Eurdpai
Unio, valamint hazank is kiemelt figyelmet fordit a mikotoxinok szigort szabalyozasara, valamint
el6fordulasuk monitorozasara (Szeitzné, 2007, 2009). Az EU 2023- ban konszolidalta a
szennyezOkre (koztiik a mikotoxinokra) vonatkozé rendeletét (EU) 2023/915 alatt, majd 2024-ben
szigoritotta a DON hatarértékeket és bevezette a T2/HT2 kotelez6 maximumokat, ami az analitikai
moddszerek LOQ at, mérési bizonytalansagat és mintavételi eldirasait is kozvetlentil érinti.

Az eddigi irodalmi ismereteink alapjan, a jelenleg hatasos toxinmentesitési technikdk nem
alkalmazhat6ak mezégazdasagi léptékben, vagy nem elég hatékonyak. A NEBIH kijelentése is ezt
erdsiti, miszerint a toxint maradéktalanul eltdvolitani nem lehet. Sajnos az Eurdpaban jelenleg
alkalmazott mikotoxin-csokkentési gyakorlatok elsdsorban a betakaritas eldtti €s utani kémiai
kezelésekre, a vetésforgora €és az ellendllo fajtdk haszndlatara tamaszkodnak. Ezek a modszerek
azonban csak korlatozott védelmet nytjtanak a szélsdséges iddjarasi koriilmények kozott, amelyek
az éghajlatvaltozas miatt egyre gyakrabban fordulnak el6. Meglatasunk a jelenleg alkalmazott
megkozelitéstdl gyokeresen eltéré modon célszerszerli kezelni a mikotoxin problémat, a
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megelozésre fektetni a hangsulyt. A toxintermeld gomba pontosabb megismerése, kezelése €s
elpusztitasa a toxin megjelenése eldtt, megoldast jelenthet a problémara.

Elsddleges célunk komplex innovativ stratégia kidolgozésa a toxikogén fonalas gombak és az
altaluk termelt, gabonafélékben eléforduld toxikus szennyezddésének csokkentésére. A stratégia
kozponti elemei (1) egy terepen is hasznalhatd, kellden gyors, olcs6é és egyszeri POCT
(Point-of-Care Test) mikotoxin analitikai mddszer kidolgozésa; (2) adatbazis a mikotoxinok ¢és
gombak eldfordulésarodl és sokféleségérol a kiilonbozo klimatikus €s mikroklimatikus viszonyok
kozott a magyar gabonafélékben (3) a fonalas gombdak felszaporodasat meggatld antifungélis
hatoanyag ¢és alkalmazasi protokoll kidolgozasa.

Tudoményos munkank 3 pillér; a mikotoxin-analitika, a kockazati adatbazis kiépitése €s a
penészgombak mikrobiologiai vizsgalata és inaktivalasa koré csoportosult.
Gyors, terepen alkalmazhat6é mikotoxin-analitika
a) A kompetitiv fluoreszcens mikrogydngy immunoassay (CFIA) tovabbfejlesztése
Projekt 1: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) és accelerated Competitive
Fluorescent-microsphere ImmunoAssay (aCFIA) modszerek 6sszehasonlito vizsgalata
Projekt 2: MycoFoss™ — Automatizalt CFIA alapii médszer bemutatdsa
Projekt 3: CFIA mddszer dsszehasonlitdsa tandem tomegspektrometriaval (MS/MS) kapcsolt
ultra-nagy hatékonysagu folyadékkromatografia (UHPLC-MS/MS) modszerrel
b) Multi-mikotoxin hatasok vizsgalata
Projekt 1: Anyatoxinok és metabolitok hatdsa az immunassay miikédésére
Projekt 2: OTA és metabolitjai allati sejtkulturdakon
c) CFIA moddszer tesztelése allati eredetli mikotoxin meghatarozasara
Eléfordulasi és kockazati adatbazis kiépitése
a) CFIA helye és szerepe a hatékony mikotoxin-menedzsment rendszerben
Projekt 1: Mikotoxin térkép készitése kukorica mintak mikotoxin adatai alapjan
Projekt 2: Talajmiivelési technikak hatas a mikotoxin felhalmozodasra
Projekt 3: CFIA alkalmazdsa mesterségesen fertozott kukorica hibridek mikotoxin tartalmanak
meghatarozdsaban
Antifungalis hatéanyagok és alkalmazasi protokollok fejlesztése
a) Fonalas gombak izoldlasa és pontosabb megismerése
b) Agardiffiizios és Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI) Minimalis gatlokoncentracio
(MIC) meghatarozésara alkalmas protokoll-ok dsszehasonlitasa
c) Klor-dioxid és egyéb antifungalis szerek dsszehasonlitd vizsgalata
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a) Mikotoxin analitika

A mikotoxin-analitikdban alkalmazott modszerek jelentds technologiai és koncepcionalis
fejlédésen mentek keresztiil az elmult évtizedekben. A megfeleld analitikai modszer kivalasztasat
mindig az adott alkalmazasi teriilet (referenciamérés, rutin sziirés, kutatds, biomonitoring), a
célzott toxinok kore, a matrix jellege, valamint az elérhetd infrastruktira egyiittesen hatdrozzak
meg. Az aldbbiakban — a teljesség igénye nélkiil - legfontosabb analitikai mddszerek keriilnek
roviden bemutatasra.

1. Kromatografids—tomegspektrometrids modszerek
1.1 TLC (Thin Layer Chromatography) modszer

TLC a mikotoxin-analitika egyik legrégebben alkalmazott kromatografids modszere, amely
egyszerlisége, alacsony koltsége és robusztussaga miatt hosszl ideig alapvetd szerepet jatszott az
¢lelmiszer- és takarmanyvizsgalatokban (Moss, 1991; Trucksess, 2001). A mddszer az analitok
eltér6 megoszlasan alapul a szilard allofazis (altalaban szilikagél) és a folyékony mozgofazis
kozott, lehetové téve a komponensek elkiilonitését €s azonositasat.

A mikotoxin-analitikdban a TLC-t hagyomanyosan olyan toxinok kimutatasara alkalmaztak, mint
az aflatoxinok, OTA, ZEA, fumonizinek és trichotecének (Turner et al., 2009). A detektalas
gyakran UV-fény alatt (kiilondsen fluoreszcens mikotoxinok esetén), illetve kémiai reagensekkel
torténd el6hivassal valosul meg. A modszer alkalmas kvalitativ és félkvantitativ
meghatarozasokra, illetve referencia-standardokkal torténd dsszehasonlitasra.

A TLC elénye a minimalis miiszerigény, az egyszeri alkalmazhatosag €és a tobb minta egyidejli
elemzésének lehetdsége (Shephard, 2008). Ezek a tulajdonsidgok kiilondsen hasznossa tették a
modszert korlatozott infrastruktirdju laboratériumokban ¢€s korai szlrdvizsgalatokban.
Ugyanakkor a TLC érzékenysége ¢és reprodukéalhatdsdga 4ltaldban elmarad a fejlettebb
kromatografids technikdk (nagyhatékonysagi folyadékkromatografia (HPLC), tandem
tomegspektrometridval kapcsolt folyadékkromatokrafia (LC-MS/MS)) mdgott, és a kvantitativ
értékelés pontossagat erdsen befolyasolhatjak a matrixhatasok és az operatori szubjektivitas.
Napjainkban a TLC szerepe a mikotoxin-analitikdban hattérbe szorult, els6sorban oktatasi,
torténeti vagy eldszlird célokra alkalmazzdk, illetve tovabbfejlesztett formaiban (pl. HPTLC,
denzitometrias kiértékeléssel) még mindig relevans lehet bizonyos rutinvizsgalatokban (Shephard,
2008; Trucksess & Stack, 1995). Osszességében a TLC a mikotoxin-analitika fejlédésének fontos
alapkove, amelyet ma foként gyorsabb, érzékenyebb és automatizalhatobb modszerek egészitenek
ki vagy valtanak fel.

1.2 HPLC ¢és UHPLC alapu elvalasztas

A HPLC a mikotoxin-analitika egyik legfontosabb és legszélesebb korben elfogadott referencia-
modszere, amely nagy szeparacios hatékonysagot €s megbizhato kvantitativ eredményeket biztosit
komplex élelmiszer- €s takarmanymatrixokban (Turner et al., 2009; Shephard et al., 2013). A
modszer az analitok mozgo- €s allofazis kozotti eltéré megoszlasan alapul, lehetdvé téve egyedi
vagy tobb mikotoxin parhuzamos meghatarozasat.
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A mikotoxin-analitikaban a HPLC-t leggyakrabban fluoreszcens (FLD) vagy UV—Vis detektorral,
illetve korszertibb alkalmazasokban tomegspektrometrias detektorral (LC-MS/MS) kombinalva
alkalmazzak (Sulyok et al., 2006). Egyes mikotoxinok — példdul az aflatoxinok vagy az OTA —
esetében el0- vagy oszlop utani derivatizalas sziikséges a megfeleld érzékenység eléréséhez,
kiilondsen FLD detektalas esetén (Visconti et al., 2001). A modszer kimutatasi hatarai altalaban
megfelelnek, illetve alul mualjak a hatalyos €lelmiszer-biztonsagi jogszabalyokban meghatarozott
hatéarértékeket.

A HPLC-alapti mikotoxin-meghatarozast rendszerint 0sszetett minta-elokészités elézi meg, amely
extrakciot, tisztitast (pl. immunaffinitdsos oszlop, szilardfazist extrakcid) és esetenként
koncentralast foglal magéaban. Ezek a 1épések hatékonyan csokkentik a matrixhatasokat és novelik
a mérési pontossagot, ugyanakkor novelik az analizis 1d0- €s koltségigényét (Krska et al., 2019).
Ennek ellenére a HPLC kivald pontossaga, precizitasa €s reprodukalhatosdga miatt alapvetd
szerepet tolt be a jogszabalyi megfeleldség-ellendrzésben és a megerdsitd vizsgalatokban.
Osszességében a HPLC modszer a mikotoxin-analitikdban robusztus, nagy megbizhatdsaga és
szabalyozdi szempontbdl elfogadott technika, amely kulcsszerepet jatszik az immunkémiai
szirdmodszerek (ELISA, LFD) eredményeinek validdldsdban, valamint a pontos
kockazatértékelésben és az élelmiszerlanc-biztonsag fenntartdsaban.

A HPLC tovabbfejlesztett valtozata, az UHPLC a mikotoxin-analitika alapvetd
elvalasztastechnikai eszkdze. Az UHPLC a hagyomanyos HPLC alapjaira épiil, de kisebb
szemcseméretli allofazisokat €s magasabb nyomast alkalmaz, ami rovidebb futasi id6t, jobb
csucselvalasztast €s nagyobb érzékenységet és felbontast eredményez (a gyakran 2 mikrométernél
is kisebb részecskeméret ndveli a feliileti klcsonhatasokat, ami élesebb és jobban meghatarozott
kromatografids csucsokat eredményez), kiilondsen komplex multi-mikotoxin mddszerek esetén
idedlis modszer.

1.3 LC-MS/MS mint referencia- és megerdsitd modszer

Az LC-MS/MS jelenleg a mikotoxin-analitika ’gold’ standardjanak tekinthetd. A modszer kivalo
szelektivitasat a tobbfokozat tomegsziirés (MRM — multiple reaction monitoring) biztositja,
amely lehetdvé teszi az alacsony ng/kg vagy akar pg/kg szintli kimutatast is.
Az LC-MS/MS kiilénosen elonyds:

o multi-mikotoxin analizishez,

o maszkolt és emerging mikotoxinok kimutatasahoz,

e megerdsitd vizsgalatokhoz hatdsagi kornyezetben.
Ugyanakkor a technika hatranyai kozé tartozik a magas beruhazasi és lizemeltetési koltség, a
képzett személyzet igénye, valamint a jelentds matrixhatas, amely izotopos belsdé standardok
alkalmazasat teszi sziikségessé.

1.4 High-Resolution Mass Spectrometry

A HPLC-vel kapcsolt nagy felbontasu tomegspektrometria (HRMS) napjaink egyik legjelentdsebb
analitikai technikdja komplex mintdk vizsgéalatdban. A moddszer a HPLC nagy szeparécios
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hatékonysagat egyesiti a HRMS nagy pontossagu tomegmérésével, lehetové téve mind az ismert,
mind az ismeretlen vegyiiletek megbizhato kvalitativ és kvantitativ meghatarozasat, ugyanakkor
rutinszer( alkalmazasuk jelenleg korlatozott az adatfeldolgozas komplexitasa miatt (Krauss et al.,
2010; Niessen et al., 2003; Hernandez et al., 2015).

A HPLC soran az analitok fiziko-kémiai tulajdonsagaik (pl. polaritas, lipofilitas) alapjan valnak el
egymastol, mig a HRMS detektorok — leggyakrabban Orbitrap vagy repiilési 1d6 elvii (time-of-
flight, TOF) analizatorok — nagy tomegpontossaggal (<1-5 ppm) ¢és nagy felbontassal hatdrozzak
meg az ionizalt komponensek tomeg/toltés aranyat (Niessen et al., 2003; Makarov et al., 2010).
Az ionizacidhoz leggyakrabban elektroporlasztdsos ionforrast (ESI) alkalmaznak, amely
kiilondsen alkalmas poléros, héérzékeny vegyliletek, igy szamos természetes toxin vizsgalatara
(Kebarle et al., 1993).

A HPLC-HRMS kiemelt szerepet tolt be a mikotoxinok analitikdjaban, mivel ezek a
penészgombak 4ltal termelt, szerkezetileg sokszinii toxikus vegyiiletek gyakran alacsony
koncentracioban ¢s komplex matrixokban (pl. gabonak, takarmanyok, élelmiszerek) fordulnak el
(Berthiller et al., 2013; Sulyok et al., 2007). A modszer eldonye, hogy egyetlen analizis soran
lehetdve teszi tobb tucat — akar kémiailag eltéré — mikotoxin egyidejii meghatarozasat, meghaladva
a hagyomanyos LC-MS/MS moédszerek célzott jellegét (Sulyok et al., 2007; Malachova et al.,
2014).

A nagy felbontdsu tomegmérés kiilondsen hasznos a maszkolt (rejtett) mikotoxinok, valamint a
bomlastermékek ¢és metabolitok azonositasdban, amelyek rutinszerlien nem szerepelnek a
szabvanyos analitikai célvegyliletek kozott (Berthiller et al.,, 2013; Schymanski et al., 2014).
Emellett a HPLC-HRMS kivaloan alkalmazhat6 nem célzott és gyanitott (suspect) szirésekre,
elésegitve az Ujonnan megjelend vagy eddig nem monitorozott mikotoxinok felismerését az
élelmiszerlancban (Krauss et al., 2010; Schymanski et al., 2014). Osszességében a HPLC-HRMS
egy rendkiviil érzékeny, szelektiv €s informacidgazdag analitikai modszer, amely a modern
analitikai kémia meghatarozd eszkozévé valt. Kiilondsen fontos szerepet jatszik az élelmiszer-
biztonsdgban ¢€s a mikotoxin-kutatdsban, ahol a komplex matrixokban torténd tobbkomponensti,
atfogod toxinmonitorozas egyre nagyobb jelentdséggel bir (Herndndez et al., 2015; Sulyok et al.,
2007; Malachova et al., 2014) .

2. Immunanalitikai mdodszerek
2.1 ELISA

Az ELISA egy széles korben alkalmazott, immunkémiai alapu analitikai modszer, amely az
antigén—antitest kdlcsonhatas nagyfoku specificitasat hasznalja ki kvantitativ vagy félkvantitativ
meghatarozasokra (Van Weemen & Schuurs, 1971; Gosling, 1990). A modszer kiilonb6zd
formatumokban — direkt, indirekt, szendvics és kompetitiv ELISA — valdsithatdé meg, amelyek
koziil a mikotoxin-analitikdban elsdsorban a kompetitiv ELISA terjedt el, mivel a mikotoxinok kis
molekulatémegii, haptén jellegli vegyiiletek (Chu, 1991).

A mikotoxinok, példdul az aflatoxinok, DON, ZEA, fumonizinek, OTA, valamint a T-2 és HT-2
toxinok ELISA-alapi meghatarozasa széles korben elterjedt gabondk, takarmanyok &s
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¢lelmiszerek vizsgalataban (Turner et al., 2009; Anfossi et al., 2016). A mddszer elonyei kozé
tartozik a jo érzékenység (jellemzden pg/kg tartomdny), a parhuzamos mintafeldolgozas
lehetdsége, valamint a viszonylag rovid analizisidd és egyszerii miiszerigény, ami alkalmassa teszi
az ELISA-t rutin laboratoriumi sztirdvizsgalatokra (Krska et al., 2019).

Az ELISA modszer korlatai kozé sorolhatok a matrixhatasok, az antitestek keresztreakcioi
szerkezetileg rokon mikotoxinokkal, valamint a komplex mintdkban tapasztalhaté kvantitativ
bizonytalansag. Ezek miatt az ELISA-eredmények gyakran megerdsité mérést igényelnek nagy
szelektivitasu referencia-moddszerekkel, példaul LC-MS/MS technikaval (Shephard et al., 2013).
Ennek ellenére az ELISA tovabbra is meghataroz6 szerepet jatszik a mikotoxin-monitorozasban,
kiilondsen nagy mintaszamu vizsgalatok és jogszabalyi megfeleldség elOsziirése esetén.
Osszefoglalva, az ELISA a mikotoxin-analitikdban érzékeny, megbizhato és koltséghatékony
immunkémiai mddszer, amely hatékonyan egésziti ki a korszerli kromatografids megerdsitd
technikakat az élelmiszer- és takarmanybiztonsag teriiletén.

2.2 Lateralis aramlasu immuntesztek (Lateral Flow Devices, LFD)

Az LFD moddszer gyors, immunkémiai alapu analitikai technika, amelyet széles korben
alkalmaznak helyszini (point-of-need, PON) vizsgalatokra az élelmiszer- és takarmanybiztonsag
teriiletén (Posthuma-Trumpie et al., 2009). Milkddése az antigén—antitest specifikus
kolesonhatasan alapul: a minta kapillaris erék hatasara aramlik a hordozémembranon, mikdzben
a célanalit jeldlt ellenanyagokhoz kotddik, majd a teszt- és kontrollzonaban rogziil, vizualis vagy
instrumentélisan mérhetd jelet adva.

A mikotoxin-analitikdban az LFD-k tilnyomoérészt kompetitiv immunoassay formatumban
miikddnek, mivel a mikotoxinok kis molekulatomegii, haptén jellegli vegytiletek (Anfossi et al.,
2016). A moddszert sikerrel alkalmazzdk szamos szabalyozott mikotoxin — példaul aflatoxinok,
DON ZEA, fumonizinek és OTA — gyors kimutatisara gabondkban, takarmanyokban és
feldolgozott élelmiszerekben (Turner et al., 2009; Wang et al., 2020).

Az LFD modszer legfontosabb eldnyei koz¢ tartozik a rovid analizisid6 (jellemzden 5—15 perc),
az egyszerll minta-el6készités, a hordozhatosag és az alacsony koltség, ami kiilondsen alkalmassa
teszi rutin szlirdvizsgalatokra és dontéstamogatasra hatarérték-kozeli koncentraciok esetén (Krska
et al., 2019). Korlatként emlithetd ugyanakkor az érzékenység és kvantitativ pontossag elmaradasa
(elsésorban kvalitativ vagy félkvantitativ jellegliek) a referencia-modszerekhez (pl. LC-MS/MS)
képest, valamint a matrixhatasok és keresztreakciok lehetdsége, amelyek megerdsitd vizsgalatokat
tehetnek sziikségessé (Anfossi et al., 2016).

Osszességében az LFD technoldgia a mikotoxin-analitikdban gyors, hatékony és koltséghatékony
szlirdeszkozt jelent, amely optimalisan egésziti ki a laboratoriumi, nagy pontossagu megerdsitd
modszereket a modern élelmiszerlanc-ellendrzésben.
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2.3 Aramlasi citometria (FC) alapt immunanalitikai megoldasok
2.3.1 CFIA

crer

kombindlja az antigén—antitest kolcsonhatds nagyfoku specificitdsaval. Az eljaras alapjat a
fluoreszcensen kodolt mikrogdmb-alapti detektalas képezi, amely lehetdvé teszi tobb analit
egyidejii vizsgalatat egyetlen mintdban. A CFIA kiilondsen jelentds szerepet tolt be a
mikotoxin-analitikdban, mivel lehetdséget kinal multiplex, azaz tobb mikotoxin egyideji
kimutatasara egyetlen mérés soran, mikézben megdrzi az immunanalitikai mdodszerek gyorsasagat
¢s viszonylagos egyszertiségét (Spischka et al., 2010; Beloglazova & De Saeger, 2015; Turner et
al., 2015). Az egyik uttoro technolédgiai implementéaciot Czéh és munkatarsai ismertették, akik egy
FC-n alapulo, kompetitiv fluoreszcens mikrogyongy immunoassay rendszert fejlesztettek ki akar
hat mikotoxin egyideji vizsgalatara (Czeh et al., 2012).

Egy kapcsolodd, miiszeres Osszehasonlitd tanulmanyban Czéh és Schwartz vezetésével hét
kiilonb6z6 bench-top aramlasi citométer teljesitményét értékelték egy modositott, hatkomponensii
mikotoxin-kittel. A tanulmany célja az volt, hogy megvizsgalja, milyen mértékben kompatibilisek
a kiilonbozo asztali citométerek a multiplex immunoassay-vel, és hogyan befolyasolja a
miiszer-fiiggetlen fluoreszcencia-kalibracié az analitikai eredményt. Eredményeik szerint az
Osszes vizsgalt berendezés alkalmas volt a legtobb (6t) mikotoxin mérésére, azonban az OTA
esetében érzékenységi kiilonbségek figyelheték meg a miiszer-tipusok kozott, ami a miiszer
beallitasok optimalizalast igényelheti a CFIA alkalmazasakor.

