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1. BEVEZETES

1.1. A téma elméleti és gyakorlati jelentosége

Szénak keészitése és haszndlata a gazdasagi dlatfaok haziasitasaval egyidos. Eurdzsia

északi terlletein a nydron megjeleno futermés feleslegének levagésa, szaritasa és tarola

sa tette lehetové a kérodzo szarvasmarha és a juh atteleltetését, valamint a 16 takarmé&

nyozasit.

A széndk a gazdasagi dlatok takarményozésdban, napjainkban is nélkll6zhetetlenek a
kovetkezok miatt:

1)

2)

3)

Magyarorszag éghajlati viszonyai nem tesznek lehetové legeltetést egész éven
a. A tdmegtakarmanyt (rostot) igénylo dlatok (szarvasmarha, juh, kecske, 16) a
téli idoszakban tartositott (szaritott, erjesztett) takarmanyt fogyasztanak, ezen
felll az egészséges bendomukodés érdekében a széna nélkiil 6zhetetlen.

a széndk magas rosttartalméaval a kérodzo alatok rostigéenyét a legtermészete-
sebb formaban lehet kielégiteni

a széna tobbi taplddanyaga kozil, a fehérje, a karotin, az asvanyianyagok és a
magas D-vitamin tartalom tekintheto az dlat szikségleteinek kielégitéséhez
hozzgjarul 6 faktornak

Az elmult 6tven évben a kordbbi gazdalkodés szerkezethez képest, a széna szerepe hat-

térbe szorult. Ez a kdvetkezo okokra vezetheto vissza:

1)

2)

3)

4)

A ragylzemekben, hektéronként nagyobb taplal6anyag hozamozot biztosito si-
|6zott takarmanyok jelentek meg, amelyek az éttelelést jol biztositottak.

A juhtartds gazdasdgossaganak romlasa miatt, a szénat igénylo juhtartas csok-
kent.

A gyeptelepités, és a nagyvolumenu masodik kaszalés lassan kimaradt a gyakor-
lathdl.

A magasabb minoségi igényeket kielégito lucernaszéna (renden fonnyasztott,
vagy hideglevegos rendszerekben széritott) készités gyakorlata maradt fenn,
minthogy az energia koltség nbvekedés miatt a forrdlevegos zoldlisztek eloali-

tédsa a minimumra csokkent.



Az emult évek szénakészitésének mennyiségi adatait, a Kozponti Statisztikai Hivatal
illetékes (mezogazdasagi) foosztalyéatdl kapott felvilagositas alapjan az 1. téblézat tar-

talmazza.

1. téblazat: Kuldnbozo szénak termésmennyisége 2002-2004-ben (KSH)

& Osszes termés/ tonna
lucernaszéna vOroshereszéna fuszéna
2002. 780 400 20176 577 280
2003. 548 159 13240 533 903
2004. 941 617 21 194 815 094

A gazdasagi dlatok elvarhatd termelési szintjeinek biztositésa érdekében szikséges,
hogy az ember dta nyyjtott takarmany taplddanyagtartalma, jO mikrobilbgiai

allapotban, romlas, karosodéas nélkil jusson € az alatokhoz.

A szénaminoség jelentosége a juhégazatban a legnagyobb, mert a juh téli takarmany-
adagjaban, a széna a szérazanyag-bevitel (0,5-3,0 kg) 50-70%-&t is kiteheti (HEROLD,
1994). Emiatt minden tapldldanyagtartalmi és minosegi hianyossdg maximalisan éné-

nyestlhet, mert més takarmanykomponens a hatast nem mérsékli.

A szarvasmarha esetében a széndk a taplddanyag igény viszonylag kisebb hanyadat fe-
dezik. (10-25 kg napi szarazanyagbevitel 10-40%-a) (HEROLD, 1994), ezért a mino-
ségi hibdk hatasaitt csekélyebb.

A szénaminoség jelentosége, a szarvasmarha agazaton belll, a tejelo tehenészetekben a
legnagyobb. Allat- és humanegészségiigyi szempontbdl egyarant attdl tartunk, hogy a
rossz mnoségu, baktériumokkal és penészekkel fertozott, toxinokat tartalmazd széna
etetése termeléskiesést, a szervezet legyengilo védekezoképességét, és betegségeket
okozhat. A mikotoxinok kodzil, az aflatoxin M1 alati termékbe, vagyis a tejbe kerllve,
az ember egészségét is veszélyezteti, mert erosen rakkelto hatasi. A fusariotoxinok ko-
zUl az 6sztrogén hatastl zearalenon a placentan is ajut, igy a karosité hatds mar a méhen
bellli élet sorén, a magzatban is érvényesilhet. Sginos az Uiszomagzatokban kialakult

elvatozasok, késobb, az élet soran is megmaradhatnak, igy okozva tdmeges szaporo-




dasbioldgiai problémékat. A zearalenon zearalenol formdban megjelenhet tglben, igy
kozegégészségligyi jelentosége is lehet.

A jelenlegi gazdakodés korilmények kozott a széndk minosegének fontossaga ismét
fokozodik:

1) Az extenziv juh és kecske &gazat fellendiloben van

2) A széndk kereskedelme fellendiiloben van, és minoségi viték meriilhetnek fel.

A szénakka szemben kllonleges igényeket a IGtartas tdmaszt. A 16 szaméra
szenzorikusan kituno minoségu (tobbnyire 1. osztdlyu takarmanyfivekbol alé) és peré-
szedéstol mentes széna szilkkséges. A 16 kiemelten érzékeny a mikotoxinokra, igy a sz
nan elofordul 6 penészek specifikus vagy altalanos depressziv, vagy éppen toxikus hatéa-

sa killonos figyelmet érdemel.

A takarmany-alapanyagok minositése d&talanossagban a kdvetkezo tulajdonsag
csoportokraterjed ki:
1) tépldbanyagtartalom (kémia vizsgdattal meghatérozott nyersisszetétel és ezek
segitségével szamithatd emeésztheto tapla Ganyagtartalom, valamint a hasznosithatd
fehérje és nettd energiatrtalom), makro- és mikrokomponensek.
2) nem kivanatos anyagok (tiltott anyagok), toxikumok (kérnyezeti, feldolgozashol
szarmaz0), nehézfémek, toxikus vegyi anyagok, mikotoxinok
3) minoségromlést okozé tényezok (mikrobiologiai allapot, mikotoxinok, zsiroxida

cié)

A hivatalos magyar mikrobiol6giai takarmanyminosités soran a vizsgdlandd paraméte-
reket és a jellemzo értékeket, valamint hatarértékeket (a disszertacid fogalmazasanak
idopontjaban) a 44/2003. (1V. 26) FVM rendelet 2. szam( melléklete szabalyozza. B
nek nagy fogyatékossaga, hogy a penész és élesztoszam vizsgdata nem irényozza elo,
tovabba hatarértéket sem dlit. Ugyanigy a szdlas- és tdmegtakarmanyok minositését is
figyelmen kivil hagyja.

A szénadk osztalyba soroldsa az eddigi magyar gyakorlatban kizarélag a beltartalmi mu-
tatok alapjan tortént (11. Takarmany Kdédex téblézatos adatai.). A széna organoleptikus

tulgjdonsagaira (szin, szag, szdlhossz, dlag), de foleg a mikrobioldgiai romlés szemmel
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l&hatd jeleire nézve, objektiv minosito modszert és ennek megfeleloen, osztdlyba soro-
l&st sem taldunk.

Eurdpa és Eszak-Amerika orszégaiban, a széndk mikoldgiai minositése az abraktakar-
manyokra vonatkozé eloirasok mellett masodlagos jelentoségu, jollehet a penészferto-

z0ttseg felmérésére és jellemzésére |ényegesen tobb adat all rendelkezésre.

HIETANEN (1985) szerint, a bdldzaskori viztartalom aapjan, a széndkat 3 minoségi
osztalyba lehet sorolni: a ,j0 szénédt” 15% korlli viztartalommal balazték, amelyben
"kevés' mezofil mikrobataldhatd. A |, penészes szénad’ baldzaskori viztartalma 25% ko-
rali, sok mezofil gombat, foleg Aspergillusokat tartalmaz. A harmadik a ,,nagyon peré-
szes szénd’ kategoria. Ebben az esetben a szénat tébb mint 35% viztartalommal balaz-
tak, amely sok termofil mikrobaval, pl.: Aspergillus fumigatus-sza, Microspolyspora

faeni-vel és Thermopolyspora vulgaris actinomycetakkal fertozott.

LESTER (2000) szerint, a széndk minositésekor, a kdvetkezo faktorokat kell figyelem:
be venni: a ndvény betekaritaskori érettségi foka (vegetacios stédium), levelezettseg,
szin, idegen anyagok, szag és allapot. Mindezeket szubjektiv megitélés alapjan port-
rendszerrel jellemzi.

A német VDLUFA (Mezogazdaségi Vizsgdo- és Kisérleti Allomasok Hé 6zata) a sz
naminosités sordn mikrobiol6giai paramétereket is figyelembe vesz. A mikrobiolégiai
vizsga atokban terméktipikus és romlagelzo mikrdbacsoportokat differencia és szam:
ld, mind a baktériumok, mind a penészek és élesztok vonatkozésdban. Ezekre nézve
nem egyszeruen tgékoztatd értékeket, hanem fertozottségi intervallumot rogzitenek,
amely aatt a tételt mikrobiolégiailag ,, gyengén terhelt”nek, mig a felso korla felett
»erosen terhelt”-nek minositi. Az intervallumok szélessége alog 2-t iseléri. A potenci&

lis toxinogének elofordul&sét figyelmen kivil hagyjék.

A haza szénaminosités mai gyakorlatdban, a laboratériumi vizsgalat alapvetoen a
beltartalmi értékekre iranyul, mert ez nélkilozhetetlen az optimalis takarmanyadag 6sz-
szedllitdsdhoz. Ezen kivll, vizsgdlati kritérium még a mérgezo ndvényekkel, gyomokkal

val0 szennyezettség is.



Az MSz 17671-1988 szabvany, ami a széndkat beltartalmi értékek alapjan minositi,
csupan egy mondatot tartalmaz a mikrobiol6giai kévetelményekre vonatkozéan: ,,a sz
na nem lehet mikrobioldgiailag és toxikoldgiailag kifogasolhatd”. igy a penészedés
mértéke vagy annak hianya objektive nem kvantifikdhat6, igy nem irhat6 elo és foleg

nem kérheto szamon.

Ugyarakkor a széndk, penészek invaziojanak minden maés takarmany-alapanyagnal fo-
kozottabban vannak kitéve készitésik kdzben. Ennek okai:
a) aratas idgeén jelentos a taagrdl, a romlG6 ndvényi részekrol szarmazo
sporafertozndés (terméktipikus gombafertozottség);
b) innen kiindulva - atechnolégiatdl fliggoen - alearatott fu a(w)= 0,75 feletti vizak-
tivitdsnak |ehet kitéve, ami, az elhaléban Iévo névény bioldgiai hotermelése, a gyor-
san gradacionak indul 6 élesztok és aerob sporas baktériumok mellett, a penészek hir-
telen felszaporodasanak is optimalis feltételeket biztosithat;
c) ezen kivil a penészek olyan, viszonylag aacsonyabb vizaktivitason is szaporod-
nak, amely mellett a baktériumok (aerob sporasok) és az élesztok gradacidja nem in-

dulhat meg.

A szabvanyergju eloirdsok jelenleg is fenndlld hianyossaga, hogy nem dlit fel hatérér-
tékeket, iranyszamokat, pedig ezek nélkil a szénak objektiv mikrobioldgiai minositése
lehetetlen. Ha a széndkat csak beltartalom alapjan minositjik, és nem vesszik figye-
lembe a mikrobiologiai jellemzoket, a tényleges haszndlati értéket tekintve félrevezeto

eredményhez juthatunk.

A fentiekben vazolt helyzet hatédrozta meg munkam kiindul6 helyzetét és célkituzéseit:
— a haza szénak penészflérgjat jellemezni, a penészedés szamszeru mértékét a szo-
kasos szenzorikus birdlattal Gsszevetve értékelni,

—aszénan elofordul 6 penészek toxikoldgiai kockazati szerepét mérlegelni,

— a penészek felszaporodésat befolyasold egyes feldolgozas tényezok hatését vizs-
gdni, és

— vizsgdlati mbdszereket adaptélni, illetve fejleszteni, amelyek a széna sgjatossagai-
hoz igazodnak.
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1.2. Vizsgélatok célkituzései

1) A hazai szénak penészflérgjanak kvalitativ és kvantitativ reprezentativ vizsga-
lata a szenzorikus biralattal 6sszefliggésben. A vizsgdat célja a leggyakoribb
terméktipikus floraglemek és az atlagos minosegre jellemzo terméktipikus penészszam

(TKE) megdllapitasa, az atlagos (tipikus) minoség mikrobioldgiai leirésa.

2) A szénan eloforduld penészek toxikologiai kockézati szerepének értékelése. A
vizsgdlati anyag alapjan toxinogén fléraelemek eloforduldsanak értékelése, kiemelt ese-
tekben kisérletek mikotoxin szennyezettség kimutatasara, irodalmi t§ékozodas a sz
nak toxin-szennyezettségének hivatalos szabalyozasara és a kazuisztikai adatokra néz-

Ve.

,,,,,

nyezok hatdsanak kisérletes vizsgdlata. Kisérletek alapjdn hatarozzuk meg, hogy a
széna betakaritasakor az egyes tényezok kozil melyik felelos leginkdbb a penészedé-
sért, vagyis a terméktipikus mikofléra gradéciojaért. Tekintettel a szendzs gyakorlati
jelentoségére, és a kitarolas utani masodlagos penészedés eloforduléséra, vizsgajuk az
erjedés soran keletkezo savak, és pH hatasat a terméktipikus penészflora masodlagos

aerob felszaporodésara.

4) A széna saj atossagaihoz igazodo6 penészvizsgalati modszer ek adaptacioj a.

Az 1) cékituzés vizsgalatainak megkezdésekor nyilvanvaléva vat, hogy az abrakta
karméanyok vizsgalatéra el oirt tenyésztéses modszerek a széndk esetében nem V@lnak be,
mert néhany a szénan honos expanziv fa befutja a tenyészeteket és megakadalyozza a
tobbi floraelem értékelését. Ezért inhibitorral kiegészitett, a telepek alaktani elbirdlasara
alkalmasabb talgjOsszetételt kell kikisérletezni. Emellett a kordbbi munkak kapcsan ab-
raktakarményok Aspergillus fertozottségének kimutatasara kifejlesztett Aspergillus-
invertaz teszt (MATRAI és mtsai, 2000) alkalmassagét vizsgéltuk széndk penészferto-
ZOttségének jelzésére. Ugyancsak a penészkimutatas vizsgdlati idejének lerdviditésének
reményében vizsgdltuk azt, hogy penészDNS kinyerése és RT-PCR vizsgdata az
AllFunTag gombaspecifikus primerrel, mennyiben szolgdltat egyiittfuté eredményt a
takarmanyvizsgélatban mindeddig autentikusnak elfogadott élocsira-tenyésztéses TKE
meghatarozassal. A szénak penészszennyezettsegének gyors, t§ékoztatd elbirdlasira
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felmerllhet a szénamintdkbdl készitett alapszuszpenzid mikroszkdpos vizsgalata. Ennek
kapcsan kisérleteket végeztink olyan szelektiv festési modszer kidolgozaséara, amivel

koénnyen megkil 6nboztethetok a penész eredetu képletek a szuszpenzidban elofordul 6
maéas novényi és dlati eredetu mikroképletektol, és szamldhatok is.

A penészes tOmegtakarmanyokrodl ezidéig nagyon keves irodalmi adat &l rendelkezés-
re. A mikologia, a takarmanyhigiénia, és a laboratoriumi gyakorlat teriletérol kell
olyan publikacidkat gyujteni, amelyek segitik a ,, szénamikologia’ problémganak meg-
értését. Célom volt a széndkon éo penészgombakkal, azok kimutatésaval, életfeltétele-
ivel kapcsolatos irodalom 6sszegyujtése is.
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2. IRODALMI| ATTEKINTES

2.1. Hazai szénak penészflordjanak kvalitativ és kvantitativ reprezentativ vizsga-

lataval kapcsolatosirodalmi elozmények

A penészes takarményok artalmas mivolta régi tapasztalat. Kéros hatasuk a kdvetkezo-
képen osztdlyozhat6:
— A penészes és toxinokka fertozott takarmany, a gombaszaporodas és a toxinter-
melés mértekének fliggvényében, csokkenti az allatok takarmanyfelvételét és terme-
|ését.
— Hajlamosité tényezo a multifaktoridlis vagy mikrobidlis oktan( betegségek fellé-
péscéhez. Bizonyos esetekben jellegzetes tlneteket, illetve kortani elvaltozasokat
okoznak (pl. szaprobiézis az élolények szervein, szervi mikézisok, szaporodas z-
varok, anémia, nefropatia, stb.)
— Hatassal vannak a szubsztrétra (takarményokra) amelyen nonek: azt tonkreteszik
és el értéktel enitik.
— A penészgombdk altal termelt toxinok dlati termékben is megjelenhetnek, ezért a
takarmanyok réven az éemiszerbiztonsag is kbzvetetten érintett, mert az alati
termékekben kimutathatd toxinok az emberi fogyasztasra szant élelmiszerekbol is

kimutathatok (a megkivant minosegét befolyasol hatj k).

A takarmany mikolégiai alapota a takarmanybdl kimutathaté penészszammal, ponto-
sabban a tenyésztéses vizsgdattal kimutatott telepképzo egységek (TKE) szdmaval,
ezen belll, atoxinogén nemzetségek és fgjok ardnyéval jellemezheto. Kordbbi jelentos,
de tenyésztéssel mar ki nem mutathat6 (elhalt) penészszaporodas maradvanyainak (re-
liktumainak) kimutatasa, a mikotoxintartalom val észinusitése miatt |ehet jelentos.

Tapasztalataink szerint a szénafélék mikologial jellemzoi eltérnek a szemesekétol és az
egyéb takarmanyokétol, mind a flora dsszetételében, mind a penészszam értékek nagy-
sagrendjében. A szénakra dtaldban jellemzo az egészséges abrakfélék terméktipikus
értékénd tobb nagysagrenddel nagyobb penészszam, amelynek megitélése erosen fligg
a fléra Osszetételétol, a potencidlis toxinképzo genusok ardnyatdl. Az abraktakarmé
nyokra nézve hivatalos mikrobiol6giai hatérértékek és gombatoxin hatarértékek vannak
érvényben. llyen hatarértékeket szénakra nézve még nem dlitottak fel, a széndkat eddig
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csak beltartalom aapjan minositették. A széndk gombas romlottsagat ma még csak
organoleptikus minosités alapjan dlapitjdk meg (dohos, poros, sth). A szdlastakarmany-
okon élo, természetes penészfldra mennyiségi €s minoségi leirasara, a szakirodalomban,
alig van adat.

PALFY és KUPAI (1986) felhivték a figyelmet a mikrobioldgiai szénaminosités hia
nyéra. Az akkori szénaminositési szabvany (MSZ 17 671-78) ezirdnyu hidnyossaganak
korrigllésara, a szakszolgdlati allomasok szakmai bizottsdga - a minositési tomegmunka
megkonnyitése céljabol - értékszamrendszert dolgozott ki, ideiglenes jelleggel. Ebben
20 ezer penészszam/g aatt elso osztdyunak, 30 ezer penészszam/g alatt méasodoszta&
lyanak, és 30 ezer penészszam/g felett I11. osztalylnak minositi a széndk mikrobiol bgiai
alapotat. Ugyanitt ,,... toxikus fajok esetén...” a hatarértéket 10 ezerrel leszdllitja, mig
... KOZOMbOs, piknidiumos fajok esetén...” ugyanennyi engedményt ad. Az gjanlés
nem foglal alast abban, hogy a lll. osztayu hatérértéknél is magasabb penészszam tar-
talmu széndk mennyiben csokkent hasznalati értékuek, vagy az dlatok egészségére néz-
ve kockazatosak-e. Mindezideig, a szénak mikrobiolégiai minositésére nézve, Ujabb,

hivatal os szabalyozas nem |&tott napvil gpot.

A széndk toxinogén gombafgjokkal tortént fertozottségére és az ebbol eredo
mikotoxikozisokra nézve is kevés irodalmi adat al rendelkezésiinkre. Hazai szénakban
a Stachybotrys atra elofordul&sét ill. kértételét szarvasmarha &lomanyokban, DANKO
(1972) irta le. Tobbek kdzt megallapitotta, hogy a fertozétt alomszalméat az allatok még
akkor is megeszik, ha kdzben j6 minoségu szal astakarmanyt is kapnak.

A hazai kazuisztikaban, fusariotoxikézis elofordulasat kérodzokben leirtak ugyan,
azonban ez inkdob az abraktakarmanyok fertozottségére volt visszavezetheto. VANYI
és mtsai (1980) az F2 fusariotoxin (zearalenon) hatasat vizsgaltak kosok és bikak
spermiogenezisére. A takarmanyadagok gabonahanyaddban és a szélastakarmanyban
eros (10 000 — 70 000/g) F. culmorum fertozottséget taldtak, de csak a szemesekbol si-

kertlt kimutatniuk toxint, a szaporitoszerveken kifejtett karositd hatdsok mellett.
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2.1.1. Hazai adatok a szénak minoségét befolyasol 6 tényezokrol

A kaszalas idopontja és a betakar itas-szar itas technolégigja: A novények kaszalasa
nak gépesitésérol és a szénaszaritas modszerekrol szamos irodami adat al rendelke-
zésre.

A kaszdas idopont megfelelo megvaasztésat, a betakaritas modjét és az esetleges ka-
rosodasokat, veszteségeket tobben is vizsgaltdk. A betakaritassal kapcsolatban a legna-
gyobb hangsllyt a széna beltartami értékeinek véltozasaira helyezték. A fiatalon ka
szalt nbvenyek jO minoségu, viszont kis tdmegu szénét szolgatatnak. Bar a vagas ido
kédleltetésével vastagabb rendeket, tobb szénat nyerhetiink, a mind jobban elfasodé ro-
vények taplalGanyagtartalma és emészhetosége azonban nagymértékben csokken. A
széna mennyisége és minosége kozotti helyes arany biztositasaért, a legtobb szdlasta
karmany-novenyt, leghelyesebb virdgzasa kezdetén betakaritani. [lyenkor még jé mino-
ségu, egyben kello mennyiségu széndhoz jutunk (BAINTNER, 1963).

SZUCSNE (2000) szerint a gyepek esetében ajanlatos az elso kaszéast a viragzés kez-
detekor elvégezni, mert ekkor a tapldlGanyagtartalom és az évi fuhozam egyarant ked-
vezo. A pillangosok elso kaszalasanak idedlis idegje a zoldbimbos alapot. Vegyes ri-
vényalomanyl gyepeken a vezérndvény dlapota a mérvadé (KAKUK és SCHMIDT,
1988)

Az elkésett kaszalés, kozvetetten, a takarmany izletességét is csokkenti. Ez azzal nme-
gyarézhatd, hogy a szarak mindinkabb elfasodnak és a lev@lardny is kisebb lesz, a
nyersrost tartalom megno, a nyersfenérje emészthetosége pedig csokken (VAMOS,
1971).

BAINTNER (1967) szerint a zoldtakarmany 0sszetétele és tapla 6anyagtartalma a késo
délutani vagy esti 6rékban kedvezobb, mint reggel, mivel atapladanyagok egy része az
gszakai |égzés akamaval felhaszndddik, vagy pedig a gyokerekben raktarozodik.
Vizsgdlatokat végeztek ezért arra vonatkozdan is, hogy a késo déluténi vagy esti kasza-
lés esetén nem javul-e a széna minosege, de nem tapasztaltak gyakorlatilag
szambaveheto kil dmbséget.
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A novények eldregedésével a nyersfehérje tartalom folyamatosan csokken. Ezt még fo-
kozza a nyersrost tartalom novekedése, ami csokkenti a nyersfehérje emészthetoségét.
Ugyanakkor az eldregedett takarmany kevésbé izletes, mivel a szérak mindinkabb elfé
sodnak és a levélhanyad kisebb lesz. DORNER (1955) a killonbozo eljarasokkal késziilt
lucernaszéndk szaradas kozben fellépo valtozasait és beltartalmi értékeit vizsgllta.
Vizsgalataiban megallapitotta, hogy a leggyorsabban renden (nagy vizveszteseg az €lso
6 Ordban), leglassabban sodratban szérad a lucerna. A renden széritott lucerndban azon
ban nagyobb a levélpergés veszteség, nyersrosttartalma valamivel nagyobb, mint a
sodratban vagy alvanyon szaritott szénaké. A vizsgalt eljarasok kozott legnagyobb volt
a karotinveszteség renden, legkisebb a hdromlabon széritott szénaban. Emésztheto fe-
hérje- és energia-tartalom (akkor: keményitoérték) szempontjabdl leggyengébb arenden

széritott széna.

Botanikai dsszetétel: A jO és gyenge minoségu széna tapld dértéke kozott altaldban re
gyobb a kulénbség, mint a kilénbozo novényfajok széngja kozoétt. Azonban a pillangos
szénak, igy a lucerna- és [0hereszéna, tobb fehérjét, meszet és vitamint tartalmaznak,

minta a hasonlé minoségu fuszéndk.

A mérgezo és a kellemetlen izu gyomok, a savanyUflivek, a sas, a nad erosen ronthatjak
aszénak értékét. Jo minoségunek csak azt a szénét tekinthetjik, amelyik 10%-na keve-
sebb savanyUfivet tartalmaz. A kdzepes minoségu széndban sem lehet belolik tobb
30%-ndl.

Kémiai dsszetétel: Sanos a széndk kémiai Osszetételével foglalkozd nagy, &fogo vizs-
gaatok meglehetosen régiek, igy példaul KURELEC (1956) rétiszénak emésztheto fe-
hérjetartalmét vizsgdlta. 148 sgjat gyujtésu és 11 egyeb magyar réti szénéval elvégzett
kihaszndlasi kisérlet eredménye alapjan, kemeényito érték tartalom szerint, 7 minoségi
osztdyba sorolta a széndkat. A kituno 39 és nagyobb (1 minta), az igen jé 35-38 (5), a
jO 31-34 (22), a j6 kdzepes 27-30 (52), a gyenge kozepes 24-26 (35), a gyenge 21-23
(18), és az igen gyenge osztdlyba a 21-nél kisebb keményitoértéku szénét (26) sorolta.
Rétiszéna- vizsgdlatal szerint a széndk étlagos viztartalma 16%.

A 60-70-es években dterjedt volt, ma mér kevéshé, az Un. 3 részes és 2 részes szénabi-

ralat. Német séma szerint, a széndk értékel ésére pontozasos eljarést akalmaztak. A sz
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nabirdati lap hdrom részbol all, amely tartalmazza: az érzékszervi, a botanikai és a ké-
miai vizsgaat eredményeit. Az elért pontszamot dsszegzik, és ennek alapjan alapitjak
meg a széna minosegét, ami lehet: , kituno”, ,nagyon j&”, ,jé¢", kevésbé j6”, , gyenge’
és , egészsegre artalmas vagy értéktelen”.

A 2 részes birdlat, a 3 részes birdlat idotakarékos valtozata. Ebben az érzékszervi birdlat
azonos az elobbivel, viszont a kémiai vizsgdat helyébe a botanika vizsgdat 1€p, na
gyobb pontszammal (BAINTNER, 1967).

A takarmanyok mikrobiologiai karosodasa részben a termelés, részben a tarolas ido-
szakaban kovetkezik be. Nem ritka azonban a felhasznal s, a feltakarmanyozas kdzben

bekovetkezo fertozodés, romlas sem.

A természetes, a betakaritas idoszakaban bekovetkezo gombaszaporodas €lsodleges
meghatérozdja az idojaras, de nem hanyagolhat6 €l a termesztett fajta ellerdl| Oképes-

sege, az agrotechnika és a nbvényvédelem szerepe sem.

Azt, hogy a tarolas sordn milyen kérosodasok érik a takarményokat, a tarolési korulmé-
nyek hatarozzék meg, de mindenekelott a nedvesség, a levegozéttseg, a téroldhely m-
nosége, valamint a tétel betaroléskori élapota (fertozottsége) (PALFY és KUPAL,
1986).

Az &tekintés alapjan megdllapithatd, hogy a széndk penészedésének vizsgalata és mino-
sitése a hazai vizsgélatok elhanyagolt teriilete volt,csak PALFY és KUPAI (1986) idé
zett adatai dlnak rendelkezésiinkre.

