Osszefoglal6 jelentés

A cianobakteridlis toxintermelés témakorében elért tudomdnyos eredményeinket hdrom

fejezetben targyaljuk:

- A cianobakteridlis toxintermelés analitikai, bioanalitikai vizsgalata
- A cianobakteridlis toxintermelés laboratériumi vizsgélata
- A cianobakteriumok, algdk okozta tomegprodukcidk toxintermelésének vizsgédlata

felszini vizterekben.

Az egyes fejezetekben az aktudlis tudomdnyos ismeretanyag mellet bemutatjuk

eredményeinket.

A cianobakterialis toxintermelés analitikai, bioanalitikai vizsgalata

Analitikai moédszerfejlesztéseink sordn a kapillaris elektroforézis technikdjat alkalmaztuk.
Célunk volt olyan mddszerek kidolgozasa, amelyek a leggyakoribb cianobakteridlis toxinok
nyomonkdovetését, termelésének tanulmdnyozésat lehetévé teszik nem csupédn laboratériumi
modell oldatokb6l, hanem valés biolégiai maétrixokbdl 1is (vizvirdgzas-mintakbdl,
laboratériumi tenyészetek sejttartalmabol). Célunk volt tovabba olyan nagy hatékonysagu
modszer fejlesztése, ami lehetové teszi a toxin(ok) kozvetlen analizisét minél kevesebb minta-
elOkészitéssel. A téma kapcsdn a legnagyobb kihivést jelentette annak a probléménak a
megoldésa, hogy a leggyakoribb cianotoxinok analizisére, olyan mddszer nem létezik, amivel

egyiddben (szimultin) lehetne a kiilonbozokarakterii cianotoxinokat detektalni.
Eredményeink a kovetkezokben foglalhatdk Gssze:
Publikaciok sora jelent meg a CYN kimutatdsdnak, analizisének nehézségeirdl, hiszen

kimutatdsa sordn az egértesztben csak hosszabb expozicids id6 utan jelentkezik érzékenyen a

toxikus hatdsa. A kémiai analizisek sordn a legéltalanosabban haszndlt forditott fazison



torténd HPLC-s elvdlasztas sordn néhdny perces retenciot (visszatartist) eredményezett még
1:99 MeOH/H,0 eluens 6sszetétel esetében is.. A rovid retencid jelentds problémat jelenthet a
célkomponens (jelen esetben CYN), matrix komponenseitdl torténd elvélasztiasira. Az
intracellularis, valamint a természetes kornyezetbdl szdrmazd vizvirdgzas mintdk metanolos
extraktuma esetében ez tobbszdz, zavar6 komponenst jelenthet. Analitikai fejlesztéseink sordan
egy Uj mddszert dolgoztunk ki a CYN detektdldsdra, amely a komponensek eltérd
elektroforetikus mobilitdsdn alapszik. A kapilldrelektroforézis segitségével elvalasztott
komponenseket, a HPLC-s mérések esetében leggyakrabban alkalmazott, diédasoros UV
detektorral detektaltuk. A méréshez minimdlis mintaelokészités, sziirés sziikséges, az
intracellulldris és extracelluldris CYN kozvetlen mérésére van lehetdség szerves extrakcid
nélkiil. A nagy fehérjemolekuldk zavaré hatdsat a puffer SDS tartalméval kiiszoboltiik ki. A
modszer segitségével kevesebb, mint 5 perc alatt identikus, tiszta CYN csucsot detektaltunk,
ami alkalmas a CYN mennyiségi meghatarozdsdra (3. dbra). A mddszert a Kineret t6bol
szarmazd és bizonyitottan CYN termeld Aphanizomenon ovalisporum fonalas cianobaktérium

cianotoxin tartalmanak meghatarozasara dolgoztuk ki.
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3. dbra cilindrospermopszin kimutatdsa kapillaris elektroforézis moddszerével az

Aphanizomenon ovalisporum cianobaktériumbol

Igazoltdk, hogy a mikrocisztin csalddba tartozd cianotoxinok (heptapeptidek) a protein
foszfatdzok specifikus inhibitorai (a PP1 és PP2A tipust enzimek) €s alapvetden megzavarjik
a sejtek reguldcios folyamatait. A Mcy-ek el6forduldsara jellemzd, hogy az édesvizekben
jelentkezd toxikus vizvirdgzas mérgezéses tiineteit kdzel 90%-ban e vegyiiletek idézik eld. A

mikrocisztinek csalddjaba tartozé toxinok szdma megkozeliti a szdzat, koszonhetden a



toxinmolekula varidbilis régidinak. Az 1991-es velencei tavi vizvirdgzast egy Microcystis
aeruginosa cianobaktérium idézte eld, a faj izoldtuma a Debreceni Egyetem, Novénytani
Tanszékén BGSD-243-as torzs néven szerepel, a toxicitdsaért feleléssé teheté mikrocisztin-
LR, -YR jelenlétét Kds és munkatdrsai (1995) kozolték.

Vizsgdlataink sordn a BGSD-243-as torzs kivonatabdl a két legnagyobb koncentraciéban
jelenlévd mikrocisztin mellett, tovabbi mikrocisztinek jelenlétét mutattuk ki és a szervezetbdl

sikeriilt izoldlnunk és leirnunk egy j ritka mikrocisztin varianst (4. dbra):
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A leggyakoribb mikrocisztinek €s az uj dltalunk lefrt mikrocisztin varidns elvédlasztasara és
kimutatdsara médszert dolgoztunk ki kapillarelektroforézis késziilék segitségével.

