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1. A kutatas elozményei

1.1. A téma elméleti és gyakorlati jelentosége

Szénak készitése és hasznalata a gazdasagi allatfajok hdziasitasaval egyidds. Eurdzsia
északi teriiletein a nyari flitermés feleslegének levagasa, szaritasa és tarolasa tette
lehetové a szarvasmarhak és a juhok atteleltetését, valamint a lovak takarmanyozasat.

A széndk, a gazdaségi allatok takarmanyozasdban, napjainkban is nélkiilozhetetlenek a
kovetkezok miatt:

1) Magyarorszag éghajlati viszonyai nem teszik lehetévé a legeltetést egész éven
at. A tomegtakarmanyt (rostot) igényld allatok (szarvasmarha, juh, kecske, 10) a
téli iddszakban tartdsitott (szaritott, erjesztett) takarmanyt fogyasztanak, de ezen
kivill az egészséges bendOmiikodés eldsegités érdekében, a széna etetése
nélkiilozhetetlen.

2) a szénak nmagas rosttartalmaval a kérddzo allatok rostigényét a
legtermészetesebb formaban lehet kielégiteni.

3) a széna tobbi taplaloanyagai koziil, a fehérje, a karotin, az dsvanyianyagok és a
magas D-vitamin tartalom tekinthetd az allat sziikségleteinek kielégitéséhez
hozzajarul6 faktornak.

A gazdasagi allatok elvarhat6 termelési szintjeinek biztositasa érdekében sziikséges,

hogy az ember 4ltal nyujtott takarmany taplaléanyag-tartalma és mikrobilogiai

allapota romlas, karosodas nélkiil jusson el az allatokhoz.

A takarmény-alapanyagok mindsitése altalanossagban a kovetkezd tulajdonsag-
csoportokra terjed ki:

1) taplaloanyag-tartalom (kémiai vizsgalatok alapjdn szamithat6: emészthetd,
hasznosithato, nett6), makro- és mikrokomponensek.

2) nem kivanatos anyagok (tiltott anyagok), toxikumok (kdrnyezeti, feldolgozasbol
szarmaz0), nehézfémek, toxikus vegyi anyagok, mikotoxinok

3) mindségromlast okozo tényezdk (mikrobiologiai allapot, mikotoxinok, zsiroxidacid)



A hivatalos magyar mikrobioldgiai takarmanymindsitést, a vizsgalandé paramétereket
és a jellemz6 értékeket, valamint hatarértékeket (a disszertdcid fogalmazéasanak
idépontjaban) a 44/2003. (IV. 26) FVM rendelet 2. szdmu melléklete hatdrozza meg,
illetve szabalyozza. Ennek nagy fogyatékossaga, hogy a penész- és élesztészam
vizsgalatat nrm irdnyozza eld, tovabba hatarértéket sem allit. Ugyanigy a szalas- és

tomegtakarmanyok mindsitését is figyelmen kiviil hagyja.

A széndk osztdlyba soroldsa, az eddigi magyar gyakorlatban, kizardlag a kémiai
Osszetevok alapjan tortént (II. Takarmany Kodex tablazatos adatai.). A széna
organoleptikus tulajdonsagaira (szin, szag, szalhossz, allag), de féleg a mikrobiologiai
romlds szemmel lathaté jeleire nézve, objektiv mindsitd modszert ¢és ennek

megfelelden, osztalyba soroldst sem talalunk.

Az MSz 17671-1988 szabvany, ami a széndkat kémiai Osszetevok alapjan mindsiti,
csupan egy mondatot tartalmaz a mikrobioldgiai kovetelményekre vonatkozdan: ,,a
széna nem lehet mikrobiolégiailag és toxikolégiailag kifogasolhaté”. Igy a penészedés
mértéke, vagy annak hidnya, objektive nem kvantifikalhato, ezért nem irhato eld és

foleg nem kérhetd szamon.
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fokozottabban vannak kitéve készitésiik kozben. Ennek okai: a) aratds idején jelentds a
talajrol, a romld novényi részekrdl szarmazd spoérafertéz6dés (terméktipikus
gombafertdzottség); b) innen kiindulva a technologiatol fiiggden a learatott fii a(w)=
0,75 feletti vizaktivitdsnak lehet kitéve, ami az elhaloban 1évé ndvény bioldgiai
hétermelése, a gyorsan graddcionak induld élesztok és aerob spdras baktériumok
mellett, a penészek hirtelen felszaporoddsanak is optimalis feltételeket biztosithat; c)
ezen kiviil, a penészek olyan, viszonylag alacsonyabb vizaktivitdson is szaporodnak,
amelyen a baktériumok (aerob sporasok) és az élesztok gradacidja még nem indulhat

meg.

A szabvanyereji eldirasok jelenleg is fennallé hianyossaga, hogy nem allitanak fel
hatarértékeket, irdnyszdmokat, pedig ezek nélkiil a széndk objektiv mikrobioldgiai
mindsitése lehetetlen. Ha a szénakat csak kémiai dsszetevok alapjan mindsitjiik, és nem
vessziik figyelembe a mikrobioldgiai jellemzdket, a tényleges hasznalati értéket tekintve

félrevezetd eredményhez juthatunk.



Az elobbiekben vazolt helyzet hatarozta meg munkam kiinduldé helyzetét és
célkitlizéseit:

- a hazai szénak penészflordjat jellemezni, és a penészedés szamszerli mértékét a
szokasos szenzorikus biralattal 6sszevetve értékelni,

- a szénan eldforduld penészek toxikologiai kockazati szerepét mérlegelni,

- a penészek felszaporodasat befolyasold egyes feldolgozasi tényezok hatasat vizsgalni,
és

- olyan mikrobiologiai vizsgalati modszereket adaptalni, illetve fejleszteni, amelyek a

széna sajatossagaihoz igazodnak.

2. A kutatas célkitiizései

1) A hazai szénidk penészflorajanak kvalitativ és kvantitativ reprezentativ
vizsgalata a szenzorikus biralattal osszefiiggésben. A vizsgalat célja a leggyakoribb
terméktipikus floraclemek ¢és az atlagos mindségre jellemzd terméktipikus penészszam

(TKE) megallapitasa, az atlagos (tipikus) mindség mikrobiolodgiai leirasa.

2) A szénan eléfordulé penészek toxikoldgiai kockazati szerepének értékelése. A
vizsgalati anyag alapjan, a toxinogén floraclemek eléfordulasdnak értékelése, kiemelt
esetekben kisérletek mikotoxin szennyezettség kimutatisara, irodalmi tajékozodas a
széndk toxin-szennyezettségének hivatalos szabalyozédsara és a kazuisztikai adatokra

nézve.

rrrrr

tényezok hatasanak Kisérletes vizsgalata. Kisérletek alapjan hatarozzuk meg, hogy a
széna betakaritasakor a kiilonb6z6 tényezok koziil melyik felelés leginkabb a
gyakorlati jelentdségére, és a kitarolas utani masodlagos penészedés eléfordulasara,
vizsgaljuk az erjedés sordn keletkezd savak, és pH hatasat a terméktipikus penészflora

masodlagos aerob felszaporodasara.



4) A széna sajatossagaihoz igazodo penészvizsgalati modszerek adaptacidja.

