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Osszefoglalas

Napjainkra gyorsul6 {itemben novekednek azok a potencialis veszélyt hordozo6 teriiletek nagysaga,
amelyek idealisak a mikotoxinok termel6déséhez. Friss kutatasok alapjan mar minden magyaror-
szagi régioban megtalalhatoak az Aspergillus fajok, igy siirgetévé valt a mikotoxin szennyezettség
problémajanak megoldasa. A mikotoxinok artalmatlanitasara szamos modszer ismert, melyek ko-
ziil kisérleteinkben egy biodegradacios eljaras hatékonysagat vizsgaltuk. A mikotoxinok mikrobi-
alis bontasa soran, bizonyos esetekben a kiindulasi anyagnal is toxikusabb melléktermékek kép-
z6dhetnek. Ezeknek a metabolitoknak a biomonitoringjara az EFSA ajanlast adott ki, melyben
megfogalmazta, hogy a biodegradacié kozben keletkezé metabolitok biologiai hatasat is vizsgalni
kell. Korabbi munkaink soran kidolgozott mikroinjektalasi modszer alkalmazasaval egy bizonyi-
tottan Ochratoxin A (OTA) bonté mikrobatdrzs mindsitését kivantuk elvégezni. Az injektalas soran
elére meghatarozott mennyiségii’ vizsgalati anyagot juttattunk az embriok szervezetébe, majd 120
oras korban letalis végpontra vizsgaltuk 6ket. A mikrobatdrzs minésitésekor a torzstdl szarmazo
normal és bontott mintak teszteredményeit hasonlitottuk dssze, az 5 ppm OTA tartalmu oldat ered-
ményeivel. A baktériumtorzs 96%-0s bontasi hatékonysagot mutatott kisérleteinkben. Az eredmé-
nyeink alapjan elmondhat6, hogy az OTA bonté OR 16 jelzésii baktériumtérzs (Cupriavidus Basi-
lensis) termel toxikus anyagokat, azonban ennek toxicitasa alacsonyabb az OTA tartalmu oldathoz
képest. A baktérium OTA bontasi melléktermékei szintén alacsonyabb toxicitast mutatnak a kiin-
dulasi OTA oldathoz képest. Kovetkeztetésként elmondhato, hogy az OR 16 jelzésti baktériumtorzs
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The effect of Ochratoxin A and its biodegradation secondary products in zebrafish embryos
(Danio Rerio)

Abstract

Nowdays, contaminated areas size by mycotoxins have been growing. Based on recent studies, all
the Aspergillus species have been found in all Hungarian regions. Many methods are known for
the detoxification of mycotoxins. One of them is biodegradation which was also used in our expe-
riments. During the microbial biodegradation of mycotoxins, in some cases secondary products
might be more toxic than the original mycotoxins are. According to the EFSA statement, metabo-
lites from mycotoxins’ degradation processes need to be also examined. During our former works
we applied the method of microinjection for toxicity analyses. This method was used to certify the
microbial strain OTA-degrading ability. During microinjection, predetermined amounts of test ma-
terials were injected into the embryos. At 120 hpf, embryos’ lethal endpoint was examined. During
classification of bacterial strain we tested normal, toxin-free control containing only the metabolic
products of the microorganisms, and degraded samples from the strain. The bacterial strain showed
96% degradation efficiency in our experiments. The outcomes were compared with the results of
5 ppm OTA. Based on our results, OR 16 bacterial strain (Cupriavidus Basilensis) produces toxic
materials but they are less poisonous than OTA is. The degradation secondary products are also
showed a lower toxicity than OTA did. The conclusion is that OR 16 bacterial strain suitable to use
for the detoxification of OTA-contaminated feed in confined places.

Keywords: ochratoxin A, zebrafish, microinjection, biodegradation

Irodalmi attekintés

Mikotoxinok

A mikroszkopikus penészgombak metabolizmusa kdzben termelt masodlagos anyagcsere-
termékek a mikotoxinok. Stlyos egészségkarositd hatasaik mellett, csokkentik a szennyezett ter-
mékek tapanyagtartalmat és gazdasagi karokat okoznak. A mikotoxinok altal okozott mérgezést
mikotoxikdzisnak nevezziik (Balogh és mtsai., 2013, CAST REPORT 2003).

Ochratoxin A

Az Aspergillus és a Penicillium penészgombafajok altal termelt ochratoxinok koziil a leg-
toxikusabb az ochratoxin A (tovabbiakban: OTA). Szamos egészségkarositd hatasat irtak mar le,
tobbek kozott limfocitopéniat, elhalast a maj periportialis sejtjeiben, veseelégtelenséget, vesekaro-
sodast okoz, teratogén- és karcinogén is (IARC - 2B besorolas) (IARC 1987). Az allati és human
ochratoxikdzisok megeldzése érdekében szamos védekezési modszer lehetséges (Balogh és mtsai.,
2013, CAST REPORT 2003).