A moédszer djdonsdga az, hogy eddig a meglévd ismert mikrocisztin varidnsok koziil
leginkdbb a mikrocisztin-LR, -RR és —YR analizisére dolgoztak ki analitikai eljarasokat. A
fejlesztett modszeriink pedig a nyomokban jelenlév0 mikrocisztin varidnsok elvélasztisara és
detektdldsdra is koncentrdl. A munkdnk sordn alkalmazott kapilldris elektroforézis két
technikdja a “kapillaris zonaelektroforézis”, valamint a “micellaris elektrokinetikus
kromatogréafia” pH, ionerd SDS tartalom optimélds utdn alkalmasnak mutatkozott a tobb

mikrocisztin varians elvalasztasara (5. dbra).

A mikrocisztinek €s a cilindrospermopszin analizisére kidolgozott technikdk utan célul ttztiik
ki, egy olyan mddszer fejlesztését, amivel a leggyakrabban probléméat okozé cianotoxinok
(mikrocisztin-LR, cilindrospermopszin, anatoxin-a) jelenlétét nagy hatékonysdggal mérni
lehet, viszonylag rovid iddintervallumban.

A pH, ioner6 SDS tartalom optimdlds utdn alkalmasnak mutatkozott a cianotoxinok

elvalasztdsdra munkdnk sordn alkalmazott kapilldaris elektroforézis két technikdja. A fejlesztett



mddszer sordn haszndlt puffer-rendszerben megvizsgaltuk a toxinok abszorpcidés maximumaét
€s olyan hullamhosszat kerestiink, amely pontokon mindharom toxin detektdlhaté (230 nm).
Az éltalunk kidolgozott médszer alkalmas a harom leggyakoribb cianotoxin szimultin médon
torténod elvalasztasara €s detektalasara (5. abra).

A fejlesztett modszereket nem csupédn az analitikai mddszerfejlesztésekhez elengedhetetlen
laboratériumi modelloldatokon (bemért standardokat tartalmazé torzsoldatok) teszteltiik,
hanem a toxinok természetes megjelenésére jellemzO biolégiai matrixokban is, igy
segitségével gyorsan és nagy hatékonysdggal lehet vizvirdgzasbol szdrmazé mintédkat,

valamint vizvirdgzasokbol szarmazo szervezetek cianotoxintartalmat meghatdrozni.
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5. 4bra cianobakteridlis toxinok szimultdn torténd elvélasztasara és detektdldsara kidolgozott
mddszer (A) és a mikrocisztin varidnsok elvalasztdsara és detektédldsara kidolgozott mddszer

elektroferogramjai (B)

A cianobakteridlis toxinok meghatdrozasahoz, a kidolgozott médszereinket alkalmaztuk a
laboratériumi koriilmények kozott folytatott toxintermeléssel foglalkozo kisérleteinkben,

illetve a vizterekben bekovetkezd cianobakteridlis tomegprodukcidk toxinanalizise kapcsén.



A cianobakterialis toxintermelés laboratériumi vizsgalata

Célkitlizéslink, a cilindrospermopszin-termelés tanulmdnyozdsa kén-, foszfor-, illetve
nitrogénéhezés koriilményei kozott, az intracelluldris toxinkoncentracié nyomonkovetése és
tanulmanyozdsa a vegetativsejtekben és a heterocisztdban, valamint az A. ovalisporum
tenyészetek novekedésének és az adott anyagcserében egyes kulcsenzimek aktivitdsanak
vizsgalata megfeleld kén-, foszfor-, illetve nitrogénelldtottsag esetén, illetve a kén-, foszfor-,

valamint a nitrogénéhezés koriilményei kozott.

Eredményeinket a kovetkezOkben foglalhatjuk 0ssze:

A kontroll, azaz szulfitot, foszfatot illetve nitratot optimdlis mennyiségben tartalmazé
tenyészethez képest mind a kénéheztetett, mind a foszforéheztetett, mind pedig a kotott
nitrogén hidnyaban nevelt tenyészetben a novekedés gatlast szenvedett. A gétlas, kiilonb6z6
mértékii a kiilonb6zd éhezési koriilmények kozott.

Legnagyobb mértékii novekedésgitlis a kénéheztetett tenyészetben mérhetd. A
foszforéheztetett tenyészetek novekedése ennél joval jelentosebb, 6-8-szoros novekedés
tapasztalhaté a 14. napra, a kiinduldasi 4llapothoz képest. Megallapithatd, hogy a
foszforéheztetett tenyészet novekedése nem all le, mint az a kénéhezés sordn tapasztalhatd,
hanem a 14. napig fennmarad. A szulfit hidnyédban a tenyészet 72-96 6ra alatt olyan mértéki
karosodast szenved, hogy ekkor mar a szulfat visszaaddsa utdn sem képes regenerdlddni (6.
abra). Eredményeink alapjan megallapithatd, hogy az Aphanizomenon ovalisporum sejtek — az
irodalmi adatok alapjdn a cianobaktériumokra éltaldnosan jellemzonek tekinthetd modon —
nem képesek nagy mennyiségli kén felhalmozdsara €s annak valamilyen formaban torténd
raktarozdsara. Mas a helyzet a foszfor esetében: a sejtek — a cianobaktériumokra ugyancsak
altalanosan jellemzé mdédon — képesek nagy mennyiségli foszfor felhalmozasara (foként
polifoszfat formdjdban - Stanier és Cohen-Bazire, 1977). A foszforraktarak kimeriilése utdn
azonban, legkésObb a 16-18. napra a tenyészet dsszeomlik.

