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Az élelmiszerek ochratoxin szennyezettségének eléforduldsa az utdbbi néhany
évtizedben vilagméret(i problémava valt, hiszen komoly egészséglgyi problamat
jelent mind human, mind allategészségligyi szempontbdl. Az ochratoxinok a
killbnbozé Aspergillus és Penicillium fajok masodiagos anyagcseretermékei,
amik nefrotoxikus, teratogén, immunszuppressziv és karcinogén hatassal
rendelkeznek. Az ochratoxin gyakran fordut elé gabonaféléken, mas névényi és
allati eredetli termékeken egyarant. Az alabbi beszamoldé az ochratoxin A
bioszintézisének, metabolizmusanak, hatadsmechanizmusanak és a termelés
molekularis genetikai hatterének vizsgalataval foglalkozik. Az élelmiszerek
ochratoxin A szennyezettségének megallapitasara kdlénbézé modszerek
kertltek alkalmazasra.

1. Irodaimi attekintés

A mikotoxinok elsésorban “"penészgombak’ extracellularisan kivalasztddo,
tébbnyire masodlagos anyagcseretermékei, melyek az embert és haszonallatait
tobbnyire enteralisan karositjgk. Ez a magasabbrend(i eukaridtakhoz kétédé
meghatarozas azonban nem zarja ki az alacsonyabbrend élélényekre gyakorolt
hatast, amit toxin kimutatasi és mérési méodszerként alkalmazhatnak. Kémiai
szerkezetilk, bioszintézisik modja, a termelé szervezet tipusa és a
magasabbrendiiekre gyakorolt farmakoldgiai hatdsmechanizmusuk rendkivdl
eltéré lehet, ezen szempontok alapjan oszthatdak tovabbi alcsoportokra. A
mikotoxinok nagy része acetil-KoA és malonil -KoA kondenzaciéjabdl vezethetd
le, ezzel szemben az uUn. mevalonat anyagcsereutbdl szarmaztathatod
szekszviterpén tipusi mikotoxinok kémiailag egy masik jol korilhatarolhaté
csoportot alkotnak. Az aminosavakbdl szarmaztathaté toxinok csoportja
heterogén, mivel N-heterociklusos vegylleteket és ciklusos polipeptideket is
tartalmaz.

A mikotoxinok &sidbk ota okoznak megbetegedéseket, st nagy kozdsségek
kKipusztuldsaért is feleléssé tehetbk. A betegségek elnevezésiket a kivaltd
élelmiszer (pl. sargarizs), a tlnetek (pl. ittas kenyér, hepatitisz), a leiréjuk neve
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vagy a foldrajzi ei6fordulasuk alapjan kaptak. A korabban leirt mikotoxikézisok
pontos eredete nem mindig valt késébb ismertté, részben a korabeli leirasok
eltérd nyelvezete és szempontjai miatt, masrészt, mert az allatkisérletekben a
leggyakrabban tiszta toxinokat alkalmaznak, mig a gyakorlatban vegyes
mikrofiora fordul eld és ez altalaban valtozé Osszetételi toxin-elegyet
eredményez.