Az 1) célkitlizés vizsgalatainak megkezdésekor nyilvanvalova valt, hogy az
abraktakarmanyok vizsgalatara eldirt tenyésztéses modszerek a széndk esetében nem
valnak be, mert néhany, a széndn honos expanziv faj befutja a tenyészeteket és
megakadalyozza a tobbi floraelem értékelését. Ezért inhibitorral kiegészitett, a telepek
alaktani elbiralasara alkalmasabb talajosszetételt kell kikisérletezni. Emellett a korabbi
munkdk kapcsan abraktakarmanyok Aspergillus fertdzottségének kimutatasara
kifejlesztett Aspergillus-invertaz teszt (MATRAI és mtsai, 2000) alkalmassagat
vizsgaltuk széndk penészfertdézottségének jelzésére. Ugyancsak a penészkimutatas
vizsgalati idejének lerdviditésének reményében vizsgaltuk azt, hogy penész-DNS
kinyerése és RT-PCR vizsgalata az AllFunTaq gombaspecifikus primerrel, mennyiben
szolgaltat egylittfutd eredményt a takarmanyvizsgalatban mindeddig autentikusnak
elfogadott ¢l6csira-tenyésztéses TKE meghatarozassal. A szénak
penészszennyezettségének gyors, tajékoztato elbirdlasara felmeriilhet a szénamintakbol
készitett alapszuszpenzié mikroszképos vizsgalata. Ennek kapcsan kisérleteket
végeztiink olyan szelektiv festési moddszer kidolgozasdra, amivel konnyen
megkiilonboztethetok a penész eredetii képletek, a szuszpenzidban eléforduld mas

novényi ¢és allati eredeti mikroképletektdl, és szadmlalhatok is.

5) A penészes tomegtakarméanyokrol eziddig nagyon kevés irodalmi adat all
rendelkezésre. A mikoldgia, a takarmanyhigiénia, és a laboratériumi gyakorlat
terliletérél kell olyan publikaciokat gytijteni, amelyek segitik a ,,szénamikoldgia”
problémdjanak megértését. Célom volt a széndkon ¢€l6 penészgombakkal, azok

kimutatasaval, ¢életfeltételeivel kapcsolatos irodalom Osszegytijtése is.

3. A kutatas modszerei

3.1. Szénak terméktipikus csiraszamanak megallapitasa

* Reprezentativ mintak begyiijtése

Szénak penészfertdzottségének (penészszam, TKE) meghatarozasat 76 db (41 db
lucerna és 35 db fi1), Hajdu-Bihar ¢és Pest megye eltérd adottsagu teriileteirdl gyiijtott,
reprezentativ szénamintan végeztiik el. A mintavételek sordn semmiféle mindségi

preferenciat nem érvényesitettiink, felhasznaldi panaszra vagy kifogasra nem voltunk



tekintettel azért, hogy a mintak gyakorlati atlagként legyenek elfogadhatok. Ezekben a
vizsgalatokban mintavételi helyként mindig a tétel legnagyobb mennyiségét képviseld
részét jeloltiik ki. A balak belsejébdl, mintegy 10 cm vastag kiilsd szénaréteg lefejtése
utan, kb. 1 kg tételt gylijtottiink foliazsadkokba. A baldk kivalasztasa véletlenszeri volt,
mind pajta alol, mind szabadban tarolt tételeknél. Feljegyeztiik a sorszamot, a mintazas
idopontjat a bala elhelyezkedését, illetve kitettségét az id6jarasi viszonyoknak, tovabba,
ha ismert volt, a multjat (“egyszer megazott”, “renden megéazott”,...stb.). A zsakokat a
mintdzas napjan a laboratériumba széllitottuk, majd azonnal feldolgoztuk.

« Erzékszervi vizsgdlat

A mintakat, el0szor érzékszervi birdlatnak vetettiik ala. Megallapitottuk a mintak
jellemzdé botanikai Osszetételét, szinét, szagat, porossidgat és penészesedésre utald
nyomok eléfordulasat.

* Mikologiai vizsgalat

Az alapszuszpenziot, manudlisan apritott (3 mme-es atlagos szecskaméretii) minta 10
grammjanak, 90 ml vizzel torténd 20 perces razatdsaval készitettiik. A decimalis higitési
sort lemezontéses technikaval, az MSz ISO 7954 horizontalis vizsgalati szabvanyban
el6irt taptalajra vittik. A minta 107, 10 és 10” higitasaibol 1,0-1,0 ml-t Petri-csészébe
adagoltunk, majd 15 ml MSz ISO 7954 téptalajjal (5,0 g ¢élesztOkivonat, 20,0 g gliikkdz,
0,01 g kloramfenikol, 12-15 g agar / 1000 ml deszt. viz, pH 6,6-ra beallitva) teritettiik.
A csészéket 25°C homérsékletli termosztatba helyeztiik. Az inkubalas 5. napjan a TKE-
ket azokon a higitdsokon szamoltuk meg, amelyeken a telepek szama 100 és 200 kozé
esett. A mikrobioldgiai gyakorlatnak megfeleléen, az adatok értékelésében, és azok
szemléltetésében, a mintatomegre visszaszamitott TKE érték decimalis logaritmusait

hasznaltuk.

3.2. A szénak terméktipikus floraelemeinek és a toxinogén fajok eléfordulasanak

vizsgalata

A szénamintdk TKE kiértékelése utan, tovabbi 1-5 napos inkubélds alatt a toxinogén
Aspergillus, Penicillium és Fusarium fajok telepeit vizsgaltuk. A konidiumképletek
megjelenése utan e fajok telepeit mikroszkdpos azonositassal lemezenként értékeltiik.

A toxinogén fajok eléfordulasat Osszevetettik a széndk érzékszervi ¢és TKE szdm

eredményeivel.



3.3. A penészek tomeges felszaporodasaért felelés fizikai tényezok vizsgalata

szénakon

A terméktipikus penészflora szaporodaskinetikajat kiilonbozo viztartalmu flimintdkon
(17,65, 37,5, 52,64 %) kiilonbozo relativ paratartalmakon (75, 84, 95, 100%) és

hémérsékleteken (15, 25°C) konstans vizaktivitasu parakamrakban vizsgaltuk.

* A konstans paratartalom kialakitasa

Az éaltalunk hasznalt konstans paratartalmat (ERP, %-ban kifejezve) biztositd
parakamrdk azon alapulnak, hogy a szervetlen kristalyok telitett sooldatai, zart
rendszerben, az oldat folotti térben szigortan allando, és az egyes sokra jellemzd, relativ
ERP-t biztositanak. Az ebbe a térbe behelyezett takarmanyminta igy dallando
paratartalmon tarthat6, és ezen keresztiil, vizaktivitasa a kivalasztott értékre beallithato.
Péarakamraként mikrohulldmt f6zésre gyartott milanyag fedeles dobozt hasznaltunk,
amelynek fenekén a telitett oldat, allvanyan pedig a minta foglal helyet. A kamrakat, a
légesere megakadalyozasara, milanyag ragasztdszalaggal zartuk le. Ezek a kamrdk
konnyen elhelyezhetok a kiillonb6zd hdémérsékletet biztositd inkubatorokban. A
penészgombak életfeltételeinek kielégitéséhez és szaporodasahoz, legalabb 0,7 a()-ra
van sziikkség. Ezért az erre a célra alkalmas (VAS és CSONTOS, 1956) szervetlen
kristalyok koziil harmat valasztottunk ki: NaCl — a«)=0,75, amely f6lott 75%, KCI —
aw)=0,84, amely folott 84% és KH,PO4 — aw)=0,95, amely f6lott 95% RH értéki
paratartalmat biztosithattunk.