Az irodalom szerint a cianobaktériumokban a fikobiliproteinek, nitrogénraktarként
szerepelhetnek kotott nitrogén hidnyaban. Megfigyeléseink részben Osszhangban dllnak az
irodalmi adatokkal: kotott nitrogén hidnydban a tenyészetek sarguldsdnak oka a
fikobiliproteinek lebomldsa. A heterocisztak kialakuldsa utdn a tenyészet teljesen nitrdtmentes
tdpoldatban fenntarthatd, novekedése a kotott nitrogénre jellemz6 novekedésnél alacsonyabb

rataval stabilizalodik.
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6. abra Az Aphanizomenon ovalisporum tenyészetek novekedése a kén-(a), foszfor(b)- és
nitrogénéhezés (c) sordn. A tenyészetek novekedését a sejtszam (sejt x ml"') meghatdrozasdval
kovettiik nyomon. Az Aphanizomenon ovalisporum tenyészetek intarcelluléris cilindrospermopszin-
tartalma a kén-(a), foszfor(b)- és nitrogénéhezés (c) sordn. A nyil a tdpelem visszaaddsanak, illetve az
addig teljes médiumban nevelt tenyészet tipelem-mentes médiumba valé dtoltdsanak idépontjat jeloli.



Bels6  kontrollként enzimoldgiai  vizsgédlatokkal kimutattuk az adott tdpelem
metabolizmusdban szerepld kulcsenzimek indukcidjit (-S: ATP-szulfurildz; -P: alkalikus
foszfatdz; -N: nitrogendz). Meghataroztuk az A. ovalisporum indukédlhat6 ATP-szulfurildz
enzimének pH optimumat, valamint megéllapitottuk, hogy a szulfit hidnya az enzim
aktivitdsdban kb. husszoros novekedést indukdl. A foszfat€hezés koriilményei kozott az
alkalikus foszfatdz enzim aktivitdsa a tenyésztés teljes ideje alatt emelkedett, a tenyésztés
végére a kiinduldsi érték harmincszorosara nétt. Az enzim aktivitisdnak novekedése
kloramfenikollal (specifikus prokariota fehérjeszintézis inhibitor) géitolhaté, mindez a
foszforlimitalt koriilmények kozott indukdlddd de novo enzimszintézisre utal. A Kkotott
nitrogénformak csokkent mennyisége, majd hidnya a tdpoldatban a nitrogendz enzim
indukciéjdhoz vezetett, az enzim jelenlétét, illetve mennyiségének novekedését immunologiai

eljarassal mutattuk ki a heterocisztakban (7. dbra).
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7. dbra A heterocisztdk cilindrospermopszin tartalmdnak vizsgédlata kapilldris elektroforézis (CE)
moddszerrel (I). (a) A tiszta cilindrospermopszin (CYN) elektroferogramja. (b) A vegetaiv sejtek
elektroferogramja, a nyil a cilindrospermopszin csicsot jeldli. (c) Az izoldlt heterocisztak
elektroferogramja. A bekeretezett részben a nyil a cilindrospermopszin cstics helyét jeloli. A
kinagyitott részben feketével jeldltik a tisztitott heterocisztdk kivonatanak elektroferogrammjat,
sziirkével a tiszta cilindrospermopszinnal kiegészitett heterociszta-kivonat elektroferogramjit. A
heterociszta frekvencia véltozasa II. (a), illetve a nitrogendz enzimkomplex mennyiségének valtozasa
az 1d0 fliggvényében (b) a nitratéhezés sordn.



A sejtek cianotoxin-tartalmara vonatkozé vizsgélataink eredményei szerint a szulfat, a foszfat
€s a nitrdt hidnya is a cilindrospermopszin tartalom csokkenéséhez vezet az A. ovalisporum
sejtekben (6. dbra).

Ha a toxintartalmat szdraz tomegre vonatkoztatva adjuk meg, legnagyobb mértékben a
kénéheztetett tenyészetben csokken a toxintartalom (a kiindulési érték 64-65%-kal csokkent
két nap alatt). A foszfat hidnydban mérsékeltebb csokkenést tapasztalhattunk (a kiinduldsi
érték 47-48%-kal csokkent két nap alatt), mig nitrdt hidnydban volt a legkisebb mértéki a
toxintartalom csokkenése (a kiinduldsi érték 39-40%-kal csokkent két nap alatt).
Nitrogénéhez€s sordn a 6. naptdl a cilindrospermopszin mennyisége Ujra megnovekedett, ami
a torzs nitrogénkotd képességével magyarazhato (6. dbra).