Mikotoxintermeld penészgomba fajok eléfordulhatnak a legkilénfélébb
élelmiszerekben, mint pl. a tejtermékben, husban, tojasban, allati és névényi
zsiradékban, lisztben, olajos magvakban, gyumélcsékben, zdéldségfélékben,
italokban. A rendszertanilag egymastdl tavol esé fajok gyakran ugyanazt vagy
kémiai szerkezetében rokon vegyileteket termelnek, mas esetekben az
egymassal kozeli rokonsagban lévd fajok teljesen kildénb6zé mikotoxinokat
allitanak el6. A mikotoxinokkal kapcsolatos részletes vizsgalatok lényegében az
1960-as években kezdddtek, amikor is Anglidban egy rejtélyes megbetegedés
pusztitott a pulykak kozott, ami tébb mint szazezer allat elhulidsat
eredményezte. A post mortem vizsgalatok maj haemorrhagiat és nekrotikus
majkdrosodast mutattak. A mikrobiolégiai vizsgalatok soran nem sikerilt
patogén mikroorganizmust kitenyészteni. A kromatografias tisztitds soran
kikristalyositottak egy anyagot, ami UV fényben fluoreszcenciat mutatott, ezzel
egy idében az erésen mérgezd hatasunak mutatkozo foldimogyoro tételekbdl
pedig egy fonalasgombat sikerllt izolalni, amely szintetikus taptalajon is termelte
a toxikus anyagot. A gombat Aspergillus flavusnak identifikaitak, a mérgez6
anyag pedig az aflatoxin nevet kapta. (Ma mar tudjuk, hogy valéjaban ezt az
oriasi pusztulast nem is az aflatoxin, hanem egy masik, szintén az A. flavus altal
termelt erésen toxikus hatasu vegyulet, a ciklopiazonsav okozta). Az azéta eltelt
néhany évtizedben mikotoxinok és a termeld szervezetek felfedezése és
azonositasa érdekében szisztematikus vizsgalat folyt. Ennek eredményeként jé
néhany, a penészgombak altal termelt mérgezé anyag jelenlétére derllt fény.
Nefrotoxikus hatast vegylleteket izolaltak gabonafélékrdl, Japanban a rizsrol
("sarga rizs"), kideralt hogy Penicillium citrinum a termeld szervezet és a gomba
utan citrininnek nevezték el. Szamos Aspergilius és Penicillium faj szlrletébdl
izolaltak kilénbozd neveken egy vegylletet, ami ma mar patulin néven talalhatéd
a szakirodalomban, és gyumdlcslevekbdl gyakran nagy mennyiségben
kimutathaté. A gabonafélék kozismert kartevoi évrél évre sulyos gazdasagi
veszteségeket okoznak jeleniétikkel, illetve toxintermelésiikkel. A kilénbozd
Fusarium (F. culmorum, F. graminearum, F. moniliforme, F. sporotrichoides
etc.) fajok kllonbdzé toxinokat termelnek, mint pl. DON, nivalenol, zearalenon.
Néhany mikotoxin, a termel6 mikroorganizmus illetve azok fizidlogai és
patologias hatasat foglaltam dssze szemiéltetésul.

A penészgomba anyagcseretermékek szisztematikus vizsgalata soran egy
Aspergillus ochraceus torzs szirletébdl erésen nefrotoxikus és hepatotoxikus
vegyuleteket izolaltak (van der Merve és mitsi., 1965), melyeket ochratoxinoknak
(OA) neveztek el. Az OA nefrotoxikus vegylilet, melynek immunszuppressziv,
karcinogén és teratogén hatasat is kimutattak (Smith és Moss, 1985). Ez a toxin
az egyik feltételezett okozéja a baikani endémikus nefropatianak (Krogh és
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mtsi., 1977), bar ezt a betegséget ujabban szamos kutaté egyes Penicillium
metabolitok hatdsanak tulajdonitja (Macgeorge és Mantle, 1991). Ochratoxinok
és egyéb metabolitok (xanthomegnin, viomellein) jelenlétét mar kordbban is
észlelték kavémintakbdl izolalt A. ochraceus torzsek esetében (Stack és mitsi,
1983) 1995-ben nagy visszhangot valtott ki, hogy kavémintak esetében 5-10 ug
kg-! OA-t észleltek. Ennek hataséra a FAO és a WHO kozés tanacsa (Joint
FAO/WHO Expert Committee on Food Additives) Uj tlréshatart javasolt
(Anonymus, 1995). Szémos vizsgélat soran bebizonyosodott, hogy a kelet-
eurdpai, igy tobbek kozott a magyar azonnal oldédé kavétermékek altalaban
szennyezettebbek, mint az USA-ban, illetve Eurépa mas terlletein forgalmazott
termékek (Pittet és mtS| 1996). A Magyarorszagon megengedett ochratoxin
hatérértékek 15 pg kg' zold kévé esetében, és 10 pg kg' porkélt kave, és
egyéb ndvényi termékek esetében (Magyar Kozlony 1995, 60: 3317). A kavébdl
és mas termékekbdl az ochratoxinok az emberbe kerllve a vizsgalt személyek
vérsavojabdl nagy szazalékban kimutathatok (Solti és mtsi., 1997; Tapai és
mtsi., 1997).

