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1. A DOKTORI ERTEKEZES ELOZMENYEI ES CELKITUZESEI

Az egyes gombak altal termelt mikotoxinok emberre €s allatra egyarant veszélyesek, az
¢lelmiszerben ¢és takarméanyban torténd eldfordulasuk miatt biologiai veszélyt
jelentenek. A mikotoxinok az élelmiszerlanc minden 1épésénél megtalalhatok, képesek
athaladni a taplalékpiramis kiilonb6zo szintjein. A mikotoxinok bekeriilése az
¢lelmiszerlancba egyszerli: a gabonafélék révén direkt modon, és kozvetve is kertil
mikotoxin az emberi szervezetbe (1. abra). Negativ hatiasaik a mez6gazdasagi
haszonndvény alapt termékek fogyasztasaval, illetve a mikotoxinnal szennyezett allati
takarmany révén, és az allati termékek fogyasztdsaval kozvetitve az emberben
kozvetleniil kimutathatok. A mikotoxinnal szennyezett allati eredetii ételek, az aflatoxin
M1 (AFM1) tartalmu tej és tejtermék, €s a husban felhalmozodott ochratoxin A (OTA)

az emberi szervezet egészségét veszélyeztetik.

Nivény fertozadése penészgombaval

| 2 |

Mikotoxinnal szennyezett Mikotoxinnal szennyvezett
nivényi élelmiszer takarminy 5.
-

l

Mikotoxin felhalmozadas a
haszonallat szdveteiben, vérében

|

Mikotoxinok az Mikotoxinnal

G b |t

L[/
. szennyezett allati A
emberiszervezetben 4 y .

eredetii élelmiszer

1. abra Mikotoxinok az élelmiszerlancban (sajat szerkesztés)

A doktori értekezésem célja, hogy kiemelje a biologiai detoxifikacio értékét, a

baktériumok hasznosithatésagat ezekben a folyamatokban.
Dolgozatomban célul tiiztem ki magam elé:

-a  fermentalt takarmanyok mikrobiologiai 4llapotanak (6ssz mikrobaszam,
tejsavbaktérium (LAB), penészgomba, és mezofil szulfitredukalo Clostridium szam)
meghatéarozasa,

-a fermentalt takarmanyok mikotoxin szennyezettségének kimutatasa HPLC (High
Performance Liquid Chromatography, nagynyomasi folyadékkromatografia)

modszerrel,



-magas mikotoxin rezisztenciaval, és eliminacidval rendelkezé baktériumok izolalasat,
jellemzését,

-izolalt baktériumok 16S rRNS alapt, és MALDI-TOF MS (matrix-assisted laser
desorption ionization coupled to time-of-flight mass spectrometry, matrixszal segitett
lézer deszorpcids ionizacidval kapcsolt tomegspektrometria) modszerrel torténd
azonositasat,

-silotakarméany ¢és tejipari eredetli organizmusok (€16, és bakteridlis sejtfrakciok)
mikotoxin eliminaciés képességének vizsgalatat HPLC és ELISA (enzyme linked
immunosorbent assay, enzimmel kapcsolt immunszorbens vizsgalat) moédszerrel, a
lehetséges jovobeli alkalmazas szepontjabol,

-altalam begylijtott kukorica ndvénybdl szilazs készitését, mikotoxin eliminacid

tesztelése céljabol.

2. ANYAG ES MODSZER

2.1. Felhasznalt anyagok

A vizsgalt erjesztett takarmanymintak az alabbiak voltak: kukorica szilazs, rozs szildzs,
rozs szenazs, lucerna szildzs, lucerna szenazs, tritikalé szenazs (2019-2020-ban
Magyarorszagon, Hajdu-Bihar varmegye tejelé szarvasmarha telepeirél), (Adacsi és
mtsai, 2022a).

A nyerstej mintdk random kiilonbozd telepekrdl szarmaztak. 100 ml nyerstej kertilt
begytijtésre a tartalykocsikrol az Alfoldi Tej Kft. (Debrecen) atvevo helyén. A tejmintak

beszallitasa hiitve tortént.

A Lactiplantibacillus plantarum NCAIM B01074 torzset a Mezdgazdasagi és Ipari
Mikroorganizmusok Nemzeti Gyiijteménye (MATE Elelmiszertudomanyi  és

Technolodgiai Intézet) biztositotta.

A Lactococcus lactis ssp. lactis R703, Bifidobacterium animalis ssp. lactis BB12, L.
paracasei ssp. paracasei 431 (Chr. Hansen A/S, Dania) torzseket MRS taplevesben
(Scharlau, Németorszag) tenyésztettem 24 o6ran at 30 °C-on. A baktériumtenyészeteket
6100 g-n (centripetalis gyorsulds) 10 percig (4 °C) steril koriilmények kozott
centrifugaltam, hogy eltavolitsam a feliiliszot. Az Osszegyijtott biomasszat PBS-sel

(phosphate-buffered saline; foszfat-pufferelt sdoldat) (Sigma-Aldrich) atmostam, és 100



pl-es aliquot részekben Eppendorf-csovekbe osztottam a kezelésekhez. A

sejtkoncentracio 10° TKE/ml volt. Az aliquot részeket -18°C-on taroltam.

Az in vitro szilazskészitéshez felhasznalt kukorica névény a DE MEK Bemutatokertben
termesztett Sy Orpheus kukorica volt, a termesztésében a DE MEK Precizios

Novénytermesztési Kutatas-fejlesztési Szolgaltaté Kdzpont segitett.

2.2. Mikrobiolégiai analizis

100 g szildzs mintat steril homogenizald6 Stomacher zsadkokban, 1:9 aranyban
szuszpendaltam pufferolt peptonvizben (BPW) (Scharlab, Barcelona, Spanyolorszag),
¢s Stomacher homogenizatorral (IUL Instruments, Barcelona, Spanyolorszag)

homogenizaltam. Majd a szuszpenziokbol tovabbi decimalis higitasokat készitettem.

A teljes mikrobaszamot Plate Count Agar (PCA) (Scharlab, Barcelona, Spanyolorszag)
taptalajon hataroztam meg lemezontéses modszerrel, mélyontéses eljarassal. Az
inkubalas 30 °C -on 3 napig, acrob vagy anaerob koriilmények kozott (ISO 4833-1:
2013) tortént. Az anaerob tér biztositasdhoz Oxoid™ AnaeroGen™ 2.5 L tasakot

(Thermo Scientific™) anaerob edényben (Anaerocult, Merck) hasznaltam.