A penészszaporodast befolyasold kdrnyezeti tényezok (a ndvény nedvességtartalma, a
vizaktivitas, a homeérséklet) szerepének kisérletes vizsgdatara nézve, irodalmi hattér
csak a névény nedvessegtartalméra vonatkozdan &l rendelkezésre, a penészszaporodas
Kinetikdjanak mérése nélkil.
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2.1.2. Penészgombakkal kapcsolatos bioldgiai alapfogalmak

A gombak egy csoportjdt penészgombaknak nevezzik. A mikrobiolégiai gyakorlatban
haszndlt , penészgomba’' fogalom nem pontosan definidlt, és nem egyetlen szisztemati-
kailag korulhatarolhatdé gombacsoportot foglal magéba. Valgjaban ez egy olyan 6kolo-
giai kategodria, amely bizonyos mértékben hasonl6 okologiai és morfoldgial tulajdons&
gokkal biro, de rendszertanilag kil énbdzo organizmusokat foglal magaba.

A penészgomba gyujtonévre jellemzo ismertetojegyek Osszefoglaéaséra DELITSCH
(1943) vallakozott elsoként. Leirasa szerint, a penészgombdk, tipikus, micéliumot kép-
Zo, tébbnyire ivartalan Gton szaporodd élolények, melyek természetes élohelye a talg),
de amelyek olyan koncentrdlt taptalajokon is szaporodni képesek, mint pl. az éelmisze-
rek. KRIESEL (1988) ezt a definiciot azzal egészitette ki, hogy a penészgombék nagy-
szamu, dtalaban extracellulérisan kivalasztodo - elsodleges és masodlagos - anyagcse-
reterméket termelnek. A csoportositasba vald besorolds azonban igen nehéz, és nem
minden esetben egyértelmu. Az amenet példaul a szaprobiontdk és a parazitak kozott
képlékeny, mivel egyes penészgombdk a helyzetiktol, kortlményeiktol fliggoen hol
igy, hol Ugy viselkednek. A tipikus micéliumképzés sem vildgosan korilhatarolt foge
lom. A dimorf penészgombdk a kornyezeti feltételektol fliggoen micéliumosan, vagy
élesztoszeruen is szaporodhatnak. A fonalasgombakra jellemzo, a polarizalt, egy irany-
ba torténo novekedés. Ez eredményezi azt a jelenséget, hogy sziléard taptalg) fellletén a
fonalas gombatelep, egy meghatarozott tenyészidon belll, linedris ndvekedést mutat,
vagyis idoegységenként, és hosszmeéretben, azonos mértéku a gombatelep atmeérojének
novekedése.

A gombaegyed szervezete ataldban tobb sgjtbol dl6 eldgazd fonal, de egyes genusok-
ban ez lehet egyetlen sgjt is. Az alapfona ahypha, és ezek sokaséga, az egyetlen egyed-
hez tartozd eldgazé fonaszbvedék, a mycelium. A szubsztrét fellletén szemmel mér
éxzlelheto, tobbnyire tébb egyed miceliumainak 6sszességébol allo fonalszovedék, a
telep (thallus) (SZIGETI, 1997).

A fonalasgombdk hifél eltéro szervezodést mutatnak a killonb6zo gombacsoportok ese-
tében. Az aacsonyabbrenduekre jellemzo a conocitikus micdlium, harantfal (septum)
nélkuli hifak. Az egyetlen konidiumbal, sporabdl kiindul 6 tenyészet egyetlen sokmagvu
Orias sgjtként foghato fel. [lyenek a Zygomycota torzs tagjai, pl. Rhizopus, Mucor fgok.
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A méasik tipus, a szeptdlt hifa, ami jellemzi a valodi gombéak micdidlis sgtjeit. A két
tipus kozott foglal helyet az ameneti forma, ahol a szeptumok, azaz haréntfalak kezde-
meényei megvannak, de valodi valaszfal nem alakul ki. Ilyen micélium tipus taldhaté az
Oomycota térzsbe tartozd Pythium és Phytophthora fajok esetében (MARAZ, 2001).

2.2. A szénan elofordul 6 penészek toxikologiai kockazati szer epének értékelése

2.2.1. A szénékon élo penészgombak éstoxinjaik

A sz8astakarmanyok mikrofl 6r§anak legjelentosebb csoportja a penészgombaké.

Minthogy a gombak klorofillt nem tartalmaznak, autotrof anyagcserére nem képesek,
ezért atestik felépitésehez szilkséges tdpanyagokat a kérnyezetikbol veszik fel. Szok&
sos megkuldnboztetni szaprofita (elhalt ndvényi vagy dlati szerves anyagokon élo) és
parazita (€lo, foleg ndvényi szervezeteken vagy szervezetekben élo epifita, ill. endofita)
fgokat. Olyan csoportokat is ismeriink, amelyekre mindkét éetforma jellemzo (pl.
fusariumok). Takarmanyozas szempontbdl a szaprofita gombaknak van nagyobb jelen

toségik, amelyek szantéfoldi vagy raktari eredetuek.

PALFY és KUPAI (1986) dsszefoglald konyve alapjan, a szénédk penészfloréjét dtala
ban a Cladosporium, Mucor, Trichothecium, Trichoderma, Nigrospora, Phoma és a to-
xintermelo Alternaria, Aspergillus, Penicillium, Fusarium nemzetségbe tartozd fajok
alkotjak. Ritkén a Stachybotris fgjai is elofordulnak.

A toxint nem képzo nemzetségek kéros hatasa kevésbé hatérozott, de nem elhanyagol-
hat6. Karosak lehetnek a takarmanyra és az allatok egészségeére, ha csiraszamuk egy bi-

zonyos szint folé emelkedik. Ez a ké&ros hatas tobbféle modon is megnyilvéanulhat.

A takarmanyra nézve karos hatasuk abban nyilvanul meg, hogy elbontjak a taplald-
anyagok egy részét, metabolizadljék az esszencidlis aminosavakat, aminek kovetkeztében
a takarmany tépladértéke jelentosen csokken. A tdplddanyagok lebomlasa sorén kép-
zodott melléktermekek (savak, aminok, ketonok, peroxidok) rontjdk a takarmany mino-
Segét, esetenként mérgezoek lehetnek az adlati szervezetre (gyomor és bélgyulladasok).
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Ezen felll a beszéradt biomassza, de kilondsen a szall6 spérék az dlatban, de még a

gondozoOkban is allergias bantalmakat okozhatnak.

A penészek az emésztorendszerbe kerlilve megvatoztatjak a bélflora Osszetételét és
normalis mukddését, vagyis rendellenes bomlasi folyamatokat inditanak el. A keletke-
zett bomléstermékek (propionsav, oxdsav, aceton, aldehydek, stb.) a bélcsatorndban
nydkahartyagyulladast, élénk perisztaltikat, hasmenést, stlyosabb esetben mgj és vese-
elfgulast vathatnak ki (habar ez utdbbiak ismereteink szerint inkébb a toxikus méasod-
lagos metabolitok rovasara irhatok) (PALFY és KUPALI, 1986).

A takarméanyokon élo penészgombak mésik csoportjanak (toxinogén fajok) kildnleges
jelentoségét az adja, hogy a vegetativ anyagcsere-fazist kdvetoen, masodlagos anyag
cseretermeékeket, ezen bellll, az allati szervezetre mérgezo Un. mikotoxinokat termelnek.

A mikotoxinok tébbnyire stabil, nem fehérje jellegu, gyakran gyurus szerkezetu szerves
vegyUletek. Négy évtizedes kutatés és gyakorlati tapasztalatok alapjan, a napjainkig leirt
mikotoxinok szama mar ezer feletti, azonban egyre Ujabb és Ujabb mikotoxinok felfede-
zése valbszinusitheto. Jelenlegi ismereteink szerint mintegy 15-20 toxikus gomba

metabolitnak van kiemelkedoen fontos dllat- és human-egészseguigyi jelentosege.

A legljabb Magyar Takarmanykddex tartalmazza a 44/2003. (1V.26) FVM rendeleté-
nek mellékletébe foglalt eloirdsokat. Ez az Eurdpai K6z6sseg joganyaganak atvételével
kozli a kéros anyagokra (kozottik a mikotoxinokra) vonatkozd koételezo érvényu hatar-
értékeket. Ebben az egyetlen mikotoxin, amelyre részletezett hatérértékeket adnak meg,
az aflatoxin. A tobbi fontos toxinra, mint az ochratoxin A, F-2 és T-2, DON és
fumonizinek, sem az EU, sem a fenti hazai rendeletben még alasfoglalas sincs, és a

rendel etek, a kordbban érvényben volt és bevalt szabayozasra sem utalnak.

A tarthatatlan helyzetre vald tekintettel, tobbéves szakbizottsagi munka alapjan, az
MTA Allatorvostudomanyi Bizottsaga, 2003-ban, &lasfoglalast adott ki, amelyben egy-
részt az Allategészségiigyi Intézetek kazuisztikai adataira, mésrészt a hazai mikotoxin-
kutatasra tdmaszkodod, alatcsoportokra specifikdlt, depressziv és toxikus mikotoxin-
hatarérték tablazatot kozolnek, amit az MTA gjanlasként fogadott € (MATRAI és
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mtsai, 2003). Ez a magyar gjanlés a kérodzo dlatcsoportokra nézve viszonylag kevésbé

specifikalt, éppen az elmlt négy évtizedben értékelheto csekély hazai esetszam miatt.

Mikotoxikozisoknak nevezik dtalaban a mikotoxinok atal okozott megbetegedéseket.
SCHIEFER (1990) szerint ezek a kdvetkezokkel jellemezhetok:

Valészinuleg gyakran fellépnek, azonban legtdbbszor nem toxikdzisként ismerik
fel (hianyoznak a kialakult toxikozisokra jellemzo tlinetek, nem specifikus telje-
sitménycsotkkenés tapasztal hatd).

A toxikozisokkal kapcsolatos egészsegugyi zavarok alatrél alatra, dlomanyrol
alloméanyra nem vihetok &, vagyis nem fertozoek (udvarok, telepek kozotti ter-
jedés nincs).

Az dlloméanyok antibiotikum vagy egyéb kezelésre nem reagélnak.

A zavarok rendszerint szezondlisan lépnek fel, de emellett egyes mikotoxinok
képzodését elosegito extrém idojarastipusok soran, tdmegesebb fellépés is p-
lentkezhet.

Amennyiben a takarmany eredete kdvetheto, a betegség egy bizonyos, fertozott
tétel fogyasztasara vezetheto vissza.

A takarmanyokban nagy mennyiségu csiraképes toxinogén penészgomba kimu-
tatésa nem szilkségszeruen jelenti a megnovekedett mikotoxin-tartalmat, és meg-

forditva

Hazal megfigyelések (az allategészségligyi intézetek tapasztalata) szerint a gyakorlatban

elofordul6 depressziv toxinhatas mindig erosebb, mint az ugyanolyan mennyiségu szir-
tetikus toxinnal eloidézett kisérletes toxikozis (SZIGETI, 1997). Ez a kbvetkezo ténye-

zokre vezetheto vissza: a.) természetes koruilmények kdzott nem egy és nem is egyféle

toxin keletkezik, b.) a penészek olyan nem specifikus anyagokat is termelnek, amelyek

depressziv hatastiak, c.) a penészes tételek, a szag és izhibak miatt, csokkentik a takar-

manyfelvételt, ami eleve a teljesitménymutatdk (ndvekedés, tg és tojastermelés, stb.)

romlasaval jar.
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2.2.2. A nagyobb gyakorlati jelentoséggel bir6 penészgomba genusok, fajok, toxin-

jaik éshatasuk a kérodzo allatokra

Kérodzok vonatkozasaban sokaig az a nézet uralkodott, hogy a bendo mikrobidlis akti-
vitédsa a mikotoxinokat elbontja, de hatésukat legaldbbis jelentosen csokkenti. Hogy ez

nem igy van, arra elsosorban az aflatoxin tejben valé megjelenése hivta fel afigyelmet.

Az Asperqillus genus

A gabonafélék raktari penészeinek egyik legfontosabb képviseloje, tdbb mint 150 fa
ismert, és 45 fagjrol mar bebizonyosodott, hogy mikotoxinokat termelnek (FRISVAD és
SAMSON, 1991). Toxintermelésik mellett szervi mikézist is okozhathak. Az
Aspergillus fajok telepeinek szine nagyon véltozatos. Egyarant jellemzo lehet a fehér
(A. candidus), a sarga (A. flavus), a kékes (A. glaucus), a fekete (A. niger), a zold, a
szirke, stb., valamint e szinek arnyalatai. Konidiumtartdé képleteik szine jellegzetes,
gdmbocskéhez illeszkedo sporatartdk. Altaldban xerotolerdnsak, szaporodnak és
metabolizalnak a(w)=0,84 alatt is.

A takarmanyozas szempontjabol két nagy csoport veszélyes: a flavus és az ochraceus
csoport. A hazai viszonylatban legelterjedtebb toxintermelok az A. parasiticus, A. flavus
és A. fumigatus. Mér 1966-ban, NYIREDI és BODNAR 118 Aspergillus torzset vizsgélt
meg, és ezek kdzll 32-rol bizonyosodott be, hogy afl atoxintermel ésre képes. Természe-
tes kdrllmények kozott azonban e torzsek egyike sem termel toxint. Ennek magyarazata
az, hogy a klimank nyujtotta kornyezeti feltételek kozil hidnyzik a magas paratartalom.
Vannak azonban olyan korilmények, ahol a feltételek maximdlisan megvannak, pl. egy
30 °C folé felmelegedett, erosen fertozott gabonasilé. Az aspergillusok jellemzo toxinja
inak (az aflatoxinoknak) tobb vétozata ismert: a B1, B2, G1, G2, valamint a tgjben
megjeleno forma, az aflatoxin-M. Ko6zultk leggyakoribb, és legmérgezobb, a B1 valto-
zat. A B1, G1 és M1 kémia szerkezetét tekintve 7,8-dihidrofurano(2,3-b)furan (DHFF)
és erosen toxikus, mig a B2, G2 és M2 2,3,7,8-tetrahidrofurano(2,3-b)furan (THFF)
gyakorlatilag rem mérgezo. Az aflatoxin bioszintézise tébbé-kevéshé ismert, amelyet a
vegyllet szintézisekor az izotoppal jeldlt acetdt beéplilésébol hatéroztak meg. A kdz-

ponti vegyulet a legnagyobb toxicitast aflatoxin B1, és a ciklopentanon gyuru oxidacio-
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java keetkezo G1. A hidroxil szarmazékok (M'; B2a; aszpertoxin) szintén Bl1-bol
szarmaztathatok. Ezt a metabolikus kapcsolatot tamasztja ala az a tény is, hogy a kor-
nyezetbol izoldt toxinogén torzsek aflatoxinogén Bl mellett Gl-et is termelnek, G1
termelés azonban B1 r@kil nem fordul elo.

Az aflatoxinra jellemzo a mgjkarosito és rékkelto hatés. Az aflatoxikdzisnak heveny és
idult formgaismert. A heveny megbetegedés tébbnyire elhulldssal jar. 1dilt form§ga, ha
klinikai tuneteket okoz, a mgjat kérositja. A szubklinikai forma szervi elvatozassal nem

jér, termel éscsbkkento hatésa azonban jelentos.

A kérodzo dlatok fiatal és felnott korban egyardnt érzékenyek az aflatoxin hatasara.
A szgjon & felvett aflatoxin, a monogasztrikus alatokhoz hasonldan, a gyomor- illetve
bendoemésztésen valtozatlanul jut keresztll, és csak a majban, vagy valamelyik masik
célszervben metabolizal 6dik. Jellemzo az aflatoxin metabolizmuséra az is, hogy sejten
belll zajlik és a folyamat reverzibilis (pl. az aflatoxikol ismét visszaalakulhat
aflatoxinnd). (BATA és mtsai, 1990)

Minthogy az aflatoxin a taplaéklancon keresztll az embert is veszélyezteti, veszélyes-
sége a takarmanyban kiemelt elbiralas al4 esik, elofordulasanak toleralhatd értéke a je-
lenlegi szabdlyozas szerint nulla

A Penicillium genus

Fajal az ecsetszeruen eldgazd konidiumtartOikrodl ,, ecsetpenész’ néven ismertek. Telepe-
ik szine valtozatos, tébbnyire kékes, zoldes, fehéres, fellletik gyakran redozétt. Napja-
inkban a nemzetségnek mintegy 150 fgja ismert. Szamos fagj toxintermelésre és/vagy
szervi mikozis eloidézésére képes. A penicilliumok kdzétt kevés a valGban xerotolerans
faj, dtaldban a(w)= 0,9 koril novekednek. A nemzetség tobb mint 10 féle toxikus
metabolitot és ezek kilonbdzo variansait termelheti (FRISVAD és FILTENBORG,
1989). penicilliumok &tal termelt legjelentosebb toxinok: az ochratoxin, rubratoxin,

citrinin, patulin és a penicilinsav.

Az ochratoxin vegyliletcsoport A, B, C toxinvaltozatokat és azok észtereit foglaja me-
gaba. Az ochratoxin slyos nefropétiat idéz elo, mivel kérositja a vesecsatorndk hamjat
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(KROGH és mtsai, 1977). A Penicillium verrucosum és a Penicillium nordicum képes
jelentos ochratoxin A képzésére takarmanyon, jollehet az Aspergillus ochraceus volt az
elso kimutatottan toxinképzo faj. Eszak Eur6pédban a magas nedvességtartalommal be-
takaritott &rpa aleggyakoribb ochratoxinhordozd, amely sertések nefropati§jéért felelos.

A kérodzok ochratoxikézisa gyakorlati korlilmények kozott legfeljebb a borjak kozott
fordulhat elo. A szgjon &t felvett ochratoxin ugyanis a mikrobiol 6giailag aktiv bendoben
atalakul és belole bioldgiailag inaktiv ochratoxin-a ésizokumarinsav keletkezik. Egész-
seges, felnott (dtaldban fél évesnél idosebb) szarvasmarhdban 1 kg bendotartalom 12
mg ochratoxin A-t képes 48 Ora aatt hidrolizalni. Ezt a kapacitast, valamint a szarvas-
marha dtal fogyaszthatd takarmanyadagot figyelembe véve egy felnott, egészséges
szarvasmarha 10-12 mg/kg toxinkoncentracioju takarmanyt vehet fel anélkdl, hogy a
karos hatés érvényesiilne. Félévesnél fiatalabb borjakban, vagy abban az esetben, ha va-
lamilyen okndl fogva a bendoemésztés karosodott és a detoxikalé mechanizmus nem
mukodik (pl. bendoacidézis), elvileg ennél kisebb terhel és is megbetegedést okozhat.
RIBELIN és mtsai (1978) az ochratoxin A, szgon & adott, letalis mennyiségét szar-
vasmarhdban 13 mg/kg, kecskében 3 mg/kgban hatérozték meg. Tehéntejben és vize-
letben kimutattdk az ochratoxint. Abortusz és magzatel halas azonban nem val 6szinusit-
heto. Kérodzok, az ochratoxin hatasanak, feltehetoen elsosorban az abraktakarmanyon
keresztil lehetnek kitéve. A toxintartalmu tap etetésekor a borjak étvagytalansagat,
hasmenését és gyenge testtomeggyarapodasét lehet megdlapitani. A szennyezett takar-
many cserge utan a probléma révid ido aatt (2-3 hét) rendezodik (BATA és mtsai,
1990).

A rubratoxint a Penicillium rubrum termeli, jellemzoen nem csak idos telepekben, ha
nem mér a gomba novekedésenek kezdetén is képzodik. Magyarorszégon jelenlétét elo-
szor az Orszégos Allategészségiigyi |ntézetben mutatték ki. A és B vétozata van. Méj-
elfguldst okoz, de nem karcinogén. A gyomorban, a vastag és a vékonybében
haemorraghia fejlodik ki, és toxikus magjdisztrofia alakul ki. Karositja az agyszovetet és
a kozponti idegrendszert is (SELLYEY, 1978).

A citrinint (més néven vesetoxint) a Penicillium citrinum, P. viridicatum, P. notatum,
vaamint az Aspergillusterreus és az A. candidus termeli. Kis koncentrécioban antibio-

tikum, nagyobb koncentrécidban toxin. HasonlGan az ochratoxinhoz, a mgjat és a vesét
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karositja, nem karcinogén. A vese megnagyobbodik, sziirkés-sarga szinu lesz, a kéreg-

ben cystak képzodnek, a vizeletkiva asztas fokozodik.

A patulin antibiotikus hatéstl anyag, amelyet tobb Penicillium és Aspergillus gombafg)
is képes termelni. Vaamennyi mikroorganizmusra toxikus és dlatra, emberre is megle-
hetosen mérgezo. Jelentoségét elsosorban az adja, hogy teratogén és rakkelto hatésa
egyértelmuen bizonyitott. Megbontja a vér alkotérészei kozotti normalis aranyt, és ro-
veli az erek permeabilitését. (DAILEY ésmtsai, 1977b)

A patulin takarmanyokban ritkan fordul elo, ha igen akkor elsosorban a nagy nedves-
segtartalml takarmanyokban és élemiszerekben kell szamolni jelenléével (gyumol-
csok, gyumolcslevek).

Patulin okozta betegségekrol allatban nem sok adat all rendelkezésre. Azonban a juhok-
ban gennyes orrfolyas, csokkent étvagy és bendomotorika, valamint stlyvesztés figyel-
heto meg (CAMGUILHEM és mtsai, 1976).

A penicillinsav 6nmagaban gyenge toxin, de rendszerint citrininnel és ochratoxinnal

egyltt fordul elo. Gétolja a tejsav és akoholdehidrogenédz, izomaldoldz enzimek mu
kodését. (ASHOOR és CHU, 19733, b)

A Stachybotrys genus

JARVIS és mtsai (1980) szerint a Sachybotrys atra a takarmanyok kézil elsosorban a
széna és szalmaféléken — kllondsen az &rpa és zabszalmén — tenyészik, de megtelep-
szik a szemestakarmanyokon is. Sotét szinu pigmentet termel, ezért a gomba jelenléte
Vil&gos szinu szalmaszérakon szabad szemmel is jOl észreveheto, rendszerint a nodusok
kozelében. A gombaval erosen fertozétt szalma vagy széna mozgatésa kozben a levego-
be kerllt fekete citrom alaki spérak fekete porfelhot képeznek. Toxinjai a
makrociklikus trichotecén szerkezetu metabolitok kdze tartoznak, amelyek |egfontosabb
képviseloi a satratoxin G, F, H, (ezen felil a Myrothecium daltal képzett roridin E és
verrucarin Jis) (JARVIS és mtsai, 1980). Toxintermelését serkenti, ha a fertozétt (meg-
feketedett) széna vagy takarmanyszalma tébbszor megazik. A Sachybotrys gomba fel-
tehetoleg valamilyen kellemes izanyagot termelhet, mert az dlatok nemhogy visszauta-
dtjak, hanem a penészes részeket valogatjak eloszeretettel.
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BATA és mtsai (1988) a juhok stachybotryotoxikozisat Magyarorszagon egy igen gya
kori megbetegedésnek itélték.

A kérodzoket a stachybotryotoxinokkal szemben hosszll ideig rezisztensnek tartottak.
VANYI (1990) szerint ennek oka, hogy a toxin savanyl kozegben a legaktivabb. A ké-
rodzok emeésztotraktusdban ebbol a szempontbdl a mikotoxikézis kiaakulasdhoz meg-
lehetosen kedvezotlen korilmeények vannak. Mar a szgjlregben hat a toxinra a nyd,
amelynek pH-ja 8 felett van. A bendoben a toxinok hosszabb idon keresztil ki vannak
téve a bendomikroorganizmusok atal termelt enzimek detoxikald hatasanak. Habar ezt
a mechanizmust a stachybotryotoxinok vonatkozésaban konkrétan még nem tanulméa-
nyoztak, de a makrociklikus részt nem tartalmazo trichotecénekre vonatkozdan ismert,
hogy az &alakitdsban mind a bendobaktériumok, mind a protozoonok részt vesznek,
tehét feltételezheto, hogy igy van ez a makrociklikus trichotecéneknél is. A kérodzéskor
a bendotartalom visszajut a szgba, ahol a nyallal Ujra tsszekeveredik. Csak ezutan jut
ismét a gyomorba, majd a bélcsatorndba. Ezen ido aatt a kiloénbdzo stachybotryo—
toxinok verrucaroll& hidrolizAlhatnak, ami gyakorlatilag atoxikus. Ez a magyarazata an-
nak, hogy megfelelo takarmanyozas esetén, amikor a bendoemésztés zavartalan és a
bendo pH-ja a normdlis értéken marad, a szgon keresztil felvett stachybotryotoxin
megbetegedést nem okoz. Ha azonban nagymennyiségu szénhidréatdis takarmany eteté-
se kovetkeztében a bendotartalom pH-ja lecstkken, a szervezetbe jutott toxin akaddyta
lanul kifejti hatésat.

A Sachybotrys atra (alternans) toxinjainak hatédsdt szarvasmarhaban és juhban,
DANKO (1976) kisérletesen is vizsgélta. Kisérleti eredményei szerint a borjak, szgjon
& adott toxikus arpa hatéséra, elhullottak. A Stachybotrys alterans gomba konidi~
umainak iv. adédsaval a kisérleti borjut nem lehetett megbetegiteni (a gomba a borju
szervezetében nem telepszik meg). Juhok esetében toxin hatéséra leukopenia,
thrombocytopenia, vérzéses diathesis, gyapjuhullas, valamint a gyomor-bélcsatorna
nydkahartygan fekélyek alakultak ki. A betegekben gyakori volt valamilyen masodla-
gos fertozés. A toxinadagolas besziintetése utan a karosodott lymphoid rendszer rege-
nerécidja hosszadalmas volt, a gombatoxikdzishan megbetegedett dlatok csak hosszu
ido mulva gyogyultak meg teljesen. A makrociklikus trichothecenek jellemzo kdzos he
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tasa a lymphoid rendszerre iranyul, és klinikailag immunoszupresszioban nyilvanul

meg.
A toxikozis elleni védekezésben legnagyobb jelentosége a megel ozésnek |ehet, amely a

Sachybotrysszal fertozott tétel felismerése. Még almozésra is csak gombamentes szal-
mé szabad felhasznalni, mert valamennyi dlatfgj dom felvétele jelentos.

A Fusarium genus

A Fusarium gombék a szantofoldi penészek csoportjaba sorolhatdk, tehat a kedvezo
élet- és szaporodas feltételeiket (magas nedvességtartalom) elsosorban a termohelyen
taldjék meg. Szantofoldjeink a monokultiras gabonatermesztés gyakorlata miatt nagy-
meértékben fertozottek. A fusariumok, elsosorban mint nbvényparaziték vatak ismerté,
nagy szamban taldhatok mind a gabonak, mind a széndk epifita penészflorgaban is. A
kukorica szarét, de leggyakrabban az érésben |évo csovek csuhélevelekkel fedett végét,
a szemeken és kozottuk jellegzetes rézsaszin hifasodas al akjaban betegitik meg.
Rendszerint laza szerkezetu, fehér, vilagos- vagy sotétrozsaszinu telepeket alkotnak.
Konidiumaik lehetnek makrokonidiumok (2-3 vagy tobb sejtuek, kifli alakuak, tébbnyi-
re talp és csucssgjttel) és mikrokonidiumok (1-2 sejtuek, tojas, citrom vagy csepp alak i
ak). A nemzetségbe tartozé fajok rendszere a mai napig sem egységes.

A Fusarium gombék jelentos része képes toxintermelésre. Ugyanazon gombafg) néha
tobb féle toxint is képes termelni, a takarmanyon pedig gyakran egyidejuleg tobb fa is

jelen van

A fusariumok tobbféle toxikus vegyUletcsoportot képesek szintetizalni, amelyek

biologia hatasukban, éskémiai szerkezetiikben is, nagymértékben eltérnek egymaéstal.