A CFIA elvi alapjat fluoreszcens jelolésti, kiilonb6zoé optikai tulajdonsagokkal rendelkezd
mikrogyongyok képezik, amelyek egyedi fluoreszcens ,,ujjlenyomattal” rendelkeznek. Ezeket a
mikrogyongyoket specifikus antitestekkel boritjdk be, amelyek egy adott mikotoxin vagy
mikotoxincsoport felismerésére alkalmasak. A mintaval torténd inkubacié soran a toxinok
kompetitiv immunreakcié keretében kotddnek az antitestekhez, majd egy fluoreszcensen jeldlt
antigen-konjugatum biztositja a mérhetd jelet. Az é4ramléasi citométer a mikrogydngydket
egyenként analizalja, és a fluoreszcens intenzitas alapjan kvantitativ informaciot szolgaltat (Peters
et al., 2012; Luminex Corporation, 2018; Leng et al., 2020).

A CFIA egyik legjelentdsebb eldnye a multiplexitas. Mig a klasszikus ELISA moddszerek
egyiddben egyetlen mikotoxin analizisre alkalmasak, addig a CFIA technologia lehetdvé teszi akar
5-20 mikotoxin egyidejli meghatarozasat is, minimalis tobblet minta- és iddraforditassal. Ez
kiilonosen elonyds gabona- €s takarmanymatrixok komplex szennyezettségének vizsgalatakor,
ahol gyakran tobb toxinfajta egyiittes jelenléte figyelhetd meg (Beloglazova et al., 2013; Peters et
al., 2014; Sforza et al., 2016).

Analitikai teljesitmény szempontjabol a CFIA modszerek érzékenysége altaldban az ELISA
modszerekkel 0sszemérhetd, kimutatdsi hatdraik sok esetben az eurdpai unids hatarértékek alatt
helyezkednek el. Tobb tanulmany beszamol jo precizitdsrol (RSD <15%) és megfeleld
visszanyerési értékekrol gabona- €és takarmanymintakban, kiilondsen aflatoxinok, trichotecének,
fumonizinek és ZEA esetén (Beloglazova et al., 2013; Spischka et al., 2016; Maragos, 2018).
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Ugyanakkor a modszer érzékeny lehet a matrixhatasokra €s a keresztreakciokra, ami multiplex
panelek kialakitdsanal analitikai kompromisszumot és alapos optimalizalasi igényt jelent.

A CFIA alkalmazésa soran a mintaelOkészités kulcsfontossagl tényezd. Bar a modszer altalaban
kevesebb tisztitast igényel, mint a kromatografias eljardsok, komplex matrixok esetén higitas,
egyszerl extrakcid vagy immunaffinitds-alapu eldtisztitas alkalmazasa javasolt az interferenciak
csOkkentése és a mérési pontossag javitasa érdekében (Peters et al., 2012; Turner et al., 2015).
Alkalmazési szempontbol a CFIA elsOsorban nagy mintaszdmu szlirOvizsgalatokra alkalmas,
kiilonosen a takarmanyiparban, élelmiszerbiztonsagi monitoring rendszerekben és a nyersanyag-
ellendrzés teriiletén. Szabalyozasi kornyezetben a CFIA jellemzden screening moédszerként
alkalmazhatd, amelynek pozitiv vagy hatarérték kozeli eredményeit megerdsitd referencia LC-
MS/MS moédszerrel sziikséges validalni, 6sszhangban az eurdpai unids iranyelvekkel (European
Commission, 2006; European Commission, 2021).

Osszefoglalva, a CFIA a mikotoxin-analitika stratégiailag fontos technologidja, amely hatékonyan
egésziti ki a klasszikus immunanalitikai és kromatografias moddszereket. Multiplexitasa,
gyorsasaga ¢és nagy ateresztoképessége miatt kiilondsen alkalmas komplex szennyezési mintazatok
feltérképezésére, ugyanakkor alkalmazédsa soran elengedhetetlen a megfeleld validacio, a
matrixhatasok kontrollja és a modszer korlatainak figyelembevétele.

2.3.2 MycoFoss™ rendszer

A MycoFoss egy ipari alkalmazasra fejlesztett, automatizalt, FC alapt rendszer, amely elsdsorban
takarmanymintak gyors és reprodukalhato6 vizsgalatara szolgal. El6nye a nagy mintaszam kezelése
¢s a standardizalt mikodés, ugyanakkor alkalmazhatdsaga toxin- és matrixspecifikus.

3. Egyéb és ‘feltorekvd’ technoldgiak

Az elmult években intenziv kutatds zajlik bioszenzorok, elektrokémiai detektdlds, valamint
hordozhato spektroszkopiai eszkozok fejlesztésére. Bar ezek a modszerek jelenleg elsdsorban
kutatasi fazisban vannak, hosszu tavon jelentds szerepet jatszhatnak a decentralizalt mikotoxin-
monitoringban.

Felhasznaloi igények és elvarasok

A 2023-as tanulmany 63 résztvevd (mezdgazdasag, feldolgozas, kereskedelem, hatdsagok,
laborok) véleményét gylijtotte 0ssze arra vonatkozoan, hogy milyen az idealis mikotoxin-analitikai
eljards. A tanulmanybol kideriil, hogy a megkérdezett mezdgazdasagi termeldk és élelmiszer-
feldolgozok szdmara a legfontosabb elvarasok a kovetkezok: (1) Egyszerli mintelokészités, (2)
Alacsony koltség, (3) Gyors eredmények és (4) Mobil, terepen is hasznalhato screening eszk6zok.
A megkérdezettek tobbsége (87,5% gazdalkodok; 80% feldolgozdk) igényli az eldsziird
(screening) eszkozoket — példaul POCT (Point-of-Care Test) mddszereket.

Ettd] eltérden a hatosadgok és kereskedelmi laboratériumok 6 szempontjai: (1) Alacsony LOQ); (2)
Tobb komponens egyidejli meghatarozasa (multi-toxin modszerek), (3) Magas mérési
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megbizhatosag €s pontossag. Szamukra masodlagos a koltség; szdmottevobb a mérési 1d6 és
érzékenység (Csenki et al., 2023).

Ez az 6sszetett igénykor azt mutatja, hogy a technologiai fejlesztéseknek a gyorsasag (a résztvevok
>70%-a szerint fontosabb a mérés iddtartama, mint a koltség), pontossag, egyszerli haszndlat,
multiplikalhatésag (tobb mikotoxin egyidejii vizsgélata) kritériumokat egyszerre kell kielégiteniiik
a felhasznaloi elvarasok szerint. Meglatasunk szerint az altalunk kordbban kifejlesztett CFIA
modszer mar jelen formajaban is alkalmas a piaci elvarasok jelentOs részének lefedésére.

Az alabbiakban részletesen bemutatasra keriil a ’Mikotoxin analitika’ témakdrben folytatott
kutatdomunka tudomanyos hattere.

1. CFIA tovabbfejlesztése

Projekt#l: ELISA és aCFIA modszerek osszehasonlito vizsgalata

Klinikai alkalmazasban mar az 1980-as években megjelentek az els¢ aramlési citométerek (FCM),
melyek lehetévé tették tobb biomarker egyidejii kimutatasat. A mikotoxin analitikai teriiletén az
FCM-ek és az immunanalitikai egyiittes alkalmazédsaban rejld lehetdséget elsd izben azonban csak
2008-ban hasznaltuk ki, amikor Fungi-Plex néven bemutatdsra keriilt az els6, 6t mikotoxin
egyideju kimutatasara alkalmas moddszer. Végiil 2012-ben késziilt el az elsd, hat mikotoxin
egyidejii kimutatasara alkalmas platform, a CFIA rendszer.

A hagyoményos kimutatasi modszer az ELISA, amely egyetlen toxinra optimalizalt, kiilon
extrakcids protokollt és hosszii (~45 perc) inkubdciot igényel. Ez koltséges és iddigényes,
kiilonosen tobb toxin egyidejli vizsgalatakor. Az FC-n alapuld CFIA lehetévé teszi tobb mikotoxin
(multi-mikotoxin szennyezés) parhuzamos kimutatasat egyetlen univerzalis extrakcioval.

A CFIA multiplex formatuma bizonyitottan alkalmas hat toxin egyidejli mérésére, azonban a PON
alkalmazasokhoz bizonyos paraméterek finomitasra, tovabbi vizsgélatra szorulnak. A projekt
keretében kidolgozasra keriilt egy gyorsitott, aCFIA protokoll. Vizsgalataink soran a lehetd
legnagyobb mértékii idécsokkentést és két toxin (T-2, ZEA) egyidejii kimutatasat céloztuk
meg, a kotési kinetika javitasaval, az analitikai teljesitmény megorzése mellett.

Projekt#2: MycoFoss — automatizalt CFIA alapu modszer bemutatasa

A hagyomanyos kimutatasi modszerek (ELISA, HPLC-MS/MS, GC-MS) tobb manualis 1épést
igényelnek, ami idoigényes €s képzett szakembert kivan. Az automatizalt, gyors immunoanalitikai

megoldasok célja a manualis 1épések csokkentése és a mérési id6 lerdviditése. Korabbi CFIA
eredményeinket alapul véve a dan FOSS (hardver, szoftver) és a magyar Soft Flow Kft.
(mikrogyongy alapti modszer) munkatarsai egyiittmiikodésben elkészitették az elsd automatizalt,
CFIA alapt eljarast. A MycoFoss™ platform képes hat kiilonbozd mikotoxin egyidejl
kimutatasara buizaban, kukoricaban és arpaban, d&ramlasi citometrids immunoassay technoldgiaval.
Célunk az aj modszer bevezetése és osszehasolitaisa HPLC-MS/MS modszerrel, kizarolag
referencia mintak alkalmazasa mellett.
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Projekt#3: CFIA mddszer dsszehasonlitasa HPLC-MS/MS modszerrel

A Fusarium fajok altal termelt mikotoxinok — kiiléndsen a trichotecének (pl. DON), fumonizinek

¢s ZEA — vilagszerte jelentOs élelmiszerbiztonsagi kockdzatot jelentenek. Kisérletiink tervezése
soran az emlitett toxinok koziil valasztasunk a DON toxinra esett, hiszen ez a leggyakoribb
trichotecén a gabonafélékben, és mar alacsony szinten is immunfunkcid-valtozasokat okozhat. A
hagyomanyos kimutatasi modszerek (ELISA, LFD, TLC, HPLC-MS/MS, GC-MS) koziil a HPLC-
MS/MS tekinthetd referencia technoldgianak, azonban koltséges €s idoigényes. A globalis
¢lelmiszerlancban egyre nagyobb az igény gyors, automatizalt, - egyszerli hasznalat tobb
mikotoxint egyszerre kimutatd rendszerekre. A MycoFoss™ platform integralja a mintakészitést
¢€s az analizist, €s kevesebb mint 8 perc alatt eredményt ad. A vizsgalat célja a MycoFoss™ és az
UHPLC-MS/MS modszer osszehasonlitasa DON kimutatasiaban, természetes mintak
tesztelésével.

2. Multi-mikotoxin hatdsok vizsgalata

A mikotoxinokra jellemz0 az egyiittes el6fordulas. Ez annak koszonhetd, hogy az egyes kornyezeti
feltételek altaldban tobbféle gomba ndvekedésének is kedvezhetnek, illetve egy gombafaj nem
csak egyféle toxin termelésére képes. A toxinok egymadssal valo interakcidja még nem minden
esetben tisztazott. El6fordul szinergista, de antagonista hatds is (Kovacs, 2018). Amerikdbol,
Azsiabol és Europabol gyiijtott takarmanymintak tobb, mint fele tartalmazott legalabb kettét a
DON, aflatoxin, ZEA fumonozinek és OTA toxinok koziil. Kimutattak, hogy a leggyakrabban
egyiittesen elé6fordulé mikotoxinok a DON és ZEA. AFB1-et gyakori egylittes el6fordulas jellemzi
OTA-val, vagy ZEA-val, vagy mindkettdvel (Ogunade et al., 2018a).

Projekt#t] : Anvatoxinok és metabolitok hatasa az immunassay mitkodésére

Csakugy, mint barmely immunanalitikai mddszer, a CFIA esetében is felmeriil a keresztreaktivitas
jelensége, amely a mérési pontossag jelentds csokkenését okozhatja. A keresztreaktivitas lényege,
hogy az alkalmazott antitest nem kizarolag a célzott mikotoxinhoz kotddik, hanem szerkezetileg
hasonlé egyéb molekuldkhoz is. Ennek kdvetkeztében a mérési jel valtozhat, akar olyan analitok
jelenléte miatt is, amelyek nem kivant médon interferalnak a kimutatasban. Példaul a ZEA ELISA
tesztek gyakran mutatnak keresztreakciot zearalenon-glikozidokkal és egyéb, szerkezetileg rokon
metabolitokkal. Hasonld problémat jelenthetnek a fumonizinek és az OTA immunanalitikai
vizsgalatai, ahol a természetes matrixban el6forduld kapcsolodd molekuldk torzithatjdk az
eredményeket. A keresztreaktivitas mértéke az antitest specifitasatol, az alkalmazott immunkémiai
formatol és a minta Osszetételétdl fiigg. Ezért projektiink keretében toxinok, bomlastermékek ¢és
metabolitok alkalmazéasaval protokollt dolgoztunk ki; teszteltiik a CFIA rendszerben alkalmazott
antitestek specificitasat. A kidolgozott protokoll a késébbiekben alkalmazhaté lehet az \j
specifikusabb antitestek fejlesztésénél, és a legmegfelelobb antitest kivalasztasaban is.
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Projekt#2: OTA és metabolitjai allati sejtkulturakon

A mikotoxinok — kiilénosen az ochratoxinok (OTA, OTB, OTC) és a citrinin (CIT) — vilagszerte
jelentds élelmiszerbiztonsagi és allategészségiigyi kockéazatot jelentenek. Az OTA nephrotoxikus,

hepatotoxikus, immunotoxikus, genotoxikus és karcinogén hatast, az IARC 2B kategoridba
sorolja mint lehetséges human karcinogént. A CIT szintén vesekarosito, és kronikus expozicioja
hozzéajarulhat endémias nefropatiak kialakulasahoz. A mikotoxinok gyakran egyiittesen fordulnak
eld az ¢lelmiszerlancban, ami fokozza a toxikus hatasokat (additiv vagy szinergista interakciok).
A metabolitok, mint az OTB, OTC ¢és a CIT f6 metabolitja, a dihidrocitrinon (DHC), szintén jelen
lehetnek a szervezetben és befolyasolhatjak a toxicitast.

A jelen projektiink célja kettds; (1) alapkutatds - egyedi és kombinalt citotoxikus,
fejlédéstoxikolégiai és molekularis hatasainak komplex vizsgalata kiilonbozé bioldgiai
rendszerekben; (2) alkalmazott kutatas — a hatdsok pontosabb megértése valaszt adhat arra a
kérdésre, hogy a jovoben CFIA rendszeriinket mely mikotoxin(okk)al érdemes kiegésziteniink,
érdemes-e az OTA; OTB és OTC toxin koncentraciokat individudlisan meghatarozni, vagy
elegendd lehet egy szumma-OT érték megallapitasa.

3. CFIA modszer tesztelése allati eredetit mintak mikotoxin
meghatarozasara

A fonalasgombdk altal termelt toxinok az egyszeri terményekbdl kiindulva a taplaléklancon
keresztiiljutva, jelentds veszElyt jelenthetnek az allatokra és az emberekre is egyarant. Ebbdl
adododan az éllati forrasbol szdrmazo ételek, mint a hus, tej, tojas is jelentds veszélyt jelentenek
(Kovécs, 2018) az élelmiszer fogyasztokra.

A perzisztens szerves szennyezOanyagok (POPs) kozé tartozé mikotoxinok (pl. aflatoxinok,
ochratoxinok) szertedgazd bioakkumulativ és toxikoldgiai kockazatot jelentenek az allati és human
egeészségre. A klimavaltozas (hdmérséklet-, CO.- és vizstressz-valtozasok) mddositja a mikotoxin-
noveli a takarmany- €s élelmiszerlancban. Ennek nyoman az expozici6 egyidejli, gyors, érzékeny,
¢s lehetdleg tobb célpontot lefedd kimutatdsi modszereire van sziikség, nemcsak a
kornyezeti/élelmiszer mintakban, hanem az exponalt szervezetben felhalmozdodott mennyiségek
vizsgalatara is. A leggyakoribb és legrelevansabb mikotoxin az OTA, amelyet az Aspergillus és
Penicillium fajok termelnek. Az OTA nephrotoxikus, hepatotoxikus, teratogén, neuro és
immunotoxikus hatasu, és az IARC 2B (lehetséges humén karcinogén) kategdridba sorolt. A
kronikus, de jogilag elhanyagolt alacsony expozicids szintek is kiiszobértéket érhetnek el a
szervezetben a bioakkumulacid miatt, ezért a felhalmozddott tartalom megbizhaté mérése kiemelt
feladat. A hivatalos monitoringban elterjedt HPLC FLD/LC MS/MS modszerek mellett az
immunoassay alapti megoldasok (ELISA; CFIA) kdltséghatékony, gyors alternativat kinalnak, és
potencialisan multiplex mérésre is alkalmasak.

A projekt célja olyan dedikalt immunoassay alapu eljarasok kidolgozasa és 6sszehasonlitasa
(ELISA, FCM), amelyek az exponalt szervezetben felhalmozodott OTA mennyiségét
megbizhatéan, gyorsan és koltséghatékonyan képesek meghatarozni, és eredményeik
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osszemérhetok a laboratériumi HPLC-FLD referenciaval. A mdodszereket egerek plazmajan,
valamint maj- és veseszovetén teszteltiik.

4. CFIA helye ¢s szerepe a hat¢kony mikotoxin-menedzsment rendszerben -
gabonaalapu alkalmazéasok

A mikotoxinok altal jelentett élelmiszer- és takarmanybiztonsagi kockazat hatékony kezelése
komplex, tobb szinten megvalosuldé mikotoxin-menedzsmentet igényel. Ennek alapjat a rendszeres
kockazatelemzés €s monitoring képezi, amely magaban foglalja az alapanyagok, takarmanyok ¢és
késztermékek folyamatos rendszerszintli analitikai ellendrzését, valamint a foldrajzi, klimatikus és
mikroklimatikus tényezok figyelembevételét. Mivel a szennyezettség idoben és térben erdsen
valtozo, és akar rovid ido alatt is jelentds kockazatnovekedést okozhat. A rendszeres analitikai
ellendrzés lehetdvé teszi a kockéazatok korai felismerését, az alapanyagok szelekciojat, valamint a
megeldz6 és korrekcios intézkedések gyors bevezetését.

A megeldzés kulcsszerepet jatszik mind a ndvénytermesztésben, mind a betakaritas utani tarolas
soran. Az agrotechnikai intézkedések; a rezisztens fajtak alkalmazasa, a kell6 mértékii szaritas, a
megfeleld és kontrollalt raktarozasi koriilmények csokkentik a toxintermeld gombak
elszaporodasat. A takarmanybiztonsag teriiletén az alapanyag-kontroll, a toxinko6td adalékanyagok
alkalmazasa ¢és a receptirak optimalizéalasa jarul hozza a kitettség mérsékléséhez.

E kornyezetben kiemelt szerepet kapnak a gyors immunanalitikai modszerek, kiilondsen a
helyszini alkalmazhatdsaggal tdmogatjak a dontéshozatalt. A CFIA tesztek alkalmasak nagy
mintaszam gyors szlrésére, igy idedlis eszkozt jelentenek a folyamatos mikotoxin-monitoring
megvalositdsahoz a termelési és takarmanyozasi lanc teljes hosszaban. Bar a CFIA moddszerek
elsésorban sziirdvizsgélatra szolgdlnak, rendszeres alkalmazéasuk jelentdsen csokkenti a nem
¢észlelt szennyezések kockazatat, ¢s megbizhato alapot teremt a célzott, miliszeres megerdsitd
analizisekhez. Osszességében a gyors immunanalitikai CFIA technoldgiak kulcsszerepet toltenek
be a proaktiv, megeldzés-orientalt mikotoxin-menedzsmentben.

Az alabb ismertetett projektekben célunk annak bizonyitasa volt, hogy az altalunk fejlesztett
CFIA rendszer szervesen integralhaté a komplex mikotoxin-menedzsment rendszerbe.

Projekt#t] : Mikotoxin terkep készitése kukorica mintak mikotoxin adatai alapjan

Napjainkban egyre erdsodod torekvés, hogy naprakész, régid-specifikus adatokat allitsunk eld a
toxigén gombak és mikotoxinok eléfordulasi gyakorisagarol és sokféleségérdl Magyarorszagon,
egy kozép-eurOpai orszagban, ahol jelenleg nem elégséges az atfogdé a monitorozas az
éghajlatvaltozasi forgatokonyvek alapjan. Ezen alapadatok l1étrehozéasa elengedhetetlen a globalis
¢ghajlati trendek helyi hatdsainak megértéséhez, a mikotoxinok szennyezésére vonatkozdéan. Az
¢ghajlatvaltozas a hémérseklet- €s csapadékprofilok atrendezésével, az aszaly- és hdstressz-
epizodok gyakoribba valasdval modositja a toxintermeld gombak szaporodasat és toxintermelését.
Ennek egyik lehetséges kovetkezménye a co-expoziciok gyakoribba valasa. Mindezek miatt olyan
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vizsgalati modszerek fejlesztése és alkalmazasa valik sziikségessé, amelyek képesek a multi-
mikotoxin hatds detektaldsara és monitorozasara.