Amennyiben a toxintartalmat sejtszdmra vonatkoztatva szdmitjuk, nincs szdmottevo
kiillonbség a kénéhezés és a foszforéhezés kozott; a cilindrospermopszin mennyisége mindkét
esetben a kiinduldsi érték 42-44%-ara csokken két napon beliil. A nitratmentes taptalajban
nevelt tenyészet esetében itt is specidlis dinamikdval taldlkozunk, a fentebb emlitett
nitrogénkotd képességnek koszonhetden. Vizsgélataink azt is bizonyitjdk, hogy a nitrat
hidnydban differencidlodé heterocisztdk nem tartalmaznak cilindrospermopszint, azaz
anyagcseréjik a madasodlagos anyagcseretermékek termelése tekintetében is d4talakul, a

cilindrospermopszin termelés represszalddik (7. bra).

A cianobakteriumok, algak okozta tomegprodukciok toxintermelésének vizsgalata

felszini vizterekben

A vildg kiilonbozé kontinenseirdl szarmazd jelentések szadmos esetben szdmolnak be
toxintermelé  planktonikus szervezetek tomeges megjelenésérdl €s azok  kéros
kovetkezményeirl. Altaldnossidgban elmondhaté néhany cianobaktériumfajrél, hogy
populdciéi a Fold majd minden orszdgdban okoznak tomeges elszaporodést. Ilyen
szervezetnek mondhatd, pl. a Microcystis aeruginosa, Microcystis viridis, Aphanizomenon
flos-aquae, Anabaena spiroides, Cylindrospermopsis raciborskii és néhany Planktolyngbia
faj. A cianobakteridlis toxintermelés sajatossdgai kozé tartozik, amint azt mar leirtuk a II
fejezetben, hogy egyes szervezetek megjelenése nem von maga utan feltétlen toxintermelést

€s csupan a toxintermeld faj morfologiai jegyei sem hatdrozzdk meg a cianobakteridlis



toxinok melyik csoportja okozza a faj toxicitasit. A Cylindrospermopsis raciborskii tomeges
megjelenései kapcsdn megéllapitottdk, hogy a kiillonbozé kontinensekrél szarmazé
izoldtumok toxintermelése eltérd. Kelet-Azsiabl szdarmazé C. raciborskii  fajok
cilindrospermopszint termelnek a DéEl-Amerikdb6l szdrmazé izoldtumok szaxitoxin-
analogokat termelnek, az eurdpai kontinens torzsei pedig eddig nem azonositott toxinoknak
koszonhetik mérgezd-képességiiket. Sokkal homogénebb a kép a Microcystis aeruginosa
toxintermelése kapcsan. A vildg kiillonbozd viztereib6l szarmazé mintdk esetében szinte
kizar6lag mikrocisztineket sikeriilt kimutatni a szervezetbdl, azonban arnyalja a képet, hogy a
mikrocisztinek tobb mint szdz varidnsa az egyes populdcidkban eltérd variabilitdssal, eltérd
koncentricioban jelennek meg. Egyes Anabaena €s Aphanizomenon fajokra a teljes
variabilitds jellemzd, hiszen egyes populdciéikban hepatotoxikus mikrocisztineket, mas
esetben hepatotoxikus cilindrospermopszinokat, neurotoxikus anatoxinokat, szaxitoxinokat
sikeriilt kimutatni. Hazdnkban az els6 vizvirdgzdssal kapcsolatos kozlés 1934-ben jelent meg.
Sebestyén Olga a tihanyi Bioldgiai Kutatéintézet el6tti Kis-obolben augusztus 11-én
zoldessarga Microcystis aeruginosa és Microcystis flos-aquae okozta vizvirdgzast figyelt
meg. A masodik kozlés 1960. julius 30-ardl vald, vildgoszold, savos vizvirdgzast észleltek
Balatonbogldron a part kozvetlen kozelében egy védett beoblosddésben, melyet Anabaena
flos-aquae (Lyngb.) Bréb. f. jacutica (Kissel.) Elenk. idézett el6. A kovetkezd vizvirdgzast
Hortobagyi kozolte: 1960. augusztus 23-dan a balatonboglari partmenti részeken kisebb-
nagyobb Microcystis flos-aquae csomdok usztak a vizben. Megjelenésiik egyediilalld,
ugynevezett ,,szOrt” vizvirdgzds volt. A Microcystis flos-aquae tovabbi szort megjelenésii
virdgzasairdl tettek jelentést, 1960. augusztus 19-én és 1961. szeptember 17.-19. kozott
(Hortobagyi, 1962). Az eddig emlitett hazai vizvirdgzdsok viszonylag kis teriiletre
korlatozédtak és gyors lefutdsiak voltak. Az elsd fokozott mértékii és hosszan tarté balatoni
vizvirdgzdsra 1966. szeptember 2-dn figyeltek fel. A jelenség a Keszthelyi-6bolben
mutatkozott, a Zala torkolatdhoz kozel. A vizvirdgzds 6 km széles és 11 km hosszu teriileten
alakult ki, melyet egyetlen cianobaktérium faj okozott: az Aphanizomenon flos-aquae (L.)
Ralfs. A hetvenes évek balatoni vizvirdgzésait szintén ez a faj idézte eld. Rendszerteleniil a
nydri hoénapokban vizvirdgzdst idézett el6 1982-ben, 1992-ben és 1994-ben a
Cylindrospermopsis raciborskii (Padisak, 1997).