Az egyik tipusut a rezolcilsav szerkezetu toxinok képviselik, 6sztrogén hormonhatéssal.
Kozllik a zearalenon (F-2 toxin) alegjelentosebb. Az dlati szervezet vitdlis szervrernd-
szereire gyakorolt toxikus hatdsuk jelentéktelen, azonban a szexual-szteroidokat (kil6-
ndsen az Osztrogéneket) kotoszervi receptorokhoz kotodik, és ezaltal, a szaporodas

endokrin szabalyozasdt megzavarjak. A fusariotoxinok méasik csoportjat a trichotecén
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vézzal rendelkezo metabolitok alkotjak. Legjelentosebb képviseloik: T-2 toxin,
diacetoxyscirpenol, deoxynivalenol, nivalenol és fusarenonX. Toxinhatasuk sejtszinten
érvényesill. Sokoldall hatasuk kozil legjellemzobb a viszonylag alacsony toxinszinte-

ken is jelentkezo immunoszupressziv hatas.

Zearalenon (F-2 toxin, ZON)

Az irodalombdl hozzéférheto adatok a ZON kérodzore, killondsen tejelo tehénre gyako-
rolt hatésara nézve nem egyértelmuek. Ez foleg arra a ZON hatérértékre vonatkozik,
amely felett a teljesitmény, a szaporasag, és az egészsegi dlapot karosodasa |éphet fel.
A probléma itt is ugyanaz, mint mas gazdasagi alatok esetében: nem mindegy, hogy a
kisérletekben kémiailag tiszta ZON-t vagy ismert szintu, természetesen fertozodott,
ZON tartalmu takarmanyt haszndltak. A gyakorlatban szokasosan a ZON-t mint ,, vezér-
toxint” mutatjak ki, és a megfigyelt hatés tobb toxin , koktél”-janak eredménye, ami az

egész nbveny fusariumos karosodasanak termeéke.

Szénakra vonatkozéan, MIROCHA és ntsai (1968) kozoltek esettanulmanyt, amelyben
150 tehén termékenyitési indexe 1,2-rol 1,4-re emelkedett miutén rossz minoségu szénét
etettek. Az analizis 14 mg/kg ZON-t mutatott ki. A széna megvonasakor a termekenyi-
tés index helyredlt. ROINE és mtsai (1971) a hypertsztrogenizmus tineteként nydlkéas
kifolyést és egy-két hétig tartd divarzast irtak le. A koncentrdumbdl Fusarium
graminearumot és Fusarium culmorumot izoldtak, amelyek in vitro kérilmények ko-
zO6tt ZON-t szintetizaltak.

VANYI és mtsai, (1974) vulvaduzzanatot, a tejtermelés visszaesését és étvagycsikke-
nést irtak le, amikor tehenekkel 575 mg/kg ZON koncentracigju takarmanyt etettek.
MIROCHA é mtsa, (1974) ma 1 mglkg ZON-koncentraciét a tehenek
takarmanyvisszautasitasaval, letargigava és aremigaval tudtdk Osszefliggéesbe hozni.
12 mg/kg ZON-t tartalmazd cirok vetéléseket okozott. BLOOMQUIST és mtsai (1982)
20 Uszo kozll kettoben, 8-12 hdnapos korban hyperdsztrogenizmus tlineteit észlelték. A
togyek megnagyobbodtak, holott az Uiszok még nem ivarzottak és nem lehettek vemhe-
sek. A togybol sovénytejszeru vaadék volt felheto. Az etetett kukorica, szemmel |é&the-
télag gombéaval fertozétt volt és belole ZON-t lehetett kimutatni (koncentraciét nem
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adnak meg). A kukoricatétel elfogydsa utan egy héttel a tlinetek visszafejlodtek, és a
tovabbi szaporaségra nézve nem lehetett hatést kimutatni. WEAVER és mtsai (1986a),
holstein tszoknek, 3 ivari cikluson keresztll, naponta 250 mg kristdlyos ZON-t adagol-
tak. A fogamzési szézalék a kisérleti csoportban 62%, mig a kontroll csoportban 82%
volt. Egy mésik kisérletben (WEAVER és mtsai, 1986b) két cikluson keresztil 500 mg
ZON-t adagoltak, azonban sem a progeszteron koncentracioban, sem a genitdlidkban
nem talaltak eltérést.

Lényegesen alacsonyabb ZON koncentracioju buza (1,25 mg/kg) tejelo alomanyban
petefészek cystdsodast és az Uszok uterusanak konzisztencia vétozasdt okozta
(SCHUH, 1981, 1983). DROCHNER (1990) szerint is a hypertsztrogenizmust kivalto
ZON koncentrécié 0,5 mg/kg szérazanyag koérul van. Ugyancsak hangsilyozza, hogy a
kivalto koncentrécio az dlat koréatdl, a bendomikrobék aktivitasatol és a felszivodés ko-

ralmeényeitol flgg.

Korabban azt feltételezték, hogy a ZON, a bendo mikrobidlis hatasara bomlik, és ezért a
toxinhatés mérseklodik. Ebben a vonatkozésban szamos kisérlet |atott napvilagot.

KALLELA és VASSENIUS (1982) a ZON lebomlasat bendomikrobakkal in vitro vizs-
gdlta, a ZON koncentracidjanak, a takarmanyozasi alapot és a takarmany minoségének
flggvenyében. A ZON koncentracio csokkenése alacsonyabb koncentraciok esetében a
bevitel utédn vett bendofolyadékban intenzivebb volt. A takarmanyozés tipusatdl (kon
centratum ill. széna) fliggo kuldnbségek csekélyek és kdvetkezetlenek voltak. Ezek sz-
rint a leépilés a ZON Kkoncentraciétol és a takarmanyozas szerkezettol fligg.
MIETTINEN és ORANEN (1994) in vitro kisérletei is azt bizonyitjék, hogy a ZON
bomlasa annal gyorsabb, minél alacsonyabb a kiindulé koncentrécio. VALENTA és
VEMMER (1996) sem tudtak egyértelmu osszefliggest taldni a takarmanyozas tipusa
és az in vitro ZON bomlas kozott. Ezekben a kisérletekben a ZON a-zeardenolla és b-
zeardenolla (2:1 ill. 3:1) bomlott, az &talakulasok pedig 24 oOra datt a ZON-nak csak
50%-&t érintették. Ezen felll megdllapitottak, hogy az a ésb-zearalenol (a, b ZOL) 2-6
Ora inkubdas utén ismét ZON-t képez. A szerzok arra kdvetkeztetnek, hogy a ZON és a
nevezett metabolitok kdzott egy redox-egyensily van, és emiatt a ZON kvantitativ &-

alakul &sa a bendoben kérdéses.
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KIESSLING és mtsai (1984) a ZON bomlast bendofolyadékkal, izoldt bendoprotozo-
akkal vagy baktériumokkal vizsgaltdk. Ezek kozil a ZON-t a protozodk bontottak job-
ban. A ZON, dontoen a-zearalenolla és csekélyebb mértékben b-zearalenolla alakul.
MIROCHA és mtsai (1981) a vizeletben vizsgatak a ZON Iebomlés metabolitjait, az a
ésb ZOL-t konjugdlatlan vagy glukurunat vagy szulfat konjugétum alakban. Az adagolt
ZON 50%-a b-ZOL-ként Urilt. Ezekben a kisérletekben a bendobeli bomlas mellett az
intermedier anyagcsere hatasat is meérték. Az a-ZOL a m§ban is bomlik, amint azt
OLSEN és KIESSLING (1983, cit. OLSEN, 1989) majhomogenizadtumban kimutatték.
Tehénben, ezek szerint a ZON 10-73%-aamgban a ZOL-l4aakult.

A ZON metabolizmusa kapcsan emliteni kell az EU 88/146 sz., a hormondlis hatésu ho-
zamfokozokat tilto direktivgat. Ez a tildom a ,, Zeranolt” (@-ZOL), amelyet ZON-bdl
dlitanak €elo, is érinti. Az ellenorzéskor problémét okoz az, hogy ZOL —vagyis zeranol-
természetes Uton ZON-bdl is keletkezhet (ERASMUSON és mtsai, 1994; KENNEDY
és mtsai, 1998). Megdllapitottak azt is, hogy zeranol-pozitiv epe mintakban az a és b-
ZOL koncentracio 9-12-szer magasabb volt, mint a zeranol- negativ mintékban. Az a és
b-ZOL ardnya legaldbb 5:1 volt. A szerzok ennek az arénynak a vizsgdatét a zeranol

adagol as kimutatasara javasoljak.

Deoxynivalenol (DON)

A DON sgjtszintu és organikus toxicitasa kisebb, mint a tébbi trichotecéné. Sertésben
jellegzetesen emetikus hatésu (,vomitoxin™), mar kisebb koncentracidban takarmény-
visszautasitast okoz (,feed refusal factor"). Mar szubtoxikus koncentracioban is a

limfoid rendszerre nézve depressziv, immunoszupressziv hatasu.

NOLLER és mtsai (1979) Giberella zeae-vel (Fusarium graminearum) fertozott kuko-
ricat etettek tgjelo tehénnel. A takarméanyfelvétd visszaesett, de a tg- és tejzsirtermelés
nem vatozott. A stlynbvekedés viszont csokkent. DON-ra ugyan nem vizsgatak, de
ugyanezt a kukoricat sertések visszautasitottak, igy a szerzok a DON jelenlétét joggal
feltételezték.
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Nagyon magas (66 mg/kg) DON-koncentracio adagolésa 5 napon keresztill tejelo tehén
takarmanyfelvételét és tejtermelését nem csokkentette (COTE és mtsai, 1986). 6 vagy
12 mg/kg-os DON tartalmu tejelotép 10 hetes etetése sem cstkkentette a témeg- és ab-
raktakarmany felvételt. (CHARMLEY és mtsai, 1993). A tejtermelés sem csokkent. A
tgjzsir és tg) mennyiség csokkenése a DON-nal nem volt kapcsolatba hozhatd, mert 12
mg/kg-na viszont nem volt csokkenés. INGALLS (1996) 14,6 mg/kg koncentracio 3
hetes etetésekor nem tudott hatast kimutatni. Megjegyezzik, hogy az etetett koncentra-
cidk a sertésre nézve hatékony adagnd (4-6 mg/kg) jelentosen magasabbak.

A DON sorsara a bendoben néhany kisérlet alapjan kovetkeztethetlink.

KING és mtsai (1984) DON-t, emelkedo koncentracidban bendolével inkubalték és a
lebontast ido flggvényében mérték. A DON koncentracio csokkenésével parhuzamosan
abomléastermék, a de-epoxy-DON koncentrécidja nott. Ez volt a DON egyetlen bomléas-
terméke. 10 mg/kg DON koncentraciénak megfelelo szintig az atalakulés 24 6ran belll
toké etesen végbemegy. E felett 3-acetyl-DON és de-epoxy-DON bomléstipust sikeriilt
azonositani. 3-acetyl-DON nem volt kimutathato. A szerzok arra kovetkeztetnek, hogy a
bendobaktériumoknak a DON-t de-epoxydal 6 képessege a kérodzok DON-nal szembeni
védekezésenek elso lépése.

SWANSON és mtsai (1988), HE és mtsai (1992) és HEDMAN és PETTERSSON
(1997) is, a bendolé anaerob inkubdasa utdn a DON és a nivalenol de-epoxydalt
metabolitjait vizsgaltédk. KIESSLING és mtsaival (1984) ellentétben, a DON lebomlésat

a bendolében nem tudték kimutatni.

COTE és mtsai (1986), valamint Y OSHIZAWA és mtsai (1986) tehenekben in vivo me-
tabolizmust vizsgdltak 66 mg/kg DON-t tartalmazo takarméany 5 napos etetése utan. A
vizeletbol DON-t, de foleg annak de-epoxydalt alakjat azonositottak. A vizeletmintak
enzimes (glukuronidaz, szulfatéz) kezelésének hatasara a DON & de-epoxy-DON ki-
mutathatd mennyisege nott, amelybol a szerzok arra kovetkeztettek, hogy a kivalaszto-
das konjugalt alakban torténik. PRELUSKY és mtsai (1987b), jelzett DON-t i.v. adagol-
tak juhoknak és 24 éran bellil aradidaktivités 91 %-a a vizelettel, 6 %-apedig az epével
Urdilt. 67 % a DON és a de-epoxy-DON glukuronét-konjugadtumaban volt mérheto, mig
11 % radioaktivitas, a vesén keresztll, bontatlan formaban Urdilt.
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Ezek a vizsgdlatok azt mutatjék, hogy a bendolével folytatott in vitro kisérleteket, az in
vivo viszonyokra nézve csak fenntartassal szabad fogadni, mert ezek az intermedier

anyagcserét, kilonosen a mgj konjuga 6 funkcigjat figyelmen kivil hagyjak.

T-2 toxin és szarmazékai DAS, HT-2, nivalenol

HSU és mtsai (1972) esettanulméanyt kozoltek tejelo holstein tehenekrol, amelyek peré-
szes kukoricét kaptak. Az 5 honapos etetés alatt 35 tehénbol 7 elhullott. A kukoricdban
7 mg/kg T-2 toxin volt. Boncoléskor a serozékon bovéruség és vérzések voltak. A kuko-
ricabdl készitett kivonatok ordlis adagol asa dozisfliggo mortalitést, borre dérzstlve eros

bor-irritaci 6t okoztak.

PIER és mtsai (1980) borjakkal 21 napig tarté 0,64 mg T-2/kg takarmany etetése utén, a
stlyfelvétel 20%-0s visszaesését kozolték.

YOSHIZAWA és mtsai (1981) egy 375 kg élosllyu jersey tejelo tehénben vizsgéltak a
T-2 toxin metabolizmusét. 3 napon & napi 180 mg kristalyos toxint oralisan adagoltak.
A negyedik napon 157 mg jelzett toxint vittek be. Ezt kovetoen a plazméban, a bélsar-
ban, a vizeletben és a tegjben a radioaktivités maximumét 4 napon keresztil merték. 72
oran belll ateljes rédioaktivités kitrilt a bélsarban és vizeletben, és csak 0,2 % atgen
keresztill. Tovabbi kromatogréfias analizisek azt mutatték, hogy a kiindul6 toxin jelen
tos része a legkulonfélébb metabolitok alakjaban Urtlt. CHATTERJEE és mtsai (1986)
a metabolitokat részletesen tanulmanyozték. Egy holstein tehénnek, egyszeri ordlis
adagban 200 mg T-2 toxint adtak, ez utdn vé és vizelet mintdkban a toxint és
metabolitjait 48 6ran keresztll analizaltak. A 24. éra utan a vérbol csak csekély mennyi-
ségu T-2 toxint és metabolitjait, HT-2, T-2 Tetraol, TC-3 (3'-hydroxy-HT-2) formgé&
ban tudtak kimutatni, a donto mennyiség metabolizalddott és a vesen keresztll kidrilt.
A vizeletben nem lehetet T-2 toxint taldni, mig metabolitok, HT-2, TC-1 (3" -hydroxy-
T-2toxin), TC-3, iso-TC-1 (3 -hydroxy-iso-T-2 toxin) és T-2 Tetraol Uriltek. Ezen felll
aTC-3ésaT-2 Tetraol de-epoxyddt formgjais megjelent a vizeletben. Kisérleti vagast
kovetoen a szervanalizisek (tudo, sziv, mgj, vesek) nem mutattak T-2 felhalmozddast.
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MUNGER és mtsai (1987) jelolt T-2 toxint bendofolyadékkal inkubaltak. HT-2 mellett
acetyl-T-2 és acetyl-HT-2 toxinokat taldltak. A szerzok a T-2 toxin és a harom
metabolit egymésba torténo kolcsonds atalakulasara kovetkeztetnek. A G-8 vagy G- 15
helyeken észter-hydrolizisre vagy de-epoxydaddasra nem tudtak kdvetkeztetni. Mint
hogy az acetylalt metabolitok a kiindul6 vegyuleteknél polarosabbak, a szerzok szerint
ezek konnyebben szivédnak fel.

WESTLAKE és mtsai, (1987a,b) a trichotecének bomlését izoldlt bendobaktériumok
kozegében vizsgatak. Az acetyl- T-2 toxin Butyrivibrio fibrosolvens CE51 hatésara T-2
és HT-2 toxinokra bomlik. A T2-bol HT-2, T-2 —triol és neosolaniol képzodik. Azt,
hogy az acetyl- T-2 toxin bomlasakor T-2 triolt és neosolaniolt nem lehetett kimutatni,
az analitikai technika érzéketlenségének tulgjdonitjak. SWANSON és mtsai, (1987) a T-
2 bendolével torténo inkubalésa soran a HT-2, T-2-triol és ezek de-epoxyddt aakjait is
Kimutatték.

Diacetoxyscirpenol (DAS)

SWANSON és mtsal, (1988) bendolével torténo inkubdlas sordn mono-acetoxy-
scirpenolt (MAYS) és scirpentriolt (SCT) és ezek de-epoxydalt metabolitjait mutattak ki.
Hasonl6 eredményeket adott, amikor DAS-t marha bélsarral inkubdltak. Arra kdvetkez-
tettek, hogy a bendofl6ra és a vastagbélfl6ra egyforma maédon bont.

A hazai kazuisztikai adatok azt mutatjék, hogy a T-2 toxin és sz&rmazékai, mint kocka
zati tényezo a kérodzokben aérendelt. (MATRAI és mtsai, 2003)

Fumonizinek

A fumonizinek hizémarhakra (15-148 mg FB1+FB2+FB3, 31 napig, OSWEILER és
mtsai, 1993) és angdra kecskékre (95 mg FBL/kg, GURUNG és mtsai, 1998) a stlygya-
rapodas tekintetében hatastalanok. A taplddanyag emészthetoség kecskékben valtozat-
lan. Mindkét kisérletben majkarosodas mutatkozott (nekrézist jelzo enzimek a szérum-
ban).
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Fumonizinek hazai elofordulasat és toxicitésdt FAZEKAS (1998) kiterjedten vizsgélta.
Megallapitotta, hogy a penészes kukoricamintdk 70 %-a tartalmaz fumonizin-B1 toxint,
tobbségben azonban a toxikus mérték alatt. Modellkisérletben bizonyitotta, hogy a ser-
tések hizlalas tldovizenyojét fumonizin-B1 okozza. Leirta, a legérzékenyebb alatfa), a
16, fumonizin-B1 okozta agylégyulasét is.

Az Alternaria genus

A kozbnséges szantofoldi penészfléra gyakori képviseloje, és az egészséges széna
terméktipikus penészflorganak szinte legjelentosebb eleme az Alternaria nemzetséeg.
Hifad sotétbarna micéliumot képeznek, gyorsan és dusan ndvekednek. Konidiumaik
tobbsgjtuek, Osszetettek, jellegzetes formguak. Tobb mint 30 kiulénbdzo szerkezetu
dternariatoxint ismertink. Legjelentosebb az alternariol, alternariol monometiléter,
altenuen és a tenuazonsav. Legerosebb akut toxicitast a tenuazonsav (Phoma fgjok is
termelik) mutatja. Gatolja a fehérjeszintézist, a fehérje riboszomardl torténo leva asdnak
gatlasan keresztll, ezen kivll antitumordlis, antiviralis és antibakteridlis hatasa is van.
Masrészrol viszont egérben, a magzati fejlodést befolyasol teratogén hatast is kimutat-
tak (ANTONY ésmtsai 2002).

Minthogy Alternaria jelenléte a takarmanyon jéforman mindig kimutathatd, a kutatokat
érthetoen az izoldhatd torzsek toxintermelo képessége és a toxintermelést indukdd
kornyezeti feltételek foglakoztatték.

CCM-boal és széndbdl izoldt Alternaria torzsek toxintermelését MULLER (1992) vizs-
gdta 87 izolaum aternariol (AOH), alternariol monomethyl ether (AME), atenuen
(ALT) termelését és 50 izoldtum tenuazonsav (TeA) termelését mérte. Optimdlis &
nyésztési korilmenyek kozott atérzsek 100%-a termelt AME-t és TeA-t, 77%-a termelt
AOH-t, és 18%-a termelt ALT-t. A toxinkoncentraciok AME esetében 0,08-482 (162)
ppm, AOH esetében 0,05-1862 (121) ppm, ALT esetében 0,1-34 (9,1) ppm és TeA e
tében 0,02-42 (11,3) ppm/ 100ml folyékony tenyészgdzeg volt.



MAGAN és LACEY (1984) kulonbtzo vizaktivitas és homérséklet hatasat vizsgélta az
Alternaria toxintermel ésére. Blzaagaron és blizaszemeken tenyésztett telepek altenuen
(AE), aternariol (AOH) és dternariol monomethyl ether (AME) termelését vizsgalta.
25°C fokon és 0,98 aw) esetében AOH 807, AME 603 és AE 169 mikrogramm/mi
mennyiségben termeloddtt 30 nap alatt. 0,95 aw) kdzegeben az elobbi értékek csupan
40%-a volt detektalhatd. 0,90 ay)-nal nagyon keves toxin kepzodott. 15°C homérsékle-
ten és magas vizaktivitason (0,98) az AOH 52, AME 25 mg/ml mennyiségben volt ki-
mutathatd 30 nap datt, Az AE csak a 40. nap utan volt detektdhatd 57 mg/ml mennyi-
segben. Ezen a homérsékleten de 0,95 gw)-on AOH 62, AME 10 és AE pedig csak 5
mg/ml mennyiséget ért el 40 nap utan. 30 és 5°C-on kiildnbdzo vizaktivitasokon is mér-
tek alacsonyabb toxintermel ést.

SODERHALL és mtsai 1978-ban vizsgélték a fehér fény (180 W/nf) hatdsédt az

Alternaria alternata toxintermelésére. Eredményeik szerint mar 12 éra fényhatés ele-

gendo a toxintermelés szignifikans csokkenéséhez.

A Trichothecium genus

A szénaterméktipikus florgdban Trichothecium nemzetségbol csupan néhany faj fordul
elo, viszont néha jelentos szdmban. Vilagos rézsaszinu, narancsszinu vagy krémszinu
pelyhes telepeket képeznek. Konidiumaik jellegzetes korte alaklak, kétsejtuek.

Az irodalmi adatok szerint toxintermelésiik jelentos lehet, toxinjaik a trichotecén szer-
kezetuek: trichodermin, trichodermol, trichotekolon, trichotecin és krotocin (cefalote—
cin) (BATA és mtsai, 1990). Eloforduldsukka atakarmanyban és a kartétel ikkel kap-

csolatos kliniko-patolOgial és kazuisztikai adatok nem alnak rendelkezésre.

A Phoma genus

A Phoma genust mér 18.-19. szézadban izoldltak voroskaposztardl. Fémas levélfoltos-
sa&g néven a zoldségnovenyek (karfiol, kelbimbd, kelképoszta) korokozojakent valt s
merté (WILLIAMS, 1992).
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Takarmanynovények kozil foleg arepcén a csillagfirton és a szénakon fordul elo.

Betakaritads utén a gomba gyorsan atterjed a még nem fertozétt szar és gyokérmaradvé
nyokra, és akar 10 évig is képes fennmaradni (PRIESTLEY és KNIGHT, 1985). A tar-
I6n a fertozott és egészséges szdrmaradvanyok jol elkilonithetok. A fémas szarak kivi-
l&gosodnak, fakds szirkek, szérazak, piknidiumok figyelhetok meg rajtuk
(LORINCZNE, 1998).

A Phoma genus dta termelt toxinok a protofomin, proxifomin, deoxafomin, fomin
(citokalazin B), dehidrofomin (citokalazin A) amelyeket a citokalazdnok csoportba so-
roljuk tovabba a fomeon, a szekalonsav E és a tenuazonsav, amely endémias hematolo-
gia megbetegedésekért felelos (BATA és mtsai, 1990).

A Cladosporium genus

A learatott gabonat, ha megéazik, fekete, koromszeru foltok szoktak belepni. A kormos-

sagot a Cladosporium herbarum nevu gomba okozza.

A kultéri levego gombaspora tartalméért legnagyobb mértékben a Cladosporium genus
afeldos, amely a Foldon szinte mindentitt megtaldhat6, és az egész éves gombaspora
mintak 40-60 %-& adja. A genus legelterjedtebb képviseloi a Cladosporium herbarum,
a Cl. cladosporoides, a Cl. sphaerospermum és a Cl. elatum amelyek kozil a Cl.
Herbarum a leggyakrabban kimutathatdé faj. Ez a penészgomba foként fuszalakon
taalhatd, és spérd kaszalds utén, juliusban kerllnek legnagyobb mennyiségbe a
Fevggletoxintermel ésére (pl. emodin) nem forditanak nagy figyelmet, de bizonyitottan
részt vesz kilénbdzo betegsegek kialakuldsdban, mint pl. keratitis, sinusitis, alergiak,
fertozések (PITCHARD és MUIR, 1987). Barna hifai megfigyelhetoek a megfertozott

szovetmintakban.

A Cladosporium fajok vizsgaataink szerint a terméktipikus szénafléra dominans

képvseloi, ezért esetleges toxikoldgiai szereplk figyelmet érdemel het.
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A Mucor genus

A jaromspOrés gombak (aszeptalt hifak) legfontosabb képviseloi a Mucor-félék, ame-
lyek alat-egészségugyi, élelmiszer- és takarmanymikrobiologiai szempontbdl is jelen
tosek.

Elofordulnak szinte mindenhol, a talgjban, a ndvényeken, a gyimolcsokon és aké&r az
alati termékeken, hasokon is. Kimutatasukat megkénnyiti, hogy eroteljes, gyors nbve-
kedéssel vastag |égmicéliumtdmeget képeznek a hagyomanyos penészvizsgalati tapta-
lajokon.

A Mucor-félék ata eloidézett mycosisok ritkék az alatok kozott. Tipikus esetben a
bantalmak granuldmas megbetegedések, amelyek a nasalis regiot, vagy a végtagokat
érintik. Esetenként baromfifélék tldo- és |égzsakmikozisat idézhetik elo és a szarvas
marhak vetélésében jatszott szerepik is igazolt (SZIGETI, 1997).

2.3. A penészek tomeges felszapor odasaért (gradécio) felelos tényezok és hatasaik

2.3.1. A penészgombak életfeltételel

Eletfeltételeiket tekintve a penészgombiék, a kornyezeti feltételek (atmoszféra, aerécio,
homérséklet, kémhatés, vizaktivités, tapanyagok, stb.) tédg hatérai kozott életképesek
(szaporodnak, folytatnak anyagcserét, vagy éppen csak tulélnek). E feltételeknek azon
ban szelektél6 szerepiik van a biotopba (termohelyre) betelepedo fajok minosége, vala
mint kifejtett anyagcsere tipusa szempontjabol. Tépanyagfogyasztésukkal ill. lebontd
tevékenységikkel és anyagcseretermékeikkel pedig maguk is hozzgarulnak a biotdpbeli
feltételek folytonos valtozasaihoz (BATA és mtsai, 1990).
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A gombak ndvekedését befolyasol 6 legfontosabb tényezok:
vizaktivités;
pH;
homérséklet;
atmoszféra (oxigéen és széndioxid);
struktura;
tapanyagok.

2.3.1.1. A vizaktivitas

Természetes korulmeények kozott, adott takarmanyféleségben (szubsztrét) a mikroorge
nizmusok szaporodasét leginkabb annak nedvességtartalma (w), %) hatéarozza meg.
Eltéro nedvességtartalmu  kilonb6zo szubsztrétokon hasonlé  mikroorganizmus-
populécio képes fejlodni, de ilyenkor a szubsztratok eltéro viztartalmuk ellenére zart
kornyezetikben felettik azonos relativ |égnedvességet dllitanak be. Mindez arra utal,
hogy nem a szubsztrét abszol Ut nedvességtartalma, hanem annak egy adott homérséklet-
re vonatkozo relativ nedvessége (RP, RH) az a tényezo, amely a mikroorganizmusok
novekedésével szoros korrelaciot mutat. Szamszeruen, a szubsztratban uralkodo relativ

nedvesseg a kovetkezo osszefliggéssel definiahato:

W
RH% =—=" 100
Wesy

ahol w(g) = a szubsztrat aktudlis nedvességtartalma, %
W(sty = a Szubsztrét telitésehez sziikséges nedvességtartalom, %

A szubsztrat nedvessegtartalma és a kornyezo |égtér relativ nedvessége adott homérsék-
leten (és zart térben) egyensllyra vezet. Egyensily esetén zart 1égtér relativ nedvessége
azonos a szubsztrat relativ nedvességével (egyensulyi RH), amelyet %-ban fgezlink ki.