A bedllitott parakamrakba, azonos mennyiségli, kiilonb6z6 mértékben eléfonnyadt,
17,65%, 37,5%, 52,64% nedvességtartalmu, kaszalt fimintdkat (Lolium sp. 80%,
Festuca sp. 10%, Bromus sp. 10% keveréke) helyeztiink el és 15 és 25°C-on inkubaltuk.
* Mikologiai vizsgalat

A penésznovekedést, a TKE szdm meghatarozasaval, a 0., 4., 8. és 14. napon

allapitottuk meg MSz ISO 7954 szabvany szerinti lemezontéses modszerrel.



3.4. Szénak, és a kukoricamag terméktipikus penészflorajanak valamint az
Aspergillus parasiticus-nak az érzékenysége erjedési savak (laktat, acetat)

jelenlétére

* Mintaelokészités

a) Szénabol, a terméktipikus penészflora vizsgalatara, orszagos felmérés keretében
végzett vizsgalatsorozatban, atlagos mindségli, domindnsan Lolium perenne-t
tartalmazé mintakbol készitettiink alapszuszpenziot, a 3.1. pontban leirt mikoldgiai
vizsgalati modszer szerint.

b) kukorica (mag) vizsgalatira, 2002-es termésii, egészséges tételek vegyes
Orleményébdl készitettiink alapszuszpenzidt;

¢) modell-organizmusként, a laboratériumunk torzsgylijteményében fenntartott, a
Magyar Nemzeti Mikrobioldgiai Torzsgylijtemény altal hitelesitett (1999), Aspergillus
parasiticus  friss  tenyészetébél, 10°/ml koncentracioji  konidium-szuszpenziot
készitettiink.

* Standard taptalaj (kontroll) készitése

Standard talaj: MSz ISO 7954 szerinti 0sszetétel (20,0 g glukédz, 5,0 g élesztokivonat,
0,01 g kloramfenikol, 12-15 g agar / 1000 ml deszt. viz); pH 6,6.

* Kisérleti taptalaj-variansok készitése

1. Laktat hatasanak vizsgalatara: a fenti talajhoz 1,0 vagy 2,0 % (tom/térf. %)
mennyiségben semlegesitett Na-laktatot adtunk.

2. Tejsavas erjedés kozegének vizsgalatara: 80 °C-on, 20 percig elolt, Lactobacillus
plantarum (Lb. plantarum) 10°/ml nagysagrendii szubmerz tenyészetébél, az MSz ISO
7954-nek megfeleld taptalajosszetételt allitottuk eld, az eldlt Lactobacillusok és
metabolitjaik feltételezett inhibitor hatdsanak vizsgalatara.

3. Az acetat hatdsanak vizsgalatara: az alaptalajba 2 % laktattal ekvimolaris 1,5 %
4. pH hatasanak vizsgalatara: 1 % laktatnak megfeleld tejsavat, az alaptalajban, NaOH-
val pH 6,5; 5,5 és 4,5-re allitottuk be.

* Kisérleti tenyészkozegek:

Az MSz ISO 7954 talajosszetételt alapul véve (a tovabbiakban a komponensekre utalva:
glu-ye-chlo stb. formaban roviditve), a novekedést a 1. tabldzatban bemutatott kisérleti

taptalajokon vizsgaltuk.



1. tdblazat: A kisérleti taptalajok 0sszetétele

tenyészkozeg MSz ISO 7954 kezelés
sorszdma komponensek
1 glu-ye-chlo kontroll, pH 6,5
2. glu-ye-chlo + 1,0 tdmeg/térfogat % Na-laktat
3. glu-ye-chlo + 2,0 tomeg/térfogat % Na-laktat
4. 0-ye-chlo szénforras nélkiil
5. 0-ye-chlo + 2,0 % Na-laktat, mint szénforras
6. glu-ye-chlo penésztalaj eldlt szubmerz Lactobacillus

tenyészeten

7. glu-ye-chlo +1,5% acetat
8. glu-ye-chlo + 2% Na- laktat + 1,5% acetat
9. 0-ye-chlo +1,5% acetat
10. glu-ye-chlo + 1% Na-laktat pH 5,5
11. glu-ye-chlo + 1% Na-laktat pH 4,5
12. 0-ye-chlo + 1% Na-laktat pH 4,5

» Inokulacio, inkubalas
A kisérleti és kontroll talajokkal, valamint az inokulumokkal, 10 cm atméréji Petri-
csészékbe, Koch-szerint, lemezontést végeztiink, majd azokat 25 °C-on, vizkdpenyes,
bakteriologiai termosztatban inkubaltuk.
* A mikrobanévekedés gatlasanak elbiralasa és mérése
Valamennyi kisérleti talaj esetében a tenyészetekben, a telepek elbiradlasa alapjan
meghataroztuk
- a numerikus gatlast - a TKE szazalékos aranya a kontrollhoz képest;
- a micelidlis novekedés iitemét - telepek atlagos atmérdje a kontroll szazalékaban
kifejezve az inokulécid soran, azonos idépontban;
- a konidium képzdédés megindulasat - inkubalasi napokban, és ezen feliil,

- a jellegzetes telepképleteket.



3.5. Kisérletek a szénak mikoldgiai vizsgalatara alkalmas taptalajreceptira

osszeallitasara

Tomegtakarmanyok penészfertdzottségére jellemzé a Mucor faj gyakori jelenléte. A
fajra jellemzé a taptalajt hamar befutd, gyors novekedés ¢és az erbteljes
légmicéliumképzes, ezért a kiértékelést nehézkesseé, gyakran lehetetlenné teszi. A cél,
egy olyan taptalajreceptira Osszeéllitasa, ami visszaszoritja a Mucor ndvekedését a
tobbi floraelem gatlasa nélkiil. Kiinduld téptalajként, a gabonak mikoldgiai vizsgalatara
alkalmas MSz ISO 7954 szabvanytalajt hasznaltuk.

Vizsgalatainkban, szarmazasi helyre €és mindségre nézve, vegyes fii- €s lucernaszéna
mintdkat dolgoztunk fel. A széna mintdkat 0,5-1 cm-es darabokra vagtuk, majd, az
alapszuszpenzio készitésé¢hez, 10,0 grammot mértiink be.

* Alapszuszpenzio és higitasi sor készitése

A bemért mennyiségeket, 90 ml steril desztillalt vizzel, 20 percig razégéppel razattuk.
Ebbdl az alapszuszpenziobol, 200 x 16 mm kémcsdvekben, decimdlis higitasi sort
készitettink. A higitasi sor tagjaibél (altalaban a 107, 10 107 higitasokbol)
lemezontést végeztiink a kisérleti taptalajokkal.

- Taptalajok dsszetétele

MSz ISO 7954

Horizontdlis modszer a penész és élesztoszam meghatarozasara. A szabvanyban eldirt
talajosszetétel:

20,0 g glukéz, 5,0 g élesztokivonat, 0,1 g kloramfenikol, 12-15 g agar, 1000 ml
talajban.

DRBC

Altaldnosan hasznalt receptira, King és mtsai (1979) szerint.

Osszetétele: 10,0 g glukdz, 5 g pepton, 1,0 g KH,PHy, 0,5 g MgS04.7H,0, 12-15 g
agar, 25,0 mg Rose Bengal, 2 mg dichloran, 1000 ml talajban

MSz ISO 7954 + DC

A szabvanytalaj kiegészitése a DRBC talajban alkalmazott mennyiségii dichlorannal
(2,6-dichlor-4-nitroanilin) feltételezve annak gatlo hatasat az expanziv fajokra.
Osszetétele: 20,0 g glukoz, 5,0 g élesztdkivonat, 0,1 g kloramfenikol, 12-15 g agar, 2,0
mg dichloran, 1000 ml talajban
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1/4 N MSz ISO 7954

A szabvanytalaj tapanyagszintjeinek csokkentése egynegyedére, abbol a feltételezésbol
kiindulva, hogy ez az expanziv fajok micelidlis novekedését viszonylag jobban
hatraltatja, mint a lassubb fejlodésti fajoket.