Mikotoxinok elleni védekezés

A mikotoxinokat termel6é penészgombak élelmiszer- és takarmanybiztonsagi szempontbol
is fontos kulturndvényeket fertzhetnek meg. A védekezés egyik legjobb modja a megel6zés, pél-
daul az integralt novényvédelem segitségével; azonban a mar szennyezett termények mentesitésére
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IS szamos lehet6ség all rendelkezésre, melyek kémiai, fizikai vagy biologiai modszerek lehetnek.
A fizikai és kémiai mentesitések soran fellépd tapanyagtartalom csokkenés, a biologiai mentesités
soran nem jelentkezik, igy a 1ényegesen olcsobb hasznalat mellett, ez a tényezo is indokolja a bio-
16giai modszerek fejlesztését és hasznélatat a toxinmentesitésre (Abrahdm és mtsai., 2011, Balogh
és mtsai., 2013).

Biologiai detoxifikaciora szamos mikroorganizmus és azok izolalt enzimjei is képesek. A
biodegradacios folyamat soran keletkez6 melléktermékek esetében azonban eléfordulhat, hogy a
kiindulasi anyagnal toxikusabb anyagok képzédnek. Példa erre az aflatoxin B1, amelynél az epoxi-
dacio soran az AFB1-2,3-epoxid keletkezik, amely egy bizonyitottan tumorkelté metabolit (IARC
- 1B) (IARC 1987). Az OTA esetében mar leirtak Lactobacillus, Streptococcus, és Saccharomyces
cerevisiae torzseket, illetve néhany egyéb gombafajt amelyek kiilonboz6 hatékonysaggal bontjak
a toxint (Juodeikiene és mtsai., 2012). Az OTA bontdé mikrobak koziil az egyik legigéretesebb a
2013-ben leirt Cupriavidus basilensis OR 16 jelzésti baktériumtorzs, amely 98%-0s degradalé ha-
tékonysagot mutatott OTA-bontasat tekintve (Cserhati, 2013). Az EFSA 2010-es tanulmanyaban
felhivja a figyelmet arra, hogy a mikotoxinok mellett a veszélyes metabolitok biomonitoringja is
kiemelkedo jelentéséggel bir. Ez alapjan nem csak a takarmanyok mikotoxin-szennyezettségének
csokkentésére iranyulo eljarasok ellendrzése a cél, hanem az ekézben keletkezé metabolitok bio-
l6giai hatasanak vizsgalata is. Ennek ellenérzésére 6kotoxikologiai teszteket és etetési kisérleteket
kell alkalmazni (EFSA SCIENTIFIC OPINION 2010).

Zebradanio

Az okotoxikologiai vizsgalatok egyik meghataroz6 modellallata a zebradanié (Danio
rerio). A faj elénye a toxikoldgiai vizsgalatoknal, hogy az embriok fejlédése ex-utero zajlik, fejlo-
désmenetiik jol megfigyelhetd és nyomon kdvethetd az atlatszo ikrahéjon keresztiil. Tovabbi eld-
nye, hogy a legtobb emlds6kon végezheté manipulacios eljarast is adaptaltak erre a fajra (Csenki,
2011).

Anyag és modszer

Ochratoxin A biodegradacio

A bontasi folyamat megkezdése elétt az OR 16 jelzésti baktériumtorzs felszaporitasat vé-
geztiik el. A felszaporitashoz a -80°C-on tarolt torzset LB agarra szélesztettiik, majd harom napig
28°C-on inkubaltuk. A kovetkezo 1épésben egyetlen tiszta teleppel alakitottunk ki a kiindulasi ino-
kulumot 100%-o0s LB tapoldatokban, amelyet 3 napig 28°C-on, 170 rpm-es fordulatszamon razat-
tuk. Az inokulum sejtsiiriiségét OD600=0,6-ra allitottuk be 20%-0s LB tapoldattal, €&s 5 ml meny-
nyiséggel oltottuk be a bontasi rendszereket. A bontasi kisérleteket 45 ml 20%-0s LB tapoldatot, 5
ml inokulumot és az 5 ppm OTA-t tartalmaztak. A kisérlet kontrolljaként 5 ppm-es OTA tartalmu
mikrobamentes 20%-0s LB tapoldatot alkalmaztunk. Az OR 16 jelzésii baktériumtorzs normal
anyagcseretermékének mintajahoz OTA-mentes azonos sejtstirtiségli 20%-0s LB tapoldatbol bak-
térium tenyészetet allitottunk 6ssze. A kisérleteket 3 parhuzamos ismétléssel végeztiik. A bontasi
rendszereket 5 napig inkubaltuk 28°C-on, 175 rpm razatas mellett. A mintak centrifugalasat (14000
rpm, 4°C, 20 perc) kovetden a feliiliszot dekantaltuk, 20 mikronos membransziirén szirtiik és -
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20°C-on taroltuk a tovabbi vizsgalatokig. A bontott mintak OTA tartalmat AccuScan Gold ELISA
rendszeren alapuldé mérdéeszkdzzel mértiik vissza, az eszk6zhoz mellékelt protokoll alapjan.