A tarolt termékek nedvességviszonyait a szubsztrat abszol Gt (stlyszerinti) nedvességtar-
talmanal a vizaktivitas érték pontosabban jellemzi. A vizaktivitas (aw)) egy viszony-
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szam, amely a termék nedvessegtartalmabdl képzodo parcidlis goznyomas, valamint a

tiszta viz goznyomasanak aranya egy adott homérsékleten:

atermék goznyomase
aw)=

aviz goznyomésa

igy atiszta viz ay) értéke 1,0. Az egyensllyi RH% és a vizaktivités parcidis goznyo-
masuk aranyan alapuld definicioit 6sszevetve beléthatd, hogy a termék tal zart térben

és adott homérsekleten egyensiilyt tartd RH % 1/100-része az &, értékével azonos.

A kilonféle szubsztrédtokon az egyes mikroorganizmus csoportok fejlodésének megin
duldsa dontoen a vizaktivitas mértékétol fligg (2. tablazat), amelyet azonban egyéb kor-
nyezeti tényezok jelentosen befolyasolhatnak. (SZIGETI, 1997)

2. tablazat. Mikroorganizmusok fejlodésehez szilkséges minimalis aw)-értek
(SZIGETI, 1997)

Mikroorganizmus aw)-ertek
Gram: negativ baktérium 1,00-0,95
Bacillaceae-csalad 0,95-0,91
Elesztogombék 0,91-0,88
Penészgombak 0,88-0,80
Saph. Aureus, halof. Bakt. 0,86-0,75
Xerofil penészek 0,75-0,65
Ozmofil élesztok 0,65-0,60

Az optimalis ndvekedéshez szilkséges egyensulyi RH-értékek nyoman xerofil, mezofil
és higrofil gombékat kulénboztetlink meg. (3. tablazat)
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3. tablazat. Penészgombak csoportositésa nedvességigényik alapjan (SZIGETI, 1997

nyoman)

Nedvességigény, RH Fajok

Aspergillus glaucus
Xerofil gombék 75-95 % Asp. restricus

Asp.versicolor

Cladosporium

_ . Alternaria
_ 0,
Mezofil gombak 95-100% az Aspergillus és Penicillium

fajok tobbsége

Fusarium
Higrofil gombék 98-100 % Epicoccus
Mucorales

A szarazabb korllmények kozott is novekvo gombak megjeldlésére helyesebb a
xerotolerans vagy az ozmotolerans megjeldlést hasznalni, mert életik magas vizaktivi-

tason is zavartalan, de az alacsony vizaktivitast is elturik.

2.3.1.2. A pH

A penészgombak pH igénye és turése a baktériumokkal ellentétben elég tég. Novekedée-
stikre a pH 3 és 8 kozotti értékeken csak kis hatassal van. PITT és HOCKING (1997)
szerint némely fg akar pH 2-n is képes életben maradni. Anyagcsergjik soran savter-
mészetu anyagokat termelnek, igy kis pufferkapacitasi kozegben kornyezetik pH-jat

csokkentik. Ez, tobbek kdzt, a baktériumflora ndvekedésének visszaszoritasaval is jér.
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2.3.1.3. A homérséklet

A gombdk Kkozott az aacsony homérsékletet kedveloktol (pszichrofilektol) a
termofilekig minden valtozat fellelheto. Legnagyobb részilkk azonban mezofil, homér-
seklet optimumuk 25 °C (MAGAN és LACEY, 1984; GOTO és mtsai, 1989; GRANT
ésmtsai, 1989; NIKULIN és mtsai, 1994).

Az igen gyakori Aspergillus flavus és Asp. niger példaul 8 és 45 °C kozott eroteljesen
szaporodik (PANASENKO, 1967). Néhany fg kismértékben, de ndvekszik —7 és 0 °C
kozott is. llyen példaul a Fusarium (JOFFE, 1962), a Cladosporium (PANASENKO,
1967; GILL és LOWRY, 1982), és a Penicillium (MISLIVEC és TUITE, 1970).

COONEY és EMERSON (1964) ké csoportba sorolta a penészgombékat. A
termotolerans gombak 20 °C alatt és akar 50 °C kozelében is életképesek. Ezzel szem:

ben a termofil csoport mé nem é meg 20 °C alatt.

2.3.1.4. Az atmoszféra (oxigén és széndioxid)

A penészgombék aerob |égzése szdméra abszolUt kovetelmény az oxigén (FOSTER,
1949; HAWKER, 1950). A szubsztrét oldott oxigéntartalma azonban nagyobb hatéassal
van a gombak ndvekedésére, mint a légkdri oxigén. Példaul a Penicillium expansum,
gyakorlatilag teljes novekedést mutat a levego 2,1 %-0s oxigéntartalma esetén
(GOLDING, 1945). HOCKING (1989) kulonlegesen alacsony — 1,0 %-0s — oxigéntarta-
lom hatasat vizsgdlta, ami a penészek tObbségének ndvekedését csak kis mértékben
csokkentette. HALL és DENNING (1994) 24 kilonbozo Aspergillus fa novekedését
vizsgalta kilénbozo (0; 0,025; 0,1; 0,5; 2,5) oxigéntartalmon, 5% CO, mellett. Oxigén-
mentes és extrém alacsony, tehat 0,025% oxigéntartalmu kozegben, a penészek nem fej-
lodtek ki, de 0,1%-0s oxigéntartalomnal és a folott, mar 88%-o0s nbvekedést mutattak.

A penészek széndioxid érzékenysége nagyon vatozd. Szamos Aspergillus és
Penicillium fg novekedésé& serkenti a széndioxid mennyisegének novekedése 15%-ig.

Enné magasabb szint azonban mar negativ hatdssal van (GOLDING, 1945). A
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Penicillium roqueforti az atmoszféra 80 %-0s széndioxid tartalmakor is mutat kismérté-
ku novekedést (GOLDING, 1945).

A fenti kisérletek alapjéan arra lehet kdvetkeztetni, hogy a zoldtakarmanyok zért térben
torténo erjesztése soran a penészek szaporodasat nem annyira az oxigén elfogyéasa, mint

a széndioxid fel szaporodésa szoritja vissza.

2.3.1.5. Tépanyagok, energiaforras

A takarmanyok romlését eloidézo penészfajok el sodleges tpanyagai szénhidrétok, ame-
lyeket szén és energiaforrasként hasznositanak. Ezek mellett mas szerves anyagokon,
koztik fehérjéken is megélnek. Nitrogénforraskért szervetlen vegytiletek (ammonium—
sok, nitratok stb.), és nitrogéntartalmu szerves vegytletek egyarant hasznosithatok.

A gombak a tapanyagok egy részének (celluléz, szachardz, fehérjék) Iebontését a kor-
nyezetikbe kivalasztott enzimekkel kezdik meg, ezdltal hozzéférhetové teszik mas mik-
roorganizmusok szaméra is (meghatarozott mikroba-asszociaciok és mikrobaszukcesz—
sziok egyik oka). Szamunkra kéros az, hogy anyagcseretermékel kdzott szamos olyan
vegyllet szerepel, ami éolényeket, sokszor mas gombakat is kéarosit (pl. oxalsav,
antibakteridlis és antifungalis antibiotikumok, mikotoxinok) (SZIGETI, 1997). Metabo—
lit-szupresszio, a penészgombak szaporodasakor, ritka.

2.3.1.6. Struktura

A penészgombak a szilard szubsztrétokat részesitik elonyben (szemes és szélas anya

gok, gyimolcsok). Azonban szamos faj (pl. Mucor, Fusarium) a folyékony-félfolyékony

halmazallapotd szubsztratokon torténo életmodhoz is alkalmazkodott (melasz, cukrozott

szorpok). Megfigyelheto a folyadék/atmoszféra hatarfel Uleteken torténo szaporodas so-

ran a szarazabb kdzegbe irdnyul 6 konidio-taxis.

2.4. A széna sajatossagaihoz igazodd penészvizsgalati modszer ek adaptacioja
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A mikrobiol6giai vizsgalat a minték baktériumos és mikrogombas fertozottségét, és an

nak mértékét dlapitja meg.

A takarmanymintékat a laboratorium mindenekelott nyilvantartasba veszi, majd ezt ko-
veti a killemi leiras és érzékszervi minosités. A minta laboratériumi vizsgélatra val6
el okészitése — a szal asok és szilazsok kivételével — lisztfinomsagura orlést jelent. A s2&-
nak és szalmak elokészitése csupan durva szecskazashdl al. A szilazsok elokészitést
nem igényelnek.

A penészfertozottseg meghatarozasara iranyul6 médszerek tobb csoportba oszthatok:

1) Direkt mikroszkopia, a penészbol szarmaz6d elemek, propagulumok (micélium és
gporaék) azonositésaval és kvantifikdlasaval,

2) Tenyésztéses modszerek a penésznovekedést meginditani képes propagulumok te-
lepképzo egysegeinek (TKE) meghatarozasaval, a jelenleg érvényes autentikus hori-
zontdis szabvanymaddszer, vagy azzal analbg eljarésok szerint,

3) Kémiai modszerek (pl. kitin, ergoszterin meghatarozas) a penészekre jellemzo
biomassza elemek vagy metabolitok kimutatasa alapjan,

4) Immunologiai modszerek (pl. ELISA, latex agglutinécios teszt),

5) Fizikai moédszerek (pl. kdzeli infravords technika, elektronikus orr),

6) Metabolikus modszerek (enzimtermelés, invertéz), a kozeg vezetoképessegének a
mikrébametabolitok hatésdra bedll6 vezetoképesseg vatozas mérése (impedimetria),

7) Molekul&ris biologiai modszerek.
Munké&m soran a direkt mikroszkopia, a lemezontéses technika, metabolit p-frukto-
furazonidaz enzim) kimutatédsan és molekuléris bioldgiai modszerekkel végeztiink kisér-
leteket, amelyek célja a széndk penészflorgjanak jobb, zavartalan megitélése, a vizsgéla
ti ido roviditése és a korszeru molekularis biolégiai médszerek kiprébalasa volt.

2.4.1. Direkt mikroszk 6pos modszer ek

A mikroszkopos vizsgdatok a takarményok penésztartalmanak gyors becsését teszik
lehetové, béar csak relative magas szennyezodes szintek detektdlasara alkalmasak. Te-
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kintettel a szénak eleve magasabb terméktipikus penészszamara, a mikroszkoépos vizs-

galat mégis szdba johet.

Az élelmiszerek penészszennyezettségének ellenorzésére haszndlt és gjanlott mikro-
szkdpos modszer a torténeti, Howard médszer (HMC: Howard Mould Count), amit
HOWARD (1911) eredetileg paradicsom-készitmények nyersanyag penészedésenek és
a gyartaskozi higiénia utolagos ellenorzésére dolgozott ki. A modszer standardizalt mik-
roszkdp-latomezo kiértékelésén alapszik, ami a penészszennyezodés mértékének becslé-
sére szolgdl. Pozitiv alatdbmezo, ha 3-nd nem tébb penészfonal darab egyesitett hossza,
a |aotér &mérojének 1/6 részét meghaadja. A termék osztdlyozésara a pozitiv mezok
ardny& haszndljak.

A Howard mddszer jelentos szubjektiv Hbaval terhelt. Nagy gyakorlattal rendelkezo,
morfol 6giaban jartas szakembert igényel, a vizsgdat a szemet erosen igénybe veszi, és a
vizsgdl 6 féradasa a kimutatés bizonytalansdgét novelheti, a médszer variacids koeffici-
ense 15% (DAKIN, 1974; JARVIS, 1977; PETTIPHER és mtsai, 1985).

Hangstlyozando, hogy a Howard modszer és annak tovabbfejlesztett valtozatai, vizes
kozegben felszaporodott penészek micéliumainak megfigyelésébol és kvantifikal asabdl
al. A takarmanyokon és igy a szénan szaporodd penészek propagulum-képleteiben
ugyanakkor a rendkivil nagy spératbmeg domina. A széndk penészfertozottsegének
megdllapitésara kiaakitott mikroszkdpos mddszernek elsosorban a sporék kimutatasét,
megkil 6nboztetését és szamolasét kell [ehetové tennie.

A Howard modszer fejlesztésével az elmalt 20 évben mar tobben foglalkoztak. 1lyen
torekveés a szuréssel Osszekotott epifluoreszcens mikroszkopos technika (Direct Epi-
fluorescent Filter Technique, DEFT) kidolgozésa volt (PETTIPHIER és RODRIGUES,
1982). A mbddszer a minta el okezel ését kdvetoen membréanszurésen aapszik, amely fel-
fogja a propagulumokat. Ez utdn amembrant fluoreszkdé festékkel megfestik, majd
oblités utan fluoreszcens mikroszkopiét végeznek. A mikrobak a membran felszinén jol
l&thatdk és kdnnyen szamolhatok.

KISKO és mtsai (1997) fuszerek mikrobioldgiai vizsgdatéra hasznélték a DEFT tech
niké. A penésztartalom meghatarozasara azonban a micéliumok éelmiszertol val6 sze-
pardlasaban fellépo problémak és a megbizhatatlan festodések miatt ezt a modszert ke-
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véshé alkamasnak taldltdk. Problémat a ndvényi eredetu fonalszeru képletek, szorok,

rostok és a propagulumok biztos megkilénboztetése jelent.

A Howard moédszer tovabbfejlesztésének mésik Utja, a mikroszkopié segito, Uj festés
technikak kialakitédsa. A penészgombak prepardtumkészitése, ill. szelektiv festése nagy-
ban kilénbozik a baktériumokétol, mert mind a hifa, mind a konidium felUletének ké-
miai szerkezete eltér a Grampozitiv vagy Gram-negativ baktériumokétol. A festett
elemek mikroszkopos értékelése aeso fényben, vagy dia- ill. epifluoreszcens
megvill&gitasban egyarant szokasos.

MATSUOKA és mtsai (1995) kong6vords festéket gjanlotta a hifa fluoreszcens festét-
re. A kongovoros a i3-poliszaccharidokkal 1€p kapcsolatba, igy koétodik a kitin lanchoz
is. A minték fluoreszcens intenzitasét a szaporodasi gorbe Osszefliggésében vizsgélva
azt tapasztaltédk, hogy a kongovoros alkalmas a nem novekedo, és a névekedésben |évo
hifak megkll 6nboztetésére.

SODERSTROM (1977), (j médszert dolgozott ki atalaj gombamassza tartalmanak mé-
résére, ami fluoreszcein-diacetatos (FDA) festésbol és epifluoreszcens mikroszkop
haszndlatabdl al. Annak ellenére, hogy a csak a FDA hidrolizisére képes aktiv mikro-
organizmusok fluoreszkalnak, a modszer Ol reprodukahatd eredményeket nydijtott a
talaiminték kvantitativ vizsgdlata esetén.

BLASER (1978) nem fluoreszkdl 6 festési technikét és direkt mikroszképi mddszereket
hasonlitott 6ssze kilonbdzo éelmiszerminték penész tartalmanak kvantitativ meghata
rozéséra. Az eredmeények azt mutattak, hogy csekély fehérjetartalmu termékek esetén
(pl. fuszerek, dio) a Pianese-dj&rés (festés malachitzold, fukszin, vaamint martius-
sarga keverékével) volt alegkedvezobb. A kis poliszaccharid tartalmu élelmiszerek ese-
tében (pl. tgj, his) a perjodsav-Shiff reakcid (festés perjodsavval és pararozanilinnel)
adott j0 eredmeényeket. Pianese festéskor a hifék és vékonyfall sporék, a vékonyfall
nem féasodott ndvényi sgjtek, valamint a fehérjék vorosre, a fasodott, vastag falll nové-

nyi sejitek és a keményito szemcsék z6ldre szinezodtek.

A ,Cacofluor White” (CW) fluoreszkdl6 tulgjdonsagul festék a kongovortshdz hason-
l6an specifikusan koétodik a [Fkonfigurécidju poliszaccharidokhoz, igy a gombasejtek
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faldban taldhat6 kitinhez is, a gombasgjtek pedig kékeszélden vilagitanak. A modszer
rendkivil megbizhatonak bizonyult a gombéas borbetegségek diagnosztizalasara (KISS
és mtsai, 1995).

FREUDENBERG és mtsai (1996) akridinnarancs festéket hasznéltak kilonbozo taptala-
jon tenyésztett Aspergillus awamori novekedésének vizsgdataras JUHASZ (2000)
Aspergillus nidulans-t festett akridinnaranccsal és a megfestett micéliumot
epifluoreszcens mikroszképpal vizsgdta. Megfigyelte, hogy a csirdz6 sporék elobb \o-
résen, majd egyre nagyobb szamban zolden fluoreszkétak, jelezve metabolikus aktivi-
tasuk fokozddasat. A novekedés ledlitaval visszatért a vords szin, de Ujbdl novekedést
serkentve (glukéz hozzéadésa) a fluoreszcencia ismét zoldre valtozott.

A mikroszképos penészmeghatarozas egyik vatozata a targylemeztenyészet készitése,
amely a novekedésnek indulé propagulumok kozvetlen mikroszkopos vizsgdatat teszi
lehetové, a tenyészet megbontésa nélkil. Az egyszeru morfologiai illetve festés utjan
torténo meghatérozassal szemben ez a modszer csak az életképes propagulumokat mu-
tatja ki. A modszert VASS KAROLY dolgozta ki, és részleteit KISS (1978) irta le:

Egy targylemezen paraffinnal vagy fogaszati viasszal — a fedolemez méretének megfe-
leloen — 1-2 mm magas , gatakat” képezve, egy négyzet 3 oldald dakitjuk ki. Ezutan
egy megmelegitett fedolemezt nyomunk évatosan ra. Az igy képzett, egyik oldalan nyi-
tott targylemezkamréba cseppentjik a megolvasztott, és 50 °C-ra lehutttt tipagarral ke-
vert penészinokulumot gy, hogy az a térgylemezkamrat kétharmad/haromnegyed r&-
széig toltse ki. Ezutén a lemezt, megnedvesitett szuropapirt tartalmazé steril Petri cse-
szébe tesszik. 24-72 oOras inkubécid utan, a téargylemezkamra mikroszképpal kozvetle-
nul vizsgéhato.

2.4.2. Tenyeésztéses modszer ek

A penészszam, a fertozottseg meghatarozésanak hivatalos modszere jelenleg, a telep-
képzo egysegszam (TKE) meghatérozasa szilard tgptalgjon.
A TKE az éetképes spordk, és eltdredezett, de tovabbndvekedésre képes hifa részek

(propagulum) meghatérozasara alkalmas, de idoigényes, és a minta eloéletérol szamot
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ado holt penészszdm meghatérozasara alkalmatlan modszer. A kapott TKE szam értel-
mezése nem egyszeru feladat, hiszen ha penészndvekedés figyelheto meg egy mintén, a
magas €lo penészszamot nem csak a nagy szamu ivartalan szaporité képlet, hanem a
micélium szOvedék is okozza. A micdlium széttbredezésének mértéke pedig fugg a ko-
ralmeényektol, a minta eloéletétol, Gsszeallasatdl, a minta prepard ésatdl, a homogenizé
I&s tipusatdl és korulmeényeitol (BLASER, 1978a).

Ezen tdl, a kilonb6zo penész fajok sporézésa is kilonbdzo fokd, ami szintén neheziti a
meghatarozast. Gyakran figyelheto meg az is, hogy a penésztartalmi minta higités tag-
ja nem kovetik a decimdlis higitast (KISKO, 1998). Ennek magyarazata lehet a micéli-
umok darabol 6désa és az dsszetapadt spordk, konidiumok csomdinak szétesése a higitas
alatt. A felhaszndlt tapkdzeg minosége is befolyasolja az éo penészszamot (BLASER,
1978b).

Abraktakarméanyok, de kilondsen széndk esetében a propagulumok Osszetételében a
hifatredékek szama elenyészo a sporakéhoz képest.

Szelektiv és differencial 6 taptal ajok

Az utébbi 15-20 évben megindult tdrekvés az egyes penészgomba csoportok specifikus
Kimutatésara és szamol éséara alkalmas téptalgjok fejlesztése. Az ilyen taptalgjok haszné
lata egyszerubbé, és gyorsabbd teheti a kiilonb6zo penész nemzetségek és torzsek éel-
miszerbol valo izoldésat és meghatérozésdt. Tovébbi nagy elony a mikotoxinogének
kimutatésanak |lehetoveé tétele, ami gyakran konnyebb és gazdasagosabb feladat, mint a

toxin kimutatésa.

A szelektiv téptalgjok nemcsak a baktériumok novekedését, hanem a taptalgjt gyorsan
befutd, gyorsan ndvekedo penészek szaporodasat (Rhizopus spp., Mucor spp.) is
szupresszdljak, valamint csokkentik a talgjon novekvo penésztelepek méretét, és ezzel
megkonnyitik atelepek szamolasat.

A mikolégia taptalgjokban, a baktériumok visszaszoritésara, szdmos antibiotikumot

hasznélnak: kloramfenikol, klortetraciklin, oxytetraciklin, gentamicin és sztreptomicin,
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illetve ezek kombinacioi. Az élelmiszerek mikologia minositésére hasznalt modszerek
standardizalasardl  tartott férumon (Second International  Workshop on  the
Standardization of Methods for the Mycologica Examination of Foods, 1990), a tapta-
lajjal egydltt sterilizAlhatd kloramfenikol haszndlatét javasolték 100 ppm koncentrécio-

ban.

Sok gondot okoznak a taptalajt hamar befutd gyorsan nbvekedo penészgomba faok,
amelyek a kiértékelést nehézkesse, gyakran |ehetetlenné teszik. Rose Bengal hozzéad&
saval, aMucor és Rhizopus spp. telep mérete korldtozhato, ugyanigy az élesztos invaziod
is (JARVIS, 1973). KING és mtsai (1979) fejlesztése a dichloranRose Bengal-
chlortetracyclin (DRBC) téptalgj, amely nagyban cstkkenti a telepek szétterjedését, a

Sporék csirazasra azonban nem hat.

Aspergillus spp. kimutatédséra alkalmas szelektiv téptalgjok: BOTHAST és FENNEL
(1974) fejlesztették ki az Aspergillus differencidl 6 téptalajt (ADM), ahol a differencid 6
alkotérész a vas(l11)-citrat (0,05%) volt. A vas(l11)-citrét koji-savval reagélva, jol lathe
t6, nem vizoldhato, stabil narancssérga pigmentet képez a telepek hatsd oldalan.
Kojisavat csak az Aspergillus flavus, és kdzeli rokonai termelnek. HAMSA és AYRES
(1977) sztreptomicinnel, és diklorannnal egészitette ki az ADM téptalajt. PITT és mtsal
(1983), az ADM taptalgjt tovabb fejlesztve hoztak létre, az Aspergillus flavus és A.
parasiticus kimutatasara alkalmas AFPA taptalajt. Ezen, 30 °C-o0s 42-48 6érés inkubdlas
utdn mar jol lathatd a narancssarga pigment képzodés. Az A. ochraceus ésaz A niger is
termel sarga pigmentet, de spéraik szine alapjan ezek a térzsek kénnyen megkil 6nbdz-
tethetoek az A. flavus sp.-tol.

A kokuszdié agart (CFA) alkalmasnak taldlték az aflatoxin termelés meghatérozéséra.
Aflatoxinogén penész izolatumok ezen az agaron sargan és kéken fluoreskanak (PITT,
1990).

Fusarium spp. kimutatasara alkalmas szelektiv téptalgjok: MOLARD (1984) 8-
hidroxikinolin szubsztrattal és kléramfenikollal kiegészitett maldta agarrdl szamol be,
ami alkalmas a Fusarium spp. szelektiv kimutatasara. BULLERMAN és WEST (1990)
a Nash-Snyder (NS) és a moédositott Czapek-Dox (MCz) taptalgjt gjanlja a Fusarium
spp. kimutatasara, €s az egyéb penész torzsek szupresszalasara. Az NS taptalg) hétranya,
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hogy a fusariumok novekedése lassl, és a szelektdd komponens a karcinogén

pentakl drnitrobenzol.

A kristalyibolyaval kiegészitett dikloran kléramfenikol pepton agar (DCPACV) hatésos
a Fusarium spp. meghatarozasara és visszaszoritja az Aspergillus spp. és Penicillium
spp. novekedését (CONNER, 1990). THRANE és mtsai (1990) fungicid szelektiv
agensként iprodionnal és dichlorannal kiegészitett Czapek Dox agart és burgonya dext-
roz agart javasol Fusarium spp. kimutatdsdra. CASTELLA és mtsai (1997) Fusarium
moniliforme kimutatasara alkalmas szelektiv taptalajt fejlesztett ki. A tovabbfejlesztett
Nash-Snyder médium 2,5 ppm malachitzoldet tartalmaz és szerintik, ezen a téptalgjon,
csak a Fusarium moniliforme torzsek ndvekednek.

Penicillium spp. kimutatasara alkalmas szelektiv taptalgok: FRISVAD (1983) arrdl
szamolt be, hogy pentaklor-nitrobenzol Rose Bengal kiegészités az élesztokivonat —
szachar6z agarban (PRYES) lehetové teszi az ochratoxin A, és a citrinin termelo
Penicillium viridicatum szelektiv kimutatését, tipikus barnés lila telep hatso szin képzo-
désével. A Penicillium viridicatum | csoport, és a P. aurantiogriseum (xantomegnin, és

viomellein termelok) szine ezen a taptalgjon sarga.

Egyéb szelektiv taptalagjok: Dikloran kloramfenikol maléta agar (DCMA), jo differenci-
a6 taptalg) az Alternaria alternata kimutatasara. Az elvalasztés alapja, a telep morfol6-
gia és a konidiospdrak mérete ill. alakja volt (GOURAMA és BULLERMAN, 1995).

Hidroféb racs-membran technika (HGMF)

A HGMF eredetileg baktériumok kimutatasara kifejlesztett modszer. A rendszer hidro-
fob récsokkal részekre osztott membran alkalmazasan aapszik, ahol a HGMF szdmot a
legval0szinubb élocsira meghatarozas (MPN) modszerével dlapitjdk meg. A szamolast
automata szamol 6 egység végzi. BRODSKY és mtsai (1982) a HGMF technika segitsé-
gével egyenértéku vagy magasabb penészszamot hataroztak meg 48 éras inkubdl as utan,
mint a hagyomanyos agar taptal ajos tenyésztéssel .
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Spiral -lemez mbdszer

ZIPKES és mtsai (1981) alkamaztak a spirdl lemez médszert penész és éleszto szamok
meghatérozasara, és Ugy taldték, hogy ezzel a modszerrel sokka nagyobb ardnyban
kimutathatdak a sérilt, kérosodott sgjtek is, mint a hagyomanyos agar taptal ajos vizsgg
lattal. Eredmeényeik szerint a penésztelepek eloszlasa is sokkal egyenletesebb, mint mas
modszerek esetében, ezért a vizudlis vizsgaat és a telepek izoldésa is sokkal egysze-
rubb.

Petrifilm modszer

Az éeszto- és penészszam meghatérozasara alkalmas Petrifilm (PYM; 3M Company,
Medical Products Division, St. Paul, Minn. USA), a szamlalést elosegito 1 x 1 cm-es
racsozott filmre felvitt, a tpanyagok mellett antibiotikummal, a vizualizaciot el osegito
festékkel, valamint hideg vizben olddéd6é gélesito komponenssel kiegészitett szaraz
taptalg). A beoltads 1 ml folyékony élelmiszerrel, vagy szilard élemiszer higitasi soranak
tagjaival torténik. A minta a fellleten szétterjedve a gélképzo komponenst nedvesiti. 5
napos, 20-25 °C—os inkubdés utan, a penész és élesztotel epek szamlahatok. Az éleszto
és penésztelepek novekedés karakterisztikgjuk aapjan  kilonboztethetoek meg.
KNIGHT és mtsai (1997) a Petrifilm mddszert hasonlitotta 6ssze a hagyomanyos agar
meédiumos tenyésztéssel ketchup, joghurt, narancslé és kukoricaliszt esetében. A két
modszer eredményei kozott szignifikans eltérést nem taldtak. Ugyanerre az eredményre
jutott SPANGENBERG és INGHAM (2000) a hagyomanyos agar talgjos tenyésztés, a
hidrofob racs-membrén, és a Petrifilm moédszerek dtal kapott éleszto és penészszdmok
Osszehasonlitasakor, Mozzarella sajt esetében.