A LAB-ok szamat De Mann-Rogosa-Sharp (MRS) agar (Scharlab) lemezeken
hataroztam meg feliileti szélesztéses modszerrel, €s inkubaltam a lemezeket 30 °C-on

anaerob koriilmények kozott, 3 napig.

A penészgombakat feliileti szélesztéses modszerrel hatdroztam meg kloramfenikol-
gliikéz -agar (CGA) (Scharlab) taptalajon, amelyet 25 °C -on inkubdaltam &6t napon

keresztiil.

A szulfatredukalo Clostridium szamot Vas-Szulfit-Agar (Scharlab) taptalajon
hataroztam meg mélyontéses eljarassal. A szilard tapkozeget 37 °C -on 3 napig anaerob

modon inkubaltam.

2.3. Mikotoxin kimutatas
2.3.1. Mikotoxin kimutatas HPLC maddszerrel

A HPLC mérésekhez Biopure mikotoxin standard oldatokat (Romer Labs, Tulin,
Ausztria) alkalmaztam megfeleld higitasban. A mintak el6készitése VICAM (Waters)

tortént, némi modositassal.



A DON HPLC kimutatasat Hitachi Elit LaChrom HPLC (San Jose, CA, USA)
késziiléken végeztem. Phenomenex (Torrance, CA, USA) RP-C18 oszlopot (125x4 mm,
5 um) hasznaltam, diddasoros (DAD) detektorral detektaltam UV 218 nm-en acetonitril:
viz (10:90) eluenssel.

A DON mikotoxin eliminaciés vizsgdlatndl a dezoxinivalenol méréshez a sziirt
feliiluszo mintakat mértem.

A DON szilazsbol torténd kimutatasdhoz 12,5 g szaritott mintat homogenizaltam 2,5 g
polietilén glikollal (VWR International Kft., Magyarorszag) ¢s 50 ml desztillalt vizzel,
nagy sebességli keverés kozben. Szlrés utan 1 ml kivonatot t6ltottem a DON
immunaffinitas oszlopra (VICAM DONtest HPLC oszlop, Weber Consulting Kft.). Az
oszlopot egymds utdn 5 ml desztillalt vizzel és 5 ml metanollal mostam, hogy az
oszloprol a toxint elualni tudjam. A metanolt Rotadest-en (Biichi) parologtattam el a
mintakbol.

Az AF és az OTA HPLC kimutatdsat Dionex Ultimate 3000 (Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA) berendezéssel (Adacsi és mtsai, 2022a) végeztem. Az AF
kimutatasahoz Phenomenex (Torrance, CA, USA) RP-C18 oszlopot (150 x 4.6 mm, 5
um) hasznaltam, Romer UV szarmazékképzo egységgel (Romer Labs Ltd., Tulln,
Austria), és fluoreszcencia detektorral (ex360 nm, em440 nm), metanol: viz (45:55)
eluenssel. Az OTA kimutatasahoz Phenomenex RP-C18 oszlopot (150*4,6 mm, 5 pum)
hasznaltam fluoreszcencia detektorral, (ex360 nm, em440 nm), acetonitril: 0,012 M Na-
foszfat pH 7,5 (60:40) eluenssel.

Az AFB1 mikotoxin eliminécids vizsgalatnal a metanollal 1:1 ardnyban kevert, nagy
sebeséggel vortexelt mintdt mértem.

Az AF és az OTA szilazsbol torténd kimutatasahoz 25 g szaritott mintat 2,5 g natrium-
kloriddal (VWR) és 50 ml 80% -0s metanollal (HPLC, Sigma-Aldrich) nagy sebességii
keverés kozben homogenizaltam. Az extraktumot 1:4 aranyban higitottam desztillalt
vizzel. A higitott kivonatot lesziirtem, és 10 ml-t az AF immunaffinitds oszlopra
(VICAM AflaTest HPLC oszlopok, Weber Consulting Kft.) vagy az ochratoxin
immunaffinitas oszlopra (VICAM OchraTest WB HPLC oszlop, Weber Consulting
Kft.) toltottem. Az oszlopot 10 ml desztillalt vizzel mostam, és a toxint 5 ml metanollal

elualtam.

A ZEA HPLC kimutatasat Dionex Ultimate 3000 (Thermo Scientific) berendezéssel
(Adacsi és mstai, 2022b) szerint végeztem. Phenomenex (Torrance, CA, USA) RP-C18



oszlopot (150 x 4,6 mm, 5 um) fluoreszcencia detektorral (ex274 nm, em440 nm)
hasznaltam, acetonitril-viz-metanol (46: 46:8) eluenssel.

A ZEA-nak kitett mintakban a feliiliszok és a pellett mikottoxintartalmat is
megmértem. A feliiliszokat metanollal kezeltem 1:1 aranyban, és nagy sebességgel
vortexeltem. A pellet adszorbealt ZEA-t acetonitril-viz-metanol (46:46:8) keverékkel
extrahaltam ZearalaTestTM (VICAM, Watertown, USA).

A ZEA HPLC méréséhez 20 g szaritott mintat homogenizaltam 2 g natrium-kloriddal
(VWR, Magyarorszag) és 50 ml 90% -os acetonitrillel (HPLC, Sigma-Aldrich), nagy
sebességli keverés kdzben. Az extraktumot 1:4 aranyban higitottam desztillalt vizzel. A
higitott kivonatot leszlirtem, és 10 ml-t a ZEA immunaffinitds oszlopra toltSttem
(VICAM ZearalaTest WB HPLC oszlop, Weber Consulting Kft.). Az oszlopot 10 ml

desztillalt vizzel mostam, és a toxint 5 ml metanollal elualtam.

Az alkalmazott HPLC-moddszerek teljesitményét, LOD értékét, linearis tartomanyat és
mikotoxinokkal torténé szennyezésével hataroztam meg (n = 8). A linearis
tartomanyokat 300 pg/kg-ig talaltam az AFBI1 és az OTA esetében, mig a DON és a
ZEA esetében 50 mg/kg-ig terjedd linearitast mutattam ki. A relativ szorast a varidcios

egyiitthato abszolut értékeként szamitottam ki, és minden esetben 10% alatt talaltam.