Munkénk soran magyarorszagi kukoricamintakbol hataroztuk meg a legfontosabb mikotoxinok —
ugy, mint aflatoxinok (AFB1, AFB2, AFG1, AFG2), OTA, DON, T2-toxin, ZEA, fumonizin
hatarértékekhez vald viszonyat. A mérések kivitelezése MycoFoss™ késziilékkel tortént, amely
képes az érdeklddésiink targyat képezd hat mikotoxin egyidejli vizsgalatara. Legfobb célunk: az
orszag kiilonbozo terlileteirdl szarmazd kukoricamintdk mikotoxin  koncentraciojanak
megallapitasa. Az adatok feldolgozasat kdvetden (1) tisztan lathatova valik, az esetleges multi-
mikotoxin hatds mértéke; (2) azok grafikai abrazolasaval 'mikotoxintérkép” elkészitése valik
lehetségessé.

Ez az informacio kritikus fontossagi lehet, a hatékony lokalizalt kockazatkezelés és
szabalyozasi valaszok Kkidolgozasahoz. Emellett a gazdékat, az ¢lelmiszer-biztonsagi
hatésagokat és a dontéshozokat olyan adatokkal, ismeretekkel latja el, amelyek segitségével
hatékonyabb megel6z6 modszereket alkalmazhatnak és védekezhetnek az 0j kockazattal szemben.

Projekt#2: Talajmiivelesi technikak hatas a mikotoxin felhalmozodasra

A kukorica (Zea mays L.) egy fontos gabonaféle, amelyet vilagszerte kiilonb6zd éghajlati
viszonyok kozott termesztenek. A novény kiillonbozd részeit széles korben hasznaljdk emberi
taplalék, allati takarmany és ipari alapanyagként (Schollenberger et al., 2012). Az élelmiszerekben
¢s takarmanyokban taldlhaté természetes toxinok, kiilondsen a mikotoxinok, fitotoxinok és
ndvényi toxinok egyre nagyobb kockazatot jelentenek. A Fusarium fajok altal termelt mikotoxinok
gyengithetik a fertdzott novény abiotikus védekezd képességét és gatolhatjak a fehérjeszintézist
(Chukwudi et al., 2021).

Eurdpaban csak korlatozott szdmu termék all rendelkezésre a kukorica Fusarium ’ear rot’
lekiizdésére, emiatt a talajbol fert6z6 Fusarium-fajok elleni védekezés elsddleges modszere a
vetdmagkezelés. Bemutatott projektben az alkalmazott talajgazdalkodasi rendszerek (csokkentett
talajmiivelés, a talajkiméld talaymiivelés és a savos talajmiivelés) mikotoxin termelésre gyakorolt
hatasat vizsgaltuk. A bemutatott kutatas célja kiilonb6zo talajmiivelési technologiak hatasanak
értekelése volt silokukorica hibridek termesztése soran, kiilonds tekintettel a termdhelyi
adottsagokra, a meteoroldgiai feltételekre és a mikotoxin-szennyezettségre. A szantéfoldi
tudomanyos Kkisérletben eléallitott, ’valédi’ mintak jo alapot szolgaltattak a referencia
modszer és a CFIA alapu rendszer oOsszehasonlitasara, mellyel bizonyithaté a modszer
agrarkutatasban valo 1étjogosultsagat.

Projekt#3: CFIA alkalmazdsa mesterségesen fertozott kukorica hibridek mikotoxin tartalmanak

meghatarozasban

A bemutatott modszertan egy komplex, laboratoriumi—mezdégazdasagi kisérleti rendszerre épiil,
amelynek célja a Fusarium fajok altal termelt mikotoxinok mennyiségi meghatirozésa
kukoricéban, kiilonds tekintettel Bt és azokkal izogén nem-Bt hibridek Osszehasonlitdsara. A
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vizsgalat jelentdsége abban rejlik, hogy egyszerre értékeli a genetikai hattér (Bt transzgén), a
mesterséges €s természetes fertézés, valamint a tobb toxint egyszerre mérd analitikai technologia
hatasait.

A Fusarium fajok altal termelt mikotoxinok — kiilondsen a fumonizinek, trichotecének és ZEA —
jelentds ¢élelmiszerbiztonsagi kockazatot jelentenek. A kukorica gyakran fertézédik F
verticillioides, F. proliferatum, F. graminearum és F. sporotrichoides fajokkal, amelyek kiilonb6z6
toxikus metabolitokat termelnek. A genetikailag modositott (GM) kukoricavonalak (MON 810,
DAS-59122-7) Cry-toxinokat termelnek, amelyek csokkenthetik a rovarok altal okozott
sériiléseket, igy kozvetetten mérsékelhetik a gombafertézést €s a mikotoxin-termelést. A
novénynemesitésben a mikotoxinok kimutatdsara hagyomanyosan HPLC-MS/MS modszereket
alkalmaznak, de ezek koltségesek €s iddigényesek. Az immunoanalitikai technikék, kiilonosen a
CFIA, lehet6vé teszik tobb mikotoxin egyideji, gyors és érzékeny meghatarozasat, ami a teriileten
negy hozzédadott értékkel birhat. Hasonléan a fent emlitett projekthez, itt is 6sszehasonlito
meérések elvégzése volt a cél, és annak bizonyitasa, hogy az altalunk kidolgozott modszer
megfelel a novénynemesitésben felallitott jelentés elvarasoknak, alkalmazhaté ezen a
teriileten.

b) Toxinmentesités a fonalas gombak inaktivaladsan keresztiil

A mikotoxinmentesitési technikdk altalanossagban pre- és post-harvest fazisokra oszthatok,
amelyek a betakaritas el6tti és utani szakaszokra utalnak. Beszélhetiink ezeken feliil még harvest
fazisrol is, amely magara a betakaritasra utal (Ogunade et al., 2018a).

Pre-harvest fazis

A pre-harvest fazis a megeldzést, vagyis a toxigén gomba fejlddésének megakadalyozasat célozza.
Nagy jelentdséggel bir a GAP, vagyis a good agricultural practice. Fontos a kornyezeti stressz
csokkentése a novényen. Ez magaban foglalja a rovarok tavoltartasat, mivel azok vektorként
szolgalhatnak a fumonizineknek, aflatoxinoknak. Gyakran alkalmaznak rezisztens magokat, igy
csokkentve a befertézddést (Agriopoulou et al., 2020).

Harvest fazis

A korai betakaritas csokkenti a mikotoxin szennyezddés esélyét. A termény levagasanak
magassaga is befolydsolhatja a fertdzottséget a termo6fold szennyezettsége miatt. Minél kdzelebb
torténik a szar levagasa a talajhoz képest, annal valoszinilibb, hogy a fonalasgomba a raktarba kertil

majd. Ezeken feliil az azonnali raktarozas segitheti a toxintermeld gombak tavoltartasat (Ogunade
etal., 2018a).

Post-harvest fazis

A kiilonboz6 élelmiszerfeldolgozasi folyamatok nem hatdsosak a mikotoxinok lebontasa
szempontjabol, mivel azok igen hdstabilnak bizonyulnak (Agriopoulou et al., 2020). Példaul AFB1
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redukcio torténik 150-200 °C kozott atlagosan 79%-ban, de ebben az esetben mar csokken az
¢lelmiszer mindsége (Rushing & Selim, 2019).

A mikotoxinok képzddésének megakadalyozasat segitheti a rovarok tavoltartdsa a learatott
terménytdl, mivel a rovarok életfolyamatai soran viz keletkezik, ami hozz4jarul a fonalas gombak
novekedéséhez (Mutambuki & Likhayo, 2021).

Fontos a termény gyors szaritasa, lehetdség szerint a 0,7 alatti vizaktivitas elérése, mivel ez mar
nem kedvez a fonalasgombdk ¢életfolyamatinak. A mar fert6zott szemek szortirozdsa hatasos a
termény tobbi réazének megorzése érdekében. A siloban a kérnyezet megvaltoztatasa, magas szén-
dioxidszint, alacsony oxigénszint ¢és alacsony pH létrehozasaval is lassithato a penészek
novekedése. A. flavus esetében példaul a ndvekedés szignifikansan csokken aw=0,92-n
Osszehasonlitva aw=0,95-tel. Kukorica esetében modositott osszetételli levegd alkalmazasakor 25
€s 50%-0s CO2-n 20-35% gatlas kovetkezett be novekedés/CFU/g. 75%-0s CO2-nek vald
kitettség tobb, mint 50%-ban gatolta a novekedést vizaktivitastol fliggetleniil. Ezen CO2 aranyok
létrehozasa és megtartasa azonban bonyolult (Giorni et al., 2008). Ezen feliil pedig a talszaritott
termény kevesebbet ér, igy az is fontos, hogy a nedvességtartalom ne legyen tul alacsony, vagyis
ne essen 10% ala (Leslie et al., 2021., Aiko & Mehta, 2015).

A mikotoxin eltavolitasi stratégiak

A mikotoxinok eltavolitasara kiilonb6zd fizikai, biologiai és kémiai modszereket kiilonboztetiink
meg (Aiko & Mehta, 2015), azonban ezen stratégidk nagy része még nem alkalmazhat6
mezdgazdasagi 1éptékben, vagy nem elég hatékonyak (Ogunade et al., 2018a).

Antifungalis szerek

Szerves, gyenge savakat, mint a szorbinsav, a benzoesav, vagy a propionsav, hasznalnak
mikotoxinok eltavolitasara. Antimikrobialis hatasa azonban csak a disszocialatlan formanak van,
ebbdl adodik a disszociacios allando fontossaga (Chulze, 2010). A disszocialatlan forma atjut a
sejtmembranon, ahol felszabaditja annak H' ionjait, igy acidifikalva a sejtmembrant (Muck et al.,
2018). A F. verticillioides és F. perforatum fajok ellen azonban nem hatdsos a szorbinsav és a
propionsav(Chulze, 2010).

Ozon
Az 6zon haszndlata egyszeriinek tekinthetd és az oxigénen kiviil nincs melléktermék. Alkalmas

AFB1 és AFG1 degradalasara a C8-C9 kettdskotésnek koszonhetden, illetve DON-ra is hatéssal
van (Agriopoulou et al., 2020).

Adszorpcids szerek

Az adszorpcids szerek csokkentik a mikotoxinok bioavailibitasat. Hatdsuk nagyban fligg a
kornyezettdl és magatél a mikotoxintol. Mivel az adszorpcids szereket az elfogyasztott
takarmanyba keverik, ezért az allat, annak szervezete és étrendje is fontos befolyasold tényezd. Ide
sorolhatok a kiilonb6zd agyagok, mint példaul az agyagasvany, a HSCAS (hydrated sodium
calcium aluminosilicate) vagy a montmorillonite. Ebbe a kategoriaba tartozik még az aktiv szén
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¢s a polyvinyil pyrolidone. Az ¢éleszt alapu megkotd szereknél a B-glukan keriil hasznositasra,
mig a klorofill alapu adszorpcios szer esetében az AFB1 sikban elhelyezkedd gytirtije kotédik a
klorofillinhez. Gyakori az adszorbensek kombinalésa is, példaul a montmorillonite és az €lesztd
kombindldsa mannan oligoszachariddal, amely jelent6sen csokkenti a kérédzok tejébe torténd
aflatoxin kivalasztddast (Ogunade et al., 2018).

Sugarzas
Eredményesnek bizonyult a sugarral torténd kezelés a mikotoxinok eltavolitasa szempontjabol.

Sajnos azonban fizikai kémiai és biologiai szempontbdl is hatassal van az élelmiszerre, igy nem
alkalmazhat6 a terményen (Agriopoulou et al., 2020).

Cold Atmospheric Pressure Plazma

Kiilonbozo feliiletek fertStlenitésében egyre elterjedtebb a cold atmospheric pressure plazma
alkalmazasa alacsony koltsége miatt. Az élelmiszereknél egyeldre nem alkalmazhato a lehetséges
toxikus maradvanyok miatt (Agriopoulou et al., 2020).

Mikroorganizmusok

Mikotoxinok lebontasara alkalmazott mikroorganizmusok kérnyezetbarat, irreverzibilis reakciot
biztositanak, azonban nem koltséghatékonyak. Pleurotus spp. képes 25 °C-on és pH=4-5-6n AFB1
bontasara. Ebben az esetben azonban a magas mikotoxin koncentraci6 limitald tényezé (Ogunade
et al., 2018).

Baktériumok

Flavobacterium aurantiacum B-184 torzs képes az aflatoxinok irreverzibilis eltavolitasara.
Gyakran alkalmaznak tejsav baktériumokat, mint példaul - Lactobacillus casei, L. reuteri, L.
amylovorus, L. rhamnosus. L. fermentum képes az AFB1 98%-o0s, mig a T-2 toxin 84%-os
bontasara. Egyes torzsek, mint példaul L. acidophilus L. delbrueckii subs. bulgaricus nem csak
¢lve, de ho altal inaktivalt formaban is hatdsosak. Esetiikben az €16 sejtek tudtdk a legtobb
aflatoxint semlegesiteni, nagyjabol 30%-kal, ZEA-t 57, DON-t 37%-kal. OTA-t nem befolyasolta
a baktériumok életképessége. ZEA és DON mikotoxinoknal degradacio valosziniisithetd, mig OTA
és AFB1 esetében kotddéssel torténhet a semlegesités (Ragoubi et al., 2021).

Rekombinans vagy természetes enzimek:

Altalanossagban elmondhato, hogy igen nagy kihivast jelent az egységes enzimeloszlas és
enzimaktivitds elérése, illetve a mikotoxinok egyiittes el6forduldsa is bonyolitja az
alkalmazasukat. AFB1 semlegesitésére alkalmas 16 uM-os koncentracioban az Armillariella
tabascens altal termelt enzim. Rhodococcus erythropolis altal termelt enzim képes akar 68%-ban
bontani az aflatoxint. Az Acitenobacter altal termelt peroxiredosin és a Clonostachys spp altal
termelt laktonhidrolaz enzim képes a ZEA bontasara. Utdbbi esetben a zhd101 gént kddold régio
klonozva lett, majd Schizosaccharomyces pombe és Escherichia coli mikroorganizmusok altal lett
nagyobb mennyiségben termeltetve. DON bontasara képesek a glikozil-transzferazok, lipazok,
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illetve a citokrom P450 rendszer is, a végtermék azonban gyakran visszaalakul DON-na (Ogunade
et al., 2018). A kiilonb6z6 peptidazok és amidazok képesek az OTA fenilalaninna és a joval
kevésbe toxikus ochratoxin a-va alakitdsara (Leslie et al., 2021). Tovabbi nehézség, hogy a
takarmany- és ¢élelmiszeriigyi szabalyozdsok nem kedveznek az enzimek alkalmazédsanak
(Agriopoulou et al., 2020).

Az aldbbiakban részletesen bemutatdsra keriilnek a ’Toxinmentesités a fonalas gombak
inaktivalasan’ témakdorben folytatott kutatdmunka tudomanyos hattere.

1. Fonalas gombdk 1zolalasa és pontosabb megismerese

A szakszerli védekezés érdekében fontos a fajok és torzsek minél pontosabb ismerete; mely
koriilmények kozott a legaktivabb a fejlodésiik €s a metabolit termelésiik, valamint melyek azok a
kivalto tényezok, amelyek fokozzak a mikotoxinok termelését. Az A. flavus optimalis szaporodasi
kortiilményeivel szamos kutatas foglalkozik, a novekedést befolydsold tényezok kozé tartozik a
homeérséklet, a paratartalom és az oxigén elérhetdsége. Valamint megfigyelték, hogy az eltérd
tapkozegek, a kiilonbozo gabonafajtak, vagy az egyazon gabona minta eltérd fizikai allapota
erésen befolyasolhatja a termelt mikotoxinok mennyiségét (Inotai és mtsai. 2024). Erdemes mas,
kevésbé leirt fajok esetében is foglalkozni az optimumok vizsgalataval, és a lehetséges
kiilonbségekkel. Ezt bizonyitja Bata-Vadacs és munkatarsainak 2025-6s kutatasa, ahol az A4. flavus
esetében oxigén jelenlétében a vizsgalt pH tartomdnyban nem valtozott a termelt aflatoxin B1
mennyisége, azonban az A.creber esetében a pH nodvekedésével jelentésen csokkent a
sterigmatocisztin termelése.

A vizsgalat célja a hazai gabonamintakbdl és human tracheabdl izolalt fonalasgombak
novekedési optimumanak és toxintermel6 képességének osszehasonlitasa, a multitoxin-hatas
dokumentalasa és a teriileti kiillonbségek feltérképezése (Alfold, Eszaki-kﬁzéphegység,
Dunantili dombsag).

2. Agardiffuzios és CLSI M38-A2 szabvanyon alapul6d mikrodiliicios eljaras
MIC protokollok dsszehasonlitasa

Az Aspergillus flavus ¢&és Aspergillus parasiticus opportunista patogének ¢és jelentds
aflatoxin-termeldk. Az A4. flavus gyakori humén koérokoz6 is, mig az A. parasiticus regionalisan
ritkabb, de aflatoxin-termeld potencidlja miatt élelmiszerbiztonsagi kockéazatot jelent. Hazankban
a Fusarium nemzetség tagjai a legelterjedtebb névényi patogének (Mesterhazy et al., 2022), ezen
feliil gyakran el6forduld human patogének is (Georgiadou et al., 2014). Az antimikotikumok koziil
az azolok az ergoszterol-szintézis gatlasaval hatnak; hosszl tavl alkalmazasuk rezisztenciat és
mellékhatasokat eredményezhet, ezért megbizhaté MIC-mérés sziikséges.

A MIC az adott antifungélis szer legkisebb koncentracidja, amelynek hatdsasra a gomba
novekedése gatolva van. Ez az érték kiemelt fontossagut az egyes antimikotikumok
hatékonysaganak vizsgélatakor és jellemzésekor. Eldzetes szakirodalmi kutatasaink soran azt
figyeltilk meg, hogy attol fiiggden, hogy az adott human és novény fertdzésre is képes gombat,
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milyen oldalrél kozelitik meg, mas modszert hasznalnak a MIC érték meghatarozasara. A klinikai
kutatasok soran egy standardizalt, CLSI M38-A2 mddszert hasznalnak (Georgiadou et al., 2014;
Mohaghegh et al., 2022)., mig az agrariumhoz kdothetd vizsgélatok sordn az tigynevezett agar
higitasos modszert (Sehirli & Saydam, 2016; Spolti et al., 2012; Zhou et al., 2024). Elobbi, 96-
lyuku plate segitségével, mig utdbbi Petri-csészékkel alkalmazhatod, emiatt a CLSI nagyobb
ismétlésszamban végezhetd egy idoben.

Munkank célja két széles korben hasznalt MIC-meghatarozasi eljaras — az agar higitas és a
CLSI M38-A2 mikrodilucios protokoll — mddszertani Osszevetése volt, a klinikumban
alkalmazott vorikonazol (VOR) és az agrariumban hasznalatos metkonazol (MET)
osszehasonlitasaval. A motivaciot az aflatoxin-kockazat novekedése (klimahatasok), a
rezisztencia mérséklése €s a dozisoptimalizalas igénye adta.

3. Klor-dioxid és egyéb antifungalis szerek 0sszehasonlito vizsgalata

A pre-harvest fazis soran legelterjedtebben hasznalt antifungélis szerek az azolok, amelyek k6zé a
MET is sorolhatd. Az azol tipusu vegyiiletek a CYP51 elnevezésii, masnéven lanoszterol 14 a-
demetilazként ismert enzim miikddését gatoljak, amely létfontossagl szerepet tolt be a gomba
sejtfalszintézis sordn. A gombdkban ezt az enzimet altaldban egy CYP51 gén kodolja, az
aszkomikotak torzsében azonban gyakran eléfordul, hogy tobb ilyen enzimet kodolo gén talalhatd
meg. Az azolokkal szemben rezisztencia tud kialakulni mind a gombakban, mind a névényekben,
mind pedig az emberben egyarant (Williams et al., 2024). Ezek ugyanazon harom mechanizmuson
alapulnak: CYP51-es gén mutacidja vagy overexpresszioja, illetve az efflux pumpak
overexpresszidja, amelyek alkalmasak az azolok eltavolitdsara (Williams et al., 2024). A human
vonatkozas kiemelt jelentdségii, mivel, a VOR nevii triazol alkalmazasa egy elterjedt kezelési mod
a Fusarium fajok altal okozott emberi megbetegedések soran (Williams et al., 2024). Ezen tények
hangsulyozzék az azolrezisztencia fontossagat a One Health concept szemszdgébdl is (Williams
et al., 2024); amely a kornyezeti, élelmiszerlanc- és human eredetli gombak egységes kockazati
értékelését helyezi eldtérbe. A human izoldtumok bevondsa jelentdsen noveli a kutatds
relevanciajat, és hozzajarul a fonalasgombdak komplex toxikologiai és patogenetikai szerepének
jobb megértéséhez. Egy gyenge sav, a propionsav (PROP) is gyakran keriil alkalmazasra a
mezOgazdasagban gombaellenes anyagként. Hatasara oxidativ stressz alakul ki a
fonalasgombéban, ami apoptdzishoz vezet (Yun & Lee, 2016). Az elonyds tulajdonsagai ellenére,
alkalmazasa kontraproduktiv is lehet ugyanis a nem megfeleld alkalmazésa fokozhatja a mikotoxin
termelést (Scudamore et al., n.d.).