A penészgomba TKE, azaz az éetképes propagulumszam nem ad redlis informaciot a
novekedésre, és foleg a mikotoxinképzés kockézatédra. Elvileg nagymennyiségu
micdlimtoredék jelenléte utalhat jelentos gombaanyagcserére, mig a magas
konidiumszam kevésbé lehet veszélyes. Alacsony penészszamok  (10%-10°
propagulum/g) ugyanakkor nem jelentik azt, hogy a termék biztonségos, mert elofor-
dulhat, hogy a jelentos toxintartalom, méar elhalt, tenyésztéssel ki nem mutathaté micé-

liumtdmeg hajdani terméke. A toxinképzés specidlis, nehezen definidhat6 kdrilmeényei-
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re nézve, KARUNARATNE és BULLERMANN (1990) vizsgdataiban példaul, tébb
aflatoxin keletkezett 10° spéra/g-mal torténo beoltés esetén, mint 10° spdra/g esetén.
Habar az aktivan penészesedo élelmiszerek TKE szdmét nehéz értékelni, ezek az érté-
kek mégis tdmpontot adnak a széraz és feldolgozott élelmiszerek minosegét illetoen
(JARVISésWILLIAMS, 1987).

Abraktakarmanyok és szénak penészfertozottségenek vizsgdlataban, mint a
mikotoxikologiai kockazat értékelésében a jelenleg vilagszerte autentikusnak elfogadott
tenyésztéses modszerek komoly fogyatékossaga az, hogy az elhalt gradaciok (reliktu-
mok) rejtve maradnak.

2.4.3. A metabolitok kimutatasan alapulé modszer ek

A metabolitok kimutatdsan alapulé modszerekkel, a penészek altal képzett anyagcsere-
termekeket lehet detektalni valamilyen kémiai Gton. llyen modszer az ergoszterin-, vagy
az ATP tartalom meghatarozas.

Ergoszterin meghatarozas

Az egoszterintartalom mérése dkamas az éelmiszerek illetve éemiszer-
nyersanyagok gombas fertozottsegének megallapitasara. Az ergoszterin - szamos
Phycomycetes és liszoggomba kivételével - a gombék dtal termelt legfontosabb sztero-

id, amely a névényekben elofordulé szteroidok kézoétt csak mikrokomponens (WEETE,
1980).

SEITZ és mtsai (1977) fellleten fertotlenitett penészes cirok, buiza és kukorica magvak
penésztartalmét vizsgaltak ergoszterintartalom meghatarozassal és tenyésztéssel. Ossze-
hasonlit6 vizsgdlataik eredménye szerint ez a médszer j6l alkalmazhatd a gabonasze-

meken jelenlévo éo és holt penészgombak kimutatasara.

A modszer elonye az agartal gjos tenyésztéssel szemben, hogy nemcsak az életképes pe-

nészgomba propagulumok mutathatok ki, hanem, az egész gomba-biomassza mennyi-
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sége mérheto, és 2-3 Ora alatt végrehajthatd. Hatranya viszont, hogy a penészfajok iden
tifikélasa nem lehetséges.

ATP tartalom meghatarozas

ATP-t minden élo rendszer termel, és kimutatasa viszonylag egyszeruen kivitelezheto.
A tébbek altal pontosan leirt technika j6 becslést ad a metabolikus aktivitasra (PATEL
ésWILLIAMS, 1985; STANNARD 1987).

Az ATP meghatdrozds médszer azonban mégsem terjedt € széles kérben az éelmisze-
rek és takarmanyok penésztartalmanak becsésére. Ennek fo oka, hogy a penészgomba
eredetu ATP nem véaaszthatd el megbizhatdan mas ATP-tol.

A penészgombak anyagcseréében résztvevo, valamint a termelt enzimek, és meta—

bolitok kimutatdsan alapul6 mddszerek

Ezek a modszerek a ,, penészenzimek”, illetve a metabolizmus sorén keletkezo metabo—

litok mennyiségének kimutatasa alapjan becslik a penészszamot.

OFFEM és DART (1983) gazkromatogréfidval mérték a metanol azon mennyiséget,
ami a gomba altal termelt pektinészteraz hatasara, pektinbol szabadult fel.

MAGAN (1993) Alternaria alternata, Eurotium amstdodami és Penicillium
aurantiogriseum torzsekkel beoltott gabondk penészesedési folyamatat kisérte figye-
lemmel, 0,95 vizaktivitason. A mintakban a szaraz, nem penészes gabonakhoz viszo-
nyitva jelentos ergoszterintartalom, a-D-gaaktozidéz és b-D-glikozidéz aktivitas no-
vekedést figyeltek meg.

KESHRI és MAGAN (2000) toxint képzo és nem képzo Fusarium moniliforme és F.
proliferatum torzsek ill6anyag és hidrolitikus enzim termel ését vizsgdta. Mindkét mod-
szer alkamasnak bizonyult a mikotoxinogén térzsek egymasol valdo megkul onbozteté-
sére. Az illéanyag komponensek vizsgdlata 48 6ra utdn megbizhat6 és j6l reprodukdha
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t6 eredményt adott. A hét vizsgdlt enzim kozil harom (b-D-glikozidéz, a-D-
galaktozidaz és N-acetil-b-D-glikbézaminidaz) aktivitasa 72 Ora utén szignifikdnsan re-
gyobb volt mindkét fajban a nem toxinogén, mint a toxinogén térzsek esetében. A tobbi
vizsgat enzim (b-D-fruktozidéz, a-D-mannozidéz, b-D-xiloziddz és N-acetil-a-D-
glikézaminidaz) aktivitdsdban nem taldltak szignifikdns kilonbséget a toxinogén és

nem toxinogeén torzsek kozott.

MAYER (2002) Kkifgjlesztett egy tenyésztés technikat, amelyben a korai
micéliumndvekedés jelezheto az invertaz (b-D-fruktofurazonidaz) aktivités, a redukao
cukor taplevesben torténo felhalmozddésa alapjan. Vizsgdlataiban a gabondk és abrak-
takarmanyok terméktipikus penészflorgaban, az Aspergillus flavus csoport tagjainak,
ezen felll, az Aspergillus niger és az Aspergillus japonicus invertdz aktivitasat talata
jellemzonek. Egyes Aspergillus fajok nagyon gyors novekedést és intenziv — a folyé-
kony taptalgjban 20 oOra inkubalas utén felhalmozodott redukdd cukor mennyiségében
mérheto - invertaz termelést mutattak. Ezen eredményen alapulé Aspergillus-invertéz
teszt tehét alkalmas elsosorban erosen szennyezett élelmiszer, illetve takarmany-gabona
magvak Aspergillus flavus csoport tagjaival és Aspergillus fumigatus-szal vao ferto-
zottségének megdllapitasara.

Az invertazteszt, az agarlemezen torténo tenyésztéssel szemben, |ényegesen gyorsabb
lehetoséget nyUjt a takarmanyalapanyagok (gabonak) raktéri penészekkel torténo ferto-
zOttségének kiszurésére. Szerencses korulmeny, hogy az Aspergillus flavus csoport tag-
jait, ezen kivul az Aspergillus fumigatus-t toxinogén ill. patogén gombakként tartjuk
nyilvan, és a szubmerz tenyésztés kortilményei kozott éppen ezek invertaz termelése
kiemelkedo.
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2.4.4. Molekularis biolégiai médszer ek

2.4.4.1. A PCR-mobdszer

A Polymerase Chain Reaction (Polimeraz lancreakcid): Kary Mullis (Nobel-dij 1993)
atal kidolgozott felmérhetetlen jelentoségu laboratériumi modszer, ami lehetove teszi
barmilyen eredetu DNS tetszoleges szakaszénak (ez tobbnyire néhényszor tiztol né-
hanyszor ezer nukleotid hosszlisagu lehet) gyors és olcso, in vitro (kémcsoben, laborato-
riumi korilmeények kozotti) felszaporitésit az eredeti mennyiség sokezerszeresére. Az
alkalmazés elofeltétele, hogy a kérdéses szakasz két végén 10-20 nukleotid sorrendje
ismert legyen. A technika |ényegében a természetes replikéciot végzo DNS-polimeréz
enzim mukoddésén alapul. A PCR aapu kimutatés aapfeltétele a megfelelo primerek
kivalasztasa.

A kutatés a penészgombdk metabolizmusara, jelenlétik kimutatasara alkalmas PCR
modszert fejlesztett ki. Az AllFun Taq valamennyi penészgomba genomban jelenlévo
konzervativ régidban koétodo, és ezért az Gsszes penészgomba kimutatésara alkalmas
primer (MAYER, 2002).

A gombéakban eloforduld 18S rDNS igen konzervativ nukleotid szekvenciakat kodol,
ezért akalmas a mintdban |évo Gsszes penészgomba kimutatasara hasznalhatd PCR re-
akcio templétjaként (DAMS és mtsai, 1988). A 18S rDNS szekvencigaban koétodo
“AllFunTag-forward”, “ AllFunTag-reverse” TagManPCR primerek, és az “ AllFunTag-
Probe” specifikusan kétodo proba segitségével végzett Real Time PCR proba az 6sszes
penészgomba kvantitativ kimutatasara alkalmas modszer. A primerek és a préba fejlesz
tését, egylttmukdodo partneriink (Mayer Zsuzsa, Bundesforschungsanstalt fir Erndhrung
und Lebensmittel, BFEL, Karlsruhe) a ,,Primer-Express 1.0" szoftver segitségével \é
gezte (PE Applied Biosystems, Foster City, California).

MAY ER (2002) vizsgélatai szerint az AllFunTag primerrel minden, a Moniliaceae csa-
l&d éemiszeren és takarmanyon elofordulé genusza (Aspergillus, Penicillium,
Fusarium, Geotrichum, Byssochlamis, Mucor, Paecilomyces, Alternaria és
Cladosporium) képzett PCR terméket. Penészgomba DNS-en Kkiviil petrezselyem, alma,
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burgonya, human és E. coli DNS-t is vizsgaltak az AllFun Tag RT-PCR reakcidban, és
PCR termék egyik esetben sem képzoddtt. Eredményeik szerint tehat az AllFun Taqg
primer alkalmas valamennyi a PCR reakcioban részt vevo penészgomba specifikus ki-

mutatasara.

Ez amodszer gyorsasaga miatt jelenthet elonyt a hagyomanyos modszerekkel szemben,

hiszen itt a tenyésztéses technika tobbnapos inkubacios idegje kiesik.

Haszndlata a szénak penészfertozottsegenek megallapitasara azzal a tovabbi elonnyel is
jarna, hogy nemcsak az élo penészekre és a sporakra, hanem a széndk esetében gyakori
betakaritas uténi penészgradacio elhat reliktumaira nézve is jelzo értéku, amelyet a te-

nyésztéses modszer, a TKE figyelmen kivil hagy.

A PCR technika rohamos terjedésének és a hasznalatos reagensek és kitek arcsokkenés-
ének koszbnhetoen a Real Time PCR reakci6 segitségével torténo penészgomba kimuta
tas gyakorlatktzel be kertilhet.

Kisérleteink elvégzésének idejében az eljarast szénakra nézve més még nem akamazta.
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SAJAT VIZSGALATOK

3. ANYAG ESMODSZER

3.1. Szénak termeéktipikus csiraszamanak megallapitasa

Reprezentativ mintak begyujtése

Szénak penészfertozottségenek (penészszam, TKE) meghatarozasat 76 db (41 db lucer-
na és 35 db fu) Hajd(-Bihar és Pest megye eltéro adottsagu terlleteirol gyu;jtott repre-
zentativ szénamintén végeztik el. A mintavételek soran semmiféle minoségi preferenci-
a nem érvényesitettiink, felhasznal6i panaszra vagy kifogasra nem voltunk tekintettel
azért, hogy a minték gyakorlati étlagként legyenek elfogadhatdk. Ezekben a vizsgéla
tokban mintavételi helyként mindig a tétel legnagyobb mennyiségét jellemzo részét je-
l6Itdk ki. A balak belsgjébol, mintegy 10 cm vastag killso szénaréteg |efejtése utén, kb.
1 kg tételt gyujtottink foliazsdkokba. A balak kivalasztasa véletlenszeru volt, mind pa-
ta adl, mind szabadban térolt tételeknél. Feljegyeztik a sorszdmot, a mintézas idopont-
j& a baa eheyezkedését, illetve kitettsegét az idojarasi viszonyoknak, tovabba ha is-

mert volt, a multja (“egyszer megazott”, “renden megazott”, sth.). A zsakokat a minté&

zas napjan a laboratoriumba szdllitottuk, majd azonnal feldolgoztuk.
Erzékszervi vizsgélat

A mintékat, eloszor érzékszervi birdatnak vetettik ala. Megdllapitottuk a minték jel-
lemzo botanikai Osszetételét, szinét, szagét, porossagat és penészesedésre utald nyomok
elofordul asit.

Mikologiai vizsgalat

Az aapszuszpenzidt, manualisan apritott (3 mm-es atlagos szecskaméretu) minta 10
grammjanak, 90 ml vizzel térténo 20 perces rézatasaval készitettik. A decimalis higités
sort lemezontéses technikéval az MSz SO 7954 horizontélis vizsgalati szabvanyban elo-
irt taptalgjra vittik. A minta 10, 10* és 10° higitasaibdl 1,0-1,0 ml-t Petri-csészébe
adagoltunk, majd 15 ml MSz SO 7954 taptalgjja (5,0 g élesztokivonat, 20,0 g glikdz,
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0,01 g kloramfenikol, 12-15 g agar / 1000 ml deszt. viz, pH 6,6-ra bedllitva) teritettik.
A csészéket 25°C homérsékletu termosztétba helyeztik. Az inkubdas 5. napjan a TKE
ket azokon a higitasokon szadmoltuk meg, amelyeken a telepek szama 100 és 200 kdzé
esett. A mikrobiolégiai gyakorlatnak megfeleloen, az adatok eértékelésében, és azok
szemléltetésében, a mintatdmegre visszaszamitott TKE érték decimdlis logaritmusait
hasznaltuk.

3.2. A s&nak terméktipikus floraelemeinek és a toxinogén penészek elofordulasa-

nak vizsgélata

A szénamintdk TKE kiértékelése utdn tovabbi 1-5 napos inkubalas soran a toxinogén
Aspergillus, Penicillium és Fusarium fajok telepeit vizsgéltuk. A konidiumképletek
megj elenése utén e fajok telepeit mikroszkopos azonositassal lemezenkeént értékeltik.

A toxinogen fajok eloforduldsdt a szénak érzékszervi és TKE szam eredményeivel
vetettik Ossze.

3.3. A penészek tomeges felszaporodasaért felelos fizikai tényezok vizsgalata sz-

nakon

A terméktipikus penészflora szaporodaskinetikdjat kilonbdzo viztartalmi fumintékon
(17,65, 37,5, 52,64 %) kilonbdzo relativ paratartalmakon (75, 84, 95, 100%) és homér-
sekleteken (15, 25°C) konstans vizaktivitasi parakamrékban vizsgéltuk.

A konstans pératartalom kialakitasa

Az dtalunk hasznadlt konstans paratartalmat (ERP, %-ban kifejezve) biztosité parakam:
rak azon alapulnak, hogy a szervetlen kristalyok telitett sdoldatai, zart rendszerben, az
oldat folotti térben szigortan dlandd, és az egyes sokra jellemzo, relativ ERP-t biztosi-
tanak. Az ebbe a térbe behelyezett takarmanyminta igy allandé pératartalmon tarthato,
és ezen keresztil, vizaktivitésa a kivaasztott értékre bedllithatd. Parakamrakeént mikro-
hullami fozésre gyartott muanyag fedeles dobozt hasznédltunk, amelynek fenekén ateli-
tett oldat, dlvanyan pedig a minta foglal helyet. A kamrékat, a légcsere megakadalyoza-
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sara, muanyag ragasztoszalaggal zartuk le (1. abra, 1. fénykép). Ezek a kamrdk kénnyen
elhelyezhetok a kilonb6zo homérsékletet biztositd inkubdorokban (2. fénykép). A pe-
nészgombak életfeltételeinek kielégitésehez és szaporodasahoz, legalabb 0,7 aw)-ravan
szikség. Ezért az erre acélraakamas (VAS és CSONTOS, 1956) szervetlen kristalyok
kozul harmat valasztottunk ki: NaCl — aw)=0,75, amely folott 75%, KCl — aw)=0,84,
amely folott 84% és KH,PO4 - aw)=0,95, amely folott 95% RH értéku pératartalmat
biztosithattunk.

A bedlitott parakamrakba, azonos mennyisegu, kilonbozo mértékben elofonnyadt,
17,65%, 37,5%, 52,64% nedvességtartalmu, kaszat fumintakat (Lolium 80%, Festuca
10%, Bromus 10% keveréke) helyeztiink e és 15 és 25°C-on inkubaltuk.

—— $Zéna

—————— mintadlfvdny
Ea T ¥ L B

il e g telitett sdoldat

1. dbra. Pérakamra szerkezeti rgjza

1. fénykép. Fuminta alezért parakamréban
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2. fénykép. Parakamrak az inkubétorban

MikolOgiai vizsgalat

A penésznbvekedést, a TKE szam meghatarozésaval, a 0., 4., 8. és 14. napon alapitot-
tuk meg MSz ISO 7954 szabvény szerinti lemezontéses modszerrel.

3.4. A széndk, ésa kukoricamag terméktipikus penészflor ajanak, valamint az
Aspergillus parasiticus-nak az ér zékenysége, az erjedés savak (laktéat, acetat) jelen-
létére

Mintael okészités

a) Szénabdl, a terméktipikus penészfléra vizsgdatéra, orszagos felmérés keretében vég
zett vizsgdatsorozatban, atlagos minoségu, dominansan Lolium perenne-t tartalmazé
mintakbol készitettlink alapszuszpenzidt, a 3.1. pontban leirt mikologia vizsgaati méd-
szer szexint.

b) kukorica (mag) vizsgélatara, 2002-es termésu, egészséges tételek vegyes orleményé-
bol készitettiink alapszuszpenziot;

59



¢) modell-organizmusként, laboratériumunk térzsgyujteményében fenntartott, a Magyar
Nemzeti Mikrobiologiai Torzsgyljtemény dtal hitelesitett (1999), Aspergillus
parasiticus friss tenyészetébol, 10°/ml koncentracidju konidium-szuszpenziét készitet-

tunk.
Standard téptalaj (kontroll) készitése

Standard talgj: MSz SO 7954 szerinti Osszetétel (20,0 g glukdz, 50 g éesztokivonat,
0,01 g kléramfenikol, 12-15 g agar / 1000 ml deszt. viz); pH 6,6.

Kisérleti taptalaj-variansok készitése

1. Laktét hatdsdnak vizsgdatara: a fenti talgihoz 1,0 vagy 2,0 % (tom/térf. %) mennyi-
ségben semlegesitett Na-laktatot adtunk.

2. Tejsavas erjedés kozegének vizsgaatara: 80 °C-on, 20 percig edlt, Lactobacillus
plantarum (Lb. plantarum) 10°/ml nagysagrendu szubmerz tenyészetébol, az MSz 1SO
7954-nek megfelelo téptalgjosszetételt alitottuk elo, az eldlt Lactobacillusok és
metabolitjaik feltételezett inhibitor hatasanak vizsgdlatara.

3. Az acetat hatésanak vizsgalatéra: az alaptalajba 2 % laktattal ekvimolaris 1,5 % kon-
centréaci0ju semlegesitett acetétot adtunk.

4. pH hatédsénak vizsgdatéra: 1 % laktatnak megfelelo tejsavat, az aaptalajban, NaOH-
val pH 6,5; 5,5 és 4,5-re dllitottuk be.

Kisérleti tenyészkdzegek:
Az MSz SO 7954 talgj 6sszetételt alapul véve (atovébbiakban a komponensekre utalva:

glu-ye-chlo sth. formaban roviditve), a novekedést a 4. téblazatban bemutatott kisérleti
taptalgjokon vizsgaltuk.

60



4. téblézat. A Kisérleti taptalgjok Bsszetétele

teny%zl,«'jzeg MSz SO 7954 kezelés
sorszama komponensek

1 glu-ye-chlo kontroll, pH 6,5

2. glu-ye-chlo + 1,0 tomeg/térfogat % Na-laktéat

3. glu-ye-chlo + 2,0 tomeg/térfogat % Nalaktat

4, 0-ye-chlo szenforras nélkdl

5. 0-ye-chlo + 2,0 % Nalaktét, mint szénforras
penésztalg) eldlt szubmerz Lactobacillus te-

6. glu-ye-chlo .
nyeszeten

7. glu-ye-chlo + 1,5% acetat

8. glu-ye-chlo + 2% Na- laktat + 1,5% acetat

0. 0-ye-chlo + 1,5% acetat

10. glu-ye-chlo + 1% Nalaktat pH 5,5

11. glu-ye-chlo + 1% Nalaktat pH 4,5

12. 0-ye-chlo + 1% Nalaktét pH 4,5

I nokulacio, inkubalas

A kisérleti és kontroll talgjokkal, valamint az inokulumokkal, 10 cm améroju Petri-

csészékbe, Kochszerint, lemezontést végeztiink, majd azokat 25 °C-on, vizkdpenyes,

bakteriologiai termosztatban inkubaltuk.
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A mikrébandvekedés gatlasanak elbiralasa és mérése

Vaamennyi kisérleti talaj esetében a tenyészetekben a telepek elbirdlasa alapjan meg-
hataroztuk
—anumerikus gatlast, a TKE szazal ékos ardnyét a kontrollhoz képest;
—amicelidis nbvekedés Utemét, a telepek &tlagos amérojét a kontroll szézal ékdban
kifegjezve az inokul&cid soran, azonos idopontban;
— a konidium képzodés megindulésat, az inkubdas napokban, és ezen felll, a jel-
legzetes tel epképl eteket.

3.5. Kisérletek aszénak mikologiai vizsgalatara alkalmas taptalaj receptira 6ssze-

allitasara

Tomegtakarmanyok penészfertozottségére gllemzo a Mucor fg gyakori jelenléte. A
fagra jellemzo a taptaat hamar befutd, gyors novekedés és az eroteljes
|égmicéliumképzés, ezért a kiértékelést nehézkesse, gyakran lehetetlenné teszi. A cél,
egy olyan taptal ajreceptira dsszedllitasa, ami visszaszoritjia a Mucor ndvekedését a tob-
bi fléraelem gétldsa nédkil. Kiindul6 taptalaként, a gabonak mikoldgial vizsgaatéra
alkalmas M Sz I SO 7954 szabvanytalgjt hasznaltuk.

Vizsgdlatainkban, szarmazasi helyre és minoségre nézve, vegyes fu- és lucernaszéna
mintékat dolgoztunk fel. A széna mintakat 0,5-1 cmes darabokra vagtuk, mad az
alapszuszpenzid készitéséhez 10,0 grammot mértiink be.

Alapszuszpenzio és higitasi sor készitése
A bemért mennyiségeket, 90 ml steril desztilldlt vizzel, 20 percig razoégéppel rézattuk.
Ebbol az alapszuszpenziobol, 200 x 16 mm kémcsovekben, decimdlis higitas sort

készitettiink. A higitasi sor tagjaibél (dtaldban a 103, 10%, 10° higitasokbdl)
lemezontést végeztiink a kisérleti taptalajokkal.
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Téaptalajok Gsszetétele

MSz1SO 7954: Horizontalis modszer a penész és él esztoszam meghatérozasara.
Osszetétele: 20,0 g glukdz, 5,0 g éesztokivonat, 0,1 g kloramfenikol, 12-15 g agar,
1000 ml talgjban.

DRBC Altalanosan hasznélt receptura, King és mtsai (1979) szerint.
Osszetétele: 10,0 g glukdz, 5 g pepton, 1,0 g KH,PHy4, 0,5 g MgS0O4.7H,0, 12-15¢
agar, 25,0 mg Rose Bengal, 2 mg dichloran, 1000 ml talgjban

MSz1SO 7954 + DC: A szabvanytalaj kiegészitése a DRBC talajban alkal mazott meny-

nyiségu dichlorannal (2,6-Dichlor-4-nitroanilin) feltételezve annak gatlé hatasat az ex-
panziv fajokra.

Osszetétele: 20,0 g glukdz, 5,0 g éesztokivonat, 0,1 g kloramfenikol, 12-15 g agar, 2,0
mg dichloran, 1000 ml talajban

U4 N MSZ1S0 7954: A szabvanytalaj tapanyagszntjeinek csokkentése egynegyedére,

abbdl a feltételezésbol kiindulva, hogy ez az expanziv fajok micelidlis novekedését vi-
szonylag jobban hatraltatja, mint a lasstibb fejlodésu fajokét.

Az 1S0 7954 dsszetétel eloirt tdpanyagkoncentraciGinak egynegyede: 5,0 g glukoz, 1,25
g élesztokivonat, viszont a teljes mennyiségu, 0,1 g kloramfenikol, 12-15 g agar, 1000
ml talgban.

1/4 N DRBC: A DRBC receptlra tapanyagkomponenseinek csokkentése egynegyedére

az inhibitorok megtartasa mellett.
Osszetétele: 2,5 g glukdz, 1,25 g pepton, 1,0 g KH2PH4, 0,5 g MgS04.7H,0, 12-15¢
agar, 25,0 mg Rose Bengal, 2,0 mg dichloran, 1000 ml talgjban.

14N DC: Itt a tdpanyagkoncentrécio a King-féle DRBC ¢sszetétel egynegyede, viszont
inhibitorként csak dichlorant tartalmaz.

Osszetétele: 2,5 g glukdz, 1,25 g pepton, 1,0 g KH2PH4, 0,5 g MgS04.7H,0, 15-20 ¢
agar, 2 mg dichloran, 1000 ml talajban
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DRBC + DSA: Az aromas dinitroszarmazékok (dinitro-orto-krezol, DNOC ndvényvédo—

szer) fungicid hatdsanak anal 6gidjara ebben a kisérleti talajvaltozatban a DRBC 6ssze-
tételben a dichlorant semlegesre pufferalt, a DNOC-nél polarosabb dinitro-szalicil—
sawal (DSA) egészitettiik ki.

Osszetétele: 10,0 g glukdz, 5,0 g pepton, 1,0 g KH2PH4, 0,5 g MgS04.7H,0, 15-20 ¢
agar, 25,0 g Rose Bengdl, 2,0 mg dichloran,10 mmal DSA, 1000 ml talgjban

Torzsoldatok:

— Rose Bengal torzsoldat: 5,0 % -os vizes oldat. (0,5 ml 1000 ml talajban)

— dichloran torzsoldat (2,6-Dichlor-4-nitroanilin (Merck)): 0,2 %-os etanolos oldat (1,0
ml / 1000 ml talg)

Lemezontés

A higitasi sor tagjaibdl, 1,0-1,0 mi-t, a Petri-csészékbe (100 mm améroju) pipettéztunk.
Ezutdn a megolvasztott, majd 43-45 °C ra lehutétt taptalgjbdl, 15,0-15,0 mi-t ontéttink
ra és a laminar-box lapjan korkoros cstisztatd mozgassal elkevertik. Kidermedés utén a
csészéket 25 °C-os inkubétorba helyeztik.

TKE leolvasasa

A Mucor ndvekedésének megjelenését, 24 ora etelte utan, naponta ellenoriztik.

A kildnbozo talgjverzidkon 4-5 napos tenyésztés ido utan szamoltuk meg a lemezeken
kifgjlodott Gsszes penésztel epet, és morfologial birdatot végeztink.

Morfologiai tajékozodas

A telepek szine, felllete és a konidiumkeépletek alakja (mikroszkdp) szerint.



3.6. Kisérletek szelektiv propagulum-festési technika kidolgozasara

Kisérleteinkben a szénak alapszuszpenzidinak mikroszkopos vizsgdlatéra olyan szine-
zéket kerestlink, amely
- ahifat és a sporakat egyarant erosen festi,
- anovényi rostokhoz, szorokhdz, mikroszkopikus allati szervezeteket és képle-
tekhez gyengébben kétodik,
- nagyon jo vizoldhatésagu, ami vizes kimosassal |ehetove teszi a lebego elemek
festék-kotodés szerinti differencidlasit,
A kialakitott technika szerint, az alapszuszpenziot agar-métrixba visszik, festék oldattal
hokezeljuk majd térgylemezre visszik. Az agar-métrix kidermedése utan vizes aztatés
sal differencidlunk. Feltételezésiink az volt, hogy a propagulumok a festéket mosas utan
is megtartjék, mig a tdbbi képletbol a festék, jo vizoldhatdsaga miatt, kimosodik.