2.3.2. Mikotoxin kimutatas ELISA rendszerben

Az AFM1 kimutatésat direkt kompetitiv ELISA segitségével hajtottam végre (Aflatoxin
M1 High Sensitivity ELISA; Romer Labs, Tulln, Ausztria). A referencia sort és a
zsirtalanitott tejet a mikrotiter lemez véjataiba pipettaztam. Ezt kovetden 45 perces
inkubalds kovetkezett. Az inkubdlasi 1d6 leteltével, eltavolitottam a lyukakbdl a
folyadékot, és Wash Solution Pufferrel mostam. Majd az Aflatoxin M1 High Sensitivity
Conjugate (M1 Antitest) felvitele tortént. 15 perces inkubalasi id6 elteltével, Gjabb
mosasi 1épések utdn, az M1 szubsztrat felvitele kovetkezett. Ezutan Gjabb 15 perces
inkubalast kovetden, mar nem végeztem mosast, hanem Stop Solution hozzaadasa
kovetkezett, igy leallitottam az enzimreakciot. Ezt kdvetdéen Synergy HTX Multimode
Reader (BioTek) segitségével 450 nm-en mértem a mintakat (n = 4, CV% < 5%).



2.4. Baktériumtorzsek izolalasa, majd MALDI-TOF MS és 16S rRNS alapu
azonositasa

31 baktérium izolatumot gy(jtéttem erjesztett takarmany mintakrol. A teljes
mikrobaszam (PCA), valamint a LAB szam (MRS agar) meghatarozasanal hasznalt
lemezekrdl egyedi telepek kioltasa, majd ujraoltasa tortént, tiszta tenyészet létrehozasa
céljabol. Az izolatumokat -76 °C -on taroltam glicerolban, ¢s gyongyon (Cryoinstant
Blue 50 Cryotubes Preservation system, VWR). Az izolatumokat MRS (Scharlab),
illetve Nutrient Broth (Scharlab, Barcelona, Spain) taplevesben vizsgaltam a
tovabbiakban.

Az izolalt baktériumokat MALDI-TOF MS (Microflex LT, Bruker Daltonik GmbH,
Németorszag) segitségével Zudorné dr. Dombradi Zsuzsanna Rita (Debreceni Egyetem,
DE Klinikai Kozpont (DEKK), Egészségiigyi Szolgaltatdé Egységek, Diagnosztikai
Egységek, Orvosi Mikrobiologia) azonositotta. Egyedi telepeket elemeztiink a Biotyper
3.0 szoftverrel (Bruker Daltonik GmbH, Németorszag) és annak 3.1.2 verzidju

referenciakonyvtaraval.

A genomi DNS izolédlasara alkalmazott DNS extrakcids protokoll (Wilson, 2001) a
kovetkezd wvolt: 16 oras tenyészetbdl 200 pl-t Osszekevertem 1000 pl CTAB
(Biochemica) lizis pufferrel {2% w/v Cetrimonium bromid CTAB, 1,4 M NaCl, 100
mM Tris/HCI, 20 mM EDTA, pH 8,0} (Applichem GmbH, Darmstadt, Németorszag),
majd 30 percig, 65 °C-on inkubaltam. Ezt kovetden a mintat 2 ml-es Lysing Matrix B
(MP Biomedicals Germany GmbH, Schwege, Németorszag) feltarocsovekbe tettem. A
gyongy alapu lizist 20 masodpercig, 4000 g-n (centripetalis gyorsulds) fordulatszamon,
Precellys 24 homogenizaloval (Peqlab Biotechnologie Gmbh, Erlangen, Németorszag)
végeztem, majd 10 perc 18600 g (centripetalis gyorsulas) centrifugalas kovetkezett. 600
ul feliiluszohoz 240 pl kloroformot adtam, 30 masodpercig kevertem, 20 percig
centrifugaltam, 18600 g (centripetalis gyorsulds) alkalmazasaval. 400 pl felsé vizes
fazist 400 ul izo-propanollal kevertem, majd 10 percig 18600 g (centripetalis gyorsulas)
alkalmazésaval centrifugaltam. A feliiliszo ledntését kovetden 500 pl 70% etanolt
adtam hozza, majd 10 percig 18600 g (centripetalis gyorsulds) alkalmazasaval
centrifugaltam. A feliilisz6 ledntését kovetden 2 perc 18600 g (centripetalis gyorsulas)
centrifugalds kovetkezett, és a csé aljan Osszegylilt folyadékot kisméretli pipettaval
eltdvolitottam, és a pelletet szobahOmérsékleten szaradni hagytam. A szaraz DNS

pelletet 500 pl steril vizben szuszpendaltam.
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A DNS tisztitasi protokoll soran a DNS-kivonatot Amicon Ultra membranon (Merck
Millipore, Darmstadt, Németorszag) tisztitottam meg. Az Amicon Ultra sziirdeszkozbe
500 pl genomi DNS kivonatot pipettaztam, majd 10 percig 18600 g (centripetalis
gyorsulas) alkalmazaséaval centrifugaltam. Mosasi [épésként 480 pul vizet adtam hozza és
10 perc, 18600 g (centripetélis gyorsulds) centrifugalés kovetkezett. Az Amicon Ultra
szlirdeszkozt megforditva egy tiszta mikrocentrifuga csébe helyezve, 2 perc1000 g-n
(centripetalis gyorsulas) tortént a centrifugalas, majd a koncentralt minta atkeriilt az
eszkozbdl a csébe. 20 ul vizzel feltoltve megkaptam a tisztitott DNS kivonatot, amit 4

°C hémérsékleten taroltam.

A PCR reakciot iProof High-Fidelity PCR Kit-el (BIO-RAD Ltd., Hercules, CA, USA
Litvania) végeztem. A genomi DNS-t a polimeraz lancreakcido templatjaként
hasznaltam. A reakcidhoz 27F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) és 1492R (5'-
TACGGTTACCTTGTTACGACTT-3") primereket hasznaltam (Pradhan és Tamang,
2019). Steril PCR csovekbe 4 pl 5xiProof HF Buffer, 0,4 pl ANTP mix-et, 2 pl forward,
¢és 2 pl reverse primert, 1 pl DNS templatot, 10,4 pl desztillalt vizet, 0,2 pl iProof DNS
Polymerazt pipettaztam, igy a végsé térfogat 20 ul lett. A PCR-t 98 °C-on 3 percig
végeztem; ezt kovetden 98 °C-on 30 masodpercig, 54 °C-on 30 masodpercig, 72 °C-on
45 masodpercig 30 cikluson keresztiil és 72 °C-on 7 percig T100-as hécikluson (T100
Thermal Cycler, BIO-RAD Ltd., Litvania) tartottam.