Tovabbi potencialis gombaellene hatéoanyag a klor-dioxid nevii vegyiilet is. A klor-dioxid egy
viztisztitasra (Aieta & Berg, 1986), fogéaszati kezelések soran (Mohammad 2004.) és feliileti
fert6tlenitoként régdta, nagy gyakorisaggal alkalmazott vegyiilet. Antimikrobidlis hatdsa mellett
fontos elénye, hogy nem hagy toxikus bomlasterméket maga utan (Yeshwanth, n.d.), emberre
artalmatlan. E 1ényeges tulajdonsdg mogotti egyik ok, hogy a kloér-dioxid egy ugynevezett
méretszelektiv vegyiilet; a mikron nagysagu organizmusokkal szemben halalos, de nagyobb
szervezetekre, mint a novények, allatok és emberek, nem jelent veszélyt. A fejlettebb szervezetek
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keringése jelenti a masik okot, amiért a klor-dioxid csak mikroorganizmusokra artalmas. A
tobbsejtli organizmusok keringési rendszere képes glutationt szallitani a kezelés helyére, ami
tovabbi védelmet biztosit a klor-dioxiddal szemben (Noszticzius et al., 2013).

A klor-dioxid a Fe? és Mn?* ionok oxidacidja révén fejti ki hatasat, de a DNS vagy poliszaccharid
molekuldkat nem befolyasolja, ami tovabb noveli a vegylilet elényds tulajdonsdgainak szamat.
Mindazonaltal, négy aminosavval 1€p reakcidba: a ciszteinnel, a tirozinnal, a triptofannal és a
metioninnal (Noszticzius Z, Rosivall L, 2010). Mivel ezek az aminosavak létfontossdguak az
¢lolényekben, igy a mikrobialis szervezetekben is, nem tud rezisztencia kialakulni a klor-dioxiddal
szemben (Noszticzius et al., 2013) . A Kkisérletek soran célul tiztiik ki a Kklor-dioxid
novekedésgatld hatasanak vizsgalatat és mas, ipari alkalmazasban 1évo gombaellenes
szerekkel torténo osszehasonlitasat mikotoxin-termelé Fusarium, Aspergillus fajokon.
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2)Anyagok ¢s modszerek

Terjedelmi korlatok miatt az anyagok és modszerek fejezet csak tudomanyos review jellegi,
Osszefoglald attekintést ad. Nem modszertani jegyzokonyvként, hanem értékeld, szintetizald
szemlélettel mutatja be a kisérleti rendszert, az alkalmazott analitikai modszereket és azok
jelentdségét. A részletes leirdsok a tézis alapjat képezd publikacidkban taldlhatéak meg.

a) Mikotoxin analitika

1. CFIA tovabbfejlesztése

Projekt#t] : ELISA és aCFIA mddszerek 6sszehasonlito vizsgalata

A fair 6sszehasonlitas érdekében mind az ELISA, mind a CFIA protokolljat modositottuk. Az
inkubdcios idok széles skalajat (2—60 perc) vizsgaltuk, mikdozben mindkét mddszer esetében
kotodési kinetikai méréseket végeztiink. ELISA-nal az optikai denzitast (OD), CFIA-nal pedig a
relativ atlagos fluoreszcencia intenzitast (MFI) kovettiik nyomon. A két eltéré mérési egység
Osszehasonlithatdésaga érdekében uj, normalizalt egységet vezettiink be (Equivalent Optical

Reading Units — EORU), amely lehetévé tette az eredmények kozos skalan torténd értelmezését.
A mérések harom parhuzamos kisérletben, fiiggetlen ismétlésekkel zajlottak.

A CFIA modositasa soran csokkentettiik az egyidejiileg vizsgalt mikotoxinok szamat (multiplexrol
kereskedelmi kithez képest. Az ELISA esetében egy klasszikus, kétlépcsos eljarast alkalmaztunk,
amely soran kiilon inkubdaci6 tortént a monoklonalis antitesttel és a HRP-toxin konjugatummal.
A T-2 toxin kotddési kinetikdjat részletesen elemeztiik. Emellett vizsgaltuk a simplex és duplex
CFIA rendszerek kozotti egyezést, amelyet Bland—Altman statisztikaval értékeltiink. A gyorsitott
CFIA analitikdjanak egyik kulcseleme a kotddési kinetika extrapolacidja volt: rovid (2—15 perces)
inkubaciok alapjan becsiiltiik a 45-60 perces végponti MFI-értékeket.

Projekt#2: MycoFoss — automatizalt CFIA alapu modszer bemutatdsa

A vizsgalatban a Trilogy Analytical Laboratory-t6l (Washington, USA), szarmaz6 kukorica
referencia mintdkat hasznaltunk. Az Osszehasonlitasban a gyartd altal, LC-MS/MS mérések
alapjan meghatarozott referenciaértékeket vettiik alapul.

Mintakészités és mérés: MycoFoss™ miiszer mintataré pohardba 5 g, megfeleld szemcseméretii
kukoricalisztet mértiink be. A késziilék automatikus extrakciot végezett.

113



1. dabra: MycoFoss™ késziilék és az eldobhatd mintatarté pohdr

A késziilék képes hat f6 mikotoxin-csoport (DON, ZEA, aflatoxinok, fumonizinek, OTA ¢és T-2
toxin) egyidejli kimutatasara. A modszer a kompetitiv immunassay és az FC elvét 6tvozi, lehetévé
téve a gyors (=8 perc/minta), multiplex jellegi méréseket. A fluoreszcens jel és a toxin
koncentracioja kozotti forditott arany biztositja a kvantitativ meghatarozast, mig a gyongy-alapu
rendszer garantalja az egyes toxinok egyértelmi elkiilonitését. A vizsgalatot 6t kiillonbozo
miiszerrel, duplikalt mérésekben végeztiik el.

Projekt#3: CFIA mddszer 6sszehasonlitasa UHPLC-MS/MS modszerrel

2023 februarjaban, 18 kukoricaminta (9 kezeletlen és 9 Fusarium graminearum torzzsel
mesterségesen fertdzott) vizsgalataval teszteltink a MycoFoss™ detektald platformot.

Feltételezhetéen — a fert6zés terepi koriilményeinek kdszonhetéen - valamennyi kezeletlen
mintan is kimutathatd volt valamely Fusarium torzs. A mintdkat kézzel gyujtottik a gépi
betakaritas eldtt, hogy elkeriiljiik a kombéjnok tisztito mechanizmusait, amelyek csokkenthetik a
tényleges gombas szennyezddés mértékeét.

Az UHPLC-MS/MS méréshez a gabonamintakat a mintael6készitésre vonatkozo kritériumoknak
megfelelden készitettik el. A mérés elvégzéséhez akkreditalt laboratorium (Bonafarm
Takarmanylaboratérium, Nagyigmand) szolgaltatasat vettiink igénybe. Az alkalmazott miiszer egy
Agilent 1260 Infinity II HPLC volt, Ultivo QQQ MS rendszerrel dsszekapcsolva. Az analitikai
modszert néhdny meglévé modszer 6sszevondsaval és modositasaval fejlesztették ki. A modositott
rendszerrel 17 perc alatt 14 toxin meghatarozhatd egy lépésben. Az elvalasztashoz Kinetex
Biphenyl oszlopot hasznéltak, amelyet SecurityGuard™ ULTRA Holder eléoszlop el6zott meg. A
mobil fazist id6éprogramozott kettds gradiens eluens rendszerrel kezelték, H,O és MeOH
felhasznalasaval.

MycoFoss™ mérést a Soft Flow Kft. laborjdban végeztiik el; az eldzdekben eldkészitett,
kukoricalisztbdl 5 g-ot mértiink eldobhaté mintatarté poharba, €s azt helyeztiik a miiszerbe. Az
extrakciot €s a mérést a miiszer automatikusan elvégezte.
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2. Multi-mikotoxin hatdsok vizsgalata

Projekt#l: Anvatoxinok és metabolitok hatasa az immunassay mitkodésére

A vizsgalatban analitikai tisztaszagu toxinokat és toxinszarmazékokat hasznaltunk. Tekintettel
arra, hogy a CFIA rendszerben alkalmazott antitestek keresztreaktivitdsara voltunk kivancsiak
ebben a konkrét rendszerben, a méréshez a MycoFoss modszerben alkalmazott komponenseket
hasznéltuk, a gyarté altal megadott mennyiségben ¢és térfogatban. A protokoll egyetlen
modositasaként a toxin standardot a vizsgalni kivant analit adott higitasara cseréltiilk. A mérést
Attune NXT Flow Cytometer-en (Thermo Fischer Scientific) végeztiik el.

A keresztreaktivitasi értékeket a kdvetkezo képlet alapjan szamitottuk ki:
CR (%) = CTOXIN / CTOXIN-DERIVATIVE* 100
Ahol:
- CR arelativ keresztreaktivitas (vagy specifitas)
- CTOXIN ->IC 50 a 6 céltoxin
/a nulla kontroll standard abszorpcidjanak 50%-os csokkenéséhez sziikséges f6 céltoxin
koncentracioja (gatlas)
-  CTOXIN-DERIVATIVE -> a toxin szarmazékanak IC 50 értéke
/a nulla kontroll standard abszorpcidjanak 50%-os csokkenéséhez sziikséges toxin-szarmazék
koncentracioja

Projekt#2: OTA és metabolitjai allati sejthkulturakon

A vizsgalatok soran szarvasmarha (MDBK) ¢és kutya eredeti (MDCK) vesesejtvonalakat
alkalmaztunk kétdimenzios (2D) sejtkulturdkban, amelyekben jol modellezheté a mikotoxinok
nephrotoxikus hatasait. A sejtek kezelése szérummentes kozegben tortént, kizarva a
szérumalbuminhoz val6 erds kotddésbol eredd torzitd hatasokat, amelyek az OTA ¢és a CIT
esetében kiilonodsen jelentdsek.

A sejtvitalitast az intracellularis ATP-szint meghatarozéasaval értékeltiik, ami érzékeny indikatora
a sejtek metabolikus aktivitasanak. A kombinécios kisérletekben az OTA-t allando, mérsékelt
citotoxicitast okoz6 koncentracioban alkalmaztuk, mig a tobbi mikotoxint szubtoxikus vagy
toxikus dozistartomanyban adtuk hozza, lehetdve téve az interakciok feltérképezéseét.

A hagyomanyos 2D sejtkultirdkat egy hdromdimenzidés (3D) MDCK spheroid modellel
egeszitettiik ki, amely kozelebb all az in vivo szdveti szerkezethez és sejtkdlcsonhatasokhoz. A 3D
modell alkalmazéasa noveli az 6kotoxikologiai és human relevanciat, mivel a mikotoxinok hatasai
eltéréen érvényesiilhetnek a sejtek térbeli szervezédése miatt.

A vizsgalat kiterjedt egy jol bevalt in vivo alternativ modellre, a zebraddni6 (Danio rerio)
embriokra is, beleértve vad tipusu és transzgenikus vonalakat. Az embridtoxicitasi vizsgalatok
lehetové tették a letalitasi paraméterek meghatdrozasat, valamint a szubletalis fejlodési
rendellenességek feltérképezését. A mikotoxinok kdlcsonhatdsainak szdmszerlisitésére a Chou—
Talalay-féle kombindcios index (CI) mddszert alkalmaztuk.
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3. CFIA modszer tesztelése allati eredeti mintak mikotoxin
meghatarozasara

A vizsgalat sordan orvosilag ellendrzott, felnétt, him CDI1 egereket alkalmaztak, standardizalt
kornyezeti feltételek mellett. Az allatok étrendje és ivovize ellendrzétt volt, az OTA
hattérszennyezettség alacsony, de mérhetd szinten jelen volt, ami jol tiikrozi a realis kornyezeti
expozicidt. Az OTA-t szdjon at, gyomorszondas etetést utjan juttattak be 1 mg/ttkg és 10 mg/ttkg
dozisban, harom egymast kovetd napon keresztiil. A dézisok az alacsony tartomanyba estek,
lehetévé téve a szubakut toxikus hatdsok és a szoveti akkumuladcid vizsgalatat. A kisérleti
elrendezés tartalmazott abszolut kontroll- és vivoanyag-kontroll csoportokat is, ami novelte az
eredmények értelmezhetdségét. A kezelések utan az allatokbdl vérmintdkat, valamint fObb
szerveket (m4j, vese, 1€p) gyljtottek. A szervek tomegének mérése €s az alapvetd toxikoldgiai,
morfoldgiai vizsgalatok lehetdvé tették az OTA szervspecifikus hatdsainak értékelését. A mintakat
mélyfagyasztva taroltdk az analitikai mérésekig, minimalizalva a toxin lebomlésat.

HPLC-FLD alapu OTA-meghatarozas

A nagyhatékonysagi folyadékkromatografiat fluoreszcens detektalassal (HPLC-FLD)
referenciamodszerként alkalmaztdk. Az eljards magas érzékenységgel, kivalo linearitassal és
alacsony kimutatasi hatarral rendelkezett. A mddszer megbizhatésagat a magas visszanyerési
arany (=90%) és az alacsony intraassay variabilitas igazolta. A HPLC-FLD alkalmasnak bizonyult
az OTA pontos kvantifikdlasara plazma- és szovetmintdkban, ugyanakkor id6- és
koltségigényessége korlatozza rutinszerti alkalmazasat.

ELISA-alapti immunoassay alkalmazasa

Alternativ megoldasként egy kompetitiv ELISA-mddszert fejlesztettiink tovabb, amely eredetileg
¢lelmiszer-mintak OTA-tartalménak meghatarozasara késziilt. A modszer elénye a viszonylagos
egyszerliség, a magas ateresztOképesség €s az alacsonyabb koltség. Az egérmintidkra adaptalt
eljaras megfeleld érzékenységet mutatott, ugyanakkor a visszanyerési arany alacsonyabb volt,
mint a HPLC esetében, ami a bioldgiai matrix komplexitdsdval magyarazhat6. Ennek ellenére az
ELISA alkalmas lehet szlirdmddszerként vagy nagy mintaszamu vizsgalatokban.

Aramlasi citometridn alapuldé multiplex immunoassay

A vizsgalat harmadik pillérét a CFIA képezte. Ez a modszer gyors, kis mintamennyiséget igényel,
¢s potencialisan alkalmas tobb mikotoxin egyidejli kimutatasara. Az OTA meghatarozasa
megfeleld pontossagot €s reprodukéalhatosagot mutatott, mikdzben a mérési 1d6 jelentOsen
rovidebb volt a HPLC-nél. A moddszer kiilondsen igéretes toxikoldgiai és biomonitoring
alkalmazasokban, ahol multiplexitasra és gyors kiértékelésre van sziikség.

Statisztikai értékelés és modszerek 6sszehasonlitasa

A statisztikai elemzés korszeri modelleket és poszthoc teszteket alkalmazott az expozicids
csoportok kozotti kiilonbségek értékelésére. A kiillonbozdé analitikai moddszerek kozotti
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korrelaciovizsgalatok megerdsitették, hogy az alternativ immunoassay-alapu megkozelitések
eredményei jol O0sszevethetok a HPLC-FLD referenciamddszerrel, kiilondsen a tendencia- €s
dozisfiiggd valtozasok tekintetében.

4. CFIA helye ¢és szerepe a hatékony mikotoxin-menedzsment rendszerben -
gabonaalapu alkalmazasok

Projekt#tl : Mikotoxin térkép készitése kukorica mintak mikotoxin adatai alapjan

A kutatas soran 0sszesen 45, 2023-ban betakaritott kukoricamintat elemeztiink, amelyek az orszag
foldrajzilag jol elkiilonitheté térségeit reprezentaltak (Eszaki-kozéphegység, Dunantil, Alfold,
Nyirség). A mintavételezés magtari tételekbol szarmazott, 1 kg-os zsdkokban, az EU mintavételi
protokollnak megfeleléen (EU 2023/2782).

A mintael6készités soran, homogenizalas utan 100-110 g alminta Orlése tortént meg KN 295
Knifetec késziilékkel (5—10 s). Az eljarads Osszhangban allt mind a 2782/2023/EU rendelet,
eldirasaival. A MycoFoss™ 5 g lisztet igényel a standard extrakcidhoz. A mintdk hiit6tt tarolasa
2-8 °C-on tortént a mérésig.

2. abra: MycoFoss™ mérésre elékészitett mintdak

A kapott MFI értekek alapjan a kiértékelés 4-paraméteres logisztikus gorbével tortént. Statisztika
¢s adatvizsgalat: normalitas-vizsgalat, kategorizalas a 915/2023 EU rendelet szerinti élelmiszer-
hatarértékekhez viszonyitva; eloszlas- és gyakorisagelemzés, korrelaciok (R*) mikotoxin-parok
kozott; térképi megjelenités ArcGIS 10.8 szoftverrel, tovabba Kachlek és mtsai (2016) modszere
alapjan komplex veszélyességi besorolas.

Projekt#2: Talajmiivelesi technologiak hatas a mikotoxin felhalmozodasra

A vizsgalat Tolna megyében, Dalmand térségében, a Dundntiali-dombsag teriiletén keriilt
kivitelezésre. A talaj fizikai és kémiai paraméterei — kozepes humusztartalom (2,3%), enyhén savas
pH (pH KCI = 6,6), j6 foszfor- és kiemelked6 kalium-ellatottsag — kedvezd termesztési feltételeket
biztositottak. Az atlagos KA-érték (42) kozépkotott talajszerkezetre utalt.
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A kisérletben két kiilonb6z6é éréscsoportba tartozdé (FAO 350-400 és FAO 390-420) szemes
kukorica hibridet vizsgéltunk négy eltérd talajmiivelési rendszerben: hagyomanyos szantés,
csokkentett miivelés, konzervalo talajmiivelés és savos technologia. A rendszerek eltéré mértéki
felszini névényi maradvanyboritast biztositottak (0->30%), amely fontos szerepet jatszhat a
talajnedvesség megdrzésében és a mikroklima alakitdsdban. A nagytablas elrendezés ¢s a parcellak
megfeleld mérete biztositotta az lizemi koriilményekhez kozeli vizsgalati feltételeket.

Az egységes tapanyagellatas és ndvényvédelmi technoldgia alkalmazdsa lehetdvé tette a
talaymiivelés hatdsanak elkiilonitését. A startertragyazas, a folyékony nitrogén-utanpoétlas és a
preemergens gyomirtas korszerli technologiai elemeket képviselt. A vetés €s az dllomanysiirtiség
a hazai gyakorlatnak megfelelden keriilt kialakitasra.

A 2022-es ¢év idojarasa jelentOsen eltért a sokéves atlagtdl. A vegetacidos iddszak soran a
csapadékdsszeg 112 mm-rel maradt el az atlagtdl, mig a hémérséklet atlagosan 1,2 °C-kal
magasabb volt. Ezek a koriilmények aszalystresszt €s hostresszt eredményeztek, amelyek
koztudottan befolyasoljak a kukorica termésképzését €s a mikotoxinok képzddésének kockazatat.
A mikotoxin-vizsgalatokhoz reprezentativ mintavétel tortént minden talajmivelési rendszerben. A
mikotoxin-tartalom meghatarozasara korszerti, nagy érzékenységii analitikai modszerek kertiltek
alkalmazasra. A MycoFoss™ rendszer lehetdvé tette a 6 legfontosabb mikotoxin gyors és egyideji
kimutatasat. Ezt kiegészitette a fumonizin B1-B4 frakciok pontos meghatarozasa HPLC-ESI-MS
modszerrel, izotoppal jelolt belsd standard alkalmazasaval, amely magas analitikai
megbizhatdsagot biztositott.

Az adatok statisztikai értékelése soran a nem paraméteres eljardsok domindltak, mivel az adatsorok
tobbsége nem felelt meg a normalitas és varianciahomogenitas feltételeinek. A Kruskal-Wallis- és
Mann—Whitney-probak megfelelden tamogattak a kezelések kozotti kiillonbségek vizsgalatat, mig
a Pearson-féle korrelacidelemzés az sszefiiggések feltarasat szolgalta.

Projekt#3: CFIA alkalmazasa mesterségesen fertozott kukorica hibridek mikotoxin tartalmanak

meghatarozasaban

A vizsgélat soran a mesterséges fertdzéshez Fusarium proliferatum és Fusarium verticillioides
torzseket hasznaltuk, amelyek hazai kukoricatermd teriiletekrél szarmaztak és megbizhato
taxondmiai azonositason estek at (Izolalta és azonositotta Szécsi Arpad; Magyar Agrar- és
Elettudomanyi Egyetem jogel6d intézménye). A kisérlet soran ugyanakkor bebizonyosodott, hogy
a kukoricacsovek természetes uton is fertdzottek voltak F. graminearum ¢€s F. sporotrichioides
fajokkal, igy az eredmények tobb Fusarium faj egyiittes mikotoxin-termelését tiikrozik.

A kisérletbe két Bt kukoricavonal (MON 810 ; DAS-59122-7), valamint ezek kozel izogén parjai
keriiltek bevonasra. A novényeket valos szantofoldi koriilmények kozott, novényvédd szerek
alkalmazdsa nélkiil termesztették. A kontrollalt kézi beporzis biztositotta a genetikai
homogenitast. A mintavétel az R4 fenoldgiai stadiumban tortént, és standardizalt méretii
csOkeresztmetszeti korongokat alkalmaztak a kisérletekhez.

crer

fertdzték, majd magas relativ paratartalom mellett, egyedi edényekben inkubaltak. A kolonizacio
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mértékét szigoruan ellendrizték, és minden, nem kivant fonalas gombaval (Aspergillus,
Penicillium) jelentOsebben fert6zott mintat kizartak. Ez a megkozelités biztositotta, hogy a mért
mikotoxin-szintek dontdéen Fusarium eredetliek legyenek.