Az ISO 7954 6sszetétel eldirt tapanyagkoncentracidinak egynegyede: 5,0 g glukoz, 1,25
g ¢lesztOkivonat, viszont a teljes mennyiségii, 0,1 g kloramfenikol, 12-15 g agar, 1000
ml talajban.

1/4 N DRBC

A DRBC receptura tapanyagkomponenseinek csékkentése egynegyedere az inhibitorok
megtartasa mellett.

Osszetétele: 2,5 g glukoz, 1,25 g pepton, 1,0 g KH,PH,4, 0,5 ¢ MgS04.7H,0, 12-15 g
agar, 25,0 mg Rose Bengal, 2,0 mg dichloran, 1000 ml talajban.

1/4 N DC

Ebben a tapanyagkoncentracio a King-féle DRBC Jsszetétel egynegyede, viszont
inhibitorként csak dichlorant tartalmar.

Osszetétele: 2,5 g glukoz, 1,25 g pepton, 1,0 g KH,PH,, 0,5 g MgS0,.7H,0, 15-20 g
agar, 2 mg dichloran, 1000 ml talajban

DRBC + DSA

Az aromas dinitroszarmazékok (dinitro-orto-krezol, DNOC névényvédoszer) fungicid
dichlorant semlegesre pufferalt, a DNOC-nal polarosabb dinitro-szalicilsavval (DSA)
egeszitettiik ki.

Osszetétele: 10,0 g glukdz, 5,0 g pepton, 1,0 g KH,PH,, 0,5 g MgS0,4.7H,0, 15-20 g
agar, 25,0 g Rose Bengal, 2,0 mg dichloran,10 mmoél DSA, 1000 ml talajban

* 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 talaj)

« Lemezontés

A higitasi sor tagjaibol, 1,0-1,0 ml-t, a Petri-csészékbe (100 mm atmérdjii) pipettaztunk.
Ezutan a megolvasztott, majd 43-45 "C-ra lehltott taptalajbol, 15,0-15,0 ml-t ontottiink
rad és a laminar-box lapjan korkords csusztatd mozgassal elkevertiik. Kidermedés utan a
csészéket 25 °C-os inkubatorba helyeztiik.

« TKE leolvasasa

A Mucor novekedésének megjelenését, 24 ora eltelte utan, naponta ellendriztiik.
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A kiilonboz6 talajverzidkon 4-5 napos tenyésztési idé utan szamoltuk meg a lemezeken
kifejlodott 0sszes penésztelepet, €s morfoldgiai biralatot végeztiink.

« Morfologiai tajékozodds

A telepek szine, feliilete és a konidiumképletek alakja (mikroszkop) szerint.

3.6. Kisérletek szelektiv propagulum-festési technika kidolgozasara

Kisérleteinkben a szénak alapszuszpenzidinak mikroszképos vizsgalatara olyan
szinezéket kerestiink, ami

— ahifat és a sporakat egyarant erdsen festi,

— a novényi rostokhoz, szOrokhoz, mikroszkopikus 4allati szervezetekhez és

képletekhez gyengébben kotddik,
— nagyon jo vizoldhat6sagu, ami vizes kimosassal lehetévé teszi a lebegd elemek
festék-kotodés szerinti differencialasat,

A kialakitott technika szerint, az alapszuszpenziot agar-matrixba vissziik, festék oldattal
hoékezeljik, majd targylemezre visszilk. Az agar-matrix kidermedése utan vizes
aztatassal differencidlunk. Feltételezésiink az volt, hogy a propagulumok a festéket
mosas utan is megtartjak, mig a tobbi képletbdl a festék, jo vizoldhatosdga miatt,
kimosodik.
* Az alapszuszpenzio elkészitése
12 x 120 mm-es kémcsdben, 1,0 ml 15 %-os agaros vizbe, 1,0 ml széna, gabona vagy
csak hifat tartalmazo6 szuszpenzidt adagoltunk.
* Festes
Kisérleti festékoldatok:
Rose Bengal (RB) 5 %-os torzsoldatbol 3 csepp (cca. 70 ul), (Co0H20514ClsNay, CI:
45440)
Malachitzold telitett vizes oldatbol 3 csepp (cca. 70 ul), (C23HasN,Cl, CI: 42000)
Amido black (AB) (3,4-re pufferalt, 0,6%) oldatbol 6 csepp (cca. 140 pl),
(C22H14NgNa,00S,, CI: 20470)
Sudan III, (C22H;6N4O, CI: 26100)
A kémcsovek tartalmat Vortex-szel tobbszordsen felkevertiik, borszeszégdén 3-szor
felforraltuk, majd még forr6 allapotban targylemezekre kiszélesztettilk mintegy 0,5 mm
vastagsagban. Dermedés utan a targylemezeken 1évo agarréteget vizszintes helyzetben
deszt. vizes fiirdében 5, 30 és 60 percig differencialtuk. Sudan III festés esetében, viz

helyett etilénglikolban aztattunk 10 percig, majd vizzel oblitettiink.
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* Elbiralas, vizsgalat
Fénymikroszkdppal, ates6 fényben, 250x nagyitassal, a
- friss rétegben, vagy
- szaradds utdn (ebben az esetben a beszaradt agarréteg még nem torzit

jelentésen).

3.7. Kisérletek az invertaz-teszt alkalmazhatosagara néhany, a szénakon eléfordulo

jellemzo genus esetében

Az invertaz-teszt alkalmazisa felmeriilhet széndk penészfertdzottségének gyors
jelzésére is. Gabonafélék terméktipikus és raktari penészeivel ellentétben, a széndk
terméktipikus flordjaban, a Mucor és a Trichoderma kivételével, lassan ndovekedd fajok
vannak, amelyek agarlemez tenyésztése, a gabondk esetében sziikséges inkubacios
1donél Iényegesebben hosszabb ideig tart. Kisérleteinkben a szénak penészflorajanak
leggyakrabban el6forduld tagjainak invertdz termeld képességét vizsgéaltuk annak
megallapitdsdra, hogy ezek invertdz termelése eléggé jellemzdé-e ahhoz, hogy az
invertdz teszt, mint eldvizsgalat alapjan az altalanos penészfertézottség mértékére
kovetkeztethessiink.

* A vizsgalt penészgomba fajok

A szénakrol altalunk izolalt és meghatarozott fajok: Alternaria alternata, Cladosporium
herbarum, Fusarium poe, Fusarium sporotrichoides (csak telepmorfologia alapjan),
Mucor piriformis, Nigrospora, Trichoderma viridae és Trichotecium roseum.

* Az Aspergillus-invertdz teszt

Ezt a vizsgalatot Matrai és mtsai (2000) altal kidolgozott médszer szerint végeztiik
Elve: szachar6éz bazisu folyékony taptalajban micéliumot tenyésztiink, majd a
tapkozegben, az invertdz hatdsara megjelend redukdldo cukor mennyiségébol
kovetkeztetiink a gomba invertaztermeld képességére.