A DNS tisztitasa Nucleo SpinGel and PCR Clean up Column (Macherey-Nagel, Diiren,
Németorszag) segitségével tortént a gyartd altal meghatarozott protokoll szerint. 0,8%-
os BIOLINE agar6z (Meridian Life Science, Memphis, Tennessee, USA) gélt ontdttem,
amely az aldbbiakat tartalmazza: 50x TAE puffer, desztillalt viz. A gél zsebeibe 10 pl
DNS mintat vittem fel. A lemért steril Eppendorf csébe beletettem a kivagott gél
darabot, majd lemértem. Minden 100 mg agar6z gélhez 200 ul puffer NTI-t adtam.
Majd a mintat inkubaltam 5-10 percig 50 °C-on. A Nucleo SpinGel and PCR Clean up
Column-be betoltéttem a mintat, 30 masodpercig 11000 ¢ fordulatszamon
centrifugaltam, majd az atfolyast eltavolitottam. Hozzaadtam 700 pl NT3 puffert az
oszlophoz, és centrifugaltam 30 masodpercig, 11000 g-n, majd az atfolyast kidobtam, és
megismételtem a mosasi Iépést. Centrifugaltam 1 percig 11000g fordulatszamon, majd
kidobtam az atfolyast, hogy eltavolitsam a puffer NT3-at. Majd az oszlopot egy uj
Eppendorf csébe helyeztem, 3x20 ul 70 °C-0s NE puffert tettem ra, 5 percig 70 °C-on



tartottam, ezt kovetden centrifugaltam 30-50 g fordulatszamon 1 percig, majd 11000 g

fordulatszamon 1 percig.

A PCR termékek szekvenalasat a BIOMI Kft. (G6dollo, Magyarorszag) végezte. A
szekvenciakat National Library of Medicine at the National Center for Biotechnological
Information (NCBI) nyujtottam be, OP183257-OP183263 nyilvantartasi szamon.

2.5. Baktériumok mikotoxin rezisztenciaja

Minden rezisztencia vizsgalathoz Biopure mikotoxin oldatokat (Romer Labs, Tulln,
Ausztria) alkalmaztam megfelel6 higitasban. Az izolatumokat LAB-ok esetében MRS
taplevesbe (Scharlab) mas baktériumok esetében Nutrient taplevesbe (Scharlab)
oltottam, és 16 oran at 30 °C-on inkubaltam, hogy exponencialis fazisu tenyészeteket
kapjak. Az 200 ul MRS taptalajjal vagy Nutrient Broth-val késziilt mikrotiterlemezt
oltottam, hogy kis siirliségii tenyészetet kapjak (0,1-0,2 OD g30nm). A tenyészetekhez
kiilonb6z6 koncentracidban mikotoxint adtam (AFM1: 0-1,47 pg/L; AFB1: 24-50-100
ug/L; OTA: 50-1000 pug/L; DON: 700 -1000 pg/L; ZEA: 100-200-500 pg/L). A
baktériumokat 24 o6raig inkubaltam a mikotoxinokkal 30 °C-on mikrotiterlemez-
leolvaséban (Synergy HTX Multimode Reader, BioTek), és az optikai denzitést
oranként leolvastam 630 nm-en intenziv razas utan (30 mp). A kezeletlen (mikotoxinok
nélkiili) tenyészetek novekedési gorbéjét Osszehasonlitottam a mikotoxinnal kezelt
tenyészetekkel (n = 4). A végs6 szazalékos értéket a 24. 6ras eredménybdl hataroztam
meg. A novekedési adatok elemzését Gen5 3.05 szoftverben dolgoztam fel (Bio-Tek) és

Microsoft Excel Analisis ToolPac Pearson’s t proba (p < 0,05) segitségével.

2.6. Bakterialis sejtfrakciok készitése

A baktériumtorzsekb6l eldallitott pelleteket kiilonboz6 vegyszerekkel kezeltem
(Niderkorn ¢és mtsai; 2009; Goh és mtsai, 2009), mely soran kiilonféle frakciokat
kaptam (1. tablazat).



1. tablazat: Kiilonbo6z6 kezelések, és az altaluk 1étrehozott

baktériumpreparatumok (Niderkorn és mtsai, 2009; Goh és mtsai, 2009)

Kezelés Preparatum

H,0 100 °C, 15 perc sejttormelék

2% wi/v natrium-dodecil-szulfat
(SDS) 100 °C, 15 perc
10% w/v triklorecetsav (TCA) peptidogliikan (PG)

sejtfal frakcio

100 °C, 15 perc frakcio
1 M LiCl
S-réteg fehérje
100 °C, 15 perc
1 M HCI 100 °C, 15 perc teicholsav frakcio

2.7. Baktériumok mikotoxin eliminacios képességének vizsgalata

A mikotoxinokat (BIOPURE, Romer Labs, Tulln, Ausztria) pufferelt PBS-el higitottam,
¢s az alabbi koncentraciokban adtam hozza az €16 baktériumsejtekhez, és a kiillonb6zo
baktériumpreparatumokhoz: AFB1-24 ng/l, AFM1-1,47 ng/l, DON-700 pg/l, ZEA-100
ng/l, OTA-1000 pg/l.

Minden mikotoxinnal kiegészitett mintait PBS-ben inkubaltam 1 o6rén at, 25 °C -on,
razatassal (6 g), ezt kovetden centrifugaltam (6100 g, 10 perc, 4 °C), a feliiluszokat
eltavolitottam, és HPLC-vel analizaltam, a 2.3.1. fejezetben leirtak szerint. Minden
vizsgélatot harom parhuzamosban végeztem, pozitiv (sejtek, vagy sejtfalfrakciok

nélkiil) és negativ (mikotoxin nélkiil) kontrollokat is alkalmaztam.