Az ochratoxinok kémiai szerkezetilk alapjan egy dihidroizokumarin vaz 7. C-
atomjéhoz kapcsol6dé B-L-fenilalanin vegyuletek. Az ochratoxin A ((R)-N-[(5-
klor-3,4-dihidro-8-hidroxi-3-metil-1-oxo-1H-2-benzo-piran-7-il)carbonil-L-
fenilalaniny és észterei esetében jellemz6 a Cl-atom jelenléte (1.abra). Az
ochratoxin A (CogH18CINOg) szintelen kristalyos vegylilet, a kevésbé toxikus
ochratoxin B-ben a klératom helyén hidrogén van. Bioszintézisik soran a
kumarin vaz acetat és malonat molekulabdl all 6ssze a poliketid bioszintézissel
val6szinlleg homolég médon, a karboxil csoport a C1 poolbdl szarmazik (Turner
és Aldridge, 1983).?Az ochratoxin A molekula szerkezeti képlete lathatd az 1.
abran.

i iiéplete

miilékulé s;érke;

1. 4bra. Az ochratoxin ,
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Az ochratoxinok kozul elsdsorban a klortartalmuak akut toxicitdsa nagy. Hatasuk
vesekarositasban, a vesetubulusok nekrozisaban nyilvanul meg. Emellett
kimutattak teratogén és immunszuppressziv hatasukat is (Smith és Moss,
1985). Szamos stabil metabolitjukat (4-hidroxi szamazékok) azonositottak
kisérleti allatok vérében, majaban és veséjében, igy feltételezik, hogy a
metabolikus aktivacionak az ochratoxinok toxicitdsaban fontos szerepe van. Az
ochratoxinok biokémiailag a Phe-tRNS létrehozasaén felelés enzimet, ezen
keresztul a fehérjeszintézist gatoljak. Emellett szabadgy6kképzeést, lipid
peroxidaciot is indukainak, igy hatassal vannak a biologiai membréanokra is. Az
ochratoxin A és B a prokariotak szaporodésat gatolja.

Vizsgalataink soran kuldnboz6 élelmiszerekrdl izoldltunk ochratoxin termeld
Aspergillus fajokat, melyek toxintermeld képességét immunkémiai, kémiai
analitikai (vékonyréteg kromatografia (TLC), nagy nyomasu
folyadékkromatografia (HPLC) és molekuldris genetikai moddszerekkel
vizsgaltuk. Az OA termeld fajok kozotti filogenetikai rokonsagi vizsgalatokat
hajtottunk végre molekularis genetikai mddszemel. Az Gjonnan izoldt és a
térzsgyljteményben meglévo fajokat toxintermeld képességik alapjan két nagy
csoportra osztottuk. A nagy mennyiségli OA termeld fajok kdzul kivalasztottunk
egy konstitutiv termelé fajt és ezzel az OA termeld képesseg genetikai
hatterének vizsgalatat vizsgaljuk, amelybe bevontuk ezen faj mutansait is.

3. Anyagok és médszerek

Malatakivonatos tapoldat (MO): 0. 5% maléta kivonat, 0. 5% éleszté kivonat,
1% glukoz.

Pontecorvo minimal tapoldat (PM). 0. 6% NaNOs3, 0. 16% KHoPO4, 0. 05%
MgS04.7H20, 0. 05% KCI, 1% gitkéz, 0. 1% élesztékivonat, nyomnyi FeSO4
és ZnS0y4, és 1 mil Wickerham vitaminoldat.

Elesztokivonat-szaharoz taptalaj (YES): 2% éleszt6kivonat, 15% szahardz.