Folyékony taptalaj: 5 g élesztékivonat, 20 g szachardz, ¢és 1,0 g kloramfenikol, ad. 1000

ml desztillalt viz (az élesztOkivonatot elézdleg tesztelni kell, hogy tartalmaz-e
detektalhatd invertaz aktivitast, és a szachardznak is redukalocukor mentesnek kell
lennie). 20 mm atmérdji kémcsovekbe 2-2 ml taplevest adagoltunk, lezarva

atmoszférikus gézben 60 percig sterileztiik, majd 37 °C-os vizfiirddben hiilni hagytuk.

Alapszuszpenzid: A szubkultura egyhetes, szachar6z - élesztékivonat (MSz-ISO 7954)

agarra oltott penészgomba torzs volt. A konidiumokat kacs segitségével, 2 ml 1% tween
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80-at tartalmazo steril fiziologias oldatba vittiik. Az inokuldlt spéraszamot Biirker-
kamraval hataroztuk meg.

Decimalis higitdsi sor: Az alapszuszpenziobol kiinduléan decimalis higitasi sort

készitettiink. A higitdsi sor minden tagjabol 100-100 pl-el beoltottunk 2 — 2 ml
folyékony taptalajt tartalmazo kémcsovet, harom parhuzamosban.

Inkubacid: A beoltott kémesdveket dontott helyzetben, 37 °C-os inkubatorba helyeztiik
ugy, hogy a folyékony tapkozeg levegdnek kitett feliilete kb. 6-7 cm hosszu legyen. Az
igy biztositott oxigén mennyiség elegendd a micélids novekedéshez ¢és késobb a
sporaképzddéshez is.

* A lehasitott redukalo cukrok mérése

Ezt, a Matrai és mtsai (2000) koézleményében megadott mddszer alapjan, 2-hidroxi-3,5-
dinitrobenzoesav (dinitro-szalicilsav, DSA) reagenssel végeztiik.

DSA reagens: 5,0 g 2-hidroxi-3,5-dinitrobenzoe savat 400 ml, meleg, 2%-0s vizes
natrium-hidroxid oldatban oldottunk fel. Ezutan 100 g KNa-tartaratot, 1,0 g fenolt, majd
0,25 g vizmentes natrium szulfatot oldottunk fel. Az oldatot feltoltottiik desztillalt vizzel
500 ml-re. Jol lezart sotét iivegben, hiivis helyen tarolva, tobb mint egy évig stabil.
Csdben 0,1 ml DSA reagenst az inkubalt csévekbdl vett 0,1 ml folyékony taptalajhoz
adtunk, és az elegyet 6t percre forrasban levd vizbe helyeztiikk. Ezutdn a mintat 2,0 ml
desztillalt vizzel higitottuk, és keverés utan az abszorbanciat 540 nm-en mértiik. A
referencia (vak proba) nem inokulélt, de inkubalt folyékony médium volt. A pontosabb
mérés érdekében gliikkdz standard sort készitettiink, 0,0, 10, 50, 100, 500 és 1000 pg/ml
koncentraciokkal, és kalibracios gorbét vettiink fel. Igy az abszorbanciakat pg redukald
cukor/ml folyékony médium formdjaban fejeztiik ki. 10 pg/ml feletti redukald cukor

értékeket fogadtunk el pozitiv eredményként.

3.8. DNS RT-PCR-rel az ALLFun-Taq penész-specifikus primer segitségével
kapott kopiaszam és a tenyésztéses (szabvany) modszerrel meghatarozott TKE
osszefiiggésének vizsgalata

Az Osszehasonlitd vizsgalatokat 8, vegyes mindségli szénamintan (5 fii, 2 lucerna és 1

szalma) végeztiik el.

Telepkepzo egységszam (TKE) meghatarozdsa lemezontéssel

A penész TKE-t a 3.1. pontban leirt mikologiai vizsgalati modszer szerint hataroztuk
meg (MSz ISO 7954 horizontalis modszer)

A penészgombak kimutatasa RT-PCR reakcioval
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« A szénamintdk el6készitése a DNS kivonasara

Az elso kisérletsorozatban a szénamintakat, (a penészszam meghatarozashoz végzett
feldolgozassal azonos modon), mintegy 0,8 cm méretiire szecskaztuk. A mintdk
sorszama: 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49.

A masodik Kisérletsorozatban a 42, 43, 45, 47 és 48 sz. mintak el6készitésében
fokozottabb, a sejtstruktirakat jobban feltdr6 feldolgozast végeztiink, mert az elsd
kisérletsorozat eredményei nyoman azt feltételeztiik, hogy a szénaminta apritottsaga ¢€s
mechanikai feltartsaga elégtelen volt. A 0,8 cm méretiire szecskazott mintdkat 1/1
tomegaranyban, 0,1 mm ¢és ennél kisebb szemcseméretii kvarchomokkal, Fritsch
“Pulverisette” 02.102 tipusu achat-malomban, 120 percig dezintegraltuk.

A 48-as szamu penészes lucernaszéna minta dezintegraldsa utdn, a nem apr6zodo
rostszalakat elkiilonitettilk, ezt 48R, a kiszitadlt por frakciét 48P megjeldléssel
vizsgaltuk.

A 48P ¢és 48R mintdk kopiaszamanak Osszehasonlitasdval azt vizsgaltuk, hogy a nem
apr6zodo frakcioban visszamaradd DNS mennyisége mennyire jelentds a kiszitalt
porbdl izolalhaté DNS mennyiségéhez képest.

A szecskazott mintakat, majd a hatékonyabb DNS kivonas érdekében, a kvarchomokkal
dezintegralt mintadrleményt, az egylittmiikodd intézetbe, Bundesforschungsanstalt fiir
Erndhrung und Lebensmittel-be (BFEL), Karlsruhe kiildtiik.

Az elokészitett mintdk AllfunTaq kopiaszamdt, a németorszagi egyiittmiikodd
laboratoriumban vizsgaltak.

« A DNS kivondsa és izolaldsa a szénamintdakbol

Az AllfunTaq bevizsgalasa sordn a penész szintenyészetekbdl, €s mesterségesen
fertdzott élelmiszerekbdl, a DNS és RNS izolalasanak technikai 1épéseit, valamint az
AllfunTaq primer fejlesztésének technikdjat a disszertacio 3.5.2. fejezetében
ismertetjik.

Az els6 mintasorozatban (42, 43, 44, 45, 46, 47, 48 ¢és 49 minta) a DNS izolalast, 0,1 g
eldkészitett szénamintabdl, a “Dneasy Plant Mini Kit”-tel (Quiagen, Hilden, Germany)
végezték a gyartd utasitdsai szerint, a sejtek mechanikus feltardsat folyékony
nitrogénben torténd eldorzsdléssel, az egyiittmikodd intézetben végezték. Az elsd
mintasorozat kopiaszamainak értékelésekor felmeriilt a mechanikus dezintegralas
elégtelenségének kérdése.

A masodik mintasorozatot (42, 43, 45, 47, 48P, 48R), kvarchomokkal, Fritsch
“Pulverisette” 02.102 tipust achat-malomban, 30 percig dezintegraltuk és igy finom,

100 mikrométeres szemcsefrakciot, és mellette kevés 0,1-0,3 mm-es szalas rostfrakciot,
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sejtfalfrakciot kaptunk. Ezt a 48. sz. minta esetében kiilon, 48R és 48P mintaszammal,
vizsgaltuk. Ezutan az egyliittmikodo intézet a folyékony nitrogénes kezelést egy féloras
aluminiumoxidos razatassal is kiegészitette. Az utolsd6 mosasi 1épés utdn a DNS
eludlasat 2x100 pl eludld pufferral hajtottadk végre. Az igy kapott DNS oldat 1 pl-ét
hasznaltak az AllfunTaq Real-Time PCR reakciokban.