2.8. Eszteraz aktivitas

Castillo és munkatarsai (1999) modszere alapjan, a reakcioelegy 800 pl 50 mM Tris-
HCI puffert (pH 7.5), 100 ul p-nitrofenil butiratot (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA)
tartalmazott szubsztratként (8,1 mM acetonban), és a 100 pl lizalt (Precellys 24
Homogenizer, Peglab Biotechnologie Ltd., Erlangen, Németorszag) és PBS-el mosott
sejttormelék, vagy a hokezelt sejtfalfrakcié mintdkat. Az enzimaktivitast p-
nitrofenolként detektaltam 10 perc 37 °C-os inkubalas utan (346 nm). Az észteraz

aktivitast percenként felszabadulo p-nitrofenilben fejeztem Kki.
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2.9. Szilazs készités

A szecskazott nedves kukorica novényt 0,1 v/v% hangyasavval kezeltem, és Fusarium
mikotoxin tartalmu kukorica referencia minta (Quality Control Material Deoxynivalenol
in corn, Biopure, Quality Control Material Zearalenone in corn, BIOPURE, Romer
Labs, Tulln, Ausztria) bekeverésével a végkoncentraci6 0,7 mg/kg DON, és 0,01 mg/kg
ZEA lett. Beoltott torzsként Lactiplantibacillus plantarum NCAIM B01074 16 oras
tenyészete lett hasznalva. Osszesen négyféle dsszetételii szildzs lett készitve: kontroll,
mikotoxinnal szennyezett, mikotoxinnal szennyezett ¢s baktériummal beoltott, illetve
csak baktériummal beoltott. A kiilonboz6 0Osszetételii kukorica (nyersen ~350 @)
novényt milanyag dobozokban, légmentesen becsomagolva, szobahOmérsékleten, 4
hétig, folyamatos nyomads alatt tartottam. A fermentacié végén szarazanyag, pH, illosav

tartalom, és mikotoxin tartalom keriilt meghatarozasra.

2.10. Szaraztomeg meghatarozas

Az erjesztett takarménymintakat (kukorica, lucerna, rozs) vagy a kukoricdt harom
parhuzamosban szaritottam (60 °C+1 °C) szaritoszekrényben (UNS5, Memmert GmbH,
Németorszag). Szaritas elott €s utdn a mintak tomegét lemértem, amibol szaraztomeget
szamitottam (n = 3; a CV%, a variacios koefficiens < 10%). A variacios koefficiens a
forméaban kifejezve és megegyezik a relativ szorassal. RSD= 100*S/M, ahol az S a
standard devidcio, M a szdmtani atlag. A szaritas tomegallandosagig tortént (ISO 6496,

1999).

2.11. pH érték meghatirozas

Az elkésziilt szilazs mintak kipréselt levének pH mérése automata pH mérd

berendezéssel (pH1100L; VWR Interational Kft.) tortént (n = 3, CV% < 10%).

2.12. Tejsav- és illésav tartalom meghatarozasa

A szilazs mintdk tejsav tartalmanak meghatarozasa HPLC-DAD modszerrel tortént. 50
g szildzs mintat egy Erlenmeyer-lombikba mértem, majd 300 ml viz hozzdadéasa utan
parafilmmel lezartam, majd 4 °C-on taroltam. A minta szlirése redds szilir6papir, majd
0,45 pm-es Spartan fecskenddsziiré (Merck) segitségével tortént. A mintdhoz
Phenomenex (Torrance, CA, USA) RP-C18 oszlopot (125*4 mm, 5 pum) DAD

detektorral hasznaltam UV 218 nm-en, acetonitril: viz (10:90) eluenssel.

11



Az illbésav tartalom meghatarozasahoz 50 g szildzs mintat egy Erlenmeyer-lombikba
mértem, 300 ml 1 v/v%-os foszforsav oldat hozzaadasa utan parafilmmel lezartam,
majd 4 °C-on taroltam egy éjszakan at. Szlirést kovetden, (redds sziirdpapir, majd 0,45
um-es Spartan fecskendOsziird), az aldbbi komponensek meghatarozasa tortént
gazkromatografia segitségével, melyet Békési Adam (DE MEK Agrarmiiszerkozpont)
mért: ecetsav, propionsav, i-vajsav, n-vajsav, n-vajsav, i-valeriansav, n-valeriansav, i-
kapronsav, n-kapronsav, heptansav. A standard Fatty Acid Methyl Esters (FAME) mix
volt (Sigma-Aldrich) LOD= 0,002 m/m%, n = 3.

2.13. Statisztikai analizis

A korrelacios elemzést a Microsoft Excel adatelemz6 ToolPac programban végeztem. A
novekedési adat elemzéseket Gen5 3.05 szoftverben (BioTec) és Microsoft Excel
Analysis Tool-Pac-ban végeztem, ahol t-probat (p<0,05) végeztem a szignifikancia-

elemzéshez.

3. EREDMENYEK

3.1. Az ipari erjesztett takarmanymintak jellemzése

Az erjesztett takarmanyok szaraz tomege 19% ¢és 71% kozott mozgott.

A mintdkban f6ként DON szennyezOdést mértem, és a koncentracidtartomany
meglehetdsen széles volt, 0,100 mg/kg és 3,254 mg/kg kozott. A DON altali atlagos
szennyezOddés kukoricaszilazsban 0,901 + 0,012 mg/kg volt. Mas mikotoxinokat is
Kimutattam, és AFBl-et és AFG2-t, és bizonyos esetekben a ZEA-t is mértem a
fermentalt takarmanyokban. Az erjesztett lucerna termékekben az OTA, és az AF
szennyezés jellemzd volt mind a szildzs, mind a szenazs mintdkban, és a szildzsban a

DON is kimutathat6 volt.

A tritikalé szenazs mintakat alacsony mikotoxintartalom mellett viszonylag magas LAB
szam jellemezte (2,5-5,3 logiy TKE/Q). A fermentalt takarmanyok mikrobaszama
nagyon valtoz6 volt, mivel az Osszes aerob telepszdm logaritmikus értéke 3,265 és
7,254 logio TKE/g k6zott mozgott. Az MRS agar taptalajbol szarmazo telepszamok
logaritmikus érteke 1,778 és 6,167 logio TKE/g kozott volt. A fermentalt takarmanyok
Osszes telepszama szoros kapcsolatban volt a tobbnyire LAB-okat tenyészté MRS agar
telepszamaival, mivel a korrelacids egyiitthatd 0,848 volt, ami erds pozitiv korrelaciot

mutatott.
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Mezofil szulfitredulaloé Clostridium-ok szamban valtozoan voltak jelen a mintakban (1-
5,4 logip TKE/Q), és szamuk nem korrelalt sem az dsszes mikrobaszammal, sem a LAB
szammal. A legtobb mintat alacsony penészszam jellemezte (1 logio TKE/g), de néhany
minta magas penészszennyezddést (3,00 - 6,079 logiy TKE/Q) tartalmazott. A magas
penészszennyez6dés semmilyen esetben sem mutatott Osszefiiggést a magas
mikotoxintartalommal. A LAB-oknak csak nagyon gyenge negativ korrelacidja volt a
mikotoxinokkal (AF: -0,360; OTA: -0,336).