A magyarorszagi vizvirdgzasok toxicitdsanak vizsgélata a 90-es évek eldtt elsOsorban a

hagyomanyos bioldgiai toxintesztekre korlatozodtak. A megfeleld miiszeres analitikai hattér,



a rendelkezésre all6 standardok és fejlesztett analitikai modszerek segitségével célul tliztiik ki
a magyarorszagi vizvirdgzasok, algdk és cianobaktériumok okozta tomegprodukcidk
toxicitasanak feltérképezését. Milyen planktonikus fajok okoznak tomegprodukciét és milyen
toxinok megjelenése jellemzd a magyarorszagi vizterekre. Az 1990-es évek kozepétdl kezdve
rendszeresen vizsgaltuk a hazai és kiilfoldi vizterekben el6forduld vizvirdgzasok toxicitdsat. A
megmintizott  sejttdbmeg  toxicitdsat elsésorban  mustdr-csirandvényteszttel  mértiik,
toxintartalmat pedig az dltalunk kidolgozott analitikai mddszerekkel vizsgéltuk
mikrocisztinekre, cilindrospermopszinra és anatoxin-a-ra. A hdrom esetben eukaridta alga és
48 esetben cianobaktérium 4ltal eldidézett tomegprodukcid kapcsédn kapott eredményeket az 1.

tdblazatban foglaltuk Ossze.

I. tdblazat A laboratériumunkban megvizsgélt plankton-mintdk analizise

Mintavételi hely/idé Faj(ok) Toxicitas* Toxin**
3T Microcystis aeruginosa | BGST: + CYN:-
Kis-Balaton, ANA:-
MCY:+
3T Microcystis aeruginosa | BGST: + CYN:-
Kis-Balaton ANA:-
MCY:+
3T Microcystis aeruginosa | BGST: + CYN:-
Kis-Balaton, ANA:-
MCY:+
3T Microcystis aeruginosa | BGST: + CYN:-
Kis-Balaton, ANA:-
MCY:+
3T hid Microcystis aeruginosa | BGST: + CYN:-
Kis-Balaton, ANA:-
MCY:+
4 Rutin Aphanizomenon sp. BGST: + CYN:-
Kis-Balaton,. Microcystis sp. ANA:-
MCY:+
4T Anabaena spiroides BGST: - CYN:-
Kis-Balaton, ANA:-
MCY:-
4T Anabaena spiroides, BGST: + CYN:-
Kis-Balaton, Microcystis sp. ANA:-
Aphanizomenon sp. MCY:+
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Mintavételi hely/idé Faj(ok) Toxicitas* Toxin**
Balaton, szeptember Cylindrospermopsis BGST: + CYN:-
raciborskii ANA:-
MCY:-
Balaton, szeptember Cylindrospermopsis BGST: + CYN:-
raciborskii ANA:-
MCY:-
Balaton szeptember Cylindrospermopsis BGST: + CYN:-
raciborskii ANA:-
MCY:-
Bariri Microcystis BGST: + CYN:-
Tieté basin, Brazilia aeruginosa, ANA:-
Aphanizomenon sp., MCY:+
Aphanizomenon
issatchenkoii
Barra Bonita Microcystis aeruginosa | BGST: + CYN:-
Tieté basin, Brazilia ANA:-
MCY:+
Békas-to Aphanizomenon flos- BGST: + CYN:-
(Debrecen) aquae ANA:-
Cylindrospermopsis MCY:+
raciborskii
Microcystis aeruginosa
Blanes Aphanizomenon BGST: + CYN:+
(Spanyolorszag) ovalisporum, ANA:-
Planktolyngbia MCY:-
limnetica
Cso6nakaz6-t6 Aphanizomenon flos- BGST: - CYN:-
(Gyula) aquae ANA:-
MCY:-
Cso6nakdz6-t6 Microcystis sp. BGST: + CYN:-
(Gyula) Anabaena solitaria ANA:-
MCY:+
Cso6nakdz6-t6 Aphanizomenon flos- BGST: - CYN:-
(Gyula) aquae, Anabaena ANA:-
spiroides MCY:-
Ebédlesd szik, halasté | Microcystis aeruginosa | BGST: + CYN:-
Sha ANA:-
(Gyula) MCY:+
Ebédleso szik, halasté | Aphanizomenon sp. BGST: - CYN:-
7ha ANA:-
(Gyula) MCY:-
Fancsika (IT) Aphanizomenon flos- BGST: + CYN:-
(Debrecen) aquae, ANA:-
Anabaena spiroides, MCY:+
Microcystis sp.
Fizfazugi-holtag Aphanizomenon sp. BGST: - CYN:-
(Gyomaendrdd) ANA:-
MCY:-
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Mintavételi hely/idé Faj(ok) Toxicitas* Toxin**
Gorbehazi elfolyo Chlorella sp. BGST:- CYN:-
csatorna ANA:-
MCY:-
Hérmashegyi tdrozé Microcystis aeruginosa | BGST: + CYN:-
(Debrecen) ANA:-
MCY:+
Hérmashegyi tarozé Microcystis BGST: + CYN:-
(Debrecen) aeruginosa, ANA:-
Microcystis viridis MCY:+
Hérmashegyi tarozé Microcystis viridis, BGST: + CYN:-
(Debrecen) Anabaena spiroides, ANA:-
Aphanizomenon flos- MCY:+
aquae
Hérmashegyi tdrozé Microcystis aeruginosa | BGST: + CYN:-
(Debrecen) ANA:-
MCY:+
Hérmashegyi tarozé Microcystis aeruginosa | BGST: + CYN:-
(Debrecen) ANA:-
MCY:+
Homokbanya-t6 Microcystis flos-aquae | BGST:+ CYN:-
(Békéscsaba) ANA:-
MCY:+
Ibitinga Microcystis sp. BGST: + CYN:-
Tieté basin, Brazilia ANA:-
MCY:+
Ing6i —berek Anabaena sp. BGST: + CYN:-
Kis-Balaton, Cylindrospermopsis ANA:-
raciborskii MCY:+
Microcystis sp.
Aphanizomenon sp.
Ingéi I (nyilt) Microcystis sp. BGST: + CYN:-
Kis-Balaton, Anabaena spiroides ANA:-
MCY:+
Ingo6i-berek Microcystis sp. BGST: + CYN:-
Kis-Balaton, Anabaena spiroides ANA:-
MCY:+
Kazetta (délkeleti Microcystis sp. BGST: + CYN:-
sarok) ANA:-
Kis-Balaton, MCY:+
Kerék-14p Aphanizomenon sp. BGST: + CYN:-
Kis-Balaton, Microcystis sp., ANA:-
Anabaena spiroides, MCY:+
Anabaena sp.
Major t6 Aphanizomenon sp. BGST: + CYN:-
Kis-Balaton, Microcystis sp. ANA:-
MCY:+
Major t6 Aphanizomenon sp. BGST: - CYN:-
Kis-Balaton, ANA:-
MCY:-
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Mintavételi hely/idé Faj(ok) Toxicitas* Toxin**
Major t6 Anabaena spiroides, BGST: + CYN:-
Kis-Balaton, Microcystis sp. ANA:-
Aphanizomenon sp. MCY:+
Nagycsécsi horgdszté | Microcystis aeruginosa | BGST:+ CYN:-
(Nagycsécs) ANA:-
MCY:+
Promissao Microcystis sp. BGST: + CYN:-
Tieté basin, Brazilia Cylindrospermopsis ANA:-
raciborskii MCY:+
Révzugi-holtag Planktothrix agardhii | BGST: - CYN:-
(Gyomaendrdd) Anabaenopsis sp. ANA:-
MCY:-
Siratéi-holtag Aphanizomenon sp. BGST: + CYN:-
(Gyomaendrdd) Microcystis aeruginosa ANA:-
MCY:+
Téglagyari 2-es t6 Cylindrospermopsis BGST: + CYN:-
(Gyula) raciborskii ANA:-
MCY:-
Téglagyari 6-os to Anabaena solitaria BGST: - CYN:-
(Gyula) ANA:-
MCY:-
Téglagyéri Oreg-t6 Prymnesium parvum Hemolitikus teszt:+ CYN:-
(Hajddszoboszl6) BGST:- ANA:-
MCY:-
Vekeri t6 Anabaena solitaria, BGST: - CYN:-
(Debrecen) Anabaena spiroides ANA:-
MCY:-
Vekeri t6 Aphanizomenon flos- BGST: - CYN:-
(Debrecen) aquae, ANA:-
Anabaena spiroides MCY:-
Vekeri t6 Aphanizomenon flos- BGST: + CYN:-
(Debrecen) aquae, ANA:-
Microcystis aeruginosa MCY:+
Velencei t6, Microcystis aeruginosa | BGST: + CYN:-
ANA:-
MCY:+