Mikroinjektalas

Az clore elkészitett boroszilikat kapillaris (NARISHIGE JAPAN Glass Capillaries, 1x90
mm) zart végét kissé letortiik, majd a vizsgalati anyaggal megtoltottiik a kapillarist. Az injektalas-
hoz mikroinjektal6 manipulatort hasznaltunk (Tritech Research Inc., microINJECTOR; MINJ-2).
A cseppméret meghatarozasahoz targylemezre cseppentett immerzios olajba injektaltunk néhany
alkalommal, majd fényképezés utan egy kalibralt szoftver hasznalataval meghataroztuk a cseppek
atmér6jét, hogy a gomb térfogatképletének alkalmazasaval meghatarozzuk a bejuttatando anyag-
mennyiségét. A kisérlet soran minden tesztanyag esetében 75 um (0,22 nl), 100 pm (0,52 nl), 150
um (1,77 nl) és 200 um-es (4,17 nl) cseppatmérdket alkalmaztunk. Az ikrak megtermékenyiilést
kovetéen az embriokat azonnal (egysejtes allapot) egy 10 cm atmér6jii Petri-csészébe helyezett
standard méretii targylemez mellé sorakoztattuk az injektalashoz. Az injektalast sztereomikroszkop
alatt 1,5x-es nagyitassal, szabadkézzel, a korionon keresztiil végeztiik el. Minden cseppméret ese-
tén legalabb 3 ismétlést alkalmaztunk, csoportonként 20-20 db embridval. Az injektalast kdvetéen
az ikrakat 26°C-on inkubaltuk, 120 oran keresztiil. Az elpusztult egyedek szamat 24 éranként fel-
jegyeztiik.

Mindésités folyamata

Az OR 16 jelzésii baktériumtorzs mindsitéséhez eldszor a mikroinjektalasi modszert tesz-
teltiik egy semleges oldattal (Zebrafish Ringer’s oldat - ZFR - 116 mM NaCl, 2,9 mM KClI, 1,8
mM CaClz, 5 mM HEPES, pH 7,2), majd a baktériumos kisérlethez hasznalt toménységi tapolda-
tokat (20% és 100% LB tapoldat) vizsgalatuk a legnagyobb, 200 um-es cseppatméré segitségével.
A kovetkez6 1épésben az OTA 5 ppm-es oldatanak kalibralo gorbéjét vettiik fel a fentebb megadott
cseppatmérék alapjan. Ezt kovetéen az OR 16 jelzésti baktériumtorzs normal és OTA-bontasi
anyagcseretermékeit vizsgaltuk a korabban leirt 4 cseppatmérd segitségével. Az 5 ppm-es OTA
oldat eredményeit Gsszehasonlitottuk a baktérium normal és bontasi melléktermékeinek eredmé-
nyeivel, illetve a normal és bontott anyagcseretermékek eredményeit is.

Az eredmények értékelését a GraphPad Prism 6.01-es szoftverrel végeztiik, Kruskal-Wallis
ANOVA-t hasznaltunk Dunn post-hoc teszttel a kontroll csoportok, az OR16 jelzésii baktérium-
torzs normadl €és bontasi anyagcseretermékeinek eredményeinek dsszehasonlitdsdhoz. Az 5 ppm-es
OTA oldat mortalitasi eredményeinek értékeléséhez ANOVA-t, Tukey post-hoc teszttel alkalmaz-
tunk.

Eredmények és értékelés
Kisérleteink soran két kontrollt alkalmaztunk. A mikroinjektalasi modszer kontrolljaként
egy semleges oldatot hasznaltunk (ZFR), a baktériumos kisérlet kontrolljaként pedig a mikroba

felszaporitasahoz alkalmazott LB taptalajokat teszteltiik a legnagyobb cseppatmérd segitségével
(200 um = 4,17 nl). Az oldatok mortalitasi eredményei 10% alatt maradtak (1/A dbra), amely az
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OECD eléiras kontroll csoportra vonatkozo pusztulasi értékének is megfelel. Az eredmények sta-
tisztikai elemzése alapjan nem talaltunk szignifikans kiilonbséget. Ennek alapjan elmondhato, hogy
sem a mikroinjektalas, sem a bontasi modszer nincs hatassal az embriok talélésére az altalunk
hasznalt térfogatokon.