A mikotoxin-analizishez kizar6lag a Fusarium micéliumot tartalmazo szoveteket dolgoztuk fel. Az
extrakcid acetonitril-viz eleggyel tortént, homogenizalast, razast és centrifugalast kovetden, ami
jol bevalt, reprodukalhat6 eljaras mikotoxinok hatékony kinyerésére komplex bioldgiai mintakbdl.
A mikotoxinok (FB1, DON, ZEA, T-2, AB1 és OTA) mennyiségi meghatarozasat a Fungi-Plex™
multiplex mikotoxin assay segitségével végeztiik. A méréseket BD FACSArray™ Bioanalyzer
(BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) késziiléken végeztiikk el. A kiilonb6zd higitasok
alkalmazasa biztositotta, hogy minden toxin a mérési tartomanyon beliil keriiljon meghatarozasra.
A kapott aramlasi citometrias adatokat dedikalt szoftverrel dolgoztuk fel, a gyongypopulaciok
elkiilonitésével és a fluoreszcencia-intenzitas kvantifikalasaval. Az adatok statisztikai értékelése
soran igazoltuk a normal eloszlast, majd egyfaktoros varianciaanalizist (ANOVA) és Tukey-féle
post hoc tesztet alkalmaztuk 95%-o0s megbizhatdsagi szinten. Ez a statisztikai megkdzelités
lehetévé tette a kiilonbozé kukoricavonalak és kezelések kozotti szignifikdns kiilonbségek
kimutatasat.

c) Toxinmentesités a fonalas gombak inaktivalasan keresztiil

1. Fonalas gombdk izoldlasa és pontosabb megismerése

A vizsgalat soran a fonalas gombak mezdgazdasagi eredetli gabonamintakbol, valamint human
klinikai mintakbol torténd izolalasa, nemzetségszintli azonositasa valosult meg. Az igy nyert ’sajat
izolatumok’ és a hivatalos torzsgylijteményi forrasokbol szarmaz6 fonalasgombak mikotoxin-
termeld képességének Osszehasonlitd elemzését végeztiik el munkank sordn. A vizsgalatban
kiilonos hangsulyt fektetettiink a foldrajzi eredet, a gombanemzetségek kozotti kiillonbségek,
valamint a taroldsi mod mikotoxin-termelésre gyakorolt hatdsanak értékelésére.

A vizsgalatba 20 kukoricaminta keriilt bevondsra, amelyek a Soft Flow Kft. gylijteményébdl
Eszaki-kozéphegység, Dunantali-dombsag. A mintavétel soran torekedtink a foldrajzi és
kornyezeti heterogenitds (éghajlat, talajmindség) biztositdsara a reprezentativitds ndvelése
érdekében. A kukoricamintakbdl dsszesen: 9 Aspergillus spp., 17 Penicillium spp., 12 Fusarium
spp. izolatum keriilt el64llitasra és tovabbi vizsgalatokba bevonasra.

3. abra: Izolalt Aspergillus spp. (balra), Penicillium spp. (kozépen) és Fusarium spp. (jobbra) mikroszkopos képe
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Hivatalos torzsgylijteménybdl szarmazo referenciatorzsek: Fusarium graminearum FZL
Fg2022/17 (Fumizol Kft., Szeged), Aspergillus flavus SZMC398 (Szegedi Mikrobiologiai
Torzsgyljtemény), Aspergillus niger DSM 22593, Penicillium verrucosum DSM 1836 (DSMZ,
Németorszag). A mikotoxin-vizsgéalataink kiterjedtek human eredetli izolatumokra is, amelyek a
PTE-AOK, Orvosi Mikrobioldgiai Intézetbél szarmaztak: Aspergillus flavus K13, Aspergillus
niger K20.

Penészgombak izolaldsa és azonositdsa soran a mintakbol 300 mg kukoricadrleményt 30 ml 0,1%
Tween 80-at tartalmazé fiziologias soéoldatban szuszpendaltak (10 mg/ml). A sporak
felszabaditasat BIOSAN Bio Vortex V1 késziilékkel, 1 perces vortexelés biztositotta.

A kapott szuszpenziokbol 32x ¢és 64x higitasi 1épcsoket készitettliink, amelyekbdl 50 pl-t oltottunk
Bengalrozsat tartalmazo malatas agar (MEA) taptalajra. A Bengalrozsa (100 mg/L) alkalmazésa a
telepméret kontrollalasat szolgalta. Az inkubaci6 25 °C-on, 7 napig tortént.

A tisztitasi 1épés soran a telepeket Bengalrézsat nem tartalmazé MEA-ra oltottuk at, majd ujabb 7
napos inkubacidé kovetkezett. A nemzetségszintii azonositast laktofenol-gyapotkék festéssel,
fénymikroszkop segitségével végeztik.

A mikotoxin-vizsgalatokhoz a gombdékat burgonyakivonat-dextréz agaron (PDA), 30 °C-on, 7
napig tenyésztettiik. A fert6zési modellhez gombanként 20 g finomra dardlt rizst hasznaltunk,
amelyhez 10 ml desztillalt vizet adtak, majd autoklavoztuk. A PDA tenyészetekbdl 10 db, 1 cm
atmérdjli agarkorongot készitettiink, amelyeket 6 ml 0,85%-0s NaCl-oldatba helyeztiik, és 20
percig inkubaltuk enyhe keverés mellett. Az igy kapott szuszpenziobdl 2,8 ml-t adtak a steril
rizshez, majd 15 percig raztattdk (Thermo Scientific keverd). A fert6zott rizst 30 °C-on, 14 napig
inkubaltak. Ezt kdvetden 0,5 g fert6zott rizst kevertek 4,5 g toxinmentes, daralt bolti rizshez,
tizszeres higitast 1étrehozva. A mikotoxinszintek meghatarozasa MycoFoss késziilékkel tortént.

A mikotoxin-adatokat nem paraméteres statisztikai modszerekkel értékelték. A harom foldrajzi
régiobol szarmazd izolatumok toxin-szintjeit Kruskal-Wallis probaval hasonlitottak ossze, majd
szignifikans eltérés esetén Mann—Whitney U-tesztet alkalmaztak. A kontroll mintdkkal valo
Osszevetés szintén Mann—Whitney probaval tortént, o = 0,05 szignifikanciaszinten.

2. Agardiffuzios és CLSI M38-A2 szabvanyon alapul6d mikrodiliicios eljaras
MIC protokollok 6sszehasonlitasa

A vizsgalatok soran alkalmazott torzsek a Szegedi Mikrobioldgiai Torzsgylijteménybdl (SZMC)
szarmaztak: Aspergillus flavus ATCC 204304 (USA, Virginia); Aspergillus parasiticus SZMC
2473 (eredet: Japan) Fusarium verticillioides FZL Fv2022/1

A kisérletek el6tt a torzsek PDA (Potato Dextrose Agar) taptalajra lettek kioltva, 7 napos, 25 °C-
os inkubacié mellett. A vizsgalat két, azol tipusu fungicidet alkalmaztunk: Metkonazol (Sigma-
Aldrich, 37909) ¢és  Vorikonazol (Sigma-Aldrich, PHR1892). Az alkalmazott
koncentraciotartomanyok a szakirodalomban k6zolt MIC-adatokra (Spolti et al., 2012; Paul et al.,
2018) ¢épiiltek, metkonazol esetén 10-0,078 pg/ml, vorikonazolnadl 8-0,0625 pg/ml
végkoncentraciokkal.
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Az agarhigitasos modszer sordn az antifungalis szert kdzvetleniil a még folyékony PDA taptalajba
kevertiik. A Petri-csészékbe 25 ml taptalaj kertilt, majd a megszilardulas el6tt 250 pl antifungalis
oldat hozzaadasaval alakult ki a kivant végkoncentracio. A gombandvekedés inditdsdhoz 4 mm
atmérdji agar korongokat vagtuk ki a 7 napos torzstenyészetbdl. Az inkubécio 25 °C-on, 8 napon
at zajlott, a telepatmérok mérése két, egymasra merdleges tengely mentén, 2 napos idékdzokkel
tortént. A kontrollcsészékben csak DMSO-t tartalmazd6 PDA szerepelt, lehetové téve az
oldészerhatas kizarasat. A MIC meghatarozésa a telepatméré-novekedés szazalékos csokkenése
alapjan tortént, ahol 10% alatti novekedés jelentette a gatlasi kiisz6bot.

Az emlitett szadmolasi folyamat az aldbbi képlettel irhato le:

i
x 100

Névekedésvh =
ovekedés% De—Di

crer

hatéséra a kontrollhoz viszonyitva, ahol:

e Dt: A kezelt telep a&tmérdje;

e Di: Az inokulalt telep atméroje;

e Dc: A kontroll telep atmérdje
A mikrodilticios vizsgalat a CLSI M38-A2 (Reference Method for Broth Dilution Antifungal
Susceptibility Testing of Filamentous Fungi) szabvanyon alapult, kiegészitve objektiv, miiszeres
kiértékeléssel. Az alkalmazott tdpoldat RPMI-1640 volt. A PDA-n nevelt torzsekbdl fiziologias
sooldattal  spoéraszuszpenzié késziilt. A  koncentracié beallitaisa HITACHI U-2910
spektrofotométerrel, 530 nm-en, OD = 0,09-0,13 tartoményban tortént az Aspergillus nemzetség
¢s OD=0,15-0,17 a Fusarium nemzetség esetében, majd egy 50-szeres higitas biztositotta a CLSI
altal eldirt inokulumszamot.
A vizsgalat 96-cellas mikrotiter lemezben (ThermoFisher, 92096) zajlott. Egy cellaba: 100 pl
antifungalis oldat és 100 pl sporaszuszpenzid keriilt, igy jott 1étre a végleges koncentracio. Az
inkubacio 35 °C-on, 8 napon 4t zajlott. A névekedést Thermo Scientific Multiskan Ex mikroplate
olvasoval mértiik 530 nm-en, 2 napos idékozokkel. A MIC meghatarozasa itt is 10% alatti
novekedésnél tortént, a pozitiv (DMSO-s) és negativ (RPMI) kontrollokhoz viszonyitva.
A két protokoll szoros dsszehangoldsa — azonos torzsek, koncentraciotartomanyok, inkubacids 1d6
¢s parhuzamos inditas — lehetdvée tette az eredmények kézvetlen 6sszehasonlithatosagat.

3. Klor-dioxid és egyéb antifungalis szerek dsszehasonlitd vizsgalata

A kisérletek soran négy Fusarium faj — F. Verticillioides (FZL Fv2022/1), F. Graminearum (FZL
Fg2022/17), F. Proliferatum (FZL Fp977/13/9), F sporotrichioides (DSM62425) és A. Flavus
(ATCC 204304) fonalasgombakat kezeltiink klor-dioxiddal, annak érdekében, hogy megvizsgaljuk
annak hatasossagat. Az ezt kovetd kisérletek sordn a klor-dioxid hatasossdgat mads, ipari
alkalmazasban 1év0 gombaellenes szerekkel, metkonazollal és propionsavval hasonlitottuk 6ssze.
A kisérlet beallitashoz sziikséges volt a CLSI M38-A2 protokoll modositasa. A minimal tapoldat
alkalmasnak bizonyult a kisérletek elvégzésére, mivel a penészek megfeleld novekedésre voltak
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képesek az RPMI-1640 tapoldattal 6sszehasonlitva (az adatok nem keriiltek feltiintetésre). Az
oldatokat 0.4 x 10* to 5 x 10* CFU/ml szuszpenziéval inokuldltuk mikrotiter lemezen, majd a
gombak szaporodasat mikrotiterlemez-leolvasd6 (Thermo Fisher Scientific, Multiscan EX)
segitségével monitoroztuk 530 nm-es hulliamhosszon 8 napon keresztiil. A mikrotiter lemezek
kiértékelése nem csak 48 orat kovetden tortént, hanem 8 napon keresztiil minden 24 6raban. Ezen
feliil, a plate-ek megfigyelése nem szabadszemmel tortént, hanem egy mikrotiter lemez-leolvasé
(Thermo Fisher Scientific, Multiscan Ex) segitségével 530 nm-en. MIC90 a leolvasott optikai
denzitas (OD) értékek alapjan keriilt meghatarozasra. A blank lyukakhoz tartozé OD értékek atlaga
levonasra keriilt a mintdkat és a pozitiv kontrollt tartalmazo lyukak OD értékébdl. Az
gombaellenes szerek egyes koncentracioihoz tartozd6 OD értékek atlaga a pozitiv kontrollhoz
tartoz6 OD értékek atlaganak szazalékos aranyaként lett kifejezve. MICoo az a koncentracioként
lett meghatarozva, ahol ez az érték 10%, vagy az alatti.

Novekedés%=(0Dt-ODb)/(ODc-ODb)x100

a kontrollhoz viszonyitva, szdzalékos értékben ahol:

ODt: Az adott koncentracion kezelt gomba OD értéke
ODb: blank minta OD értéke
ODc: kezeletlen, pozitiv kontroll OD értéke

A részletesebb 0sszehasonlithatosag elérése érdekében, ahelyett, hogy azt a higitasi koncentraciot
keresnénk meg, ahol a gomba novekedése 10% vagy az alatti, exakt MICoq értékeket hataroztunk
meg. Ezzel a mddszerrel meg tudtuk hatarozni, hogy pontosan milyen koncentracion lenne a
gomba szaporodasa 90%-ban gatolva a kezeletlen kontrollhoz képest. Ennek eléréséhez
trendvonalat illesztettiink a koncentraciofiiggd gorbe egyenes szakaszara. Az egyenes egyenlete
alapjan meghatarozhaté volt, hogy az OD érték pontosan milyen koncentracid értéknél 10%
(y=0.1).

Minden eredmény (kivéve, ha mas kertilt feltiintetésre) négy biologiai és harom technikai ismétlés
alapjan keriil értékelésre. A statisztikai analizist GraphPad Prism 8 alkalmazéssal végeztiik. A
statisztikai elemzések el6tt normalitas tesztet végeztiink. A szignifikancia szintet p<0,05
hataroztuk meg.

A minimal tapoldat és az RPMI-1640 6sszehasonlitdsa egyutas ANOVA segitségével tortént. A
kisérlet id6tartama szintén egyutas ANOVA alkalmazasaval kertilt meghatarozasra annak a napnak
a megtaldlasdhoz, ahonnan egy vizsgalt gombafajhoz tartoz6 OD érték sem valtozik
szignifikdnsan. Annak érdekében, hogy az exakt MICoo értekek valtozasat elemezziik, egyutas
ANOVA-t végeztiink.
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3)Eredmenyek €s megvitatasuk

a) Mikotoxin analitika

1. CFIA tovabbfejlesztése

Projekt#tl : ELISA és aCFIA mddszerek 6sszehasonlito vizsgalata

A gyorsitott inkubaciods feltételek mellett az aCFIA és az ELISA kdzott szignifikans kiillonbségeket
figyelhetdek meg a kotési sebességben. Az aCFIA esetében logaritmikus, mig az ELISA esetében
hatvanyfiiggvény irta le legjobban a kinetikai adatokat, mindkét modszernél kivalo illeszkedési
egyttthatoval (aCFIA: y = 16.781In(x) + 32.175, R> = 0.992; ELISA: y = 12.89x"0.511, R? =
0.989). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az aCFIA gyorsabb reakcidkinetikat biztosit

anélkiil, hogy a mérési pontossag csokkenne.
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4. abra: Az aCFIA és az ELISA kotédési kinetikajanak osszehasonlitasa T-2 toxin esetében.

A multiplex vizsgalatok soran jelentkezd matrixhatdsok minimalizalasa érdekében széles higitasi
tartomanyban végeztiink titralast a konjugdtummal. Az eredmények két jol elkiilonithetd
tartomanyt mutattak: alacsonyabb higitdsoknal nemlinedris viselkedés volt megfigyelhetd, mig 20
000-szeres higitasnal a rendszer linearissa valt. Fontos megallapitas, hogy akar 4 000-szeres
higitasig a nemlinearis gérbe megmaradt, ami lehetévé teszi a mérsékelt higitdst multiplex
rendszerekben a nem specifikus keresztreakciok csokkentésére, az analitikai teljesitmény romlasa

nélkiil.
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5. abra: T-2 toxin egyedi vizsgalat Ag-PE titralassal 200 és 20 000 értékeken.

A ZEA ¢és T-2 toxin meghatdrozésa sordn a simplex és duplex mérési konfiguraciok kotési kinetikai
jol egyeztek a korabbi elméleti szamitasokkal. Simplexed vs. duplexed CFIA: ZEA és T-2 toxin
esetében a duplex protokoll kinetikai paraméterei kdzel azonosak az egyszeres vizsgalatokkal
(simplexed ZEA: y =23.738In(x) + 3.0505, R*=0.9931; simplexed T-2: y = 16.781In(x) + 32.175,
R?=0.9924; duplexed ZEA: y = 24.278In(x) — 2.1532; duplexed T-2: y = 17.573In(x) + 27.064;
R2>0.985). Mindkét konfiguracidban logaritmikus 6sszefiiggés irta le a kotési viselkedést, magas
R? értékekkel. A Bland—Altman analizis (BA bias plot) erds egyezést mutatott (p > 0.4) a simplex
és duplex mérések kozott, ami azt jelzi, hogy a multiplexdlds nem jar szamottevd
pontossagvesztéssel. Az aCFIA eredményei Osszhangban voltak a kordbban publikalt
kereskedelmi CFIA mddszerekkel.
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6. dbra: A T-2 és ZEA mikotoxinok aCFIA kotédési kinetikdjanak dsszehasonlitdsa egyedi és kombindlt protokollok

Az aCFIA kotési kinetikjat négy mérési pont alapjan hataroztuk meg, és az MFI értékeket 45 és
60 perces végpontokra extrapolaltunk. A gyorsitott, 15 perces inkubacid6 mar elegendének
bizonyult ahhoz, hogy megbizhato, négyparaméteres nemlinearis gorbéket kapjunk mind T-2
toxinra, mind ZEA-ra. Duplex mérés esetén a mért és extrapolalt MFI értékek kozotti eltérés
minimalis volt, az §sszesitett variacios egyiitthatok (CV%) alacsonyak maradtak, ami a modszer
kivalo precizitasat és prediktiv képességét tamasztja ala. (Extrapolacio: 4 pontbol becsiilt MFI és

eseten.
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a mért végpontok kozti CV% < 3.5%; duplexben T-2 és ZEA ACV 1.99% ¢és 3.38%.)
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Projekt#2: MycoFoss — Automatizalt CFIA alapu modszer bemutatdasa

Az értékelés kozéppontjdban a referenciaértékhez viszonyitott pontossag, valamint az
ismételhetdség (repeatability) allt.
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7. abra: Mikrogydngydk és markerek flureszcens jelei a MycoFoss™ késziilékben

Az eredmények alapjan a mikotoxinok tilnyomo6 tobbségénél megfeleld egyezés figyelheté meg a
referenciaértékekkel. A T-2 toxin kivételével valamennyi mikotoxin esetében az egyedi mérések
tobb mint 68%-a a referenciaérték +30%-os tartomanyan beliil helyezkedett el. A T-2 toxin
esetében ez az ardny 66% volt, amely ugyan kissé elmarad az eldirt specifikaciotol, de csak
marginalis mértékben. A tagabb, +60%-o0s elfogadasi tartomany tekintetében minden vizsgalt
mikotoxin — a fumonizineket kivéve — 95% feletti megfelelést mutatott. A fumonizinek esetében
az elfogadasi arany 87,1% volt, ami enyhe, de érzékelhetd eltérést jelez a specifikalt
kovetelményektdl. Az ismételhetdségi vizsgalatok eredményei Osszességében kedvezdnek
tekinthetok. A DON, ZEA, fumonizinek, T-2 toxin és OTA relativ szorasa (RSD) minden esetben
15% alatt maradt, ami megfelel a vonatkozo¢ analitikai kritériumoknak. A teljes aflatoxin esetében
az ismételhetdéség 15,8% volt, ami kis mértékben meghaladja a kozepes ¢€s magas
koncentraciotartomdnyra eléirt <15%-os hatarértéket, ugyanakkor megfelel az alacsony
koncentraciotartomanyra vonatkozd, <20%-os RSD-kovetelménynek. Elmondhato, hogy a
MycoFoss™ eredményei jol korreldlnak a referencia Trilogy/LC-MS/MS adatokkal, kiilondsen
kozepes koncentraciok esetén.
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Mikotoxin |Mérésitartomany| Mintak | Mérések 30%-on 60%-on |Ismételhetdség
(ppb) szama szama beliili beliili (%RSD)
eltérések (%) |eltérések (%)
Total aflatoxin 2-100 14 108 72.2 96.3 15.8
DON 200-5000 13 88 80.7 97.7 6.4
Zearalenon 30-500 11 56 87.5 96.4 12.5
Fumonizin 500-5000 10 62 79.0 87.1 6.0
T-2 toxin 50-500 4 50 66.0 100.0 9.5
Ochratoxin 5-100 7 80 86.3 100.0 11.0

1. tablazat: MycoFoss adatok ésszefoglalasa

Projekt#3: CFIA mddszer dsszehasonlitasa HPLC-MS/MS modszerrel

A megfeleld statisztikai elemzések kivalasztasa érdekében elsd 1épésként a DON-koncentraciok
eloszlasat vizsgaltuk. Kvantilis—kvantilis (QQ) plot, valamint négy eltér6 normalitdsvizsgalat
(D’Agostino—Pearson, Anderson—Darling, Shapiro—Wilk ¢és Kolmogorov—Smirnov) keriilt
alkalmazasra. Bar 6nmagukban ezen tesztek nem alkalmasak a normalitds bizonyitasara, egylittes
eredményeik és a QQ abra egyértelmiien arra utaltak, hogy az adatok nem kdvetnek normal
eloszlast. Ennek megfeleléen nemparaméteres statisztikai modszereket alkalmaztak.