* A toxicitds + :liofilezett plaktonminta ICsg értéke<1mg/ml
** A toxin - : A liofilezett plaktonminta toxin-koncentraciéja < 0.01 pg/g
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8. dbra Cianobakteriumok, algdk okozta tomegprodukciok magyarorszagi vizterekben, (a) Chlorella
sp. viragzas, (b) Microcystis viridis virdgzas, (c) Planktothrix agardhii viragzas, (d) Microcystis sp.
virdgzas (e) Prymnesium parvum virdgzas, (f) Microcystis aeruginosa virdgzas, (g) Aphanizomenon
sp. viragzas. (h) Microcystis sp. kolénidk (i) Planktothrix rubescens viragzas (j) Aphanizomenon sp.
viragzas (k) Anabaena sp. virdgzas (1) Microcystis sp. viragzas
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A magyarorszagi vizterekben eléforduld tomegprodukciok toxicitdsdnak kapcsdn elmondhato,
hogy a toxikus vizvirdgzdsok megjelenése elsésorban mikrocisztintermeld szervezeteknek
koszonhetd. Feltind a Microcystis fajok dominancidja, azok koziil is a Microcystis
aeruginosa nagyszamu megjelenése. A Microcystis fajok eléforduldsa vizvirdgzasokban,
néhany kivételtol eltekintve mikrocisztinek megjelenését is indikélta. Mikrocisztin-termelést
azonban nemcsak az emlitett szervezet kapcsan detektaltunk.