A killepedés meggétléséra és a lebego részecskék rogzitésére, a targylemezen, az
alapszuszpenzo6 agarvizes higitasat alkalmaztuk. Ebben, a targylemezre torténo kisz-
lesztés és kidermedés utan végrehgjthatd a szelektiv festés, a penész eredetu elemek
azonositasara, a konidiumok és a micélium differencidfestése. Elsosorban Rose Bengal-
t (RB) alkalmaztunk, annak alapjan, hogy korabbi kisérletekben a vitalis penészkeépl etek
a Rose Bengalt szelektiven kototték meg. A Rose Bengalra azért esett a vl asztas, mert
elokisérletben azt taldtuk, hogy a szubmerz micéliumtdmeg az RB-t irreverzibilisen
koti, mikdzben az RB hig vizes oldata hokezelés soran halvanyul, ugyanakkor névényi
képletekhez gyengébben kotodik, a szinezék vizzel kimoshato.

(A jelenség egyébként a DRBC tadgjjal vald munka soran is észlelheto. A telepkezde-
mények még jéval a konidiumképzodés elott piros foltokként vehetok észre a lemez
hatoldalan. Ez a szin jéva intenzivebb a kérnyezo agar transzparens rézsaszin arnyala-
tandl. A Kkisérletsorozatban kiprobaltunk mas, bizonyos szelektivitasi szinezékeket is,
amelyek azonban ilyen szelektivitassal nem koétodtek.)

Az alapszuszpenzio elkészitése

12 x 120 mm-es kémcsoben, 1,0 ml 15 %-o0s agaros vizbe, 1,0 ml széna, gabona vagy

csak hifat tartalmazo szuszpenzi6t adagoltunk.
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Festés

Kisérleti festékoldatok:

Rose Benga (RB) 5 %o0s torzsoldatbdl 3 csepp (cca. 70 pl), (C2oH20s14ClsN&, Cl:
45440)

Malachitzold telitett vizes oldatbdl 3 csepp (cca. 70 pl), (Ca3H2sN2Cl, Cl: 42000)
Amido black (AB) (3/4-re pufferalt, 0,6%) oldatbdl 6 csepp (cca. 140 ul),
(Co2H1aNgNa0eS,, Cl: 20470)

Sudan 111, (C22H16N 40, CI: 26100)

A kémcsovek tartalmat Vortex-szel tébbszorésen felkevertik, borszeszégon 3-szor fel-
forratuk, majd még forré alapotban targylemezekre kiszélesztettik mintegy 0,5 mm
vastagsagban. Dermedés utan a targylemezeken 1évo agarréteget vizszintes helyzetben
deszt. vizes furdoben 5, 30 és 60 percig differencidtuk. Sudan 111 festés esetében, viz
helyett etilénglikolban ézattunk 10 percig, majd vizzel 6blitettink. (2. &bra)

+— festék

Tdbbszidris felkeverés és

] e

7] +— 1 ml szuszpenzio =—————

+— 1 ml agaros viz

felforralas

N\

kiszélesztés targylemezre

e 44
—

" differencialas
(aztatds)

O

2. dbra. Targylemezek festésének folyamatdbrgja
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Elbiralas, vizsgalat

Fénymikroszképpal, ateso fényben, 250x nagyitéassal, a
- frissrétegben, vagy
- szaradés utén (ebben az esetben a beszaradt agarréteg még nem torzit jelen
tosen).

3.7. Kisérletek azinvertaz-teszt alkalmazhatosagara néhany, a szénakon eloforduld

jellemzo genus esetében

Az invertdzteszt alkamazésa felmertilhet széndk penészfertozottsegének gyors jelzé-
re is. Gabonafélék terméktipikus és raktéri penészeivel ellentétben, a szénak
terméktipikus florgdban a Mucor és a Trichoderma kivételével lassan névekedo fagjok
vannak, amelyek agarlemez tenyésztése, a gabondk esetében sziikséges inkubéci s ido-
nél Iényegesebben hosszabb ideig tart. Kisérleteinkben a szénak penészflérganak leg
gyakrabban elofordul 6 tagjainak invertédz termelo képességeét vizsgatuk annak megalla-
pitasara, hogy ezek invertaz termelése eléggeé jellemzo-e ahhoz, hogy az invertaz teszt,
mint elovizsgalat alapjan az dtalanos penészfertozottség mértékére kdvetkeztethessiink.

A vizsgélt penészgomba fajok

A széndkrdl dtalunk izoldt és meghatérozott fajok: Alternaria alternata, Cladosporium
herbarum, Fusarium poe, Fusarium sporotrichoides (csak telepmorfoldgia aapjan),
Mucor piriformis, Nigrospora spp., Trichoderma viridae és Trichotecium roseum.

Az Aspergillus-invertaz teszt

Az akalmazott vizsgdlai modszert MATRAI és misai (2000) dolgozték ki.

Elve: szachardz bazisi folyékony téptalajban micéliumot tenyésztiink, majd a tépko-

zeghben, az invertaz hatasara megjeleno redukal 6 cukor mennyiségébol kovetkeztetiink a

gomba invertéztermel o képességeére.
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Folyékony taptalg: 5 g élesztokivonat, 20 g szachardz, és 1,0 g kléramfenikol, ad. 1000
ml desztilldlt viz (az élesztokivonatot elozoleg tesztelni kell, hogy tartalmaze detektal-

hat6 invertdz aktivitdst, és a szachar6znak is reduka 6cukor mentesnek kell lennig). 20
mm &méroju kémcsdvekbe 2-2 ml taplevest adagoltunk, lezérva atmoszférikus gozben

60 percig sterileztik, majd 37 °C— os vizfirdoben hulni hagytuk.

Alapszuszpenzid: A szubkultira egyhetes, szacharéz - éesztokivonat (MSz SO 7954)

agarra oltott penészgomba torzs volt. A konidiumokat kacs segitségével, 2 ml 1% tween
80-at tartalmazd steril fizioldgias oldatba vittik. Az inokuldt sporaszamot Blrker-

kamréval hatéroztuk meg.

Decimalis higitds sor: Az aapszuszpenziobdl kiinduléan decimdlis higitasi sort kész-

tettiink. A higitas sor minden tagjabdl 100-100 pl-el beoltottunk 2 — 2 ml folyékony

taptalgjt tartalmazé kémcsovet, harom parhuzamosban.

Inkubacid: A beoltott kémcsbveket dontétt helyzetben, 37 °C- os inkubatorba helyeztik
Ugy, hogy a folyékony tapkozeg levegonek kitett felllete kb. 6-7 cm hosszl legyen. Az
igy biztositott oxigén mennyiseg elegendo a micélias ndvekedéshez és késobb a spora-
képzodéshez is.

A lehasitott redukal 6 cukrok mérése

Ezt, a MATRAI és mtsai (2000) kozleményében megadott modszer alapjan, 2-hidroxi-
3,5-dinitrobenzoesav (dinitro-szalicilsav, DSA) reagenssel vegeztik.

DSA reagens: 5,0 g 2-hidroxi-3,5-dinitrobenzoe savat 400 ml, meleg, 2%-0s vizes nat-
rium- hidroxid oldatban oldottunk fel. Ezutéan 100 g KNa tartaratot, 1,0 g fenolt, mad
0,25 g vizmentes natrium szulfétot oldottunk fel. Az oldatot feltoltottik desztilldt vizzel
500 ml-re. Jol lezart s6tét Gvegben, huvos helyen tarolva, tébb mint egy évig stabil.

Csoben 0,1 ml DSA reagenst az inkubdlt csdvekbol vett 0,1 ml folyékony tdptalajhoz
adtunk, és az elegyet 6t percre forrésban levo vizbe helyeztik. Ezutan a mintét 2,0 ml
desztillalt vizzel higitottuk, és keverés utan az abszorbanciat 540 nm-en mértik. A refe-
rencia (vak proba) nem inokuldt, de inkubdlt folyékony médium volt. A pontosabb mé-
rés érdekében glukoz standard sort készitettiink, 0,0, 10, 50, 100, 500 és 1000 pg/mi

68



koncentréciokkal, és kalibracios gorbét vettiink fel. igy az abszorbancidkat pg redukélé
cukor/ml folyékony médium formgjdban fejeztik ki. 10 pg/ml feletti reduk @6 cukor
értékeket fogadtunk € pozitiv eredményként.

Az Aspergillus-invertaz teszt folyamatabrga a 3. abran lathato.

0.1 ml +0.1 mlD5SA

Ahpszuszpenzio és Inkubalas 37 fokon 20 5 i
mintavétel reagens

higitasi sor készitése =—— DB'i'ﬂtf‘S 1 é5 48 éran keresziiil
Al ml-e

+DEA
2 ml sterd — H ) — —
folyekony tip talsj %

% eldro foto méter; S perc inkuh alas
540 nm forrashan levi vizhen

3. dbra. Az Aspergillus-invertaz teszt folyamatabrgja (MAY ER, 2002)
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3.8. DNS RT-PCR-rel, az ALLFun-Taq penészspecifikus primer segitségével ka-
pott kopiaszam, és a tenyésztéses (szabvany) modszer rel meghatar ozott TK E 6sz-

szefliggésének vizsgalata

Az 6sszehasonlitd vizsgalatokat 8, vegyes minoségu szénamintan (5 fu, 2 lucerna és 1
szalma) végeztik €.

Telepképzo egységszam (TKE) meghatar ozasa | emezontésseal

A penész TKE-t, az MSz 1SO 7954 horizontdlis modszerrel hatdroztuk meg

Alapszuszpenzio

Az apritott (3 mm-es étlagos szecskaméretu) minta 10 grammjanak 90 ml vizzel térténo

20 perces rézatasaval készitettik az alapszuszpenzidt.
Higitas sor éslemezontés

A decimdlis higitas sort lemezontéses technikaval (MSz SO 7954) horizontélis szab-
vany dtal eloirt taptalgjra vittik.

Az aapszuszpenziébdl decimdlis higitasi sort készitettiink. A 103, 10 és 10° higita
sokbdl, az MSz SO 7954 horizontdlis szabvany alta eloirt médon, lemezontést végez-
tink, két parhuzamosban. A kisérletben a szabvany altal eloirt MSz SO 7954 tptal gt
hasznaltuk. (5,0 g élesztokivonat, 20,0 g glikoz, 0,01 g kloramfenikol, 12-15 g agar /
1000 ml deszt. viz, pH 6,6-rabedllitva)

I nkubél &s és értékelés
A csészéket 25°C homérsékleten inkubdltuk. Az inkubdlas 5. napjan a TKE-ket azokon
a higitésokon szanmoltuk meg, amelyeken 100 és 200 kdzotti mennyiségu telep nott. A

mikrobiol6giai gyakorlatnak megfeleloen az adatok értékel ésében és szemléltetésében, a

minta tdmeg egységére szamitott TKE értékének adecimdlis logaritmusat hasznaltuk.
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A penészgombak kimutatdsa RT-PCR reakciéval

A mintak elokészitése a DNS kivonasara

Az elso kisérletsorozat szénamintait, (a penészszam meghatarozéshoz végzett feldol-
gozéssal azonos médon), mintegy 0,8 cm méreture szecskaztuk. A minték sorszama: 42,
43, 44, 45, 46, 47, 48, 49.

A masodik kisérletsorozatban, a42, 43, 45, 47 és 48 minték elokészitésekor, fokozot-
tabb, a sgjtstruktirakat jobban feltard feldolgozast végeztiink, mert az elso kisérletsoro-
zat eredményel nyomén azt feltételeztilk, hogy a szénaminta apritottsaga és mechanikai
feltartsaga elégtelen volt. A 0,8 cm méreture szecskazott mintakat 1/1 tdmegaranyban,
0,1 mm és enndl kisebb szemcseméretu kvarchomokkal, Fritsch “Pulverisette” 02.102
tipustl achét- malomban, 120 percig dezintegraltuk.

A 48-as szamu penészes lucernaszéna minta dezintegralasa utén, a nem apr6zodo rost-
szélakat elkilonitettik, ezt 48R, a kiszitalt por frakciot 48P megjel 6léssal vizsgaltuk.

A 48P és 48R minték képiaszamanak 6sszehasonlitésaval azt vizsgaltuk, hogy a nem
aprozodo frakcidban visszamaradd DNS mennyisége mennyire jelentos a kiszitalt por-
bdl izoldhatdé DNS mennyiségéhez képest.

A szecskézott mintakat, majd a hatékonyabb DNS kivonas érdekében kvarchomokkal
dezintegralt mintadrleményt, az egylttmukddo intézetbe, Bundesforschungsanstalt fur
Erndhrung und Lebensmittel (BFEL), Karlsruhe kil dtik.

Az elokészitett mintak AllfunTagq kopiaszamat, a németorszagi egyuttmukodo |aboratd-
riumban vizsgaltak.

A DNS kivonéasa ésizolalasa a szénamintakbdl

Az AllfunTaq bevizsgalasa soran a penész szintenyészetekbol, és mesterségesen ferto-

zott delmiszerekbol a DNS és RNS izoldasanak technikai [épéseit, valamint az

AllfunTaq primer fejlesztésenek technikgjat a 7.2. fgezetben ismertetj k.
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Az elso mintasor ozatban (42, 43, 44, 45, 46, 47, 48 és 49 minta) a DNSizoladast, 0,1 g
elokészitett szénamintdbdl, a “Dneasy Plant Mini Kit"-tel (Quiagen, Hilden, Germany)
végeztek a gyarto utasitasai szerint, a sejtek mechanikus feltérdsét folyékony nitrogén
ben torténo eldorzsoléssel, az egyittmukodo intézetben végezték. Az elso mintasorozat
kopiaszamainak értékelésekor felmeriilt a mechanikus dezintegrdas elégtel enségének

kérdése.

A masodik mintasorozatot (42, 43, 45, 47, 48P, 48R), kvarchomokkal, Fritsch
“Pulverisette” 02.102 tipusi achat-malomban, 30 percig dezintegrdltuk és igy finom,
100 mikrométeres szemcsefrakciot, és mellette kevés 0,1-0,3 mm+-es szd as rostfrakciot,
sgjtfalfrakciot kaptunk. Ezt a 48. sz. minta esetében kiilon, 48R és 48P mintaszammal,
vizsgéltuk. Ezutén az egyUttmukodo intézet afolyékony nitrogénes kezelést egy féloras
aluminiumoxidos rézatassal is kiegészitette. Az utolsO mosas |épés utan a DNS
eludlésat 2x100 pl dudd pufferra hajtottédk végre. Az igy kapott DNS oldat 1 pl-ét
haszndltak az AllfunTaq Real- Time PCR reakcidkban.
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4. VIZSGALATI EREDMENYEK ESAZOK ERTEKEL ESE

4.1. A szénak terméktipikus csiraszamanak megallapitasa

Az MSz |SO 7954 szabvany szerint vizsgdlva, a j6 minoségu mintak TKE/g tartalma
3 x 10% — 2,7 x 10* kozétt, mig a szenzorikusan penészesnek itélt mintaké 3,2 x 10* —
3,45 x 108 kozétt vétozott. Az organoleptikus vizsgdattal megdllapithatd penészesség
min. 5,7 x 10° TKE-t, azaz a bevezetésben (2.1.) idézett Palfy-féle hatarérték (3,0 x
10%) felett 1,0 log-gal magasabb TKE -t valészinusit. (1. grafikon)

A begyujtétt 76 (100%) szénaminta kozll 70 (92,1%) bizonyult a PAfy-féle hatarérték
felettinek és csupan 6 (7,9%) minta minosllt jonak a TKE vizsgalat aapjan. Ezzel
szemben érzékszervi vizsgdlattal 58 (76,3%) mintét talatunk jonak és csak 18 (23,7%)
széna romlottnak. (1. grafikon)

jo
8 | mmme megbarnult, poros, penészszagi

hatarerték

6 Pilfy, Kupai (1986) -

minta
1. grafikon. A szénamint&k organol eptikus és penész TKE vizsgéattal megallapitott pe-
nészessége

Ennek alapjan megallapithatjuk, hogy a sziroprébaszruen vett mintak (gyakorlati a-
lag) donto tobbségében, a kordbban ajanlott Palfy-féle hatarértéken fellli penészszamot
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mutattunk ki a mikrobiol6giai vizsgadlattal, annak ellenére, hogy szenzorikusan csak a
mintak egynegyedét josoltuk rossznak. Ez a megfigyelés is indokolja, az organoleptikus
birdat mellett, a mikrobiolbgiai vizsgalat szilkségessegét.

Amennyiben az 1.grafikon adatait a mintak botanikai 6sszetétele szerint jeloljik (2. gra-
fikon), akkor léthat6, hogy a megvizsgdt 41 lucernaszéna-minta (100%) TKE/g tartal-
ma kozul 39 minta (95,1%) volt a Pafy-féle hatarérték folott. A 35 rétiszéna-minta
(100%) TKE/g tartalma aapjan 31 minta (88,5%) haladta meg a Palfy-féle hatarértéket.

A két széna fajtdban, mint szubsztrétban, nincs alapveto kilénbség a penészszamok te-
Kintetében.

== rétiszéna
8_ == |Uucernaszéna

6- hatarértéek

/ Pélfy, Kupai (1986)

minta

2. grafikon A szénamintak TKE szama és botanikai 0sszetétele

A TKE értékek gyakorisagi eloszlasét a 3. grafikon (hisztogram) szemlélteti.

A szénék leggyakoribb penészszama 10° (27,6%), 10° (25%) és 10* (23,6%) / gramm
volt. A minték 15,7%-a volt 10’ nagysdgrendu. Szélsoségesen magas, 10° penészszam
5,2%-ban fordult elo. A TKE szdmok szamtani &tlaga pontosan 1,987 x 107, amely érték
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nem tikrozi a leggyakoribb penészszamot. Ezért ezzel a szamtani atlaggal nem jelle-
mezhetjik a szénak atlagos fertozottségét. A hisztogramm azonban tikrézi, hogy a fel-

méro munkank sordn begyuijtétt széndk &tlagosan 10°, azaz szézezres nagységrendu pe-

nészszamot tartalmaztak.
minta/db jio
25 B megbarnult, poros, penészszagn
. o VKE dtlag
 —
20 - e .
hatarértgk = :
Pélfy, Kupai (1986) .
[ |
15 4 :
.
[ |
10 -
54
0 T |

10*  10° 10" 0% 0% 107 10° 107
TKE

3. grafikon Szénaminték penész TKE és a szenzorikus vizsgélat szerinti gyakorisagi

eloszlasa

4.1.1. Statisztikai tényezok a széndk mikoldgiai minositésében

A tétel és a minositéshez vizsgalt mintak viszonya

Tételen bellli eloszlas
A nagy takarmanytételekben a terméktipikus mikrobdk a strukturanak megfelelo mér-

tékben elszortan fordulnak e€lo. Kis szemu magvak homogenitasa érthetoen nagyobb

mint pl. szénaké.
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A termohely, és késobb a tarolas korilményei (vizaktivitas, homérseklet, aerob vagy
anaerob dlapot) viszont akamat adnak nagyobb mikrébakoncentrécidju részek kiala
kuldsanak, egyes fajok nagymérvu felszaporodasanak. Abraktakarmanyok raktari floré
jénak felszaporodasénak eredményeként, a tételen belll, a ,gocos’ eloszlas (contagious
distribution) jellemzo. Kiaakuldsdnak az oka, hogy kilondsen a szénhidratok intenziv
mikrébas bontésa sorén jelentos mennyiségu viz keletkezik, és ez, a vizaktivitas emelé-
sével, fokozotabb mikrébaszaporodésra teszi alkalmassa. a mikrokérnyezetet. Derceés,
illetve aprobb magokbdl alé tételek esetében ,,romlési koloncok” is kialakulhatnak me-
lyek hasonldak a bedzas nyoman keletkezo dszeallashoz. Szénak esetében raktari gocos
penész gradacio bedzés esetén fordul elo, a lucernaszéna esetében foleg Aspergillus fa-

jok szaporodnak fel.

Tobbmintaelemes tételminosités

Takarmanytételek mikrobiolégiai (igy mikolégiai) minositésének a fo célja az, hogy a
tétel egészét a minta vagy minték TKE-jének meghatarozasa alapjan minnél hiteleseb-
ben adhassuk meg.

A vizsgdlatokkal meghatarozott TKE hitelességét (az egész tétel valddi, tényleges
mikrobatartalmahoz képest) az Ugynevezett tébbmintaelemes tételminositéssel probal-
juk javitani. Ekkor a mintaelemek vételének helye és szdma, a kivant pontossagtol és a
vizsgél6 kapacitagdl fligg, az élelmiszeripar egyes égazataiban ezt szabvanyok szaba
lyozzak.

Tobb mintaglem vétele torténhet célzottan, amelyben a vétel helyét és a minték szamét
valamilyen gyanu iranyitja (azés, kondenzécio, pangas, stb.). llyenkor a mintézas akkor
igazén informativ, ha a gyanus tételrészek (helyek) mennyisége is hozzavetolegesen

megallapithato.

A hezai takarmanymikrobiolégiai gyakorlat, aromlasi flora (igy a penészek) vizsgalata
ban, jelenleg még csak egyelemes tételminositést végez.
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Eqgy pontminta TKE meghatarozasat terhelo médszertani eredetu hibak

Az egyes minta (pontminta) heter ogenitasa

Ez a mintafeldolgozés (6rlés, apritas, szuszpenziod készitése, |ényegében homogeni zal &s)
miatt a pontmintara vonatkoztatott valédi TKE megallapitasaban nem jatszik szerepet.

Alapszuszpenzi6 készitése sor an felmer tlo hibak

A mikrobacsomoOk, penészek esetében a propagulumok a pontminta apritésa, a
higitofolyadékban val6 keverés - razés és a Tween hatasa miatt szétesnek, igy a tenyész-
téssel kimutatott TKE szdm nohet. Ezért szilkséges a technikai korllmények szigora
standardizé ésa.

//////////

Szedimentécio (a szuszpenzid dlésa) a higitasi sor elkészitése sorédn ill. a lemezontés
inokulaasa sorén hibat okoz, ha a vizsgalati sorozat egyes elemei eltéro ideig allasnak

van kitéve és atovabbvitel elott a szuszpenziot nem keverik megfeleloen fel.

A TKE értékek eltérése az elméleti decimdlis ar anytol

A log higitasokban kapott TKE szamok egymas kozott nem kovetik a tizszeres aranyt,
hanem nagyobb szamu telep ndvekedése esetén a TKE kisebb, mint az €l0zo higitason
szamolt TKE tizszerese. A jol ismert jelenséget a bakteriologian TKE meghatarozasok—
ban azzal igyeksziink kompenzalni, hogy a pontminta TKE-jét abbdl a higitashdl sz
mitjuk ki, amelyen a leolvasott telepszam a 200-at |egjobban megkdzeliti. Penészek ese-
tében ez a feltétel nem tarthatd, mert a telepek méretiikben, expanzivitasukban nagyon
kil 6nbozoek |ehetnek.

A jelenséget tobbfél eképpen magyarazzak. Penészek esetében azzal al Gsszefliggésben,
hogy a talgj tapanyagait, tobb fejlodo telep, viszonylag gyorsabban i fel.
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Telepszam leolvasas hiba

Ez atelepméretek heterogenitdsdbdl és a vizsgal o személy szubjektivitasabol adddik. Ez
a hiba nagymértékben csokkentheto, ha a birdlatot rendre ugyanaz a személy végzi. A
hibéra legnagyobb hatéssal viszont, a TKE meghatarozés alapjaul leolvasott - parhuza-
mosok kozotti -telepek szamanak atlaga lehet. Ezért ezt statisztikailag elemeztik.

Parhuzamos inokulalasok kozotti tenyésztési hiba

L ényegében egy feldolgozasi sokasagon belll az ,a’, ,,b” parhuzamosok kozotti eltéré-
sek kifg ezése s% az egyedi s%-okat alapulvéve.

Parhuzamos feldolgozasok kdzétti hiba

Ez egy feldolgozéds sokasdgon belil az elozokhtz hasonldan s%-ban kifejezve

magabanfoglalja a mintafel dolgozés és tenyésztés hibait is.

A logaritmikus TKE adatok statisztikai értékelése

A TKE értékek logaritmikus transzformécioja esetén a mindkét hiba a meroértékhez
csak Ugy viszonyithatd, ha ennek is log értékét adjuk meg. Log értékekre alapitva Wi-
szont kdzvetlenil nem képezheto egyetlen olyan statisztikai vagy adatsokasagok kozotti
eltérés val6szinliségi értékét jelzo mutatd sem, amelyben mérési elemek kozotti szamta-
ni alag alapulvétele szilkkséges. SD szamitasit csak az elemi adatra szabad vonatkoztat-
ni. igy nem hasznalhat6 a T-proba sem, mert a t-érték p fiiggvény logaritmikus adatok

szédméra nem értelmezheto.

A parhuzamos feldolgozasokra jellemzo |og-szorasi mutatok értékel ése

Az ATK Mikrobiol6giai Osztdlyanak 1997 évi, a szabvany penésztalajok és feldolgozi
s technikak ko-validaésaval kapcsolatos feldolgozasaibdl nagyszami parhuzamos ada
tot értékeltink, mert ebben négy, hdrom és kételemes parhuzamos feldolgozasok is ké-
sziiltek.
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Négy, harom és kételemes parhuzamos feldolgozasokat a TKE meghatarozas aapjét
képezo leolvasott telepek szamtani atlagai szerint 3 csoportba soroltuk: 0 — 20, 20 — 50
és tobb mint 50. Az ezekre jellemzo altagos SD log transzformdlt értékeit az 5. téblazat
mutatja:

5. téblazat. Két, harom és négyelemes feldolgozasok jellemzo szérasainak |ogaritmusai

TKE aapjét képzo leolvasas szamtani étlagai
0-20 20—50 50 felett
kételemes feldolgozas 0,67 0,52 0,14
héaromel emes feldolgozas 0,61 0,47 0,13
négyelemes feldolgozas 0,57 0,38 0,08

/////

meghatarozni, hogy 50 feletti telepszamra aapithassunk. Ez maradéktalanul nem vald-
sithaté meg a széna eltéro ndvekedésu és expanzivitasi penészflérgja miatt. A talajosz-

szetétel javitésara végzett munkanknak is ez volt egyik inditéka.

A log SD értékekben a gyakorlatunkban is szokasos kételemes feldolgozas a hdrom és

negyelemes feldolgozasna nem sokkal rosszabb.

Ugyanebben a vizsgalatban az eltéro apritas, keverésrazés legfeljebb 0,15 log hatasq,

ami viszont az eljéras technikai szabvanyositésaval elkertlheto.

A sajat vizsgalatok soran végzett feldolgozasokra jellemzo log-szorasi mutatok ér-

tékelése.

A péarhuzamos feldolgozasok kozotti hibat termeéktipikus penészfertozottseg megdlapi-
tasat szolgal6 vizsgalatsorozat adatbazisdban elemeztik a fentiekkel megegyezo algo-
ritmussal. Harminc mérés primer adatait feldolgozva, az eredményeket az 6. tabléazat

mutatja.
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6. téblazat. Széndk terméktipikus penészpopul &cidjanak megdllapitasat szolgal6d adatso-
kasag hiba elemzése. A valoszinll log - hiba szamitédsa alog 3 és log 4 TKE leolvasés
nal. (n=30)

HL?EZS' SD AVE SD/IAVE | logSDIAVE | log
3as 0.1 0,093 1,075269 0,031 0,031
Aes 0,09 0,15 0,64 0,193 0,193

Az adatok azt mutatjak, hogy ezekben a vizsgdlatokban is a hibdra nézve donto tényezo
a parhuzamos feldolgozasokon leolvasott telepek abszolut szdma. Minthogy a termék-
tipikus TKE megdlapitésdhoz rendre azokat a higitds elemeket hasznaltam fel,
amelyeken a telepek szdma a 100-at meghaadta, az adatsorra jellemzo vaoszinu hiba
log 0,031- nek veheto.

A termeéktipikus TKE megdllapitasara szolgal6 log TKE adatsor elemei nagysag szerinti
sorrendbe allitva egymastdl étlagosan 0,067 log értékkel térnek el (N = 75) A valdszinu
hiba 0,031 értékét figyelembevéve az eltérések biztosan val dsnak vehetok.

4.2. A szénak termektipikusfléraelemeinek ésatoxinogén penészek elofordulasa

Toxinogén genusok (2.2.1. fejezet) elofordulésara nézve a penészflorat 60 (57 Palfy féle
hatarérték feletti, 3 hatarérték alatti) mintaban értékeltik.

Ezek kozll Aspergillus fajokat 23 (38,3 %) mintaban taldtunk. 22 mintara a Pafy-féle
[1l. osztdy hatéréertékét meghaladd TKE volt jellemzo. Penicillium fajokat 26 mintabol
(43,3 %9 mutattunk ki. 24 minta folotte, 2 minta alatta volt a fenti hatarértéknek.
Fusarium fajokat 23 (38,3 %) mintdbdl lehetett kitenyészteni, és valamennyi penész-
szama meghaladta a hatérértéket. A hdrom TKE alapjan jonak minositett mintaban tehat
Penicillium vagy/és Aspergillusfordult €lo (4. grafikon).