Dikloran-bengalvords tartalmu taptalaj (DBR): 0. 5% pepton, 0. 1% KH2PO4,
1% glukdz, 0. 05%MgS04, 0. 05% (viv) bengélvords torzsoldat, 0. 1% (v/v)
dikloran térzsoldat, 0. 01% sztreptomicin (King és mtsi., 1979).

Bengalvoros torzsoldat: 5% vizes oldat.
Dikioran térzsoldat: 0. 2% etanolos oldat.

Wickerham vitaminoldat: 0. 01% biotin, 0. 01% piridoxin-HCI, 0. 01% tiamin, 0.
01% riboflavin, 0. 01% p-aminobenzoesav, 0. 01% nikotinsav.
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Nukleinsav izolalas (Leach és mtsi., 1986 nyoman, modositva)

0. 2 g liofilizalt micéliumot 1. 5 ml LETS pufferrel (0. 1M LiCI, 10mM NagEDTA,
10mM Tris/HCI (pH 8. 0), 0. 5% SDS) és 0. 5 mm atmeéréji uveggyongyokkel 1-
3 percig vortexeltik, majd 1 ml fenol-kloroform-izoamilalkohol 25:24:1 aranyu
elegyét (PCl) adtuk hozza, és a vortexelést kdvetéen 10 percig 5000 rpm-el
centrifugaltuk. A DNS-t 4 ml térfogatnyi etanollal kicsaptuk, 5 perces 5000 rpm-
es centrifugalas utan a csapadékot vakuumban beszaritottuk, és 0. 7 ml TE
pufferben vettik fel. Kétszer kérulbeltl 0. 5 ml PCl-vel, majd egyszer kloroform-
izoamilalkohol 24:1 aranyu elegyével extrahaltuk. A vizes fazist Eppendorf
csdbe vittiik, kétszeres térfogatnyi etanollal kicsaptuk, beszaritottuk, és 100 pl
TE-ben felvettik a beszaritott DNS-t. A DNS-preparatumokat -20°C-on taroltuk
felhasznalasig.

Polimeraz lancreakcio

Egy genetikai vizsgalathoz kb. 10°-10° DNS vagy RNS molekulra van sziikség,
amit sokszor természetes eredetlen igen nehéz biztositani. In vitro kértimények
kozott a polimeraz lancreakcio segitségével amplifikalhatjuk
("megsokszorozhatjuk”’) a kivant nukleinsav szekvencidt. A PCR reakcio
lényege: az amplifikalandd DNS szekvencia ismételt, ciklikus denaturacidja a
primerek hibridizaciéja a minta DNS-hez, valamint a primerek meghosszebitasa
DNS polimerézzal. A ciklusok soran mindig Ujabb minta DNS szekvenciak
keletkeznek, ezért a reakcié exponencialis, 20-40 ciklus utan a célszekvencia
10° -szoros mennyiségi névekedése érhetd el.

Az ochratoxin termelé Aspergillus izolatumok filogenetikai analizise elvégezhetd
egy variabilis nukleinsav szegmens, az ITS (Intergenic Transscribed Region)
szegvencia alapjan (2. abra).

ss >4
18 S1DNA i I7s-1 5.2 i 26 S tDNA

- 58§ & =
2
DNA
I
200 bp

2.abra. Az ITS szekvencia felépitése
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Az ochratoxin termelés vizsgalata

A kllonb6zd élelmiszerekrol izolalt Aspergillusokat 2 mt YES tapoldatra oltottunk
és 10 napig 30 °C-on sététben inkubaltuk. Az ELISA-val torténd vizsgalatokhoz
a 2-2 ml tenyészetekhez azonos térfogatu dikiormetant adtunk, ezzel razattuk
30 percig. A dikldrmetanos fazisbdl haromszoros térfogati 0.13 M NaHCO3 (pH
8.3) oldatba vittik at az ochratoxinokat, ebbdl centrifugalds utan 470 pl
mennyiséget kivettink, ehhez 30 ul 1 N sosavat adtunk, ezutén vizsgaltuk a
Toxikion ochratoxin detektdlé ELISA készlettel a gyartd instrukcidinak
megfeleléen (Mezbgazdasagi Biotechnoldgiai Kutatdkézpont, Godslld).