4. Az értekezés fobb megallapitasai

4.1. A szénak terméktipikus csiraszamanak megallapitasa

Az MSz ISO 7954 szabvany szerint vizsgalva, a j6 mindségli mintak TKE/g tartalma
3x 10° — 2,7 x 10* kozétt, mig a szenzorikusan penészesnek itélt mintaké 3,2 x 10* -
3,45 x 10® kozott valtozott. Az organoleptikus vizsgalattal megéllapithatd penészesség
min. 5,7 x 10° TKE-t, a Palfy-féle hatarérték (Palfy és Kupai, 1986) (3,0 x 10%) felett
1,0 log-gal magasabb TKE -t val6sziniisit.

A begytijtott 76 (100%) szénaminta kozil 70 (92,1%) bizonyult a Palfy-féle hatarérték
felettinek és csupan 6 (7,9%) minta mindsiilt jonak a TKE vizsgalat alapjan. Ezzel
szemben érzékszervi vizsgalattal 58 (76,3%) mintat talaltunk jonak és csak 18 (23,7%)
szénat romlottnak.

Ennek alapjan megallapithatjuk, hogy a sziroprobaszerlien vett mintdk (gyakorlati
atlag) dontd6 tobbségében, a korabban ajanlott Palfy-féle hatarértéken feliili
penészszamot mutattunk ki a mikrobiologiai vizsgalattal, annak ellenére, hogy
szenzorikusan csak a mintdk egynegyedét josoltuk rossznak. Ez a megfigyelés is
indokolja, az organoleptikus biralat mellett, a mikrobiologiai vizsgalat sziikségességét.
Amennyiben a mintak botanikai Osszetételét vetjiik 6ssze a mikoldgiai allapottal, akkor
lathatd, hogy a megvizsgalt 41 lucernaszéna-minta (100%) TKE/g tartalma kozil 39
minta (95,1%) volt a Palfy-féle hatarérték folott. A 35 rétiszéna-minta (100%) TKE/g
tartalma alapjan 31 minta (88,5%) haladta meg a Palfy-féle hatarértéket.

A két széna fajtdban, mint szubsztratban, nincs alapvetd kiilonbség a penészszdmok
tekintetében.

A szénak leggyakoribb penészszama 10° (27,6%), 10° (25%) és 10* (23,6%) / gramm
volt. A mintak 15,7%-a volt 107 nagysagrendii. Szélséségesen magas, 10° penészszam
5,2%-ban fordult el6. A TKE szamok szamtani atlaga pontosan 1,987 x 107, amely érték

nem tikrozi a leggyakoribb penészszamot. Ezért ezzel a szamtani atlaggal nem
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jellemezhetjiikk a szénak atlagos fert6zottségét. Felmérd munkank soran begytijtott

szénak atlagosan 10°, azaz szdzezres nagysagrend{i penészszamot tartalmaztak.

4.2. A szénak terméktipikus floraelemeinek és a toxinogén fajok eléfordulasa

Toxinogén genusok eléforduldsara nézve a penészflorat 60 (57 Palfy féle hatarérték
feletti, 3 hatarérték alatti) mintaban értékeltiik.

Ezek koziil Aspergillus fajokat 23 (38,3 %) mintdban talaltunk. 22 mintara a Palfy-féle
II1. osztaly hatarértékét meghaladd TKE volt jellemz6. Penicillium fajokat 26 mintabol
(43,3 %) mutattunk ki. 24 minta folotte, 2 minta alatta volt a fenti hatarértéknek.
Fusarium fajokat 23 (38,3 %) mintabol lehetett kitenyészteni, és valamennyi
penészszdma meghaladta a hatarértéket. A harom TKE alapjan jonak mindsitett
mintaban tehat Penicillium vagy/és Aspergillus fordult eld.

Lathato, hogy a toxinogének eléforduldsa a hatarérték alatti vagy az azt meghalado
Ossz-penészszdmmal nincs 0sszefliggésben.

A 23 db Aspergillus-os mintabol 6 (26 %) volt organoleptikusan penészesnek itélhetd,
17 nem. A 26 db Penicillium-os mintabdl 3 (11,5 %) volt lathatéban penészes, a 23 db
Fusarium-os mintabdl is csak 6 (26 %) volt szemre penészes.

A toxinogének el6fordulasa tehat nem valoszinlsithetd a minta organoleptikus
tulajdonsagaival sem.

A magyar takarmany-mikrobioldgiai vizsgalati gyakorlattal ellentétben, az Alternaria
genus tagjait nem soroltuk a potencidlis toxinogének kozé. A hazai és nemzetkozi
irodalomban ugyanis nincs egyértelmli adat arra, hogy a szénafogyasztd allatfajok

korében az alternariol-toxikdzisnak gyakorlati jelentdsége lenne.

Egyéb megfigyelések:
Szaraz lucernaszéndban, az Aspergillus genus tagjai, Ujranedvesedés hatasara
nagymértékben felszaporodtak (tarold tobbszori bedzéasa, esdverte balak).

A Fusarium fajok el6fordulésa észrevehetéen 6sszel volt gyakoribb.

Az MSz ISO 7954 szabvanyban el6irt talajon, a széna penészflora tagjai a
tomegvizsgalat igényeit kielégitd gyorsasaggal fejlddnek. Problémét okoz viszont a
Mucor és a Trichoderma fajok tilndvése és szétfutdsa, ami egy specidlis, inhibitort

tartalmazo talaj hasznalatat indokolja.
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4.3. A penészek tomeges felszaporodasaért felelés fizikai tényezék hatasa szénakon

A penészek szaporodaskinetikajat konstans pdaratartalmi  kamridkban inkubalt
fiimintakban, a TKE/gramm valtozasan keresztiil kisértiik figyelemmel. Ez a novekedési
rata a AlogTKE/nap értékkel fejezhetd ki. Megallapitottuk, hogy az elsé 8 nap alatt a
novekedési ratat elsésorban a minta kiinduldé nedvességtartalma hatarozza meg. Ha a
minta nedvességtartalma 40 % {0616tti, a penészgombdk ndvekedése intenziv volt,
fiiggetleniil a kiindulo fert6zottségtdl, a paratartalomtol és a hdmérséklettdl, de 90%
paratartalom alatt, 15 °C-on a ndvekedés csak a 4. nap utan indult meg. Az alacsonyabb
kiindul6 nedvességtartalmii mintak (40% alatt) kezdetben, a magasabb relativ
paratartalma atmoszféraban, penész-szam csokkenést mutattak. A 8. nap utan a 40%-nal
alacsonyabb nedvességtartalmi mintdkban a penész novekedését meghatarozéan a
relativ paratartalom befolydsolta. A mintdk nedvességtartalmatol fiiggden, a 84% ¢és
alacsonyabb paratartalmon, a penészgombak névekedése kozott nem talaltunk jelentds
kiilonbséget. A penészgombak ndvekedése 15 °C-on 0,1-0,21 logTKE/nap-pal volt

kevesebb, mint 25 °C-on. Ez a kiilonbség nem szdmottevo.

Megallapithato, hogy a penészgombak novekedését a széndkon, az elsd 8 nap alatt, a

kaszalaskori €s betakaritaskori nedvességtartalom hatdrozza meg. A 8. nap utdn, a
penészgombak ndvekedése mar dontden a relativ paratartalomtol fiigg.