Lathatd, hogy a toxinogének eloforduldsa a hatarérték alatti vagy az azt meghaladd

0ssz-penészszammal nincs dsszefliggésben.
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A 23 db Aspergillus-os mintdbdl 6 (26 %) volt organoleptikusan penészesnek itélheto,
17 nem. A 26 db Penicillium-os mintabdl 3 (11,5 %) volt lathatéan penészes, a 23 db

Fusarium-os mintabdl is csak 6 (26 %) volt szemre penészes.

A toxinogének eloforduldsa tehat nem val dszinusitheto a minta organol eptikus tulajdon-

sagaiva sem.

A magyar takarmany-mikrobiologiai vizsgalati gyakorlattal ellentétben, az Alternaria
genus tagjait nem soroltuk a potencialis toxinogenek koze. A hazai és nemzetkozi iroda
lomban ugyanis nincs egyértelmu adat arra, hogy a szénafogyaszt6 alatfajok kdrében az
dternariol-toxikozisnak gyakorlati jelentosege lenne.

—= toxinogén fajokra negativ
8 mmm  toxinogen fajokra pozitiv

hatarértek

6 Palfy, Kupai (1986) - M
5 ./ i

minta

4. grafikon A mintak TKE szdma és a toxinogen fgjok elofordulésa




Egyéb megfigyelések: Szaraz lucernaszénaban, az Aspergillus genus tagjai, Ujranedve-
sedés hatésara nagymeértékben felszaporodtak (tarol6 tobbszori beazésa, esoverte bal &k).
A Fusarium fgjok elofordulsa, észrevehetoen osszel volt gyakoribb.

Az MSZ 1SO 7954 szabvanyban eloirt talgjon, a széna penészflératagjai a tomegvizsga
lat igényeit kielégito gyorsasaggal fejlodnek. Problémét okoz viszont a Mucor és a
Trichoderma fajok tllndvése és szétfutasa, ami egy specidlis, inhibitort tartalmazo talg
haszndatat indokolja.

4.3. A penészek tomeges felszapor odasaért felelos fizikai tényezok hatasa széndkon

A penészek szaporodaskinetikgjat, konstans paratartalmi kamrakban inkubalt fumin-
takban, a TKE/gramm valtozasan keresztill kisértik figyelemmel (5., 6., 7. grafikon). Ez
anovekedes réta a AogTKE/nap értékkel fejezheto ki. Megdllapitottuk, hogy az elso 8
nap aatt a ndvekedés rétat elsosorban a minta kiindul6 nedvességtartalma hatarozza
meg. Ha a minta nedvességtartalma 40 % fol6tti, a penészgombék ndvekedése intenziv
volt, fuggetlendl a kiindul6 fertozéttsegtol, a paratartalomtdl és a homérséklettol, de
90% paratartalom aatt, 15 °C-on a ndvekedés csak a 4. nap utan indult meg. Az alacso-
nyabb kiindulé nedvességtartalmu mintak (40% alatt) kezdetben, a magasabb relativ
paratartalma atmoszféraban, penészszam csbkkenést mutattak. A 8. nap utan a 40%-nél
alacsonyabb nedvességtartalmi mintékban a penész novekedését meghatérozdan a rela-
tiv paratartalom befolyasolta. A mintak nedvességtartalmatdl fliggoen, a 84% és alacso-
nyabb paratartalmon, a penészgombak novekedése kozétt nem taldtunk jelentos kik
|6nbséget. A penészgombak ndvekedése 15 °C-on 0,1-0,21 logTKE/nap-pal volt keve-
sebb, mint 25 °C-on. Ez a killénbség nem szamottevo.

Megdllapithatd, hogy a penészgombak ndvekedését a szénakon, az elso 8 nap alatt, a

kaszaléskori és betakaritéskori nedvességtartalom hatarozza meg. A 8. nap utan, a pe-

nészgombak ndvekedése méar dontoen areativ paratartalomtdl fligg.

A magasabb homérséklet a penészgombak ndvekedését nem gyorsitja jelentosen.
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a.) Fuminta nedvességtartalma 17,65%

- ERF = 84", 2 ERP = 05%, 2 ERP = 100%
S 6.5 566 o 6.6
e o @ s
262 262 Lo =62
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£ 4 54 . E4
I\ d g8 14 0 4 2] 14 0 4 8 1
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b.) Fuminta nedvességtartalma 37,5%
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c.) Fuminta nedvességtartalma 52,64%
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5. grafikon Fumintak penész TKE aakulésa killonbdzo paratartalmakon és homérsékle-
teken
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6. grafikon Kuldnbtzo nedvességtartalmu (17,6, 37,5, 52,6 %) fuminték penész TKE
alakuldsa 85%-0s ERP-n.
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7. grafikon Kildnbbzo nedvességtartalmu (17,6, 37,5, 52,6 %) fumintdk penész TKE
alakulasa 95%-0s ERP-n.



4.4. A széndk éskukoricamag ter méktipikus penészflér § anak, valamint az
Aspergillus parasiticus-nak az ér zékenysége az erjedés savak (laktat, acetat) jelen-

|étér e agartaptalajon
Azinkubacios tenyésztések értékelése
A széna terméktipikus penészfl rajanak Na-laktatos, szénhidratmentes és el6lt szubmerz

Lactobacillus tenyészet kozegében torténo novekedésének jellegzetességeit, az 1., 2. €s
3. kisérlet alapjan, a 8. grafikonfoglaljuk Gssze.

nivekedés %

sorsz. kezelés tenyészkizey konidiumok
THE = mo— telepatmérd = megjelensze / nap
1 1 1
T T 1 T
0% 50% 100% 150 %
1. kontroll glu-ye-chlo Bg
2 laktét |, 1.0% glu-pe-chlo 5.6
3 laktst , 2.0% glu-pe-chlo 5E
4. szénforras nélkil  O-pe-chlo ﬂ
g, laktat | 207, o !
zzénforras nélkil Uye-chlo 56
. acetat . 1.5% gluye-chlo | -
V. laktat | 2.0% vechin " -
acetédt , 1.5% glrye-cnio
3. acetat . 1.52, D-_','E-Chll:l 1 -
zrénforras nélkil
9. elit Lactobacillus  glu-ye-chlo 5.7
100 laktat, 1.0%, U 56
oH 5 & glu-pe-chlo
1. laktat . 1.0%, e 5-B
a5 glu-pe-chlo
12 jaktat . 1.0%, O-ye-chio E7
pHa45 '

zzenforraz nelkil

8. grafikon Szénafl6ra nbvekedése a kisérleti taptalgjokon. (A 6., 7. és 8. sz. acetétot
tartalmazo talajokon nem nottek ki a penésztel epek = teljes gétlas)

L aktat /szénafléra

A lakté 1 és 2%-os koncentracidban kismértékben gétolja a terméktipikus szénafléra
penészfajainak novekedését
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Szénhidrat hidnya / laktathasznositas / szénaflora

Szénhidratmentes és laktattartalmu kdzegben a szénafldra fajai gyakorlatilag 100%-ban
kinonek, a telepfejlodés 100%-0s, a penészflora a laktatot a szénhidréttal azonos mér-

tékben hasznositja.

El6It Lactobacillus tenyészet /szénafléra

El6It Lactobacillus tenyészet a szénaflora novekedését kimutathatéan gatolta mind a

TKE-re, mind atelepméretre nézve, de nem jobban, mint az 1%-0s Na-laktét.

Az Aspergillus parasiticus Nalaktatos, szénhidramentes és €eldlt szubmerz
Lactobacillus tenyészet kdzegében torténo ndvekedésének jellegzetességeit, a4., 5. és
6. kisérlet alapjan, a 9. grafikonfoglaljuk Gssze.

sorsz. kezelés tenyészkizen novekedes.

konidiumak
THE = so— telepatmérd = megjelenéze ! nap
T T 1 T
0% h0% 100% 150 %
1. kortroll glu-ye-chio B
2. laktat |, 1.0% glu-pe-chlo B-f
3 laktat | 20% glu-ye-chio b6
4. zzénforrds nélkil 0-ye-chio E-7
5 laktat | 2.0%, L
zzénforras nélkil D-ye-chlo 56
B acetdt ,15% glu-ve-chia " &
T laktat | 20% | Ho " -
acetdt . 1.5% gl
8. acetat . 1.5%, e 1 i
sTénfortas nélkil byerokiie
9. eldt Lactobacilluz  glu-pe-chlo BT
100 laktat  1.0%, T i
oH 5.5 glu-ve-chlo b6
1. laktat  1.0%, B 5B
Has glu-pe-chlo
12, laktét . 1.0%. O-pe-chio 5B
pH4.5

sTénforras nélkil

9. grafikon Aspergillus parasiticus ndvekedése a kisérleti téptalajokon (A 6., 7. és 8. sz.
acetatot tartalmazo talgjokon nem nottek ki az Aspergillus telepek = teljes gatlas)
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Laktat / Asp. parasiticus

L aktét-ionok 1 és 2%-o0s koncentracidban nem gétoljak az Asp. parasiticust, sot, alacso-

nyabb koncentrécidban serkentoen hatnak.

Szénhidrét hianya/ laktadthasznositas / Asp. parasiticus

Szénhidrétmentes kdzegben az Asp. parasiticus 100%-ban kino, de a telepfejlodés ero-

sen gatolt, a laktétot viszont a szénhidréttal azonos mértékben hasznositja.

Elolt Lactobacillus tenyészet / Asp. parasiticus

El6It Lactobacillus tenyészet az Asp. parasiticust nem gatolja sem a TKE-ben, sem a

telepatméroben lemérve.

Acetét, acetat-laktat / szénaflora

2% koncentracioju laktat a szénaflora TKE-t kis mértékben csokkenti.

1,5% ekvimoléris koncentraci6ju acetédt a szénafl orét teljesen gatolja (4. fénykép)
Glukéz nélkul a szénafléra 55,7% ardnyban no ki a kortrolhoz képest.

1,5% koncentracidju acetat, cukor nélkili MSz SO 7954—en, a szénaflorat teljesen gi

tolja: az acetatot egyetlen tagja sem hasznositja.

Acetat, acetét-laktét / Aspergillus parasiticus

2% laktat az Aspergillus parasiticus-t nem gétolja.

1,5% (ekvimolaris) acetét teljes gétlas

Laktat és acetat teljes gatlés.

Az Aspergillus parasiticus, glukdzmentes talgjon, 96,7% aranyban kino.
Glukézmentes M Sz | SO 7954 1,5% acetéttal: az Aspergillus parasiticus totélis gatlasa.
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Laktét, pH 6,5; 5,5; 4,5/ szénaflora

A csokkeno pH (6,5; 5,5; 4.5), a szénaflora novekedést Gsszességében valamennyire
lassitja, és a flora fajOsszetételét szelektdlja.

Laktat, pH 6,5; 5,5; 4,5/ Aspergillus parasiticus (3. fénykép)

A pH cstkkenése az Asp. parasiticus novekedését nem gétolja jelentosen. pH=4,5 ko-
zegében mutatkozik numerikus és novekedés gatlas, azonban a konidiumképzodés
gyorsabban indul meg.

L aktét, acetét / kukoricaflora (10. grafikon)

A laktét a terméktipikus penészflorat nem gatolja — sot szdméara a laktat metaboliza-
hat6, a cukorral egyenértékuen. Az acetat a kukorica terméktipikus penészfl 6rgjat totali-

san gatolja.
sorsz. kezelés tenyeszhizeqy nwekante konidiumak
THE = m— telepatmérd = megjelenése | nap
1 1 |-
T L] T LI
[1]:4 LT1B4 100% 150 %
1. kortroll glu-ye-chlo 5B
3. laktat | 2.0 glu-ye-chlo 5B
5. laktat | 2.0%, i &7
szENforras nélkil Deyechio
B acetdt  1.5% guyechla =

10. grafikon Kukorica terméktipikus penészflorgjanak ndvekedése a kisérleti taptalaj-

okon
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IN GLU-YE-CHLo (150 7954),
2% LACTATE pH 5.5, EVEN
PROMOTES THE FORMATION
OF CoNiDIA IN ASP PARAS.,
AFTER 21 DAY |[NCUBATION

3. fénykép. Aspergillus parasiticus ndvekedése MSz SO 7954 és 2% laktétot tartalma:
z6 (pH 5,5) talgjokon

PRocUCT TYPICAL HAY Moulh
FLoZA TOTALLY INHIBITED BY
NEUTEALIZED ALETATE

4. fénykép. Az acetat teljes gatlast gyakorol a szénafl ra nbvekedésére
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A Kkisérletekbol levonhat6 kovetk eztetések

A széna terméktipikus penészflordéra a laktédt kimutathatd germinaciés gétlast
gyakorol, azonban a micélidis fejlodést nem gétolja (1., 2. és 3. talgok). A laktét
gétl6 hatasa, a szénafl6ra kulonféle fajaira nézve, valoszinuleg szelektiv.

A szénafldra fajai szénhidratmentes, de laktétot tartalmazd kdzegben gyakorlati-
lag 100%-ban kinonek, a telepfejlodés 100%:-0s, tehét a laktatot a szénhidratokkal
azonos mértékben hasznositjak. Szénhidratot sem és laktatot sem tartalmazo tal -
ban, a ndvekedés 55%-0s (1. és 5. talgjok).

A szénafl 6ra nbvekedését az €dlt Lactobacillus tenyészet kbzege mind a TKEre,
mind a telepndvekedés sebességére nézve kimutathatdan gatolta, de nem eroseb-
ben, mint egymagaban a Na-laktét (1. és 6. talgjok). A gatlo hatas tehat a kdzeg
laktattartalmétol fligg.

Az Asp. parasiticus tenyészeteiben, a Na laktét, a viztérre szamitott 1,0 és 2,0
tom/térf.%-ban nem gatolta sem a spoérék germinacidjat (numerikus gétlés), sem a
telepek novekedését (micdlidlis gétlas) - 1., 3. kisérlet, 1.,2., 3. talgok. Ebbol az
kovetkezik, hogy leerjedés utan aerob kortlmények kozé kerllo takarmany az
aflatoxinogének felszaporodasanak éppen Ugy ki van téve, mint hasonl6 vizaktivi-
tasl, nem erjesztett tétel. Tehat valamey 0,75 a(w) folotti vizaktivitast takar-
manyt, atejsav jelenléte nem képes megvédeni a penészek fel szaporodasatol.
Szénhidratmentes kbdzegben is jelentos az Asp. parasiticus sporédk germinacioja,
viszont tetemes a micelidlis ndvekedés gétlasa (1. és 4. talg)). Amikor a tejsavas
erjedés a szénhidrétokat mér felhasznalta, a kbzegben laktét van jelen. Az 1. és 5.
tal gjOsszetételek Osszehasonlitasabdl (TKE és telepdtméro %) kidertl, hogy az
Asp. parasiticus a laktatot is képes hasznositani.

Elolt szubmerz Lactobacillus tenyészet kozege az Asp. parasiticusra nézve nem
gyakorol gétlést (1. és 6. talgjok). Minthogy a laktétnak sincs gatl6 hatésa, ebbol
kovetkeztethetoen, az eldlt lactobacillusok kdzege a laktaton Kivil més természetu
inhibitorokat nem képez az Asp. parasiticusra nézve.

Mig 2% laktat a szénaflorat kis mértékben gétolja, addig a 1,5%-o0s (a laktéttal
ekvimol&ris) koncentrécioju acetat azt teljesen gétolja. Az acetétot a szénafléra

egyetlen tagja sem hasznositja.
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10.

11.

1,5% acetdt az Asp. parasiticus ndvekedésére teljes gatlast gyakorol. Ugyanez
mutatkozik a lakté és az aceté ekvimolaris kombinacidjdban is. Az Asp.
parasiticus val6szinuleg nem hasznosit acetatot.

Csokkeno pH (6,5; 5,5; 4,5) a szénafléra ndvekedését tsszességében valamennyi-
re lassitja, és a flora fajOsszetételét szelektdlja

A pH csokkenése az Asp. parasiticus ndvekedését nem gatolja jelentosen. pH 4,5
kozegében mutatkozik numerikus és novekedés gdtlas, azonban a
konidiumképzodés gyorsabban indul meg.

A kukorica terméktipikus penészflorgéara (zommel Aspergillus-ok), a 2 % laktét
semmilyen gétlast nem gyakorol. A flora a laktéatot csaknem egyenértékuen hasz-
nositja. Az ekvimolaris acetét viszont totalisan gétol.

4.5. A széndk mikoldégiai vizsgalatara alkalmas taptalajreceptara kialakitasanak

eredményei

14 szénaminta dsszehasonlitd feldolgozésa sorén az MSz I1SO 7954, ¥a N MSz 1SO
7954, MSz ISO 7954 + DC, DRBC, ¥4 N DRBC, DRBC + DSA és % N DC talgjakon
kinott TKE dlomanyt és a parhuzamosok eltérését a 7. tablazat mutatja.
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7. téblazat. A kisérleti talgjokon kimutatott penész TKE értékek (parhuzamos feldolgo-

zasok kiilonbdzo szénamintakkal)

Minta
Sor- M Sz | SO 7954 ¥4N DRBC DRBC
SZama
1 1,25 x 10° 1,51 x 10° 3,28 x 10°
2 79x10° 1,37 x 10° 1,29 x 10°
3 3,29 x 10° 4x10° 2,98 x 10°
4 21x10° 2,48 x 10° 2,8x10°
5 5,2 x 10* 5,54 x 10"
6 1,8 x 10° 1,85 x 10°
7 75x10° 7,95x 10°
8 9,35x 10° 9,7 x 10°
¥4N DC
9 34x10° 3,36 x 10° 3,36 x 10°
10 6,1 x 10* 7,72x 10° 7,4 x 10"
11 1,34 x 10° 1,39 x 10° 1,6 x 10°
12 6,8 x 10° 1,6 x 10° 7,85x 10°
13 2x10° 2,63x 10°
14 7,09 x 10° 78x10°
15 1,28 x 10° 1,62 x 10°
Y4N M Sz 1SO 7654 M Sz 1S0 7954 + DC
16 35x10° 34x10° 35x10°
17 3,6 x 10* 39x 10 2,9x 10
DRBC + DSA
18 6,9 x 10° 49x 10°

A vizsgdlt talgjOsszetételeken a széndk (témegtakarmanyok) vizsgélata szempontjabol

tett 1ényeges megfigyel éseket az 8. tablazat foglalja dssze.
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A Rose Bengal adalék atag) alapszinét intenziv rozsaszinre festi. Ez a szinek — kil 6no-
sen arozsaszinu teleparnyalat - észlelését szinte lehetetlenné teszi, ugyanakkor a Rose
Bengal inhibitor hatédsa egymagaban jelentéktelen, csak az élesztokre nézve intenziv. A
korai telepkezdemények gyorsabb észlelése rozsaszin festékkotésiik alapjan nem jelen

toselony.

A csokkentett tapanyag-koncentraciéju (1/4 N) talgjon a Mucor fejlodése is lelassul, a
teljes koncentréciojuval gyakorlatilag azonos 6sszTKE olvashato le, viszont a kilon
b6zo fajok konidiumai atalanosan lassabban fejlodnek ki és szintik sokkal kevésbé kife-
jezett.

Kis mértéku gétld hatés esetén a Mucor elveszti intenziven szétkiszo [égmicélium kép-
Z0 készsegét, azonban fellleti terjeszkedése megmarad. Ekkor még nagy tertileteket ké-
pes elfoglalni, és ezzel a kimutathatd TKE-szamot rontja. Erosebb gétld hatés esetén

szorul annyira vissza, hogy terjeszkedése a flora tébbi tagjaval korilbelll azonos.

Az 8. tablazatban Gsszesitett megdllapitasokat, az 5-11. fényképen lathat6 feldolgozasok
illusztrdljék.
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SZENA
Yy n DRYC ; 1503351
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5. fénykép. Szénaflora’a N DRBC talgjon , ugyanaz M Sz 1SO 7954-en intenziv Mucor
novekedéssel (4 csészébol 3 értékelhetetlen a Mucor fehér Iégmicdliuma miatt). A te-

lepek jellemzo szinét a rézsaszin héttér zavarja.

6. fenykép. MSz 1SO 7954 talgjon a Rose Bengal-nak nincs inhibitor hatasa, ugyanak-
kor a szintetikus Czapek-Dox talgjon (kiegészito vizsgdat) még nem észlelheto nove-
kedés.
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7. fénykép. MSz | SO 7954 talajt befutjaa Mucor, az %2 N DRBC talgjon azonban teljes
gétlas tapasztalhatd

DRIGCAL SZKY - RAOLTAS MycOR TELEPREL
MUCOR és BAKTERIUM

IS0 - DR®BC - % nDRBC

8. fénykép. Mucor novekedése MSz SO 7954, DRBC és¥4 N DRBC talgjokon szélesz-
téses raoltésndl.
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9. fénykép. Szénadarabok korlli Mucor telepek ndvekedése MSz 1SO 7954, DRBC és
DRBC + DSA taajokon.

48h 24T

SO 7754 DBRC + DsA|
= |wf|,?“ B ;
(I
i
Pl

i 1 Wil
i | I. ; "

10. fénykép. Mucor névekedése MSz SO 7954, DRBC + DSA és DRBC tagokon.
DSA aDichlorannd kevésbé hatékony.
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11. fénykép. Szénaflora ndvekedése MSz SO 7954, ¥a N MSz 1SO 7954 és MSz | SO
7954 - DC talgjokon. A dichloran a Mucort kielégitoen visszaszoritja, a tapanyagszint

csokkentése kismértékben lassitja a konidiumok szinének kial akul 4sét.

K dvetkeztetések

1. A takarményok penészszamanak meghatérozasara eloirt MSz | SO 7954 szabvanytalgj

szal astakarmanyok vizsgal atara nem alkalmas, mert az esetek mintegy felében, a Mucor

tulndvése, mind a TKE leolvasasét, mind a toxinogén telepek felismerését meghiusitja.

2. Inhibitorok alkalmazésa vagy atalg tapanyagszintjeinek csokkentése esetén, a min-
takbdl kimutathatdé TKE, az 6sszehasonlitas alapjaul vett MSz 1SO 7954 szabvanytala-
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jon kapott TKE-értékkel gyakorlatilag megegyezik, a feldolgozasna szokasos hibahaté-
rok mellett.

3. Az inhibitorokat tartalmazé DRBC Osszetétel (KING és mtsai, 1979) korai TKE leol-
vasast tesz kEhetové (egyenletesebb telepméret), egyidguleg a Mucort visszaszoritja.
Ugyanakkor a talgj alapszine, a konidium-képzodmeények — kilondsen a toxinogén
Fusariumok - szinének megitélését megneheziti. Az Rose Bengal hifafesto hatasa nem
nagy elony.

4. Vizsgalataink jelenlegi fazisdban, az MSz 1SO 7954 - dichloran kombinéciot taldltuk
alegmegfelelobbnek, amelyen a TKE koran leolvashatd, a Mucort a DRBC-ével egyen

értékuen visszaszoritja és szintelen, ezért atelepszinek jél megfigyel hetok.

5. A 24-dinitroszdicilsav (DSA), mint inhibitor, intenziv alapszine és csekély haté-
konysaga miatt nem vat be.

4.6. Szelektiv propagulum-festési technika kidolgozasanak eredménye

Szénak és abrakfélék alapszuszpenzidiban malachitzold, amidoblack (AB) és Sudan |11
festéssel a propagulumképletekre nézve érdemleges szelektivitast nem lehetett észlelni.
Ugyanakkor a Rose Bengalt (RB) a konidiumok (sporak) megkotik, és sotétvoros képle-
tek aapjan ismerhetok fel, mig mas mikroképletekbol a festék kioldodik (12., 13. fény-
kép). Az egyébkent pigmentalt (fekete) telepeket képzo fajok RB-vel nem festodnek,
de éppen a pigmentdltsaguk révén ismerhetok fel. Az RB a festés soran kismértékben
kotodik a kemeényito-szemcsékhez. Gabonaorlemények szuszpenzigjaban, a fozés miatt
destrukturalt kemenyitoszemcsek rézsaszin toredek-témeg alakjaban lathatok. Az RB a
baktériumokat is festi, amelyek, az gjanlott 250x-es nagyitassal, halvany porszemcsek-
kent lathatok. Novényi rostok, szorok, térmelékek és gyakran nematddak, az RB-t nem
kotik, igy a penész eredetu képletektol biztosan megkuildnboztethetok.
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13. fénykép. Rose Bengal- lal festett agarmétrixos preparatum (250x-es nagyités)

A mintaszuszpenzidkban az AB gyengén kotodott a propagulumokhoz, és kékeszold
szine joval kevésbe feltuno, mint az RB festés esetében. A spdraburok apolaros elemei-
re gondolva vizsgaltuk a Sudan lipidfestést. Szelektivitdsa nem megfelelo, a hifakban a
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szeptaltsagot nem mutatja, ugyanakkor a keményitoszemcsékhez is kétodik.

Eljardsunk akalmas szaraz prepardtum készitésére is. A lemezen beszaritott
agarrétegben a részecskék a széleken sem csapddnak dssze, ugyanakkor a vizes készit-
meényhez képest a szaraz agar nagy torésmutatdja miatt a fazistargyak hatarvonalai
gyengébbek. Ezen segit a festés, amelyben a szindrnyalat Iényegében a fézistargyat
amplitudo-targgya aakitjadt. A szérazkészitmeény elonye az archivalhatdsag, ami lehe-
tové teszi a vizsgdlat objektiv dokumentaldsét. Ennek alapjan ugyanis — a szuszpenzid
higitasanak és a felvitt folyadékmennyiség ismeretében — a penészfertozottség merteké-
re jellemzo spéraszam/gramm kiszémithato, ami egyrészt a TKEvel szoros kapcsolat-
ban van, masrészt atétel eloéletére nézve is jelzoértéku.

4.7. Kisérletek azinvertaz-teszt alkalmazhatdsagara néhany szénakra jellemzo ge-
nus esetében

A vizsgalt termeéktipikus penészfajok kozll észlelheto invertédz termelése a Nigrospora,
Alternaria és Cladosporium fajoknak van (11. grafikon és 7.2. fejezet, 11. tablézat).
Kozulik a Nigrospora ndvekedés sebessége éri € azt a mértéket, amelynek alapjan az
invertaz teszt jelzo értékunek tekintheto, méar 24 dra utéan jelentos az aktivitas, amelyet
fenntart 48 és 72 6rdig is. Az Alternaria 24 oOrés lag-fézis utan, a kbvetkezo 24 éréban
nagymértékben termel, azonban 48-72 ¢dra kozétt ledl. A Cladosporium jelentos
invertazt csak még hosszabb lagfézis utén, 72 ora utan termel. Erdekes, hogy mind a
hérom faj pigmentalt.

Tekintettel arra, hogy a tapasztalatok alapjan a "fekete penészek” a terméktipikus alo-
many mintegy felét teszik ki, és ebben is a Cladosporium domindl, az invertéz teszt nem

tekintheto haszndlhatonak szénak penészfertozéttsegének gyors megallapitasara.
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11. grafikon. Kildnb6zo penészfajok invertaztermel ése az ido fliggvényében

4.8. DNSRT-PCR-rel az ALLFunTaq penészspecifikus primer segitségével kapott
koOpiaszam és a tenyésztéses (szabvany) modszerrel meghatar ozott TK E ¢sszeflig-

gésének vizsgalata

Az €elso vizsgalatsor ozatban (amelyben a szénamintédkbdl a DNS kivonasa a novényi
anyagok feldolgozasara dtaldnosan haszndlt technikéaval tértént) a szenzorikus birélat,
az AllFunTag RT-PCR reakcidval kapott kopiaszamok és az MSz | SO 7954 moédszerrel
meghatarozott TKE értékek a 9. tablazat és a 12. grafikon aapjan hasonlithatok dssze.
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9. tablazat A szenzorikus vizsgdlat, az RT-PCR és a tenyésztéses technikaval kimutathe

t6 penészszdmok, szénamintakban (el so vizsgdlatsorozat)

Minta | Minta, érzekszervi | kdpiaszam | log kopi-
5 o : TKE/g | log TKE/g
szama biralat /g (x2000) | aszam/g
Fuszéna, o 5
42 o 1,65x 10 8,22 8,5x 10 5,93
jéminoségu
Fuszéna, 5 .
43 o 3,56 x 10 5,55 5x 10 7,70
joéminoségu
Fuszéna, 5 ;
44 ] 1,87 x 10 6,27 8,8x 10 7,94
rossz, penészes
Fuszéna, 5
45 o 0 0 6,9x 10 5,84
joéminoségu
Fuszéna, . g
46 4,33x 10 7,64 3,45x 10 8,54
rossz, penészes
L ucernaszéna, . 5
47 o 15x10 7,18 3,9x 10 6,59
jOéminoségu
L ucernaszéna, g g
48 1,89 x 10 8,28 1,66 x 10 8,22
rossz, penészes
Blzaszalma, ;
49 0 0 45x 10 7,65
feketedett, rossz
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12. grafikon. A szénamintédk AllFunTag RT-PCR reakcioval kapott kopiaszamai és az
MSz 1SO 7954 médszerrel meghatarozott TKE értékekel (ndvekvo TKE sorrendben)

A masodik vizsgalatsor ozatban, abraziv adalékkal fokozott dezintegralast végeztink.