Az ELISA vizsgdlattal ochratoxin termelének bizonyult térzseket  mind
csészében (15 mi YES taptalaj), mind pedig folyadékban (20 m! YES tapoldat)
szaporitottuk. A folyadéktenyészetekbdl extrahaltuk az ochratoxint. Elészér 5 mi
1 N HCI-t és 40 ml diklérmetant adtunk a folyadékkultirahoz, razattuk 30
percig. A diklormetanos-fazis elvalasztasa utan dehidratalas céljabél vizmentes
Na»S0y4 kristalyokon atsziirtik. Beparoltuk 500 pl-re, majd 1-10 pl mennyiséget
vékonyrétégre vittink fel (Kieselgel G 60 fluoreszcens indikator nélkdl,
No.5626, E Merck, Darmstadt, Germany). A taptalajrol szarmazd mintakkal
hasonloképpen jartunk el. Futtatoelegyként toluol-etilacetét-hangyasav (TEF)
5:4:1 elegyét hasznaltuk. A lemezeket szaritds utdn 365 nm-es analitikai UV
lampa alatt vizsgaltuk. Azon torzsek esetében, melyek az OA-standarddal
azonos Rf érték mellett az OA-jellemzd fluoreszcenciat mutattak, az OA
konfirmaciot elvégeztik a Téren és mtsi (1996) aital leirt médszerrel. A
megerdsitd vizsgalatokat nagynyomasu folyadékkromatografiaval végeztik
(SYKAM HPLC S 1100, izokratikus pumpa, BST Rutin C18 250 mm x4mm
oszlop). A detektalast 333 nm-en végeztik, ami az OA és O o masodik
abszorpciés maximuma.

Avékonyréteg kromatografianal megmaradt dikldrmeténos oldatokat szarazra
paroltuk, majd 200 ul mobil fazisba vettik fel. Standardként OA (SIGMA) 5
ng/ml-es acetonitriles oldatat hasznaltuk. Oo standardot OA-bél 6N sdsavval
torténd hidrolizissel készitettink.

4. Eredmények és értékelés

Osszesen 7 zoéld kavébab mintat, és szamos fiiszerfélét illetve egyéb
élelmiszert (pl. muzlit, porkoit széjat, anizst, vaniliat) vizsgaltunk. A MO
taptalajon inkubalt kdvészemek esetében a lassabb névekedésl Aspergillus
fajokat gyakran tllnétték a jdromspéras gombak, ami kllénésen a zairei minta
esetében okozott nehézséget. A DBR (dikloran-bengal-vérés tartalmu) taptalaj
Osszetevoi lassitjak a jaromspoéras gombak novekedését, igy 1 hetes inkubalas
utan az Aspergillus fajok kénnyen izolaihatdak. A mintdk ochratoxin tartalmat és
‘a réluk izolalt Aspergillus fajokat mutatja az 1. tablazat. A vizsgalt Aspergillus
torzsek kozll néhany A. ochraceus és A. niger térzsnél észleltiink ochratoxin
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termelést a Toxikion ELISA készletet atkalmazva. Ez a megfigyelés arra utal,
hogy az éleimiszerek ochratoxin fertdzétiségének nem az A. ochraceus az
egyedili forrasa. A legszennyezettebb zairei kavémintabdl nem tudtunk OA-
termeld Aspergillus tdrzseket izoldlni. Ennek valoszini magyarazata, hogy
ebben a mintaban az QA szennyezést Penicillium fajok okozhattak.