Normalitas vizsgalat: QQ plot, 18 DON minta
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8. dbra: Normalitas ellendrzése: 18 DON minta QQ-diagramja

A két mérési modszer kapcsolatat Spearman-féle rangkorrelacioval értékelték. Az rs = 0,9189 érték
erds, pozitiv korrelaciot jelez a MycoFoss™ ¢és az UPLC-MS/MS eredményei kozott. A nagyon
alacsony P-érték (<0,0001) alapjan a korrelacio statisztikailag szignifikdns, és nem a véletlen
mintavételezés kovetkezménye.
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18 DON minta korrelacioja

MycoFoss szamitott CC (ppm)

[} 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
HPLC szamitott CC (ppm)

9. abra: 18 DON-minta korreldacioja: MycoFoss™ vs. UPLC-MS/MS

A mobdszerek kozotti kiilonbségek vizsgdlatdira Wilcoxon-féle paros eldjeles rangprobat
alkalmaztak. Az eredményiil kapott P = 0,7909 érték azt mutatja, hogy a két moddszer altal
szolgaltatott adatok kdzott nincs statisztikailag szignifikans eltérés a szokasosan alkalmazott a =
0,05 szignifikanciaszint mellett.

A modszerek kozotti egyezOség részletes értékelésére Bland—Altman abrakat készitettek. Az
elemzés alapjan az alacsony ¢és kozepes DON-koncentricid-tartomanyban (0—10 ppm) a két
modszer eredményei szoros egyezést mutattak. A magasabb koncentracioknal (>10 ppm) nagyobb
eltérések voltak megfigyelhetok, amely részben a kezelt mintdk szélsdséges szennyezettségével,
részben a MycoFoss™ moddszer 5 ppm-es fels6 mennyiségi meghatarozasi hataraval
magyarazhat6. Ennek ellenére a relativ kiilonbségek még a magas tartomanyban is jellemzden
20%-on beliil maradtak.

Bland-Altman plot (szennyezett mintak) Bland-Altman plot (kontroll mintak)
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10. abra: Bland- Altman plot — szennyezet és kontroll mintdk
A természetesen szennyezett mintak esetében az eltérések kismértékliek voltak, mig a kezelt
mintaknal — foként magas DON-szinteknél — nagyobb kiilonbségek jelentkeztek. Az alacsony
atlagos torzitds és az elfogadhatd egyezési hatarok alapjdn a két modszer eredményei
Osszességeében hasonlonak és dsszehasonlithatonak tekinthetok.
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2. Multi-mikotoxin hatdsok vizsgalata

Projekt#l : Anvatoxinok és metabolitok hatasa az immunassay mitkodésében

Az eredmények alapjan elmondhat6, hogy a CFIA rendszerben alkalmazott monoklonalis
antitestek eltérd erdsséggel kotik a vizsgalt szarmazékokat. Bizonyos szarmazékok, még az ’anya
toxinndl’ is nagyobb affinitassal kotddnek az antitesthez. Az aflatoxin rendszer esetében
elmondhat6, hogy a AFM1 toxin jellemz6 kotéserdssége dsszevethetd a AFB1-el. Ennek tiikrében
szerencsének mondhato, hogy az AFMI1 csupan a tejben taldlhatdo meg; ellenkezd esetben erésen
befolyéasolna a mérés eredményét. DON esetében emlitésre mérlo a 3-acetyl DON, mely a DON-t
meghalado6 affinitast mutatott. A fumonizin és a ZEAesetében is taldlunk egy-egy szarmazékot,
melyet er6sen kot az alkalmazott antitest. Ezen metabolitok jelenléte konnyen eredményezhet false
pozitiv eredményket.

Végiil, de nem utols6 sorban érdemes megemliteni a T2 rendszert. A T2 ellenes antitest
gyakorlatilag nem koti a HT2 toxint. Emiatt ez az antitest nem alkalmas a legfrissebb EU-s
iranyelveknek megfeleld, a T2+HT2 szintek meghatarozasara.

Antitest Antigén Szarmazék
AFLA-mAb Aflatoxin B1 Aflatoxin B2 Aflatoxin G1 Aflatoxin G2 Aflatoxin M1
Keresztkotés (%) 100.0 80.1 76.2 31.3 102.6
DON-mAb DON 3-acetyl DON 15-acetyl DON DON-3 glicoside |Nivalenol
Keresztkotés (%) 100.0 159.1 1.2 22.3 0
FUM-mAb F isin B1 F isin B2 F isin B3 F isin B4
Keresztkotés (%) 100.0 144.9 86.3 131.9
OTA-mAb Ochratoxin A Ochratoxin B Ochratoxin C
Keresztkotés (%) 100.0 32.5 16.7
T2-mAb T2 toxin HT2 toxin
Keresztkotés (%) 100.0 2.4
ZEA-mAb Zearalenon ZAN a.-zearalenol B-zearalenol a.-zearalanol B-zearalanol \ZEN—14—glikozid ]ZEN—14—szulfét
Keresztkotés (%) 100.0 190.9 213.5 101.9 215.9 103.7 0.0 \ 0.0

2. tablazat: Keresztreaktivitasok
A fent emlitett keresztkdtések pontos ismerete elengedhetetlen, az assayfejlesztésben -megfeleld
pufferek, feltarasok, detergensek alkalmazasidban. Az eredmények egyértelmiien vilagossa tették,
hogy az immunanalitika alkalmas lehet a ’pool toxinok’, vagy a rejtett mikotoxinok vizsgéalatara
kozép és hossztavon.

Projekt#2: OTA és metabolitjai allati sejtkulturakon

Az OTA minden vizsgalt vesesejt-modellben (MDBK ¢és MDCK sejtvonalak) kifejezett,
koncentraciofliggd citotoxicitast mutatott, alacsony értékekkel, megerdsitve kdzponti szerepét a
mikotoxinok altal kivaltott nephrotoxikus hatasokban. Az OTB toxicitdsa szignifikdnsan
alacsonyabb volt az OTA-hoz képest, mig az OTC a legtobb modellben még az OTA-nal is er6sebb
citotoxikus hatast fejtett ki, kiilonosen MDCK sejtekben. A CIT altaldnosan gyengébb toxicitast
mutatott, €s csak magasabb koncentraciok mellett csokkentette szamottevlen a sejtek

életképességét, mig a DHC dnmagaban gyakorlatilag nem volt citotoxikus.

Fontos megfigyelés, hogy a 3D sejtkulturds modellek tobb esetben csokkent érzékenyseéget
mutattak a toxinokkal szemben a 2D rendszerekhez képest. Ez 6sszhangban 4ll azzal, hogy a 3D
modellek jobban tiikrézik az in vivo szoveti architekturat, a sejtek kozotti kdlcsonhatdsokat,
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valamint a diffiziés és metabolikus gradienseket, igy toxikologiai szempontbdl fiziologiailag
relevansabb valaszokat adhatnak (Edmondson et al., 2014; Duval et al., 2017).

A mikotoxinok kombinalt alkalmazésa jelentésen mddositotta az OTA altal kivaltott citotoxikus
hatasokat. Tobb esetben additiv vagy szinergista interakciok voltak kimutathatok, kiilonosen OTC,
CIT és DHC jelenlétében. Figyelemre méltd, hogy a DHC — annak ellenére, hogy 6nmagaban alig
volt toxikus — minden modellben jelentdsen fokozta az OTA citotoxicitasat. Ez ramutat arra, hogy
az alacsony toxicitdsu metabolitok is sulyosbithatjdk mas mikotoxinok hatasait kombinalt
expozicio esetén.

A 3D MDCK modellben az interakciok mintazata kiilondsen 0sszetett volt, ami alatdmasztja, hogy
a hagyomanyos 2D rendszerek alulbecsiilhetik vagy félreértelmezhetik a mikotoxin-keverékek
valodi toxikoldgiai kockazatat.

Az egyedi toxinok koziil az OTC bizonyult a legtoxikusabbnak zebradanié embriokban, ezt
kovette az OTA, majd az OTB, mig a CIT és a DHC még magas koncentraciokban sem okoztak
mortalitast. A kombinalt expoziciok azonban dramai modon novelték a haldlozast, gyakran teljes
mortalitast eredményezve mar szubtoxikus koncentraciok mellett is.

A letalitason tal a kombinalt kezelések sulyos szubletalis fejlodési rendellenességeket idéztek eld,
beleértve a testtengely gorbiiletét, perikardidlis 6démat, szikholyag-eltéréseket €s a szivfejlodés
zavart. Ezek a hatdsok joval kifejezettebbek voltak, mint az egyedi toxinok esetén, ami a
keverékhatasok biologiai jelentdségét hangstlyozza.

A vizsgalatok kiterjedtek a miR-731 expressziodjara is, amely ismert biomarkere az OTA-indukalt
vesekarosodasnak zebraddnidban. Az egyedi kezelések nem modositottdk szignifikdnsan a miR-
731 szintjét, mig az OTA mas mikotoxinokkal valé kombindacidja jelentds expresszid novekedést
eredményezett. Ez a molekularis valtozas jol korrelalt a pronephros morfologiai kdrosodasaval,
amelyet transzgenikus zebraddnid vonalban figyeltek meg. Az eredmények arra utalnak, hogy
alacsony dozisti, kombindlt mikotoxin-expozicid is sulyos fejlodési és funkcionalis
veseelvaltozasokat idézhet eld.

3. CFIA modszer tesztelése allati eredetli mikotoxin meghatdrozasara

Vérplazma esetén a 10 mg/ttkg-os OTA dozis esetén mindhdrom moddszerrel egyértelmii és
szignifikans OTA-szint emelkedés volt kimutathato.

HPLC A ELISA B: FCM C
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11. dbra: Az OTA felhalmozodasanak becslése egerek vérplazmdajaban, HPLC, ELISA és CFIA modszerrel mérve
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Az 1 mg/ttkg-os kezelés csak mérsékelt, tobbnyire nem szignifikans emelkedést eredményezett.
Ez dozistiiggd szisztémas expozicidra utal.

A vese OTA-terhelése szignifikansan ndtt a magas doézist csoportban, ugyanakkor az abszolut
koncentraciok 1ényegesen alacsonyabbak voltak, mint a plazmaban. Ez arra utal, hogy bar a vese
az OTA egyik elsddleges célszerve, rovid tdvon nem feltétleniil mutat extrém felhalmozodast a
keringéshez képest.A méajban mar az alacsony dozisndl is kimutathat6 volt az OTA jelenléte, mig
a magas dozis egyértelmd, statisztikailag szignifikans akkumuléacidt eredményezett. A maj OTA-
szintjei a plazma ¢és a vese értékei kozé estek, ami a maj metabolikus és detoxifikacios szerepével
magyarazhato.

A vizsgélat egyik legfontosabb eredménye a hdrom analitikai médszer 6sszehasonlitasa. A HPLC-
FLD, ELISA és FCM/CFIA mddszerek kozott minden vizsgalt mintatipus esetében erds, pozitiv
¢s szignifikans korrelacid volt megfigyelhetd.

HPLC vs. FCM A : HPLC vs. FCM B HPLC vs. ECM C
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12. abra: Az OTA felhalmozodasanak becslése egerek vérplazmajaban (A); kiilonbozo szerveiben (mdj: B;
vese:C).

Vérplazmaban rendkiviil magas korrelacios egyiitthatok (r > 0,89) igazoltdk az immunoassay-
alapti modszerek megbizhatosagat. Majban és vesében szintén erds Osszefliggések mutatkoztak,
kiilonosen a HPLC-FLD ¢és az CFIA kozott, ami az j CFIA-mddszer kiemelkedd pontossagat
hangsulyozza. Ezek az eredmények alatdmasztjdk, hogy az ELISA és kiilondsen az CFIA
életképes, gyorsabb és potencialisan koltséghatékony alternativat jelenthetnek a hagyomanyos
kromatografias technikékkal szemben, els6sorban nagy mintaszdmu toxikologiai vagy monitoring
vizsgalatokban.

4. CFIA helye és szerepe a hatékony mikotoxin-menedzsment rendszerben
- gabonaalapu alkalmazasok

Projekt#t] : Mikotoxin terkep készitése kukorica mintak mikotoxin adatai alapjan

A vizsgalati eredmények alapjan megallapithato, hogy a kukoricamintdk dontd tobbsége multi-
mikotoxin szennyezett volt. A 45 mintabol 42 esetben mind a hat vizsgalt mikotoxin kimutathato
volt, mig a fennmarad6 harom mintaban is tobb (hdrom) toxin egyiittes jelenléte volt
megfigyelhetd. Teljesen mikotoxinmentes minta nem fordult eld, ami alatamasztja a multi-
mikotoxin expozicid realitdsat a gyakorlatban, és felhivja a figyelmet az egyiittes hatdsok
¢lelmiszer-biztonsagi jelentdségére.
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A hatarérték feletti eléfordulasok gyakorisaga mikotoxinonként jelentds eltérést mutatott. Az OTA
esetében a mintak tobbsége meghaladta a megengedett koncentracidt, mig a fumonizin B1+B2+B3
esetén szintén szamottevo volt a hatarérték feletti mintdk aranya. Ezzel szemben az aflatoxin B1,
a DON, a T2-toxin ¢és aZEA esetén a legtobb minta a hatarérték alatti, illetve a LOQ alatti
tartomanyba esett, bar egyes kiugré értékek ezeknél a toxinoknal is megjelentek.

A mikotoxinok egyiittes el6fordulasat és koncentracioik kozotti kapcsolatot korrelacios elemzéssel
vizsgaltuk. Az illesztett regresszios modellekhez tartozo alacsony R2-értékek (0,0006-0,3024) arra
utalnak, hogy a vizsgalt mikotoxinok k6zott nem volt kimutathato szignifikdns linearis kapcsolat.
Ez azt jelzi, hogy a kiilonboz6 toxinok felhalmozodasa egymastol nagyrészt fiiggetlen folyamatok
eredménye lehet, ami 6sszhangban all a kiilonb6z6 penészgombafajok eltérd dkologiai igényeivel.

A toxinonkénti elemzés soran megallapithaté volt, hogy:

e Aflatoxin Bl esetében a legtobb minta alacsony, LOQ alatti koncentraciét mutatott,
azonban a hatarérték feletti mintdk — alacsony szamuk ellenére — fokozott figyelmet
igényelnek kiemelt toxicitasuk miatt.

e OTA bizonyult a legkritikusabb mikotoxinnak, mivel a mintdk tobbsége hatarérték feletti
koncentraciot tartalmazott.

e DON és T2-toxin esetében a mintak tilnyomo tobbsége a biztonsagos tartomanyba esett,
de egyes mintak hatarérték-kozeli vagy azt meghalado értékei kockazatot jelenthetnek.

o ZEA esetében egyetlen minta extrém, a hatarérték nyolcszorosat meghalad6 koncentracidja
kiilonosen kiemelendd.

e Fumonizinek esetében az OTA utdn a legtobb hatarérték feletti mintat azonositottak.

Az eloszlasvizsgalatok alapjan egyik mikotoxin esetében sem volt kimutathato klasszikus
statisztikai eloszlas, ami a szennyezddés heterogén jellegére utal.

A térinformatikai elemzés ramutatott arra, hogy a mintak tobbsége Magyarorszag déli és dunantali
régidibol szarmazott. A regionadlis kiilonbségek markansak voltak: az Aspergillus fajok altal
termelt mikotoxinok (pl. aflatoxinok, OTA) gyakoribb és magasabb koncentracidban fordultak eld,
mint a Fusarium-fajokhoz kothetd toxinok. Az azonos mintavételi helyrdl szarmaz6 minték kozott
is szamottevd eltérések mutatkoztak, ami aldhtzza a mikotoxin-szennyezés lokalis és idOben
valtozo6 jellegét.
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13. abra: A mintak szarmazasi helyei és a jellemz6 mikotoxin koncentrdciok

A komplex veszélyességi értékelés alapjan a mintdk tilnyomo tobbsége a veszélyes kategoriak
valamelyikébe keriilt. A legmagasabb kockéazatot azok a mintdk jelentették, amelyekben tobb
mikotoxin egyidejiileg magas koncentracioban volt jelen. A K23/25 azonosit6ji minta bizonyult a
legveszélyesebbnek, mig a K23/33 minta a legalacsonyabb kockazati besorolast kapta.

Projekt#2: Talajmiivelesi technikak hatas a mikotoxin felhalmozodasra

Az eredmények alapjan szignifikéns kiilonbségek mutatkoztak a talajmiivelési rendszerek kozott
a fumonizin koncentracié tekintetében. A hagyomanyos szantds és a csokkentett talajmiivelés
esetében lényegesen alacsonyabb fumonizin szinteket mértek (1,76—1,8 mg/kg), mint a kimélo
(conservation) és a savos (strip tillage) miivelési rendszerekben (3,41-3,8 mg/kg). Ugyanakkor
statisztikailag nem volt kimutathato kiilonbség sem a hagyomanyos és a csokkentett miivelés, sem
a kimélo és a savos miivelés kozott. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a talaj bolygatasanak
mértéke kozvetetten befolyasolhatja a Fusarium fajok fennmaradasat és a fumonizin termelést.

A vizsgalat tovabba igazolta a genetikai hattér szerepét a fumonizin felhalmozodasban. A FAO
390-420 éréscsoportba tartozo hibrid szignifikdnsan magasabb fumonizin koncentracidt mutatott
(3,04 mg/kg), mint a FAO 350—400 hibrid (2,35 mg/kg), ami alatamasztja, hogy a hibridvalasztas
kulcsfontossagl tényezd a mikotoxin-kockazat mérséklésében.
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14/a. abra: A fumonizin-szennyezettség szintje

kiilonbozd talajmiivelési rendszerekben (mg/kg). A
kisbetiik a Mann-Whitney U-teszt szerint szignifikans

kiilonbsegeket jeldlnek (p<0,05).

Az analitikai modszerek 0sszehasonlitasa soran a HPLC-MS referenciaeljaras és a MycoFoss™
mérési technologia kozott rendkiviil szoros lineéris 6sszefliggést talaltak mind az egyes fumonizin
frakciok (FB1-FB4), mind az 0sszes fumonizin tartalom esetében. Az dsszfumonizin tartalom
tekintetében szignifikans, erds kapcsolat igazolddott (r = 0,8644), ami alatdmasztja a két modszer

kozotti jo egyezést.
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FAO 350-400 FAO 390-420
Kukorica hibrid

14/b. abra: A fumonizin-szennyezettség szintje

Whitney U-teszt szerint szignifikans kiilonbségeket

jelolnek (p<0,05).
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15. abra: A teljes fumonizin-szint korrelacioja a HPLC-MS és a
MycoFoss™ eszkozok kozott

A kapott eredmények Osszhangban allnak a nemzetkozi szakirodalommal, amely szerint bar a
HPLC-alapi modszerek tovabbra is az arany standardnak tekinthetOk pontossdguk ¢&s
specificitasuk miatt, a gyors, koltséghatékony és nagy mintaszam feldolgozasara alkalmas
technoldgiak megbizhato alternativat kinalnak. A MycoFoss™-hoz hasonlé eszk6zok alkalmazasa



kiilonosen elényos lehet a betakaritds alatti gyors dontéshozatalban, valamint a precizios
mezdgazdasagban, ahol a helyszini, valés idejii mikotoxin-monitorozas egyre nagyobb
jelentéséggel bir.

Projekt#3: CFIA alkalmazasa mesterségesen fertozott kukorica hibridek mikotoxin tartalmanak

meghatarozasara

A vizsgélatok megerdsitették, hogy a Fusarium eredetli mikotoxinok koziil a fumonizin Bl
dominalta a toxinterhelést, mig a DON, ZEA és T-2 toxin kisebb, de toxikologiailag relevans
mennyiségben volt jelen. Aflatoxin B1 és OTA hidnya dsszhangban 4llt a korokozo fajosszetétellel,
¢s egyben alatamasztotta az analitikai modszer szelektivitasat és megbizhatdsagat.

Az FB1-termelés jelentds mértékben fiiggott a kukoricavonal genetikai hatterétdl és a Fusarium
fajkomplexumtol. A DAS-59122-7 izogén vonalakban mért magasabb fumonizin szintekhez
képest a megfeleld Bt valtozatokban alacsonyabb koncentraciokat figyeltek meg, mig a MON 810
esetében a kiilonbségek kevésbé voltak markansak. Ezek az eredmények jol szemléltetik, hogy a
madszer alkalmas volt mind nagy, mind mérsékelt eltérések kimutatasara.

A DON esetében eltéré tendencia rajzolodott ki, mint a fumonizin esetében. A CrylAb toxint
expresszalo MON 810 vonalakban mért magasabb DON-szintek ramutatnak arra, hogy a Bt
genetikai események hatdsa toxin-specifikus lehet. A modszer érzékenysége lehetdvé tette ennek
a kiilonbségnek a megbizhat6 kimutatdsat még viszonylag sziik koncentraciotartomanyban is.