Ennek megfeleloen, a mintdkbdl kimutathaté kopiaszamok jelentosen nottek. A mintan-
kénti szenzorikus birdlat, az RT-PCR kopiaszamok és tenyésztéses TKE értékek a 10.

tablazat és 13. grafikon alapjan vethetok dssze.
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10. tablézat A szenzorikus birdlat, az RT-PCR és a tenyésztéses technikaval kimutathatd

penészszamok, szénamintékban (masodik vizsgé atsorozat)

Minta | Minta, érzékszervi | kopiaszam /| log képi-
. o s g(x 2000) | aszAmig | '<=/9 | |09 TKE/g
42 Fuszena, 836x 10" | 11,922 | 27x10° 3,44
jominoségu
43 _ Fuszena, 0 0 16X 10° 521
jéminoségu
45 _Fuszéna, 0 0 22x10° 335
jéminoségu
47 Lucemaszena, | 515, 1010 | 10326 | 1.2x 10° 4,10
jéminoségu
L ucernaszéna,
48P rossz, penészes, | 53x10Y | 11,724 | 7,19x 10° 5,81
kiszitdlt porfrakcid
L ucernaszéna,
48R rossz, penészes, | 3,1x10Y | 11,491 | 1,59x 10° 5,20
csak arostok
log TKE /g log képiaszam
14 4 - 14
12 | = I
10 - ] 10
87 - 8 Dlog TKE /g
6 - i N s m log képiaszam
4 J L 4
2 _ H T |7 _ 2
O T - T — T T T - 0
4516 4210 470 435 43R 43P
fOS5F TOSS5Z
minta

13. grafikon A szénamintdk AllFunTag RT-PCR reakcioval kapott kdpiaszamai és az
MSz SO 7954 modszerrel meghatérozott TKE értékel (nbvekvo TKE sorrendben)
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Eredmények értékelése

A szénamintdk mikologiai allapotét, az organoleptikus minoség és az autentikusnak
tekintett TKE-hez képest az AllFunTag primerrel mért gomba 18S rDNS kopiaszam
még tendenciaszeruen sem jelzi (14. grafikon). Osszefliggést a molekuléris bioldgiai és
hagyomanyos tenyésztéses technikaval kimutatott penészszam kozoétt nem taldtunk (a

korrel&cio értéke nagyon alacsony: R=0,17).

14 -
42 4gp
12 -+ * 48R
Q*q
] 47
= 10
N
g B 2
2
2 6 o
=
— 4 |
2 -
45 43
I:I 1 ‘ I ‘ I 1 1
0 2 4 a] &) 10
log TKE

14. grafikon A tenyésztéssel kapott penészszam és a RT-PCR-rel kapott kopiaszam
Osszefliggése

Magas PCR koépiaszamok viszonylag alacsony TKE értékek mellett, magyarazhatok le-
hetnek azzal, hogy a mintaban régebbi penész gradacio elhalt maradvanyait mutattuk Ki.
Azonban, ezek a mintak organoleptikus, vizudlis birdattal egészségesnek |atszottak.
(Ezen minték terméktipikus penészflor§ukban zomében Alternaria, Cladosporium,
Mucor fagjokat tartalmaztak, amelyekre nézve az AllFun Tag specificitasat Mayer (2002)
modelIkisérletben igazolta).

Egyes nyilvanvaléan penészes, magas TKE-ju mintédkbdl nem sikerilt kopidkat kimu-
tatni. Szénamintéban természetes korllmények kozott keletkezett gombatdmeg
kvantifikdlasdt RT- PCR-rel nagymértékben bizonytalanna teszi az a tény, hogy a DNS
kivonasarek modja a kitinbe zart micéliumsgjtbol, valamint a cellulozlignin

strukturdkbdl, alapvetoen befolyasolja az ugyanazon mintabdl el érheto kopiaszamot.
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A 48P szamu (kvarchomokkal dezintegralt penészes lucernaszéna, porfrakcio) és a 48R
szamu (ugyanennek rostfrakcioja) minta RT-PCR vizsgalatdban kapott log - kdpiasz:
mok (48P szamu minta: 11,721; 48R szamu minta: 11,491) hasonldsdga arra utalhat,
hogy a rostokra ranott micéliumtémeg ugyanolyan nagysagrendben tartalmaz penész-

gomba DNS-t, mint a vélhetoen tilnyomoan konidiumokat tartalmazé porfrakcio.

Széndk penészfertozottsegének megdllapitasara az AllFunTag RT-PCR modszer akal-
massaga, vagy ennek ellenkezoje akkor alapithatd meg, ha valamilyen, - eddig még
nem ismert (ton, - a széraz vegetativ anyaggal deszikkalt struktarabdl, a DNS teljes
kvanitativ kinyerése megoldhatéva vadik. A problémédn nem segitene a DNS
Osszmennyiségének meghatérozasa a feltart mintdban, mert a névényi sejtképletekbol
valészinuleg a teljes DNS tartalom nagyobb %a nyerheto ki, mint a gomba-eredetu
mikroképletekbol .

Egyéb megfigyelések:

A TKE adatok tsszehasonlitasakor — 1. mintasorozat: szecskazott szénak és a 2. minta-
sorozat drleménye — az drleményekbol két nagysagrenddel kisebb penészszamot tud-
tunk kimutatni. Ezt az elhalast az orlés folyaman keletkezo ho, tehét az érlemény felme-

legedése okozhatta.

Ebben a résztéméban egyuttmukodonk: Dr. Mayer Zsuzsanna, Bundesforschungsanstalt
fUr Erndhrung und Lebensmittel (BFEL) Institut fir Hygiene und Toxikologie, Haid-
und-Neuw-Str. 9. 76131 Karlsruhe, igazgatd: Prof. Dr. Wilhelm Holzapfel , témavezeto:
Dr. rer. nat. Priv. Doz. Rolf Geisen. Kdszonet egyuttmukodésiikért és segitségikeért.
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5. KOVETKEZTETESEK, JAVASLATOK

>Hazai szénamintédk feldolgozasa alapjan meghat&roztuk a penészfertozottség
terméktipikus értékét: ez 1 x 10° ami a minoségi osztalyokba sorolashoz, és a penész
TKE-hatarértékek meghatarozasahoz szikséges.

>A széndk penészflorgjaban, a toxinogének elofordul asa fliggetlen a penészfertozottseg

mértékétol.

> Penészek felszaporodésa széndkon elsosorban a betaroléskori viztartalomtdl, joval ke-
véshé atérolas tér eRH értékétol és még kevésbé a homeérséklettol fligg.

>Az erjedés termékek kozil a laktédt alig, mig az acetéd jelentosen gétolja mind a

terméktipikus szénafl éra, mind a toxinogén Aspergillus parasiticus fel szaporodasét.

>A takarmanyok penésszamanak meghatérozasasra eloirt MSz SO 7954 szabvanytal g

szdlastakarmanyok vizsgalatara nem alkalmas, mert az esetek mintegy felében a Mucor
tulnévése, mind a TKE leolvasasat, mind a toxinogén telepek felismerését meghiusitja.
Széndk mikolégiai vizsgdatéra a Mucorales elnyomasa, a kiel égito telepntvekedés és a
szines képletek elbirdhatosdga szempontjabdl, az MSz SO 7954 szabvanyosszetétel

Dichloran inhibitor kiegészitéssel ganlhato.

>Szénak penészfertozottsegének tgékoztatd mikroszkdpos értékelésére agarmétrixos
Rose Bengal differencidl-festési djarast dolgoztunk ki.

>A b-D-fruktofurazonidéz (invertdz) enzimprodukciosteszt - szénamintak esetében -
csak harom terméktipikus genus esetében ad jelentos reakcidt eltéroen a gabonak
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toxinogén raktéri genusaital.

>RT-PCR-rel az AllFun-Tagq penészspecifikus primer segitségével kapott kopiaszam
és a tenyésztéses (szabvany) modszerrel meghatarozott TKE kdzott az elovizsgalatban
nem talaltunk Osszefliggést, ezért az eljaras széndk vizsgdlatara, ez ido szerint nem
ajanlhato.
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6. OSSZEFOGLALAS, SUMMARY

OSSZEFOGLALAS

Hazai széndk penészfertozottségének vizsgalata és a vizsgalati mdodszer ek
fejlesztése

Takarmanyozasi gyakorlatunkra jellemzo, hogy a termelolizemek igyekeznek gondosan
betartani az egyes dlatfgjok, korcsoportok, illetve a kilénbdzo hasznositésok szerint
meghatarozott taplaldanyag, ill. energianormakat. A gazdasadgok nagy része azonban,
még csak részben foglakozik takarmany-egészsegugyi kérdésekkel, takarmany-
higiénidval, aminek egyik oka, hogy a takarményok mikrobiol6giai minositése hianyos
és kevés illetve nincsenek hivatalos hatarértékek.

Altaldban megdllapithatd, hogy az lizemekben kevés a jo minoségu széna. Ezt a megél-
lapitast igazoljdk a taplaldanyagtartalomra vonatkozO vizsgdlati eredmények és a
szenzorikusan megdllapitott penészesség. Sgjnos a penészgombak jelenlétére, ez idéig,
csak a killemi vizsgdlat hivjafel afigyelmet. A szemestermények esetében a mikol 6gi-
ai vizsgdlat szerves része a takarmany minoségmeghatarozésanak. Ismertek a gaboré
kon élo gombafagjok, a toxinogen fajok jelenléte, és meghatéroztak a penészszam hatar-
értéket is. Mivel a szénafélék mikologial jellemzoi, mind a fléra Gsszetételében, mind a
penészszam nagysagrendjében eltérnek a szemesektol és egyéb takarmanyoktdl, és mi-
vel nem fektetlink kello hangsllyt a szénak laboratoriumi vizsgdlatara, a széndk egész-
s&ges mivolta gyakran kétséges.

Az irodalmi attekintésben a szl astakarmanyok mikrobiolégiai vizsgalati médszereit és
minositését hasonlitottam dssze itthon és kilfoldon. Roviden attekintettem a széndk mi-
nosegét befolyasol 6 tényezoket. Ezt kovetoen a széndkon éo penészgombékat és toxin
jaikat mutattam be. Ezt kdvette a penészgombak tdmeges fel szaporodasaért felelos fizi-
kai éskémial tényezok hatasait értékelo irrodalom bemutatasa. Végul a penészvizsgalati
modszerek témakorében készitett munkak kozil ismertettem az altalam fellelteket.
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Dolgozatomban Osszefoglaltam a szdlastakarmanyok mikologiai vizsgdlatéval, és a
vizsgdlati modszerek fejlesztéséreill. a szllas takarmanyokra adaptédl ésara val O torekvé-

seimmel kapcsolatos eredményeket.

Elsodleges célom volt kiindul6 vizsgdatként a hazai szénak mikologiai felmérése. A
természetes korilmények kozott taldlhatd penészszambdl, és a penészflora dsszetételé-
bol, kdvetkeztetést vontam le a szénak un. termektipikus penészszaméra és floradsszeté-
telére. A felméro munkank sordn begyujtott széndk leggyakrabban 10°, azaz szézezres
nagysagrendu penészszamot tartalmaztak grammonként. Ez adapjan a széndk
terméktipikus penészszadmanak, ezen csoport felso értékét tekinthetjuk, azaz 1 x 10°-t.
Megallapitottam, hogy a toxinogén fajok elofordulasa az Osszpenészszammal nincs
Osszefliggéshen. A széndk botanikai Osszetétele és a TKE értékek kozott szintén nem

taldtam Osszefliggést.

E mellett, laboratriumi korlilmények kozott is vizsgditam a szénak penészesedését. Ki-
sérletek alapjan alapitottam meg, hogy a széna betakaritasakor az egyes tényezok kozul
melyik felelos leginkdbb a penészedésért, vagyis a terméktipikus mikofléra gradéci 6j&
ért. Az erjedés soran keletkezo savak hatasat vizsgdltam a lekaszalt zoldndvényen élo

penészek novekedésére.

Megadllapithatd, hogy a penészgombadk ndvekedését a szénakon, az €lso 8 nap alatt, a
kaszélaskori és betakaritaskori nedvességtartalom hatarozza meg. A 8. nap utén, a pe-
nészgombak novekedése mar dontoen arelativ paratartalomtdl fligg.

A magasabb homérséklet a penészgombak ndvekedését nem gyorsitja jelentosen.

Az erjedési termékek kozil a laktét alig, mig az acetét teljesen gétolja a penészgombék
felszaporodasat.

A szemestakarmanyok mikolégiai vizsgdlata soran bevalt modszerek gyakran nem mu
kodtek jOl a szénaminték vizsgalatakor. Mivel a mikrobiol6giai minosités alapja a pon
tos, megbizhatd és gyors modszer, célom volt a takarmanyvizsgdati modszerek olyan

tovabbfejlesztése, amellyel a széndk mikoldgiai vizsgdlata is problémamentes |ehet.
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— inhibitorral kiegészitett, a telepek alaktani elbiralasara alkalmasabb tal gj 6ssze-
tételt kisérleteztem ki. Az eredmények aapjan, az MSz 1SO 7954 szabvanytag,
dichloran inhibitor kiegészitéssel gjanlhatod széndk penészfertozottsegének vizsgalatéra.

— az abraktakarmanyok Aspergillus fertozottségenek kimutatésara kifejlesztett
Aspergillus-invertaz teszt akamassdgét vizsgdtam a szénak penészfertozéttségenek
jelzésére. A széndkon élo penészgomba fajok kdzll csupan harom genus esetében kap-
tunk pozitiv reakciot. Mivel ezek a fgjok nem tartoznak a ,veszélyes’ toxinogenek ko-
zé, az invertaz teszt nem tekintheto hasznahatonak szénak penészfertozottsegenek

gyors megallapitasara.

— mikroszkopos vizsgaat kapcsan kisérletet tettem olyan szelektiv festési méd-
szer kidolgozasara, amely Utjan a penész eredetu képletek a széna szuszpenzidban elo-
fordul6 méas novényi és dlati eredetu mikrokeépletektol konnyen megkuldnbdztethetok
és szamlahatdk is. Kidolgoztunk egy un. agarmatrixos Rose Bengal differencid-festési
eljarast, amely alkalmas archivahatd preparatumok készitésére. A differencia festés, és
a felvitt folyadékmennyiség ismeretében, a penészfertozéttseg mértékére jellemzo spo-
raszam/gramm szamithato ki, amely a TKE-vel szoros kapcsolatban van, méasrészt a té-
tel elodletére nézve is jelzoértéku.

— a penészkimutatés vizsgdlati idejének lerdviditésének reményében megvizsgal-
tam azt, hogy a penészDNS kinyerése és RT-PCR modszer az All-funTaq
gombaspecifikus primerrel mennyiben fut egyltt a takarmanyvizsgdatban altalanosan
autentikusnak elfogadott élocsirdés TKE meghatérozassal. A szénamintak mikolOgiai
alapotat, az AllFunTaq primerrel mért gomba 18S rDNS kopiaszam meég tendenciasz-
ruen sem jelzi az organol eptikus minoséghez és az autentikusnak tekintett TKE- hez ké-
pest. Problémat okoz a gomba eredetu DNS kinyerése is. Tovabbi metodikai fejleszté-
sek nélkdl, a PCR technika egyenlore szénak vizsgéatara nem ajénlhato.
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SUMMARY

Investigation on the mould contamination of haysin Hungary and developmen

of methods for itsevaluation

In order to attain optimal production level of farm animals, it is indispensable to supply
the animals with forages rich in nutrients in intact, undamaged microbiological condi-

tion.

In generd, the qualification of raw-materias for forages covers the following groups of
characteristics:

1) Nutrient-content (can be calculated on the basis of chemica anaysis. as digestible-,
available-, net-, macro- and micro-components).

2) Undesirable substances (prohibited substances), toxic agents (of environmental ori-
gin, from processing), heavy metals, toxic chemicals, mycotoxins.

3) Factors causing deterioration of quality: such as microbiological conditions, ny-
cotoxins, lipide oxidation.

In the process of official Hungarian microbiological feed evaluation, parameters for ex-
amination, typical values and limit values (at the time of compiling the dissertation) are
stipulated by Appendix 2. 44/2003. (1V. 26) FVM (Ministry of Agriculture and Rural
Development) decree. A major shortcoming of this decree is that it does not cover
mould and yeast numbers and does not set limit values. Similarly, it ignores the qualifi-
cation of roughages and forages.

In Hungarian practice hay have been classified exclusively according to their nutrient
values (Tabulated data in Hungarian Feed Codex 11.) so far. An objective system of
qualification and related classification in terms of organoleptic properties (colour, smell,
stem length, consistency) and primarily of the signs of microbiological decay have not
been established.

If hays are qualified on the basis of their nutrient content exclusively and their microbi-
ological properties are ignored, one can easily get miseading results in terms of their
practical use.

113



The above mentioned situation served as the baseline for my research and objectives:

- to characterize the mould flora of Hungarian hays, to evaluate the quantified level
of moulding in comparison to common sensory assessment. The goal of this examina
tion was to identify the most frequent product typical flora elements and the product
typical mould count (CFU) of average quality, and also to define the average (typical)
quality in microbiological terms. The most frequent mould count in hays was 10°
(27.6%), 10° (25%) and 10* (23.6%) /g. while 15.7% of the samples had the magnitude
of 10”. Extremely high mould count of 10® occurred in 5.2%. The mathematical average
of CFU counts was exactly 1.987 x 107, which value did not reflect the typical (most
common) mould count. Therefore the mathematical average is not suitable for the defi-
nition of typical contamination in hays.

On the basis of processed hay samples from Hungary we determined the product typical
value of mould contamination: thisis 1 x 10°. Thisis indispensable for classification by

quality classes and for the determination of the CFU limit values for moulds.

- to assess the toxicological risks of moulds on hay. Mould flora was evaluated as
regarding the occurrence of toxic generain 60 samples. Out of them, Aspergillus spe-
cieswere found in 23 (38.3%) samples. 22 samples showed CFU values exceeding
Pafy’slimit of I11. class.

Penicillium species were detected in from 26 samples (43.3%). 24 samples were above,
2 samples were below the above limit. Fusarium species were detected in 23 samples
(38.3%) and al their mould numbers exceeded the limit value. Therefore, in the sample
evaluated to be “good” on the basis of the CFU values Penicillium or/and Aspergillus
were found.

It can be concluded that the occurrence of toxinogens was not related to total mould

count above or below the limit value.

- to investigate the effects of certain factors in processing on the propagation of
moulds. The propagation kinetics of product typical mould flora was studied in mois-
ture chambers of constant water activity., on grass samples of different water content
(17.65, 37.5, 52.64%) at different relative humidity levels (75, 84, 95, 100%) and tem-
peratures (15, 25°C). It can be concluded that the growth of mould fungi on hay is de-
termined by the moisture content at cutting and harvest during the first 8 days of stor-

114



age. After day 8. the growth of mould fungi is depending on relative humidity of the
atmosphere of the storage primarily. Higher temperature does not accelerate the growth
of mould fungi considerably. Regarding the practical importance of haylage and the oc-
currence of secondary moulding after its release from storage, was examineted the -
fects of acids and pH, which originate during fermentation, on the secondary aerobe
propagation in product typical mould flora. As fermentation products, lactate fails to
inhibit both the propagation of product-typical hay flora and toxinogenic Aspergillus

parasiticus, while acetate inhibits them significantly.

- to adapt and develop experimental methods, adjusted to the special properties of
hays.

- MSz 1SO 7954, specified for the mould count determination of feed, is not suitable for
forages as standard medium, since in about 50% of the cases the overgrowth of Mucor
disturbs both the counting of CFU values and the recognition of toxinogenic colonies.
MSz 1SO 7954 standard composition with Dichlorane supplementation can be recom:
mended for the mycological examination of hays with Mucorales suppression, satisfac-
tory colony growth and well observable colors of the colonies.

- Selective staining method with Rose-Bengal in agar matrix was developed for the in-
formative microscopic evaluation of mould contamination in hays.

- The -D-fructofurazonidase (invertase) test for enzyme production, in the case of hays,
shows a significant reaction in only three product-typical genera, unlike to toxinogenic
genera of storage specific mouldsin corns.

- No correlation has been found between the copy number obtained with RT-PCR, All-
Fun-Tag mould specific primer and the CFU determined by the standard method of cul-
tivation.

As yet, this method can not be recommended as routine method of evaluation of hays.
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7. MELLEKLET

7.1. Fogalom meghatar ozasok

Gradécio (mikréba-, penész,): bizonyos terméktipikus flora-csoport vagy floraglem ro-
hamos nagytdmegu felszaporodésa kedvezo kornyezeti feltételek esetén

Mikofldéra: a takarmanyon/ban élo és szaporodd eukariéta mikrobak (penészgombdk,
élesztok) Osszessége

Propagulum: az éetképes penészsporadk, és eltdredezett, de tovabbnovekedésre képes
hifa részek tsszessége.

Széna: széritassal konzervalt zoldtakarmany

Terméktipikus mikoflora: a termék — esetiinkben széna — botanikai szarmazasara,

fenofézisara, a tartésitas korilményeire és maédjara jellemzo mikroorganiozmusok
(penészek és élesztok) fajainak tsszessege (LUFA)
Terméktipikus penészszadm: (tenyésztéses eljarassal meghatérozott telepképzo egysegek,

TKE szama a mintatbmeg grammjara vonatkoztatva) (LUFA)

TKE, (CFU): a mintdban tenyésztéses modszerrel kimutatott telepképzo egységek
(TKE), azaz az értékelt agarlemezeken ténylegesen megszamlalt telepeknek a minta
egy bizonyos témegegységére vonatkoztatott szama. (Colony Forming Unit = CFU)
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7.2. Kiegészito tablazatok, leir dsok

11. tébldzat A széna fobb terméktipikus penészfajainak invertdztermel o képessege
(1g glukdz / ml tenyészkdzeg, két parhuzamos tenyészcsoben, 10 fol6tt pozitiv)

Penészfaj 24 6ra 48 Ora 72 0ra
Alternaria 13/16 245* | 269* 290* / 296*
Cladosporium 10/10 15/15 157* | 44
Fusarium 1/0 0/0 2/2
Nigrospora 92/95 171/174 274 269
Trichoderma 717 0/2 5/5
Trichothecium 0/0 0/0 0/0
Vak (kontroll) 0 0 0

(* szemmd lathato micélium a tenyészkbzegben)

A DNS kivonasa ésizolaldsa a szénamintakbdl (kiegészito leirds a 3.8. fejezethez)

Az elso mintasorozatbol (42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 sz. mintak) a DNS kivonast és
izoldlast, Mayer Zsuzsa, “Dneasy Plant Mini Kit’-tel (Quiagen, Hilden, Germany) \é
gezte a kovetkezo | épésekben:

1. 100 mg mintaanyagot folyékony nitrogénkdzegberben, mozsarban el dorzsol iink
2. akit AP1 pufferjdbdl 1200 pl-t adunk hozza ezutén 4 pl RNase A-t adunk hozza
3. vortexelés

4. inkub@és 10 percig, 65 °C-on (kdzben 2-3-szor felrazés kézzel)

5. 390 pl AP2 puffert adunk hozza

6. ezutan 5 percig jég kozé helyezzik

7. centrifugdds, 5 perc, 13000 ford/perc

8. afellliszot a QI Ashredder oszlopra visszik fel

9. centrifugdlas, 2 perc, 13000 ford/perc

10. a gyujtocsobol, a fellilisz6t eppendorfba visszik &t (ca. 400 ul)

11. 1,5 térfogatnyi AP3/E puffert adunk hozza, majd a pipettaval azonnal felkeverjik
12. amintafelé Dneasy Mini oszlopra pipettdzzuk

13. centrifugdlds, 1 perc, 8000 ford/perc, az atfolyot el ontjik

14. aminta méasik felét Dneasy Mini oszlopra pipettdzzuk
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15. centrifugalas, 1 perc, 8000 ford/perc, a gyijtocsivet az &tfolyassal eldobjuk
16. az oszlopot Uj gyujtocsobe helyezziik

17. 500ul AW puffert adunk hozza

18. centrifugdl s, 1 perc, 8000 ford/perc, az étfolyast el ontjik
19. 500ul AW puffert adunk hozza

20. centrifugdlas, 2 perc, 13000 ford/perc, szaraz dlapotig
21. agyujtot az éfolyassal eldobjuk

22. Uj Eppendorf oszlopraillesztjik

23. 100 pl 65 °C-os AE puffert pipettazzuk az oszlopra

24. 5 percig inkubalés szobahomérsekleten

25. centrifugalas, 1 perc, 8000 ford/perc

26. 100 ul 65 °C-o0s AE puffert pipettdzzunk az oszlopra

27. 5 percig inkubal as szobahomérsékleten

28. centrifugdlas, 1 perc, 8000 ford/perc

29. mintat azonnal tovabbvinni vagy lefagyasztani

A masodik mintasorozatbol (42, 43, 45, 47, 48, 48r, kvarchomokka Fritsch
“Pulverisette” 02.102 tipust achat-mal omban dezintegralt) alkalmazott kivonas |épései:

1. 100 mg mintaanyagot folyékony nitrogénben mozsarban dorzsolink el
2. 800 pl AP1 puffert és 4 pl RNase A-t adunk hozza

3. vortexelés

4. 1 spatula a uminiumoxidot adunk hozza

5. 30 percig Eppendorf rézatoba allitjuk

6. inkubdas 10 percig, 65 °C-on (kbzben 2-3-szor felrazés kézzel)

7. 260 pl AP2 puffert adunk hozza

8. 5 percre jég kozé Alitjuk

9. centrifugd s, 5 percig, 13000 ford/perc

10. afellltszot a QI Ashredder oszlopra pipettazzuk

11. centrifugalas, 2 perc, 13000 ford/perc.

12. afelliluszét a gyujtocsobol Uj Eppendorfba visszik ét (ca. 400 pl)

13. 1,5 térfogatnyi AP3/E puffert adunk hozza és a pipettaval azonnal folkeverjik
14. amintafelé a Dneasy Mini oszlopra visszik at
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15. centrifugalas, 1 perc, 8000 ford/perc az atfolyot kiontjik
16. aminta mésik felét a Dneasy Mini oszlopra pipettazzuk
17. centrifugalas, 1 perc, 8000 ford/perc, a gyujtocsovet tartalmaval eldobjuk
18. az oszlopot Uj gyujtocsobe alitjuk

19. 500ul AW puffert adunk hozza

20. centrifugdl s, 1 perc, 8000 ford/perc, az atfolyast elontjuk
21. 500ul AW puffert adunk hozza

22. centrifugdlas, 2 perc, 13000 ford/perc, a szaraz dlapotig
23. agyujtocsovet az atfolyt anyaggal eldobjuk

24. az oszlopot Uj Eppendorfba helyezzik

25. 100 pul 65 °C-os AE puffert az oszlopra pipettazzuk

26. 5 percig inkubalés szobahomérsekleten

27. centrifugalas, 1 perc, 8000 ford/perc

28. 100 ul 65 °C-o0s AE puffert az oszlopra pi pettazzuk

29. 5 percig inkubal s szobahomeérsékleten

30. centrifugdlas, 1 perc, 8000 ford/perc

31. mintat azonnal tovabbvinni vagy |efagyasztani

Az utolsd mosas |1épés utan a DNS eludasat 130 pl desztillalt vizzel hajtjuk végre. Az
igy kapott DNS oldat 1 pl-ét haszndljuk a Real-Time PCR reakciokban.
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