Az OTA 5 ppm-es mortalitasi eredményei (1/B abra) azt mutatjak, hogy a kezeletlen kont-
roll csoport pusztulasa 10% alatt maradt és a dozisok emelésével a mortalitasi értékek is emelked-
tek, a legnagyobb, 4,17 nl-es dozis esetén 80% koriili pusztulast tapasztaltunk. Szignifikans kiilon-
séget kaptunk a kontroll és a 0,52 nl (p <0,01), az 1,77 nl (p < 0,0001), a 4,17 nl (p < 0,0001)
csoportok kozott, emellett a 0,22 nl és a 0,52 nl (p < 0,05), az 1,77 nl (p <0,0001), a 4,17 nl (p <
0,0001) kezelések kozott, valamint a 0,52 nl és az 1,77 nl (p < 0,0001), a 4,17 nl (p < 0,0001)
dozisok kozott.

Az OR 16 jelzésti baktériumtorzs normal anyageseretermékeinek mortalitasi eredményei
(1/C dbra) esetén a kontroll csoport mortalitasa szintén 10% alatt maradt és a dozis hatasara itt is
novekvo pusztulasi értékeket kaptunk, a 4,17 nl-es dozis esetén 60% koriili mortalitast tapasztal-
tunk. Szignifikans kiilonbséget kaptunk a kontroll és a 4,17 nl (p <0,01), illetve a 0,22 nl és a 4,17
nl (p <0,001) kozott. Az eredmények alapjan elmondhat6, hogy a mikroba életfolyamatai soran
halakra karos melléktermékeket termel, azonban ennek toxicitasa joval alacsonyabb, mint a kiin-
dulasi 5ppm-es OTA oldaté.

Az OR 16 jelzésii baktériumtorzs OTA bontasi melléktermékeinek mortalitasi eredményeit
az 1/D dabra mutatja. A kezeletlen kontroll csoport pusztulasi értékei ebben az esetben is 10% alatt
maradtak, a mortalitasi értékek dozis-fiiggést mutatnak. Szignifikans kiilonbséget tapasztaltunk a
kontroll és az 1,77 nl (p < 0,05), a 4,17 nl (p < 0,05) ko6zott, valamint a 0,22 nl és a 4,17 nl (p <
0,05) kozott. Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy a bontasi melléktermékek toxicitasa szin-
tén alacsonyabb, mint az 5 ppm-es OTA oldaté. Emellett a normal anyagcseretermékekhez viszo-
nyitva is alacsonyabb toxicitast mutatnak. A legnagyobb dézis esetén is csak 38,5%-0s mortalitast
tapasztaltunk, azonban statisztikailag nem igazolhat6 a kiilonbség.
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Figure 1: The effect of Ochratoxin A and its biodegradation secondary products by Cupriavidus
basilensis OR 16 bacterium strain in zebrafish embryos with microinjection methods

Az abrak a kontorollok (kezeletlen kontroll, Zebrafish Ringer’s -ZFR, LB tapoldat—panel
A) és a kezelési csoportok (OTA 5 ppm—panel B, OR 16 normal anyagcseretermék—panel C, OR
16 OTA bontasi mellékterméke—panel D) szazalékos mortalitasi eredményeit mutatjak.

The figures shows control groups (non-injected control, Zebrafish Ringer’ - ZFR, LB me-

dium - panel A) and treatment groups (OTA 5 ppm—panel B, OR 16 metabolic products — panel C,
OR 16 biodegradation product —panel D) mortality results.
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Kovetkeztetések és javaslatok

Az eredményeink alapjan elmondhato, hogy az OR 16 jelzésti baktériumtorzs termel normal
¢letfolyamatai soran a halakra karos anyagcseretermékeket, azonban ennek toxicitasa joval alacso-
nyabb, mint az 5ppm-es OTA oldaté. Tovabba a baktériumtorzs OTA-bontas soran termelt mel-
1éktermékei is kevésbé toxikusak a zebradanié embridkra, mint az OTA 5 ppm-es oldata. Kovet-
keztetésként elmondhaté, hogy az OR 16 jelzésii baktériumtorzs alkalmazhaté lehet zart térben
Javasoljuk a kisérletek kiegészitését enzim- és molekularis vizsgalatokkal, annak érdekében, hogy
az embriokban kialakul6 valtozasokat bovebben megismerhesstik.
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