Az utébbi években Nyugat-Eurépa majd minden orszagdbdl jelezték a Planktotrix rubescens
(régebben Oscillatoria rubescens) tomeges megjelenését és toxintermelését. Spanyolorszag,
Franciaorszag, Svéjc, Olaszorszag és Szlovénia utdn 2006 novemberében egy észak-
magyarorszagi kavicsbanya-toban taldltuk meg és izoldltuk a fajt, amely tomeges
megjelenésével vorosre szinezte a vizteret. A szervezetbdl mikrocisztinek jelenlétét igazoltuk
az altalunk mikrocisztinek detektdlasdra kidolgozott modszer segitségével. A vords-szinll
szervezet megjelenése azért kiilonleges, mert a faj valodi rétegzett mélytavakban fordul eld,
ami hazankban kifejezetten ritkdnak szamit.

A kiilonboz6é  cianobaktérium-szervezetek  altal  okozott  tomegprodukcidkbol
szerkezetazonositdssal illetve standardok segitségével a mikocisztin-LR, mikocisztin-RR,
mikocisztin-YR, mikocisztin-FR, mikocisztin-YA varidnsokat azonositottuk. A leggyakoribb
€s egyben az egyik legtoxikusabb varidns a mikrocisztin-LR a hazai vizterekben, ami
megfelel mas kontinensek és eurdpai orszagok megfigyeléseivel. A legnagyobb ,,0sszes
mikrocisztin-tartalmat™ a velecei-tavi Microcystis aeruginosa szervezetb0l mutattunk ki
(10,51 mg/g), amit mikocisztin-LR, mikocisztin-RR, mikocisztin-YR toxinok jelenléte
okozott.

A legtobb mikrocisztin-varidnst egy szegedi kerti toban el6forduld vizvirdgzasbol mértiink,

ahol 15 varidns egyiittes jelenlétét igazoltuk egy Microcystis fajbol.

Az 1. tdblazat tanulmdnyozdsa kapcsan feltlind az egyes vizterekben megjelend nitrogénfixaléd
szervezetek nagy ardnya €s azon belill is a Cylindrospermopsis raciborskii jelenléte. A
cilindrospermopszin-analizisek kapcsdn megvizsgaltuk a kiilonbozé vizterek planktonmintait
€s a potencidlisan cilindrospermopszin-termeld szervezeteket izoldltuk, megvizsgéltuk

toxicitasukat.
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A kiilonb6z6 vizterekbdl izoldlt Cylindrospermopsis raciborskii torzsek toxicitdsa mustar
csirandvénytesztben, vizterenként kiilonboztek, amely aldtdmasztja azt a torvényszeriiséget,
hogy a cianobaktériumok toxicitisa, egy adott cianotoxin termelése nem kothetd
kizar6lagosan egy fajhoz, hanem egyes fajok egyes izoldtumainak jellemzdje. A vizsgalt
mustar csirandvénytesztben a Balatonbdl izoldlt térzsek (C.raciborskii. BGSD 266, BGSD
2000, BGSD 2001) toxikusak voltak, amelyek kivonatainak ICsy értékei kozel azonosak
voltak és jellegzetes gyokér novekedésgatlé hatdsuk is megfigyelhetd. A szelidi-tavi, valamint
kis-balatoni izolatumok ICsq értékei kiilonboztek a fent emlitett izolatumoktdl, azonban a
magyarorszagi, altalunk izolalt torzsekrdl altaldnosan elmondhatd, hogy cilindrospermopszint
kimutathat6 mennyiségben nem tartalmaznak. A magyarorszigi vizterek Cylindrospermopsis
raciborskii izoldtumanak cilindrospermopszin analizise természetesen nem daltalanosithaté a
magyarorszagi  vizterekben jelenlévd C. raciborskii torzsekre, nem zdrhaté ki
cilindrospermopszin termel0 torzsek jelenléte Magyarorszdgon, azonban a Balatonbdl
szdrmazd tobb év izoldtumdnak analizise valdszinlisiti hogy a Balatonban el6forduld,
szeptemberi idoszakokban tomegprodukciot ad6 cianobaktérium faj a Cylindrospermopsis
raciborskii nem termel cilindrospermopszint.

A cilindrospermopszin egy Cylindrospermopsis raciborskii torzsbol keriilt lefrasra, azota tobb
publikécié jelent meg cilindrospermopszint nem termeld C. raciborskii izolatumokrdl és sorra
keriiltek leirdsra egyéb fajok (Umezakia natans, Aphanizomenon ovalisporum) melyek egyes
izolatumai termelik az alkaloid tipusu cilindrospermopszint. Az Ausztrdlidbdl szarmaz6
izoldtumaink (BGSD AQS, LT) szintén aldtdmasztottdk hogy a Cylindrospermopsis
raciborskii CYN termelése esetenkénti, hiszen az AQS izolatumunk termeli, mig LT
izolatumunk nem termeli az alkaloid tipusu hepatotoxint.

A laboratériumunk egyik modell-szervezetének, az Izraelbdl szarmazd Aphanizomenon
ovalisporum (BGSD-423) cilindrospermopszin analizisét a II. fejezetben részletesen
targyaltuk. A Spanyolorszdgbdl (Blanes, botanikus kerti t6) szarmazé Aphanizomenon
ovalisporum izolatumbdl szintén CYN-t sikeriilt kimutatnunk, ami megmagyardzza a toban
megjelend vizvirdgzas mintdjaban detektdlt CYN tartalmat.