A végsd Osszes mikrobaszdm nagyrészt LAB-bol allt, és ¢életképes sejtszamuk nem
fliggott a takarmany végsd viztartalmatol, mivel a korrelacids egyiitthato csak 0,219 volt
a fermentalt takarmanyok nedvességtartalma (29-81%) ¢és az életképes LAB szam

kozott.

3.2. Erjesztett takarmany eredetii izolalt baktériumok azonositasa

A MALDI-TOF MS-sel azonositott baktériumok: kukoricaszilazsban a
Lactiplantibacillus plantarum, a lucerna szilazsban a Lactiplantibacillus pentosus mig a
rozsszilazs- és szenazsmintakban a Pediococcus-ok. Az aerob sporaképzé baktériumok
egy részét (pl. Lysinibacillus spp., Rummeliibacillus spp. és Bacillus spp.), valamint egy

enterobaktériumot, a Klebsiella pneumoniae-t is izolaltam.

16S rRNS génszekvencidk segitségével torténd azonositas: Rummeliibacillus
suwonensis, Bacillus thuringiensis, Lysinibacillus boronitolerans, Lysinibacillus
fusiformis. A Rummeliibacillus suwonensis (Planococcaceae) kivételével minden
izolatum a Bacillaceae csaladba tartozott (Vos és mtsai, 2011; Federhen, 2015; Schoch
¢és mtsai, 2020).

3.3. Erjesztett takarmany eredetii izolalt baktériumok mikotoxin
rezisztenciaja

A DON (1000 pg/l) és a ZEA (500 pug/l) nem gatolta a sejtek szaporodasat, viszont az
OTA a baktériumok szaporodasanak gatlasat okozta, 33-86%-os gatlas volt
megfigyelheté 1000 pg/l OTA koncentracio mellett. A mikotoxinok alacsonyabb
koncentracioi nem okoztak valtozast a bakterialis tenyészetek szaporodasaban és ebben
a tulajdonsagban a vizsgalt LAB-ok, spoéraképzé baktériumok és a Klebsiella
pneumoniae sem kiilonboztek egymastol. Az AFBI1 24 g/l koncentracidban
szaporodasi gatlast okozott néhany LAB izolatumban (L. curvatus, L. brevis, L.

coryniformis), de csak maximum 24% -ig a L. brevis esetében. Az izolalt sporaképzo
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baktériumok (Lysinibacillus spp., Rummeliibacillus suwonensis és Bacillus
thuringiensis) és a Klebsiella pneumoniae névekedését 100 pg/l értékig az AFB1 nem

befolyéasolta.

3.4. Erjesztett takarmany eredetii izolalt baktériumok é16 sejtjeinek, és
sejtfalfrakcidinak mikotoxin eliminacioja

A B. thuringiensis, L. boronitolerans, L. fusiformis, R. suwonensis esetében a DON
eliminécios képesség elhanyagolhatd volt. Az AFBI eliminacios képesség 20% alatti
volt, kivétel a B. thuringiensis S-réteg fehérje frakcid esetében, ahol 64% -0s AFB1

eliminacio tortént (1. abra).
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b bb bbb by b blb
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20%
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Kezeletlen él6 Sejttrmelék Sejtfal Teicholsav Peptidogliikan S-réteg
sejt frakeid frakcié frakeid fehérje

1. abra Bacillus thuringiensis AMK10/1, Lysinibacillus boronitolerans AMK9/1,
Lysinibacillus fusiformis AMKI10/2 és Rummeliibacillus suwonensis AMKO9/2
¢letképes sejtjeivel, és ezek baktériumpreparatumaival végzett AFB1 eliminacios
tesztet kovetden a feliiluszobol mért AFB1 (n = 3, CV% < 15%). Az egyes oszlopok
feletti betlik az Osszes minta paronkénti Osszehasonlitdsdnak eredményét jelzik. Az
azonos betlivel jelzett eredmények nem térnek el szignifikansan (t proba, p < 0,05)

egymastol
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2. abra Bacillus thuringiensis AMK10/1, Lysinibacillus boronitolerans AMKOY/1,
Lysinibacillus fusiformis AMK10/2 és Rummelinibacillus suwonensis AMK9/2
¢letképes sejtjeivel, és ezek baktériumpreparatumaival végzett ZEA eliminacios tesztet
kovetden a feliiluszobol (A), és a pelletbdl (B) mért ZEA koncentracio (n = 3, CV% <
15%). Az egyes oszlopok feletti betiik az Gsszes minta paronkénti 6sszehasonlitasanak
eredményét jelzik. Az azonos betiivel jelzett eredmények nem kiilonboznek

szignifikansan (t proba, p < 0,05) egymastol

A 2. A. abran lathat6, hogy a Rummeliibacillus suwonensis AMK9/2 baktérium
¢életképes, €s preparatumainak a ZEA eliminacidja azonos értékeket mutatott (kb. 40%).
Lényeges, hogy az L. boronitolerans AMK 9/1 tisztitott sejtfal-, PG- és S-réteg fehérje-
frakcioi majdnem teljesen eliminaltak a ZEA-t, és a fennmaradd ZEA koncentraciok a

feliiluszokban a LOD alatt voltak. A kiilonbozd sejtfalfrakcio-pelletekbdl kinyert ZEA
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koncentraciok a kiindulasi értékek 1-12% -at tették ki (sejtfalfrakcio: 1%, PG frakcio:
12%, S-réteg fehérje frakcio: 6%) (2. A. abra).

A Lysinibacillus fusiformis AMK10/2 esetében a sejttormelék, a tisztitott sejtfal, a PG
frakcio, és az S-réteg fehérje frakci6 kimagasldo eredményeket mutatott a ZEA
eliminaciojaban (2. A. éabra). Viszont a frakciokbol a ZEA visszanyerése csak egy
részben volt szamottevd, kivéve a Lysinibacillus fusiformis AMK10/2 S—réteg fehérje
frakciojat, ahol az eredeti ZEA 25%-a volt eliminalhat6 (2. B. abra).