Vizsgaltuk a kilénbdzé penészgomba fajok ochratoxin termelé képességét
kilonb6zd kémiai analitikai és immunkémiai mddszerekkal. A vizsgalt fajok
kozétt talditunk nagy mennyiségli OA termeld, illetve kis mennyiséget termeld
térzsket is. Az eldbbi csoportba tartoznak a Penicillium verrucosum, Aspergillus
ochraceus, A. albertensis, A. melleus fajok vizsgait torzsei. Kis mennyiségli OA
-t termelnek a kovetkezd fajok torzsei: A. awamon, A. niger, A. carbonarius, A.
foetidus, A. ochraceus.

l. tablazat. A vizsgalt éleimiszerek penészgomba fertézottsége illetve OA

szennyezettsége
. OA 1zolalt Aspergillus fajok
+ Termény eredete {ug kg") (az OA termelg vagstagon ;zedve)
zold kavé (Brazilia) 6.0 A. niger
z6ld kavé (Brazilia, Santos 2.5 A. niger, A, ochraceus, A. tamarii
z6ld kavé (Uganda, 20 A. niger, A. ochraceus, A. fumigatus, A.
robusta) flavus
26ld kavé (Vietnam) 3.5 A. fumigatus, A. niger
261d kavé (Zaire) 9.0 A. niger, A. ochraceus, A. fumigatus
kakaobab (?) ND "A. fumigatus"
chilipaprika (?) ND A. niger, A. ochraceus, A. fumigatus
muzli (Magyarorszag) ND A. niger, A fumigatus, A flavus,Fusarium,
sage (Anglia) ND A. niger
kékuszos mogyoro ND A. niger
mogyord (USA) ND A. niger, A. ochraceus, A fumigatus,
anizs (Olaszorszag) ND A. niger
curry por (India) ND A. niger, A. flavus
pecandio (Hollandia) ND A. niger, A. flavus
szaritott paszternak (H) ND A. niger, A. ochraceus, A. flavus
orélt paprika (Dél-Afrika) ND A. niger, A. flavus, Alternaria, Fusarium,
Trichothecium, Penicillium
tapéta (Magyarorszag) ND A. niger
bors (?) ND -
vanilia (?) ND -
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4. abra. Kis mennyiségii OA termeld fajok termelési kinetikaja
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A. petrakii

A. ochraceus

A. ochraceus O4

A. ochraceus Z1

d A. melleus I

A. peirakii NRRL 416

— A. echraceus NRRL 3174
A. ostianus

P. muricatus

A. insnlicola Circumdati

A. sclerotiorum FRR 4491
A, sulphureus

A. ochraceus ICMP 939 1r

A. bridgeri

A. tnelleus IMI 257368

A, sclerotiorum

A. auricomus

A. auricomus FRR 3944

A. elegans

A. ochraceoroseus ?

A. lanosus : X
P. alliaceus Flavi

— A. campestris .
A, cand":dus I Candidi
A. wealii
A. dimorphicus Cremei
A. sepultus
A, robustus | 2

N. glabra:

Consensus tree of 49 most parsimonious trees
length 667 steps

5. abra. Az Aspergillus nemzetség Circumdati szekciéjanak rokonsagi viszonyai
az ITS szekvencia analizise alapjan

Az OA termeld Aspergillus fajok analizisét végeztik el ITS szekvencia adatok
alapjan. A Circumdati szekciéba tartozé fajokat ez alapjan két nagy csoportra -
lehet elkuloniteni. Azt tapasztaltuk, hogy az OA termeld képesség nem
monofiletikus sajatossag,az evollcid soran elveszhetett és kialakulhatott ezért
az OA termeld fajok a torzsfan szétszortan megtalalhatok.
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EXAMINATION OF MYCOTOXIN PRODUCTION IN ASPERGILLUS
SPECIES
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ABSTRACT

Ochratoxin contamination of cereal grains and other plant products is a serious
health ‘hazard throughout the world -since ochratoxins exhibit a range of
pharmacological effects on animals and humans. Ochratoxins are fungal
secondary metabolites produced by different Aspergillus and Penicillium species,
which exhibit nephrotoxic, teratogenic, immunosuppressive and carcinogenic
effects. Ochratoxins frequently contaminate cereals and other plant products.
This review deals with the chemistry, biosynthesis, metabolism and mode of
action of ochratoxin A. Possible strategies for controlling ochratoxin levels in
feeds and foods.
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