A ZEA ¢és a T-2 toxin alacsonyabb, illetve kozepes koncentracidoban fordult eld, és ezek esetében
nem volt kimutathatd szignifikdns kiilonbség sem a Bt és nem Bt kukoricdk, sem a vizsgalt
Fusarium fajosszetételek kozott. Az eredmények azt mutatjak, hogy a mddszer ezen toxinok
esetében is megfeleld érzékenységgel €s reprodukalhatosaggal rendelkezett a ,,nincs kiilonbség”
tipusu kovetkeztetések megalapozasahoz.
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16. dbra: A Fungi-Plex™ multiplex dramldsi citometrids meghatdrozds sordan kapott MFI értékek. Negativ
kontrollok (fehér oszlopok), pozitiv kontrollok (fekete oszlopok), valamint a DAS 59122-7 (vilagossziirke oszlopok)
és MON 810 (sotét sziirke oszlopok) genetikai események tipikus értékei kukoricaban az FB1, DON, ZEA, T-2, OTA
és AB1 mikotoxinok esetében. A parhuzamos toxinmeghatarozas lehet6vé tette annak értékelését, hogy az egyes
Fusarium fajok egyiittese miként befolyasolja a mikotoxin bioszintézist. Az eredmények szerint a fajok kozotti
kolesonhatasok toxin-specifikusan jelentkeztek, ami tovabb erdsiti a multiplex analitikai megkozelités jelentdségét
az ilyen tipusu vizsgalatokban.

b) Toxinmentesités a fonalas gombak inaktivaldsan keresztiil

1. Fonalas gombdk izolalasa és pontosabb megismerése

A fonalasgombdak mennyisége régionként eltérd mintazatot mutatott.
e A Dunantili-dombsag mintai viszonylag homogén eloszlast mutattak, alacsonyabb
atlagos CFU/mg értékekkel.
e Az Eszaki-kozéphegységb6l szarmazo mintak esetében jelentSs heterogenitds volt
megfigyelhetd, egyes mintdk kiugroan magas gombaszdmmal és nagy szorassal.
e Az Alfoldi mintak esetében a fonalasgombdk mennyisége kiegyenlitettebb volt,
ugyanakkor régios atlagban itt mutatkozott a legmagasabb telepképzddés.
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A kisérletek soran atlagosan izolalt penészgombak szama a
szarmazasi hely fliggvényében
n=20

2500  Alfeld Eszaki khg. Dunantili dombsag

Atlag (CFU/mg)

o | 1
DI |I I i

= I T
CaC R
N P\
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17. abra: A kisérletek soran atlagosan izoldlt penészgombdk szama a
szdarmazasi hely fiiggvényében

Minden vizsgalt mintabol sikeriilt fonalasgombat izoldlni, ami a gabonak altalanos mikrobioldgiai
érintettségére utal. Az irodalmi adatokkal 6sszhangban a dominéns nemzetségek: Fusarium spp.,
Aspergillus spp., Penicillium spp.
A legtobb mintaban legaldbb két kiillonb6z6 nemzetség egyiittes jelenléte volt kimutathato, ami
fokozott mikotoxikologiai kockazatot jelez.
A MycoFoss mérések alapjan mindhdrom régié mintaiban elsdésorban a fumonizin,ZEA, DON ¢és
aflatoxin volt jellemzd.
e Az Alf6ldon a FUM atlagkoncentracioja volt a legmagasabb, OTA-termelés nem volt
kimutathato.
e Az Eszaki-kozéphegység mintaiban az aflatoxin dominalt, emellett a fumonizin és a T-
2/HT-2 szintek is magasnak bizonyultak.
e A Dunantili dombsag esetében a toxintermelés dontéen fumonizinre korlatozddott, a tobbi
toxin alacsony vagy nem detektalhato szinten volt jelen.
Fontos megfigyelés, hogy minden régiobol szarmaztak olyan izolatumok, amelyek legalabb egy
toxin esetében meghaladtak az Europai Uni6 hatarértékeit.
A kiindulési kukoricamintak ¢€s a beldliik izolalt fonalasgombakkal fert6zott rizs mikotoxinszintjei
nem minden esetben mutattak egyértelmii korrelaciot. El6fordult, hogy:
o a kukoricaban kimutatott toxinokat az izolatumok nem termelték,
o illetve forditva, az izolalt gombdk olyan toxinokat allitottak eld, amelyek a kiindulasi
mintadban nem voltak jelen.
Ez alatdmasztja, hogy a toxintermelés erdsen izolatum- €s koriilményfiiggo.
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A Kruskal-Wallis teszt alapjan az aflatoxin, DON, ZEA, OTA ¢és T-2/HT-2 esetében nem volt
kimutathat6 szignifikans kiilonbség a harom régi6 kozott. Egyediil a fumonizin FUM mutatott
szignifikans teriileti eltérést, amely az Alfold és a Dunantili dombsag 6sszehasonlitasakor volt
egyértelmii.

A kontrollmintakkal torténd 0sszehasonlitas soran mindhédrom régio esetében a fumonizin és a T-
2/HT-2 szintjei mutattak kovetkezetesen szignifikans eltérést, mig a tobbi toxin esetében nem volt
statisztikailag igazolhato kiilonbség.

Az A. flavus (K13) és A. niger (K20) klinikai izolatumok mérheté mikotoxin termelést mutattak a
rizs modellben. Az Aspergillus flavus izolatumok esetében az aflatoxin termelés volt dominans,
amely tobb esetben meghaladta az Eurdpai Unio6 altal meghatarozott hatarértékeket. Az Aspergillus
niger torzsek esetében a toxintermelés jellemzoen mérsékeltebb volt, azonban egyes mintakban
kimutathaté volt az OTA. Kiilonosen fontos megfigyelés, hogy a humdan izolatumok
mikotoxintermeld képessége nem maradt el a kdrnyezeti izolatumokétol. Ez aldtdmasztja azt a
feltételezést, hogy a klinikai fertdzésekért felelds fonalasgombdk nemcsak invaziv potenciallal
rendelkeznek, hanem biokémiailag is aktiv, toxintermeld szervezetek.
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2. Agardiffuzios és CLSI M38-A2 szabvanyon alapuld mikrodilticios eljaras
MIC protokollok dsszehasonlitasa

Mindkét Aspergillus faj esetében jol detektalhato volt a gombandvekedés, valamint az antifungalis
szerek gatlo hatdsa. A MIC értékek minden esetben meghatarozhatok voltak az alkalmazott
koncentraciotartomanyokon beliil, és Osszhangban alltak a szakirodalomban korabban kozolt
adatokkal. Ugyanakkor jelentés modszertani kiilonbségek mutatkoztak a kapott MIC értékekben,
kiilonosen A. parasiticus esetében, ahol az agarhigitasos €s a mikrodilucios eljaras eredményei
kozott nagyobb eltérés volt megfigyelhetd.

Altalanossagban elmondhaté, hogy az agarhigitisos modszer magasabb MIC értékeket
eredményezett, ami a mddszer kisebb érzékenységével €s vizudlis leolvasadsaval magyarazhato.
Kivételt jelentett azonban az A. flavus és metkonazol kombinacidja, ahol a CLSI mikrodilucios
technika szolgaltatott magasabb MIC értékeket, ami ramutat arra, hogy az egyes faj—hatéanyag
kombindciok esetében a modszertani sajatossagok eltérden befolyasolhatjak az eredményeket.

Az agarhigitasos technika eldnye, hogy lehetdséget biztosit a gombak antifungalis szerek hatasara
bekovetkezd morfologiai valtozasainak megfigyelésére, ugyanakkor szamos korlatozo tényezdvel
bir. A telepatmérdk szemmel torténd leolvasdsa, a micélium taptalajba térténd behatolasa, valamint
az A. flavus intenziv sporatermelése jelentdsen rontotta a mérés pontossidgit és
reprodukélhatdsagat. Emellett a kiinduldsi inokulum mennyisége is kritikus tényezének bizonyult,
mivel az alul reprezentdlt gombamennyiség mesterségesen alacsony MIC értékeket
eredményezhetett.

18. dabra: A. parasiticus morfologiai valtozasa az antimikotikumok hatasara (sajat képek)

Ezzel szemben a CLSI mikrodilucidos modszer gyorsabb, standardizaltabb és érzékenyebb
eljarasnak bizonyult. Az egységes sporaszuszpenzid alkalmazédsa javitotta az ismétlések
Osszehasonlithatdsagat, mig a spektrofotometrids abszorbanciamérés csokkentette a szubjektiv
értékelésbdl fakadd hibdkat. Ugyanakkor a szuszpenzié inhomogenitdsa, valamint a mikrotiter
lemezek kezelése sordn fennalldé kontaminacids kockazat a modszer potencialis hatranyait
jelentette.

A vizsgalt antifungalis szerek Osszehasonlitdsa soran megallapithatd volt, hogy a vorikonazol
mindkét Aspergillus faj esetében hatékonyabbnak bizonyult, mint a metkonazol. A két vegyiilet
kozotti szignifikédns kiilonbség (p < 0,05) azonban kizardlag a CLSI mikrodiluciés mddszerrel volt
kimutathaté 5%-o0s szignifikanciaszint mellett, ami tovabb erdsiti e modszer nagyobb
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érzékenységét. Az eltér6 MIC értékek egyben ravilagitanak arra is, hogy az A. flavus és az A.
parasiticus eltéré mértékben reagal azonos hatdsmechanizmusu antifungalis szerekre.

A.flavus metkonazol MIC A.flavus vorikonazol MIC

2NAP 4NAP 6.NAP 8 NAP 2.NAP 4.NAP 6.NAP S.NAP
wplate =agar *microplate *agar
A.parasiticus metkonazol MIC A.parasiticus vorikonazol MIC

2NAP 4NAP 6NAP 8NAP 2NAP 4 NAP 6.NAP 8.NAP

wplate wagar = microplate  « agar

19. abra: A. flavus és A. parasiticus atlagolt MIC eredményei metkonazol és vorikonazol
eseteben. Microplate — CLSI mikrodiliicios protokoll — agar higitasos modszer

A kiilonb6z6 modszerek 0sszehasonlitasa sordn F. verticillioides torzset kezeltiink metkonazolla
¢és vorikonazollal. Az 1. tablazatban Osszefoglalt eredmények mutatjak, hogy a CLSI modszer
magasabb MICog értékeket eredményezett. Lathatd tovabba, hogy az érték emelkedik 48 orat
kovetden, ami azt vetiti elére, hogy a gombak szaporodasa 2 napot kdvetden is folytatodik.

Vorikonazol | 2nap |4nap |6nap |8nap
CLSI 4 8 8 8
Agarhigitas | 1 1 4 4

Metkonazol |2nap |4nap |6nap | 8nap
CLSI 1.25 1.25 1.25 2.5
Agarhigitas | 0.313 | 0.625 | 1.25 1.25

3.tablazat: CLSI és agarhigitasos modszer 0sszehasonlitdsa. Az a legmagsabb koncentracié (pg/ml) érték
kertilt feltiintetésre, ahol F. verticillioides ndvekedése nem haladta meg a 10%-ot a kontrollhoz képest

Az tablazatban azok a legkisebb koncentracidértékek lathatdak, amelyek 90%-ban visszaszoritjak
a toxintermeld gombéak novekedését Annak érdekében, hogy ezt a jelenséget részletesebb is

crer

novekedést szazalékos értékben vizsgaltuk a kontrollhoz képest. Jol elkiilonithetd, hogy az egyes
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modszerek mas koncentracion érik el a MIC90 értéket reprezentald hatart. A CLSI esetében 48
orat és 8 napot kovetden is magasabb érétkeket tapasztaltunk. Megfigyelhetd tovabba az is, hogy

8 napot kdvetden ez a hatarvonal metszése magasabb koncentracio értéknél talalhato.

(€V] (B)
120 120
] CLSI :
100 100+ .
R : -=- Agar dilution @ 1 -=- Agar dilution
& 804 o 307
2 2
g‘ i %] _|0_
8 40 a
“ 20 7 -
e — MICo, P I : MICso
v T Ll
0 : H ¢ : !
Konceatricio (ug/ml) Koncentracio (ug/ml)
©) D)
120 120
] CLSI ] cLst
_ 10’0'1’ -= Agar dilution 100:: ~=- Agar dilution
< 50 &
HES 2
5 ]
& 40+ %
w - wr
204 |
— MICg, —_— MICy,
0 1 L) L] 1 0 T T T 1
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8
Koncentracid (ug/ml) Koncentricié (ug/ml)

20. abra: CLSI és agarhigitasos modszerek 6sszehasonlitisa Fusarium verticillioides torzs 48 oras metkonazol (A)
48 oras vorikonazol (B) valamint 8 napos metkonazol (C) és 8 napos vorikonazol (D) kezelést kéveté szaporodasan
keresztiil. MIC90 jeldli azt a koncentrdciot, ahol a mikroorganizmus szaporoddsa 90%-ban gatlodik.

3. Klor-dioxid és egyéb antifungalis szerek dsszehasonlito vizsgalata

A kisérletek soran a CLSI M38-A2 modszertan modositasara volt sziikség, mivel a vizsgalt
fonalasgombak novekedését egy minimal tapoldatban értékelték, amely megfeleld alternativanak
bizonyult az RPMI-1640 tapkozeggel szemben. A MICo értékeket 48 ora €s 8 nap elteltével
hataroztak meg, lehetdvé téve az antifungalis hatas idObeli valtozasanak elemzését.
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Propionsav minimalis gatlokoncentraci6 értékek (pg/ml) Metkonazol minimalis gétlékoncentracid értékek (ug/ml)
lnap 2. nap 3 nap 4. nap 5. nap 6.nap 7. nap 8 nap l.nap 2 nap 3. nap 4. nap 5. nap 6.nap 7. nap 8 nap
F verticilliotdes |128.53 o0 F.verticillioides | 0.15 15
F. graminearum | 115.65 o0 F gramimearum | 009 018 037 039 040 039 040 041 1.0
F_proliferatum | 121.14 ZEE F proliferanyn | 013 039 |08 08 078 083 081 083 0.5
F. sporotrichioides | 94.53 10942 120,03 19286 198.81 20175 207.00 210.71 100 F spororichicides | 0.02 003 013 019 020 021 021 023
Q200 3.0
o o R PV o[ m:
Klér-dioxid minimalis gatlékoncentricid értékek (ng/ml)
l.nap 2 nap 3. nap 4. nap 5. nap 6. nap 7. nap 8 nap
F verticillioides | 0.43
F. graminearum | 042 081 096 095 094 095 095 096 L3
F proijferaim | 044 0892 093 094 094 094 094 094 1.0
F sporotrichicides | 040 062 093 094 095 095 095 09 05
m:
2

4.  tablazat: Propionsav, metkonazol és klor-dioxid pontos MICyy értékei, és azok 8 napon keresztiil térténé

valtozasai F. verticillioides, F. graminearum, F. proliferatum, F sporotrichioides var. minus és A. flavus
esetében

Az eredmények egyértelmii kiilonbségeket mutattak az egyes szerek hatékonysagaban. A
propionsav esetében az exakt MICop értékek 109,42 -394,25 ng/ml koz¢é estek 48 ora elteltével és
210,71-505,05 pg/ml 8 nap elteltével. Metkonazol esetében ezek az értékkel nagysagrenddel
kisebbek voltak, 0.03-0,87 png/ml 48 ora utan és 0,23-1,73 pg/ml 8 napot kovetden. A klor-dioxid
esetében az exact MICoo értékek 48 ora utan 0,62 pg/ml és 0,98 ng/ml kozott, mig 8 nap utan 0,96
ng/ml és 0,9 ug/ml kdzott voltak. Osszességében elmondhatd, hogy a propionsav esetében 8 napon
keresztiil emelkedtek az értékek. A metkonazol esetében 3 nap utan csak csekély mértékii, a klor-
dioxid esetében nem volt szignifikans novekedés az exakt MICo értekeket figyelembe véve. Ezen

jelenség pontosabb megismerése érdekében, megfigyeltilk a fonalasgombak novekedését adott
koncentracioju kezelés hatasara 8 napon keresztiil.
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F ” daa lilonbazd

koncentrédcidji metkonazol kezelés hatdsdra

F. graminearum szaporodasa kiilonbszd
koncentracidji propionsav kezelés hatdsara

—=— Control T —= Control
. A 16 gl 25 g
E o /%/’ 1 A 00625 pgiml
g 32 pgiml E / 0.125 pmL
o 2
e —e— 64 pgml i, =5 =3 —o— 025 pg/mL
< ; % e
8 +— 128 pg'mL % 05 4 v +— 05 pg/mL
8 —a 256 ug/mL a ’
© .
- 512 pg/mL R
'y . e
00 - —¥— '
Q 1 2 3 4 5 G 7 g
1d6 (nap) 1dé (nap)

F. graminearum szaporoddsa kiilonbozd
koncentracidji klor-dioxid kezelés hatdsara

- Control
A— 00625 pg/mL
0.125 pg/mL
-+ 025 png/mL
o 05pgml
—&— 1 ugmL

OD érték (530nm)

1d5 (nap)

21. abra: F. graminearum szaporodasa (OD értékbol szarmaztatva) kiilonbozé koncentraciojo propionsav,
metkonazol és klor-dioxid hatdasara 8 napos iddszakon keresztiil. A kiértekelés 24 oranként tortént. Az
adatok atlag +/- standard devidcio értékekként vannak abrazolva.

A 21. abra szemlélteti, hogy a F. graminearum szaporodasat 512 pg/ml propionsav, 0,5 pg/ml
metkonazol és 1 pg/ml klor-dioxid gatolja.

F. proliferatum szaporodasa killonb6zé F. proliferatum szaporodasa kilonbozd
koncentracioji propionsav kezelés hatasara koncenirdcidjn metkonazol kezelés hatdsdra
0.8+
—= Control —=— Control
—_ A 16 ug/mlL A 0.0625 pg/mL
0.6 -
32 pgiml E 0.125 wmL
@
i 044 —— 64 pg/ml A —— 025 pg/mL
o . .x -
k- o 128 pginl i 0.5 pgmL
8 0.2 —— 256 pg/mL 8 —— 1 ug/mL
w512 pg/mL
0o

1d6 (nap)

F. proliferatum szaporodasa kilonbozd
koncentracidjn klér-dioxid kezelés hatdsara

0.8
#- Control
= 0.6 A 0.0625 pg/mL
& 0.125 pzimL
& 04 . -
o4 : S ng
3 = - O.j. ng/mL
3 s + 0.5 pgml
8 0.2 —— 1 pg/mL
00 T T T ¥ 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8
1d5 (nap)

22. abra: F. proliferatum szaporodasa (OD értékbdl szarmaztatva) kiilonbozo koncentraciojo propionsav,
metkonazol és klor-dioxid hatasara 8 napos iddszakon keresztiil. A kiértékelés 24 orankeént tortént. Az adatok atlag
+/- standard deviacio értékekként vannak abrazolva.
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A 22. adbran lathatd, hogy a F. proliferatum szaporodasa 512 pg/ml propionsav, 1 ug/ml
metkonazol és 1 pg/ml klor-dioxid hatasara keriil gatlasra.

da F. sporotrichioides var. minus szaporoddsa

F. sporotrichioides var. minus szaporoda
kiilénb&z8 koncentraciéji klér-dioxid
kezelés hatasara
0.6+
— = Control
E A 00625 pg/mL
S 04
", 0.125 pg/mL
v O
E - 025 ng/mL
g 02 + 05 pg/mL
=l —&— 1 pgml
0.0
0

146 (nap)

F. sporotrichioides var. minus
kiilénbsz8 koncentrdciéin propionsav kiilénb&zé koncentraciéjn metkonazol
kezelés hatasara kezelés hatasara
0.6 0.6
—=— Control —a— Control
7 = A L0pgml . A 00625 pg/ml
- -

£ 04 o 1 2pgml & 04 e 0.125 wmlL
ot - — —— 64 pg/ml = —— 025 pg/m
3 AT + ¥ i
5 S s + 128pgml % /

5 5 .
e L : o a
] - = & 256pgml & / I+

A P + ; 1
00—.42/—

23. abra: F. sporotrichioides var. minus szaporodasa (OD értékbdl szarmaztatva) kiilonb6z6 koncentraciojo
propionsav, metkonazol és klor-dioxid hatasara 8 napos idészakon keresztiil. A kiértékelés 24 oranként tortént. Az
adatok atlag +/- standard deviacio értékekként vannak abrazolva.

A F. sporotrichioides var. minus szaporodasat 256 pg/ml propionsav, 0.25 pg/ml metkonazol és 2

pg/ml kloér-dioxid kezelés gatolja (23. abra).

1d8 (nap)

OD érték (530nm)

1d3 (nap)

F. verticillioides szaporoddsa kilonbdz6

F verticillioi aporodisa kulenbozé
koncentraciéji propionsav kezelés hatdsdra koncentréciéjn metkonazol kezelés hatdsara
10 —# Confrol 10 —a— Control
—A— 16 pg/mL E‘ A 0.0625 pg/mL
g 32 pgiml. < 0.125 il
e
a o 64ugml = 0.25 pg/mL
S 05 € R
o) e 128 pgmL g 05 pgimL
5 o
9 —a 256 pgiml e 1 pg/ml
v 512 pgiml 2 pg/ml
00

o 0 ugmlL

A 00625 pg/mL
0125 wmL
025 pg/mL
0.5 pg/mL

1 ugiml

2 ngmlL

24. abra: F. verticillioides szaporodasa (OD értékbdl szarmaztatva) kiilonbdzo koncentraciojo propionsav,
metkonazol és klor-dioxid hatasara 8 napos iddszakon keresztiil. A kiértékelés 24 oranként tortént. Az adatok atlag

+/- standard deviacio értékekként vannak abrazolva.
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A 24. abran lathatd, hogy a F. verticillioides szaporodasa 512 pg/ml propionsav,2 pg/ml
metkonazol és 2 pg/ml klor-dioxid hatasara keriil gatlasra.