A magasabb hémérséklet a penészgombak ndvekedését nem gyorsitja jelentdsen.

4.4. A szénak és Kkukoricamag terméktipikus penészflorajanak valamint az

Aspergillus parasiticus érzékenysége az erjedési savak (laktat, acetat) jelenlétére

A széna terméktipikus penészflordjara a laktat kimutathatd germinacids gatlast
gyakorol, azonban a micélidlis fejlodést nem gatolja (1., 2. és 3. talajok). A laktat gatlo
hatasa, a szénaflora kiilonféle fajaira nézve, valdsziniileg szelektiv.

A szénafléra fajai szénhidratmentes, de laktatot tartalmazd kdézegben gyakorlatilag
100%-ban kindnek, a telepfejlédés 100%-os, tehat a laktatot a szénhidratokkal azonos
mértékben hasznositjak. Szénhidratot sem ¢és laktatot sem tartalmazd talajban, a
novekedés 55%-os (1. és 5. talajok).

A szénaflora ndvekedését az elolt Lactobacillus tenyészet kozege mind a TKE-re, mind

a telepnovekedés sebességére nézve kimutathatéan gatolta, de nem erdsebben, mint
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egymagaban a Na-laktat (1. és 6. talajok). A gatld hatds tehat a kozeg laktattartalmatol
fligg.

Az Asp. parasiticus tenyészeteiben, a Na-laktat, a viztérre szamitott 1,0 és 2,0
tom/térf.%-ban nem gatolta sem a spordk germinacidjat (numerikus gatlas), sem a
telepek novekedését (micélidlis gatlas) - 1.,2., 3. talajok. Ebbdl az kovetkezik, hogy
leerjedés utan aerob koriilmények kozé keriild takarmany az aflatoxinogének
felszaporodasanak éppen ugy ki van téve, mint hasonlé vizaktivitdsu, nem erjesztett
tétel.

Szénhidratmentes kozegben is jelentds az Asp. parasiticus sporak germinacidja, viszont
tetemes a micelialis novekedés gatlasa (1. és 4. talaj). Amikor a tejsavas erjedés a
szénhidratokat mar felhasznalta, a kozegben laktdit van jelen. Az 1. és 5.
talajosszetételek Osszehasonlitasabol (TKE és telepatmérd %) kideriil, hogy az Asp.
parasiticus a laktatot is képes hasznositani.

El6lt szubmerz Lactobacillus tenyészet kdzege az Asp. parasiticusra nézve nem
gyakorol gatlast(1. és 6. talajok). Minthogy a laktatnak sincs gétlo hatasa, ebbdl
kovetkeztethetéen, az eldlt Lactobacillusok kdzege a laktaton kiviil mas természetii
inhibitorokat nem képez az Asp. parasiticusra nézve.

Mig 2% laktat a szénaflorat kis mértékben gatolja, addig a 1,5%-os (a laktattal
tagja sem hasznositja.

1,5% acetat az Asp. parasiticus novekedésére teljes gatlast gyakorol. Ugyanez
mutatkozik a laktat és az acetat ekvimolaris kombinacidjaban is. Az Asp. parasiticus
valoszinlileg nem hasznosit acetatot.

Csokkend pH (6,5; 5,5; 4,5) a szénaflora ndvekedését Osszességében valamennyire
lassitja, és a flora fajosszetételét szelektalja.

A pH csokkenése az Asp. parasiticus novekedését nem gatolja jelentésen. pH 4,5
kozegében mutatkozik numerikus és novekedési gatlds, azonban a konidiumképzddés
gyorsabban indul meg.

A kukorica terméktipikus penészflorajara (zommel Aspergillus-ok), a 2 % laktat
semmilyen gatlast nem gyakorol. A flora a laktatot csaknem egyenértékiien hasznositja.

Az ekvimolaris acetat viszont totalisan gatol.
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4.5. A szénak mikologiai vizsgalatara alkalmas taptalajreceptura kialakitasanak

eredményei

A Rose Bengal adalék a talaj alapszinét intenziv rozsaszinre festi. Ez a szinek —
kiilondsen a rozsaszinii teleparnyalat — észlelését szinte lehetetlenné teszi, ugyanakkor a
Rose Bengal inhibitor hatdsa egymagéaban jelentéktelen, csak az élesztékre nézve
intenziv. A korai telepkezdemények gyorsabb észlelése rozsaszin festékkotésiik alapjan

nem jelentds elony.

crer

crer

kiilonbozé fajok konidiumai altaldnosan lassabban fejlédnek ki és sziniik sokkal
kevésbé kifejezett.

Kis mértekli gatld hatds esetén a Mucor elveszti intenziven szétkuszo légmicélium
képzo kézségét, azonban feliileti terjeszkedése megmarad. Ekkor még nagy teriileteket
képes elfoglalni, és ezzel a kimutathatd TKE-szamot rontja. Erésebb gatld hatas esetén

szorul annyira vissza, hogy terjeszkedése a flora tobbi tagjaval koriilbeliil azonos.

A takarmdnyok penészszamanak meghatdrozasara eldirt MSz ISO 7954 szabvanytalaj
szalastakarmanyok vizsgalatara nem alkalmas, mert az esetek mintegy felében, a Mucor
talndvése, mind a TKE leolvasasat, mind a toxinogén telepek felismerését meghiusitja.
Inhibitorok alkalmazdsa vagy a talaj tdpanyagszintjeinek csokkentése esetén, a
mintakbol kimutathaté TKE, az 0Osszehasonlitds alapjaul vett MSz ISO 7954
szabvanytalajon kapott TKE-értékkel gyakorlatilag megegyezik, a feldolgozasnal
szokasos hibahatarok mellett.

Az inhibitorokat tartalmaz6 DRBC o6sszetétel (King és mtsai, 1979) korai TKE
leolvasast tesz lehetdvé (egyenletesebb telepméret), egyidejiileg a Mucort visszaszoritja.
Ugyanakkor a talaj alapszine, a konidium-képz6dmények — kiilondsen a toxinogén
Fusariumok - szinének megitélését megneheziti. Az Rose Bengal hifafestd hatasa nem
nagy elény.

Vizsgalataink jelenlegi fazisdban, az MSz ISO 7954 - dichloran kombinaciot talaltuk a
legmegfelelobbnek, amelyen a TKE koran leolvashatd, a Mucort a DRBC-ével
egyenértékiien visszaszoritja €és szintelen, ezért a telepszinek jol megfigyelhetdk.

A 2-4-dinitroszalicilsav (DSA), mint inhibitor, intenziv alapszine ¢és csekély

hatékonysaga miatt nem valt be.

20



4.6. Szelektiv propagulum-festési technika kidolgozasanak eredménye

Szénak és abrakfélék alapszuszpenzidiban malachitzold, amidoblack (AB) és Sudan II1
festéssel a propagulumképletekre nézve érdemleges szelektivitdst nem lehetett észlelni.
Ugyanakkor a Rose Bengalt (RB) a konidiumok (spérak) megkotik, és sotétvoros
képletek alapjan ismerheték fel, mig mas mikroképletekbdl a festék kioldodik. Az
egyébként pigmentalt (fekete) telepeket képzd fajok RB-vel nem festddnek, de éppen a
pigmentaltsdguk révén ismerhetdk fel. Az RB, a festés soran kismértékben kotddik a
keményité-szemcsékhez. Gabonadrlemények szuszpenzidjadban, a f0zés miatt
destrukturalt keményitoszemcsék rozsaszin toredék-tomeg alakjaban lathatok. Az RB a
baktériumokat is festi, amelyek, az ajanlott 250x-es nagyitdssal, halvany
porszemcsékként lathatok. Novényi rostok, szorok, tormelékek és gyakran nematddak,

az RB-t nem kotik, igy a penész eredetli képletektdl biztosan megkiilonboztethetok.