A Bacillus thuringiensis AMK10/1 esetében az életképes sejtek, sejttormelék, a tisztitott
sejtfal, és a teicholsav frakcio alkalmas volt a ZEA eltavolitasara (2. A. abra). A PG
frakcio esetében a ZEA eliminacid elhanyagolhato volt, mig a S-réteg fehérje frakcional
38% volt. Az AMK/10/1 sejtekbdl és sejtfalfrakciokbol ZEA szabadult fel az extrakcio
soran (2. B. abra).

A Klebsiella pneumoniae esetében DON eliminacidot nem tapasztaltunk. Az AFB1
eliminacigja a tisztitott PG (15%), tisztitott sejtfal (18%), teicholsav (20%), és
sejttormelék (27%) szignifikans volt. A ZEA eliminacids vizsgalatok alapjan
megallapithatd, hogy a Klebsiella pneumoniae esetében a tisztitott sejtfal (0%), S-réteg
fehérje (0%), és a sejttormelék (0%) feliiliszojabol nem mértiink vissza ZEA-t, viszont
a tisztitott PG frakcional (84%), és a teicholsav frakcional (87%) jelentds mennyiségben
kimutathaté volt a ZEA toxin. A pelletbdl visszamért ZEA koncentraci6 alapjan a
tisztitott sejtfalnal (77%), sejttormeléknél (76%), nagy mennyiségben kimutathat6 volt a
toxin, mig a tisztitott PG (9%), teicholsav (11%), és S-réteg fehérje (0%), frakcioknal

nem volt jelentds a toxin mennyisége.

3.5. Eszteraz aktivitas

Az R. suwonensis AMK9/2 és a B. thuringiensis AMK10/1 magasabb észteraz aktivitast
produkalt, mint a L. fusiformis AMKI10/2 és a L. boronitolerans AMK9/1. A
legmagasabb enzimaktivitast az R. suwonensis AMK9/2 sejttormelékben mértem (1,98

+ 0,3 mM p-nitrofenol felszabadulas/perc).
3.6. Tejipari mikroorganizmusok aflatoxin M1 rezisztencidja és
eliminacioja

Az L. lactis ssp. lactis R703 tenyészetnél, exponencialis novekedési fazisaban, magas

AFM1 koncentracio (1,47 pg/l) mellett a sejtstiriiség kismértékii, de szignifikans

csokkenését észleltem.
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A szennyezett tejb6l (AFM1 koncentracioja: 30+£5 ng/kg) a Lactococcus lactis ssp.
lactis R703 PG frakcioja eliminalta a legtobb AFM1-et (58%). A PG frakciotol eltéréen
a tej AFM1-tartalma minden frakcio, a tisztitott sejtfal (75%), a teicholsav frakcio
(84%) és a sejttormelék (91%) esetében magas volt. Ugyanakkor az AFM1 kezdeti

crer

A Bifidobacterium animalis ssp. lactis BB12 PG frakci6é alkalmazasakor volt a
legalacsonyabb a tejbdl visszamért AFM1 tartalom (60%). A PG frakciot kovetden a tej
AFMI tartalma a tobbi frakcional magasabb volt: a tisztitott sejtfal (78%), teicholsav
frakcio (70%), sejttormelék (75%), életképes sejtek (81%). Kiilonb6zé mennyiségii (50,
100, 150 pl) bakteridlis PG frakcid, hasonlé maradék AFMI1 mennyiséget
eredményezett: 60%, 68%, €és 62% a tejben, szignifikdns kiilonbségek nélkil. A
Lactococcus lactis ssp. lactis R703 esetében, a megemelt PG frakciok (50, 100, 150 pl),
az alabbi maradék AFM1-et eredményezték a tejben: 58%, 65% és 59%. Ezek alapjan,
arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy a névekvé mennyiségben alkalmazott készitmény

nem novelte az AFM1 eliminaciot.

Az L. paracasei ssp. paracasei 431 LAB AFM1 eliminacidja nem volt szamottevd. Az
AFM1 kezdeti koncentracidjanak 84%-a a tejben maradt, SDS-el és H,O-val kezelt

sejtfrakciok esetében.

Az R703 és BB12 esetében, kétords kezelési idot alkalmazva, a két sejtpreparatum
AFM1 elimindcidja nem nétt az ugyanazon biomassza készitmények egyoras
inkubacidihoz képest. Az R703 és a BB12 PG frakciok esetében 78%, illetve 68%-ban
maradt a tejben AFM1 toxin. A kezeletlen BB12 nem tavolitotta el az AFM1 toxint a
tejbol. Az életképes R703 baktériumokkal az eredeti AFM1 79%-a mérhetd volt.

A BBI12 torzs esetében a PG frakcidé mikotoxin eliminacios képessége jobb volt, mint az
¢letképes sejteké. Az R703 torzs esetében nem volt szignifikans kiilonbség az €16 sejtek
¢és a PG frakcidk eliminécios képessége kozott. A hosszabb inkubacids id6 csokkentette
az eliminalt AFM1 mennyiségét mind az €16 sejteknél, mind a PG frakcioknal az R703

és a BB12 torzsek esetében.

3.7. Mikotoxin eliminacié kisérleti siloban

A legalacsonyabb pH értéket a kontroll minta mutatta (pH 4,55), a mikotoxinnal
szennyezett minta pH-ja 4,57, a mikotoxinnal szennyezett és Lactiplantibacillus
plantarum NCAIM BO01074 tenyészettel beoltott minta pH 5,16 volt, mig a csak
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tenyészettel ~ beoltott minta pH-ja 5,01 értéket mutatott. A  kiindulasi

szarazanyagtartalom 19,90% volt.

A tejsav tartalom a kontroll mintatol jelentésen nem kiilonb6zott a mikotoXint
tartalmazo minta esetében a folyamat végén, mig a csak L. plantarum NCAIM B01074
sejtekkel kezelt silomintdnal a legalacsonyabb értéket mutatta. Az ecetsav tartalom a
kontroll mintdban magas, mig a tobbi in vitro kész szilazsban alacsony értékeket
mutatott. Legkisebb propionsav mennyiséget a sejtet tartalmazo szilazs mintaban
detektaltam. Az izo-vajsav alacsony koncentracioban volt jelen mind a négy kezelésben.
Az n-vajsav a legalacsonyabb koncentracioban a kontroll szildzs mintdban volt jelen.
Az izo-valeriansav a kontroll mintdban magasabb koncentracioban volt jelen, mint a
tobbi szildzs mintaban. Az n-valeriansav esetében csak a toxinnal szennyezett szilazs
minta esetében volt detektalhato, mig a tobbi mintaban alsé méréshatar alatti
koncentracioban volt jelen. Az izo-kapronsav a kontroll minta esetében volt
kimutathat6, mig a masik harom mintdban méréshatar alatt volt. A heptansav mind a

négy szildzs minta esetében méréshatar (LOD= 0,002 m/m%) alatt volt.