A. flavus szaporodasa kiilonbozd A flavus iz konc
koncentracioji propionsav kezelés hatésira metkonazol kazeles hatdsira

—=— Control 08 & Opg/mb
A 16 pg/mL E —4— 00625 pg/mL

E‘ 32 pg/mL = 0.6 0.125 w/mL
2 —— 64 pg/mL % o 0.25 pg/mL
o E 04 .
4 + 128 pg/mL S —— 0.5 ug/mL
E
a s 256 pgiml o o 1 pg/nl
© 512 pg/mlL 2 pg/mL

—& 1024 ug/mL 0.0 L,a -5 4pug/nl

] 1 2 3 4 S 6 S
1d5 (nap) 1d6 (nap)

A. flavus szaporoddsa kiilonbszd koncentraciod
klor-dioxid kezelés hatasira

08

_ & 0pgml
E A~ 00625 pg/mL
< 06
v, 0.125 w/mL
o
o - 025 ug/mL
5 o4
o + 05 pgmlL
(=)
02 —— 1 pgml
2 pg/ml
0.0 —&- 4 pg/mL
4= 8 ug/mL

s

klor-d10x1d hatasara 8 napos iddszakon keresztiil. A kiértékelés 24 oranként tortént. Az adatok atlag +/- standard

deviacid értékekként vannak abrazolva.

A 25. abra szemlélteti, hogy az A. flavus szaporodasa 1024 pg/ml propionsav,41 pg/ml
metkonazol €és 8 pg/ml klor-dioxid kezelés hatasara kertil gatlasra.

Az egyik lényeges kiilonbség a klor-dioxid esetében a tobbi antifungalis szerrel szemben, hogy a
gotlokoncentracio alatti koncentracid nem eredményez mérsékelt novekedést. Ez a részleges
novekedés az alabbi esetekben figyelhetd meg:

F verticillioides: metkonazol 1 pg/mL;

F. grameniearum: propionsav 256 pg/mL; metkonazol 0.0625; 0.125; 0.25 ug/mL.

F. proliferatum: propionsav 16; 32; 64; 128; 256 pg/mL, metkonazol 0.0625; 0.125; 0.25;
0.5 pg/mL;

FE. sporotrichioides var. minus.: propionsav 16; 32; 64; 128 pg/mL; metkonazol 0.0625;
0.125 pg/mL;

A. flavus: propionsav 512 pg/mL; metkonazol 0,625; 0,25; 0,5; 1; 2 pg/mL

Az egyik jelenség az A. flavus fonalasgomban a legszembetlindbb, de a F. verticillioides és
graminearum fajoknal is megfigyelhetd: A gatlokoncentracio alatti klor-dioxid koncentracid
hatéséara fokozott micéliumtomeg figyelheté meg, ez mutatkozik meg a nagyobb OD értékeken.
Az eredményekbdl lathato, hogy az 4. flavus magasabb MICoo értékekkel rendelkezik.
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4) Diszkusszio ¢és kovetkeztetések

A bemutatott kutatdmunka atfogo, tobb pillérre épiilé megkozelitést alkalmaz a mikotoxinok altal
jelentett élelmiszer- €s takarmanybiztonsagi kockazatok kezelésére. Egyarant integralta a korszerti
analitikai fejlesztéseket és a toxintermel0 fonalas gombdk mikrobiologiai inaktivalasanak
vizsgalatat. Az eredmények egyiittes értelmezése aldtdmasztja azt a szemléletvaltast, miszerint a
mikotoxin-probléma hatékony kezelése nem kizardlag a végtermék-ellendrzésre, hanem a
megeldzésre, a gyors dontéstamogatasra €s a rendszerszintli monitoringra kell hogy épiiljon.

A mikotoxin-analitikai vizsgalatok soran a CFIA technologia tovabbfejlesztése és validalasa
igazolta, hogy ez a moddszer alkalmas a hagyoményos ELISA-eljardsoknél gyorsabb és tobb
mikotoxinra vonatkoz6 multiplex informacidt szolgaltatd sziirdvizsgalatok megvaldsitasara. A
aCFIA protokoll kidolgozasa demonstralta, hogy a mérési id0 jelentdsen csokkenthetd az analitikai
teljesitmény érdemi romléasa nélkiil, ami a PON alkalmazasok szempontjabdl kiemelt jelentdségii.
A MycoFoss™ automatizalt CFIA-platform UHPLC-MS/MS referencia-modszerrel torténd
Osszehasonlitdsa megerdsitette, hogy megfeleld validacio mellett az FC-n alapuldé immunoassay
megbizhatd, nagy ateresztOképességli eszkdze lehet a rutinszerli mikotoxin-monitoringnak,
kiilonosen gabona- és takarmanymatrixok esetében.

A mikrogyongyos, FC-n alapulé immunanalitikai rendszer gyakorlati relevancidjat és modszertani
robusztussagat jol mutatja, hogy a fejlesztett CFIA platform nem csupan kontrollalt laboratériumi
kortilmények kozott, hanem tobb, valddi alkalmazott agrarkutatasi projektben is tesztelésre €s
validélasra kertiilt. Ezek a vizsgalatok lehetdséget teremtettek arra, hogy a modszer teljesitményét
komplex, heterogén mintdkon, valds kornyezeti ¢€s termesztéstechnoldgiai hattér mellett
értékeljiik. A kiilonbozd talajmiivelési rendszerek (csokkentett talajmiivelés, talajkiméld és savos
miivelés) hatdsanak vizsgalata soran a CFIA modszer alkalmasnak bizonyult a Fusarium fajok
altal termelt f6bb mikotoxinok gyors €s parhuzamos meghatarozasara szant6foldi kisérletekbdl
szarmazd kukoricamintakban. A modszer érzékenysége ¢és ateresztOképessége lehetdve tette nagy
mintaszam feldolgozédsat, ami kulcsfontossagu a kiilonb6z6 miivelési technologiakbol adodo,
gyakran finom, de statisztikailag relevans kiilonbségek kimutatasahoz. Az igy nyert adatok
hozz4jarultak annak megértéséhez, hogy az agrotechnikai beavatkozasok miként befolyasoljak a
toxintermeld gombdak felszaporodésat és a mikotoxin-felhalmozddas mértékét. A mikrogyongyds
rendszer tovabbi, kiemelt alkalmazasi teriilete volt a kukorica hibridek — kiilondsen Bt és izogén
nem-Bt hibridek — mikotoxin-szennyezettségének Osszehasonlitdé vizsgalata mesterségesen és
természetes modon fert6zott koriilmények kozott. Ebben a komplex kisérleti rendszerben a CFIA
modszer elénye kiilondsen a multiplex mérési képességében mutatkozott meg, amely lehetdve tette
tobb Fusarium-eredetii mikotoxin (pl. fumonizinek, trichotecének, ZEA) egyidejli értékelését. Ez
a megkozelités jobban tiikrozi a szantofoldi valosagot, ahol az egyes toxinok ritkan fordulnak el
izolaltan.

Ezen alkalmazott kutatasi projektek soran nyert tapasztalatok alapjan megallapithato, hogy a CFIA
rendszer nem csupan analitikai szliréeszkdzként, hanem agrarkutatdsi dontéstamogatod
modszerként is életképes. A modszer gyorsasdga, multiplexitdsa és viszonylag egyszerl
mintapreparacidja lehetdvé teszi, hogy a mikotoxin-monitoring szerves részévé valjon a
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novénynemesitési, termesztéstechnologiai ¢és kockazatcsokkentési vizsgalatoknak. Mindez
kiilonosen értékes olyan kutatasi kornyezetben, ahol a nagy mintaszam ¢s a komplex kisérleti
faktorok (genotipus, kornyezet, agrotechnika) egyiittes kezelése elengedhetetlen.

A multi-mikotoxin hatdsok vizsgalata rdmutatott arra, hogy a mikotoxinok egyiittes eléforduldsa
nemcsak toxikoldgiai, hanem analitikai szempontbol is kritikus tényezé. Az anyatoxinok,
metabolitok és bomlastermékek immunoassay-kre gyakorolt hatdsanak elemzése hangsulyozta az
antitest-specificitds és a keresztreaktivitds kontrolljanak fontossagat, kiilondsen multiplex
rendszerek kialakitasakor. Az ochratoxinok ¢és a CIT sejtkulturas modelljein végzett vizsgalatok
tovabb erdsitették azt az allaspontot, hogy a metabolitok biologiai aktivitasa és kombinalt hatasa
nem hagyhatoé figyelmen kiviil sem a kockazatbecslés, sem az analitikai modszerfejlesztés soran.
Ezek az eredmények tudomanyos alapot szolgaltatnak ahhoz a kérdéshez, hogy egyes toxinok
esetében indokolt-e az individudlis meghatarozds, vagy elegendd lehet egy Osszegzett (pl.
szumma-OTA) megkdzelités.

Az allati eredetli mintakban végzett CFIA-alapt vizsgalatok ravilagitottak arra, hogy a mikotoxin-
expozicid6 monitorozdsa nem korlatozddhat kizérdlag a nodvényi alapanyagokra. Az OTA
immunanalitikai médszerek megfeleld adaptacidval alkalmasak lehetnek biomonitoring célokra is,
koltséghatékony alternativat kinalva a klasszikus kromatografias technikakkal szemben.

Munkank egyik magas prioritasi célja egy olyan komplex, orszadgos lefedettségili adatbazis
kialakitasa, amelyben a gabonamintdk mikotoxin-terhelésének meghatarozasa parhuzamosan
tortént a toxintermeld fonalas gombak izolalasaval és azonositasaval. Ez a megkdzelités talmutat
a hagyomanyos monitoring rendszereken, amelyek jellemzden kizarélag a toxinkoncentraciok
mérésére szoritkoznak, ¢és ritkan kapcsoljak Ossze azokat a ténylegesen jelen 1évo, aktiv
gombapopulaciok vizsgalataval.

A toxinadatok és a mikrobioldgiai izolatumok egyiittes értékelése lehetdvé teszi, hogy ok—okozati
Osszefliggéseket tarjunk fel a kornyezeti feltételek, a gombafajok/fajkomplexek jelenléte és a
tényleges mikotoxin-felhalmozdodas kozott. Ezaltal nem csupan a szennyezettség mértékérdl,
hanem annak biologiai hatterérdl és potencialis jovObeli kockadzatarol is informaciod nyerhetd. Az
ilyen integralt adatstruktara kiilondsen értékes az éghajlatvaltozassal 6sszefliggd gombadkoldgiai
eltolodasok €s a regionalis kockazati mintazatok hosszl tavu értelmezésében.

A mikrobioldgiai vizsgalatok sordn kiemelt hangsulyt kapott a természetes kornyezetbdl, illetve —
kiegészitd jelleggel — a human szervezetbdl izolalt fonalas gombatdrzsek vizsgalata és
Osszehasonlitdsa. Ennek jelentdsége abban rejlik, hogy a laboratériumi referencia- vagy
gyljteményi torzsekkel szemben a természetes izolatumok valds kornyezeti szelekciés nyomas
alatt allnak, és toxintermelési potencidljuk, novekedési dinamikédjuk, valamint stressztiirésiik
jelentdsen eltérhet a standardizalt torzsekétdl. A vizsgalatok ramutattak arra, hogy azonos fajba
tartozo torzsek kozott is jelentds kiilonbségek mutatkozhatnak a toxintermelés mennyiségében €s
mintdzatdban, ami kozvetlen hatidssal van a kockézatbecslésre és az analitikai eredmények
értelmezésére. A human eredeti izolatumok bevondsa pedig tovabb erdsiti a munka transzlacios
jelentéségét, mivel lehetdséget teremt annak vizsgalatdra, hogy a kornyezeti és az emberi
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szervezetben el6forduld torzsek toxikoldgiai és fenotipusos tulajdonsidgai milyen mértékben
térnek el egymastol.

A fonalas gombak elleni védekezés vizsgalata soran kiilonos figyelem iranyult a fungicidek és
alternativ antifungalis hatéanyagok Osszehasonlitd tesztelésére, ezen beliil is a klor-dioxid
hatékonysaganak értékelésére. A klor-dioxid alkalmazisa azért bir kiemelt jelentOséggel, mert
sz€les spektrumu antimikrobidlis hatdsa mellett eltéré hatasmechanizmussal rendelkezik a
hagyomanyos fungicidekhez képest, €s potencialisan alkalmas lehet olyan rendszerekben is, ahol
a rezisztencia kialakulasa vagy a kémiai terhelés csokkentése kiemelt szempont.

A fungicid-hatasvizsgalatok soran alkalmazott agardiffuzios és CLSI szabvanyon alapulé MIC
modszerek 0sszehasonlitdsa modszertani szempontbol is fontos eredményeket szolgaltatott. Az
eltéré mérési elvek és végpont-definiciok miatt a két megkozelités kiillonbozo érzékenységet €s
informdaciotartalmat biztosit; ezek dsszevetése ramutatott arra, hogy az antifungalis hatékonysag
értékelése er0sen modszerfiiggd lehet. A standardizalt MIC-eljarasok alkalmazasa elengedhetetlen
az 0sszehasonlithatosag és reprodukalhatosag érdekében.
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5)Osszefoglalas

A gabonafélék toxikogén fonalas gombak altali szennyezddése és az ebbdl eredd mikotoxin-
terhelés Magyarorszagon is stulyos élelmiszer-, takarmany- €s kozegészségiigyi kockazatot jelent.
A probléma komplexitasat ndveli, hogy a szennyezés jellemzden multi-mikotoxin jellegi, jelentds
térbeli és iddbeli variabilitassal, valamint klimatikus, agrotechnikai és mikrobiologiai tényezok
Osszetett kdlcsonhatasaval.

Elsédleges célunk ezért egy komplex, innovativ stratégia kidolgozasa a toxikogén fonalas
gombak felszaporodasanak és az altaluk termelt toxikus szennyezédések csokkentésére a
magyar gabonatermelésben.

A megvalositashoz deffinidlt stratégiai pillérek:
a. Gyors, terepen alkalmazhaté mikotoxin-analitika (POCT / PON)

A hagyomanyos laboratériumi modszerek mellett olyan gyors, koltséghatékony és megbizhatd
analitikai megoldasok keriiltek el6térbe, amelyek alkalmasak helyszini dontéstimogatasra. A
multiplex immunoassay-k, az aCFIA protokollok és az automatizalt analitikai rendszerek (pl.
MycoFoss™) bizonyitottdk, hogy rovid analizisid6 mellett is megfeleld pontossagot és
reprodukalhatosagot biztositanak. Ezek az eszk6zok kulcsszerepet tolthetnek be a betakaritasi,
tarolasi és atvételi pontokon torténd gyors kockazatfelmérésben.

b. Eléfordulasi és kockazati adatbazis kiépitése
A hazai gabonamintdk vizsgélata egyértelmiien igazolta, hogy a mikotoxinszennyezés altalanos
jelenség, teljesen negativ tételek ritkak. A fonalasgombak széleskorii jelenléte és toxintermeld
potencialja indokolja egy orszagos, klimatikus és mikroklimatikus tényezdket is integrald
adatbazis kialakitasat, amely alapot ad prediktiv modellezéshez és célzott megeldzési
stratégiakhoz. Az eredmények alatamasztjdk a One Health szemlélet sziikségességét, mivel a
mikotoxin-expozicié human-egészségligyi relevanciaval is bir.

c. Antifungalis hatéanyagok és alkalmazasi protokollok fejlesztése

A fonalas gombak novekedésének és toxintermelésének gatlasa  kulcskérdés a
kockazatcsokkentésben. A vizsgalatok kimutattak, hogy az antifungalis hatékonysag nemcsak faj-
¢és hatéanyag-fliggd, hanem az alkalmazott modszertantdl és az id6tényez6tdl is jelentdsen fiigg.
Kiilondsen fontos eredmény, hogy a klor-dioxid stabil gatlohatdst mutatott anélkiil, hogy szub-
inhibitori stressz révén fokozta volna a toxintermelést, ami igéretes mezdgazdasagi alkalmazasi
lehetdségeket vet fel. A hosszi tava cél a fert6zott terményeken is validalt, gyakorlatban
alkalmazhato kezelési protokollok kidolgozésa.

Vérhat6 hatés és hasznosithatosag:

A harom pillérre ¢épiild komplex stratégia lehetové teszi: (1) a mikotoxin-kockdzat korai
felismerését és gyors kezelését, (2) a megeldzésre épiild, tudasalapt dontéshozatalt, az élelmiszer-
¢s takarmanybiztonsadg javitasat, (3) valamint a mikotoxinok altal okozott egészségiigyi,
tarsadalmi és gazdasagi terhek csokkentését.
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A program eredményei kozvetleniil hasznosithatok a mezdgazdasagi gyakorlatban, a szabalyozasi
¢s kockazatértékelési folyamatokban, valamint hosszi tavon hozzajarulnak a fenntarthatd €s
biztonsagos gabonatermeléshez.
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6)Uj tudomanyos eredmények

1. Multiplex, mikrogyongyos immunanalitikai rendszer tovabbfejlesztése és gyorsitasa

Elsoként keriilt bemutatidsra és validalasra egy aCFIA, amely jelentdsen csokkenti az
inkubécios és teljes mérési idot, mikozben megorzi az analitikai érzékenységet és precizitast.
Az eredmények igazoltak, hogy a kotési kinetika optimalizaldsaval a multiplex immunoassay
alkalmas PON alkalmazasokra is, ami 1j iranyt nyit a mikotoxin-analitika decentralizalasédban.

2. CFIA technolégia analitikai egyenértékiiségének bizonyitasa referencia UHPLC-
MS/MS médszerrel

Természetes gabonamintakon végzett Osszehasonlitd vizsgalatok igazoltdk, hogy a CFIA-

alapu MycoFoss™ rendszer DON meghatarozasara szoros korreldciot mutat a referencia

UHPLC-MS/MS modszerrel, igazolva a mikrogyongyds immunanalitikai technoldgia

megbizhatdsdgat nagy mintaszamu, rutinszerii monitoring alkalmazasokban.

3. Az immunanalitikai mérési bizonytalansag forrasainak uj szintii feltarasa multi-
mikotoxin kornyezetben

Ujszerti modon keriilt feltérképezésre, hogy anyatoxinok, metabolitok és bomlastermékek

milyen mértékben befolyasoljak a mikrogyongyds immunassay-k miitkddését. A kidolgozott

tesztelési protokoll ) moddszertani keretet ad az antitest-specificitds vizsgalatara, amely

kozvetleniil alkalmazhat6 jovobeli multiplex assay-k fejlesztésében.

4. Ochratoxin-szarmazékok bioldgiai hatasainak komplex értékelése és analitikai
implikacioi

Sejtkulturas vizsgalatokkal bizonyitast nyert, hogy az OTA mellett annak metabolitjai (OTB,

OTC) és a citrinin metabolitjai bioldgiailag relevans citotoxikus és fejlodéstoxikoldgiai

hatéssal rendelkeznek, ami tudoményos alapot teremt arra, hogy az ochratoxin-analitikdban

indokolt lehet a szarmazékok differencialt vagy dsszegzett (szumma-toxin) kezelése.

5. Immunanalitikai modszerek kiterjesztése allati biomonitoring alkalmazasokra
Els6ként kertilt igazolasra, hogy a mikrogyongyds CFIA modszer alkalmas allati eredetii
mintdkban (plazma, m4j, vese) felhalmozodott OTA megbizhat6 kimutatasara, €s eredményei
osszemérhetok HPLC-FLD referencia mérésekkel. Ez 0 perspektivat nyit az immunoassay
alapu toxikologiai biomonitoring teriiletén.

6. Orszagos lefedettségii, integralt mikotoxin—gomba adatbazis - modell

Uj tudomanyos értéket képvisel egy olyan adatbazis létrehozasa, amelyben ugyanazon mintak
esetében parhuzamosan tortént mikotoxin-meghatarozas és toxintermeld fonalas gombéak
izolalasa. Ez a megkozelités lehetdvé teszi a toxinadatok és a mikrobioldgiai hattér ok-okozati
Osszekapcsolasat, ami talmutat a hagyomanyos, kizardlag analitikai alapi monitoring
rendszereken.
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7. Természetes és human eredetii fonalas gombatorzsek toxintermelési
variabilitisanak igazolasa

Bizonyitast nyert, hogy azonos fajba tartozd, de eltéré eredetii (kdrnyezeti vs. human)

izoldtumok kozott jelentds kiilonbségek mutatkoznak a toxintermelési potencialban, ami

alapvetden befolyasolja a kockdzatbecslést és megkérddjelezi a kizarolag referencia-torzseken

alapulo extrapoléaciok altalanosithatosagat.

8. MIC-meghatarozasi modszerek osszehasonlito értékelése fonalas gombak esetén
Agardiffuzios és CLSI szabvanyon alapulé mikrodilucios MIC modszerek 6sszehasonlitasa
soran igazolasra keriilt, hogy a fungicid-hatdsossag megitélése jelentésen modszerfiiggd, ami
tudomanyos alapot szolgéltat a moddszervalasztas kritikus wjragondolasdhoz antifungalis
kutatasokban.

9. A CFIA rendszer agrarkutatasi dontéstamogato szerepének igazolasa

Alkalmazott szant6foldi kisérletekben (talajmiivelési technikédk, Bt és nem-Bt kukorica
hibridek) bizonyitasra keriilt, hogy a mikrogyongyds CFIA mddszer nem csupéan analitikai
eszkéz, hanem alkalmas komplex agrondmiai kérdések megvalaszoldsara és a mikotoxin-
kockazat genetikai és technoldgiai tényezdinek feltarasara.
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