A magyarorszagi vizterekben el6fordulé vizvirdgzasokat néhany kivételtdl eltekintve
cianobaktériumok idézték eld, ami megfelel annak az 4ltaldnos vélekedésnek, hogy a
tengervizekben altalaban eukariota algak, mig az édesvizekben a prokaridta cianobaktériumok

idéznek el vizvirdgzast. Magyarorszagon harom esetben sikeriilt algdk okozat vizvirdgzast
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megfigyelni: Euglena sanguina (Euglenophyta) virdgzés a Kis-Balatonon, Chlorella sp.
(Chlorophyta) tomegprodukcié a gorbehdzi szivargd-csatorndban €s a Prymnesium parvum
(Haptophyta) tomeges megjelenését a hajdiiszoboszléi téglagyari Oregtavon. Az el6zd két
esetben toxintermelést nem igazoltunk illetve még enyhe toxicitdst sem sikeriilt kimutatni a
szervezetekbOl. A Prymnesium parvum virdgzasndl erdteljes toxintermelést tapasztaltunk és
annak kovetkezményeit figyeltiik meg a vizvirdgzas helyszinén.

A hajdiiszoboszléi Téglagyari Oregtavon kiilonbozd halfajok tomeges pusztuldsit figyeltiik
meg 2005. julius 6.-an. Az elpusztult egyedek kopoltytfeddin és a végbélnyilasuk kornyékén
jellegzetes bevérzéseket észleltiink. Az €16 egyedek jelentds része pipalt, illetve partkozeli
koordinélatlan mozgds volt rdjuk jellemzo.

Helybéli horgdszok szerint 5-10 évente hirtelen, nagymértékii halpusztulds kovetkezik be a
tavon, amikor is a 2005-6s évinek megfeleld mértékben, a viz halfaundjanak jelentOs része
elpusztul.

Vizkémiai paraméterek alapjan a halpusztulds az oldott oxigén illetve az ammonia tartalom
alapjan nem volt magyarazhat6, azonban feltiind volt a viz magas vezetOképessége. Ezzel
parhuzamosan a té vize jellegzetes aranysdrga elszinezOdést mutatott, egy a viztérben
tomegesen megjelend planktonikus eukaridta szervezetnek koszonhetden. A szervezetet
fénymikroszkoppal torténd hatdrozds sordn Prymnesium parvum Carter-nek hataroztuk,
amelynek egyedei 35-40 milliés/l egyedszamban voltak jelen a meritett vizmintaban.

A meritett vizminta toményités nélkiil is extrém mértékii toxikologiai eredményeket adott.
Viztoxikoldgiai tesztek segitségével megdllapithaté volt, hogy a vizbdl szdrmazé minta
erdsen mérgezd. A halteszt expozicid ideje ugyan 96 6ra, de a viz eredeti toménységében mar
10 perc elteltével 100%-os mortalitdst mutatott, és csupan 11 szeres higitis esetén sikeriilt
LDsy értéket kalkuldlnunk. A Daphnia-teszt hasonl6 eredményeket hozott. A
csirandvénytesztben erdteljes toxikus hatdst nem sikeriilt kimutatni.

A Prymnesium parvum toxicitdsdnak megerdsitésére, bedllitottunk egy specifikus tesztet,
amely kifejezetten a hemolitikus anyagokat tartalmazo kozegek tesztelésére alkalmas. A teszt
lényege, hogy higitott fibrinmentes borjuvért kezeltiink a vizmintdval. Mig a kontroll
rendszerben a vorosvértestek a hemoglobin tartalmukkal iilepednek, addig a hemolitikus
anyag(ok) hatdsara a vorosvértestek degradalddnak, szétesnek és a hemoglobin a feliiltiszoba
keriilve nem iilepszik, ezért voros szinlire festi az oldat feliiliszdjat. Az egyik legismertebb

hemolitikus komponenseket tartalmazé anyag a szappangyokér novény kivonata, amelynél a
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Prymnesium parvum kivonata szdrazanyag-tartalomra vonatkoztatva kb. 500-szor er6sebbnek
mutatkozott. A hemolitikus tesztet megismételtiik szilard tdptalajon, amely borjuvért
tartalmazott (késobbiekben véres agar). A véres agarra a Prymnesium parvum sejteket
tartalmazé vizminta egy-egy részletét, Prymnesium sejteket nem tartalmazo vizminta, illetve
desztillalt viz egy-egy részletét cseppentettiik fel. A Prymnesium sejteket tartalmaz6 minta
esetében a véres-agar felszinén erdteljes ,,lizis-foltot” figyelhettiink meg, amit a szervezet
kivonata a taptalaj komponenseinek kiemésztésével idézett elO.

A teszt alapjan felmeriilt a protedz hatdst anyagok vizsgalata, amelyeket poliakrilamid gélen
vizsgaltunk. A Prymnesium nyers fehérjekivonatok (2,5-8 ug protein/mintahely) pH: 5,0-6n
kis mértékli protedz aktivitdst mutattak, €éles fehérjesdvokat nem lehetett elkiiloniteni. Ezzel
szemben ligos kozegben a Prymnesium kivonatok protedz aktivitisa nagyon magas volt, 15
protedz aktivitdssal rendelkezd enzimet/izoenzimet tudtunk a zselatin tartalmud géleken
elkiiloniteni. Az egységnyi fehérjére vonatkoztatott un. specifikus aktivitas feliillmulta a még

vizsgalt toxintermeld cianobaktériumok kivonatdndl tapasztalt protedzaktivitast.
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