A kontroll minta esetében a szecskazott kukorica novénynél a DON mikotoxin nem volt
mérhetd, viszont a kész szilazsban detektalhato volt. A mikotoxinnal szennyezett és
sejttel beoltott mintanal a toxintartalomnal jelentds csokkenés figyelhetd meg. A L.
plantarum NCAIM B01074 sejttel beoltott minta esetében nem volt mérheté6 a DON,
sem a szecskadzott kukorica novény esetében, sem a kész szildzsban. ZEA toxint a
kontroll szecskazott kukorica novényben kimutattam. Azonos mennyiségli ZEA toxin
adasa mellett, kevesebb a mikotoxinnal és sejttel beoltott minta esetében is kevesebb
volt detektalhatd. Azonban egyik kész szildzs mintdban sem volt kimutathatdo a ZEA

toxin.
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. AZ ERTEKEZES UJ TUDOMANYOS EREDMENYEI

. Megéllapitottam, hogy a végs6 6sszes LAB szam nem fiigg a végso viztartalomtol a
fermentalt takarmanyban, mivel a Pearson-féle korrelacios egyiitthato 0,219 volt a
fermentalt takarmanyok nedvességtartalma és az életképes LAB szam kozott.
Megallapitottam, hogy az OTA gatolja az Aaltalam vizsgalt LAB torzsek
szaporodasat. 33-86%-os gatlas volt megfigyelhetd 1000 pg/l OTA koncentracio
mellett.

. Meghataroztam a Rummeliibacillus suwonensis AMK9/2 baktérium mikotoxin
rezisztenciajat ¢és eliminacidos képességét. R. suwonensis esetében a DON
eliminacids képesség elhanyagolhaté volt. Az AFBI1 eliminacids képesség 20%
alatti volt. A sejtek és a sejtfalfrakciok azonos aranyban tavolitottak el a ZEA-t (Kb.
40%).

Elsének hataroztam meg a Lysinibacillus boronitolerans AMKO9/1 baktérium
mikotoxin rezisztenciajat és eliminacios képességét. A DON eliminacios képesség
elhanyagolhato volt. Az AFB1 eliminacids képesség 20% alatti volt. A tisztitott
sejtfal, PG és S-réteg fehérje-frakciok majdnem teljesen eliminaltak a ZEA-t, és a
fennmaradd ZEA koncentraciok a feliiliszokban a LOD (2,6 pg/l) alatt voltak.
Megallapitottam, hogy a Bacillus thuringiensis AMK10/1 S-réteg fehérje frakcioja
eliminalja az AFB1 toxint (64%-os eliminacid), magasabb szinten, mint a tobbi
sejtfal frakcio vagy a teljes sejt (20% alatti).

Megallapitottam, hogy a Gram-negativ Klebsiella pneumoniae AMK8/2 baktérium
képes a ZEA eliminaciora. A tisztitott sejtfal (0%), S-réteg fehérje (0%), és a
sejttormelék (0%) frakciok feliiluszdjabol nem volt kimutathaté a kiindulasi ZEA.

. Megallapitottam, hogy a Bifidobacterium animalis ssp. lactis BB12 tejipari mikroba
PG frakcidjanak (40%) eliminacidja jobb, mint a teljes sejté (19%).
Megallapitottam, hogy a L. paracasei ssp. paracasei 431 tejipari LAB AFM1
elimindcioja nem szdmottevd. A kezeletlen €16 baktérium nem eliminélta az AFM1-
et. Az AFML1 kezdeti koncentracidjanak 84% -a a tejben maradt, a tisztitott sejtfal és

a sejttormelék frakciok esetében.
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5. AZ EREDMENYEK GYAKORLATI HASZNOSITHATOSAGA

1.

A silotakarmény szaradasatol fiiggetleniil nagy mennyiségben marad életben LAB a
fermentalt takarmanyban, ez a probiotikus jelleg miatt megfeleld az éallatdllomany
szamara. Az alacsony viztartalom viszont befolyasolhatja (a tejsav mellett) mas
organizmusok szaporodoképességét. Ez kihasznalhatd a magas sejtszam
fenntartasara.

A viszonylag alacsony LAB fajszam volt jellemzd az erjedések utolsé szakaszéra.
Az ebben a szakaszban jelenlévé (tehat savtird, és mikotoxin-rezisztens)
baktériumokbol azonositottam ¢és jellemeztem néhany ismeretlen mikotoxin
eliminacios lehetdséggel rendelkezd nem-tejsav baktériumot is. Aktivitasuk
gatolhatja a gombak szaporodasat és a mikotoxinok szennyez6dését a sil6zas aerob
kiindulasi koriilményei kozott vagy silonyilasok utan.

Silozasi kisérletben a mikotoxinnal szennyezett és Lactiplantibacillus plantarum
NCAIM B01074 sejttel beoltott mintanal a mikotoxintartalom tovabbi jelentds
csokkenése figyelheté meg. A L. plantarum NCAIM B01074 sejttel beoltott minta
esetében nem volt mérhetd a DON, sem a szecskazott kukorica ndvény esetében,
sem a kész szildzsban. Azonos mennyiségli ZEA toxin addsa mellett a mikotoxinnal
¢s sejttel beoltott minta esetében is kevesebb volt detektalhatd. Azonban egyik kész
szildzs mintdban sem volt kimutathaté a ZEA toxin. A DON esetében az eredeti
42% csokkenés mellett a L. plantarum NCAIM B01074 75,6% DON csokkenést
adott a ,,maszkolt” mikotoxin felszabadulésat is figyelembe véve.

Az R703 és BBI12 PG sejtfalfrakcioi jelentds mennyiségli AFM1-et kotott meg a
természetesen szennyezett tejbol egy oras kezelés alatt. Tovabba a PG frakcio jobb
abszorbens volt az AFM1 esetében, mint a BB12 életképes sejtjei, mig a kiillonbség

jelentéktelen volt az R703 torzs esetében. Tejipari alkalmazasa lehetséges.
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