A mintaszuszpenziokban az AB gyengén kotddott a propagulumokhoz, és kékeszold
szine joval kevésbé feltlind, mint az RB festés esetében. A sporaburok apolaros
elemeire gondolva vizsgaltuk a Sudan lipidfestést. Szelektivitisa nem megfeleld, a

hifakban a szeptaltsagot nem mutatja, ugyanakkor a keményitdszemcsékhez is kotodik.

Eljarasunk alkalmas szaraz prepardtum készitésére is. A lemezen beszaritott
agarrétegben a részecskék a széleken sem csapodnak Ossze, ugyanakkor a vizes
készitményhez képest a szaraz agar nagy torésmutatoja miatt a fazistargyak hatarvonalai
gyengébbek. Ezen segit a festés, amelyben a szinarnyalat 1ényegében a fazistargyat
amplitudo-targgya alakitja 4t. A szérazkészitmény elénye az archivalhatdsdg, ami
lehetdvé teszi a vizsgélat objektiv dokumentalasat. Ennek alapjan ugyanis — a
szuszpenzi6 higitdsdnak és a felvitt folyadékmennyiség ismeretében — a
penészfertdzottség mértékére jellemzd sporaszdm/gramm kiszamithatd, ami egyrészt a

TKE-vel szoros kapcsolatban van, masrészt a tétel eld¢letére nézve is jelzéértékil.

4.7. Kisérletek az invertaz-teszt alkalmazhatésagara néhany szénakra jellemzo

genus esetében

A vizsgalt terméktipikus penészfajok koziil észlelhetd invertaz termelése a
Nigrospora, Alternaria és Cladosporium fajoknak van. Koziilik a  Nigrospora

novekedési sebessége éri el azt a mértéket, amelynek alapjan az invertaz-teszt jelzo
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értékilinek tekinthetd, mar 24 dra utan jelentOs az aktivitas, amelyet fenntart 48. és 72.
oraig is. Az Alternaria 24 oOras lag-fazis utan, a kovetkezd 24 ordban nagymértékben
termel, azonban 48-72. 6ra kozott ledll. A Cladosporium jelentds invertazt, csak még
hosszabb lag-fizis utan, 72. 6ra utin termel. Erdekes, hogy mind a harom faj
pigmentalt.

Tekintettel arra, hogy a tapasztalatok alapjan a "fekete penészek" a terméktipikus
allomany mintegy felét teszik ki, és ebben is a Cladosporium dominal, az invertaz teszt

nem tekinthetd hasznalhatonak széndk penészfertdzottségének gyors megallapitasara.

4.8. DNS RT-PCR-rel az ALLFunTaq penész-specifikus primer segitségével kapott
kopiaszam és a tenyésztéses (szabvany) modszerrel meghatarozott TKE

osszefiiggésének vizsgalata

A szénamintdk mikolodgiai allapotat, az organoleptikus mindség és az autentikusnak
tekintett TKE-hez képest az AllFunTaq primerrel mért gomba 18S rDNS kopiaszam
még tendenciaszertien sem jelzi. Osszefiiggést a molekularis biologiai és hagyomanyos
tenyésztéses technikaval kimutatott penészszam kozott nem taldltunk (a korrelaciod
értéke nagyon alacsony: R=0,17).

Magas PCR kopiaszamok viszonylag alacsony TKE értékek mellett, magyarazhatok
lehetnek azzal, hogy a mintdban régebbi penész-gradacié elhalt maradvéanyait mutattuk
ki. Azonban, ezek a mintdk organoleptikus, vizudlis birdlattal egészségesnek latszottak.
(Ezen mintdk terméktipikus penészflorajukban zomében Alternaria, Cladosporium,
Mucor fajokat tartalmaztak, amelyekre nézve az AllFun Taq specificitasat Mayer (2002)
modellkisérletben igazolta).

Egyes nyilvanvaléan penészes, magas TKE-ji mintakbol nem sikeriilt kopidkat
kimutatni. Szénamintdban természetes koriilmények kozott keletkezett gombatomeg
kvantifikalasat RT- PCR-rel nagymértékben bizonytalanna teszi az a tény, hogy a DNS
kivonasanak moddja a kitinbe zart micéliumsejtbdl, valamint a celluldz-lignin
strukturakbol, alapvetden befolydsolja az ugyanazon mintabol elérhetd kdpiaszamot.

A 48P szamu (kvarchomokkal dezintegralt penészes lucernaszéna, porfrakcio) és a 48R
szami (ugyanennek rostfrakcigja) minta RT-PCR vizsgalatdban kapott log -
koépiaszdmok (48P szdml minta: 11,721; 48R szadml minta: 11,491) hasonlosaga arra
utalhat, hogy a rostokra randtt micéliumtomeg ugyanolyan nagysdgrendben tartalmaz
penészgomba DNS-t, mint a vélhetéen thlnyomodan konidiumokat tartalmazo

porfrakcio.
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Széndk penészfertdzottségének megallapitasira az AllFunTaqg RT-PCR modszer
alkalmassaga, vagy ennek ellenkezdje akkor allapithaté meg, ha valamilyen, - eddig
még nem ismert uton, - a szaraz vegetativ anyaggal deszikkalt struktirabol, a DNS
teljes kvanitativ kinyerése megoldhatova valik. A probléman nem segitene a DNS
Osszmennyiségének meghatarozasa a feltart mintdban, mert a novényi sejtképletekbdl
valosziniileg a teljes DNS tartalom nagyobb %-a nyerhetd ki, mint a gomba-eredetli

mikroképletekbdl.

Egyéb megfigyelés: A TKE adatok 0sszehasonlitdsakor — 1. mintasorozat szecskazott
szénak ¢és a 2. mintasorozat drleménye — az orleményekbdl két nagysagrenddel kisebb
penészszamot tudtunk kimutatni. Ezt az elhalast az orlés folyaman keletkezd ho, tehat

az orlemény felmelegedése okozhatta.

5. Az értekezés uj. illetve ajszerii eredménvei

& Hazai szénamintdk feldolgozdsa alapjan meghataroztuk a penészfertdzottség
terméktipikus értékét: ez 1 x 10°, ami a minéségi osztalyokba sorolashoz, és a penész

TKE-hatarértékek meghatarozasahoz sziikséges.

& A széndk penészflorgjaban, a toxinogének el6forduldsa  fliggetlen a

penészfertdzottség mértékétol.

® Penészek felszaporodasa szénakon elsdsorban a betarolaskori viztartalomtol, joval

kevésbé a tarolasi tér eRH értékétdl és még kevésbé a homérséklettdl fligg.

& Az erjedési termékek koziil a laktat alig, mig az acetdt jelentdsen gétolja mind a

terméktipikus szénaflora, mind a toxinogén Aspergillus parasiticus felszaporodésat.

& A takarmanyok penésszdmanak meghatdrozasasra eléirt MSz ISO 7954
szabvanytalaj szalastakarmanyok vizsgéalatara nem alkalmas, mert az esetek mintegy
felében a Mucor tilnovése, mind a TKE leolvasasat, mind a toxinogén telepek
felismerését meghiusitja. Széndk mikologiai vizsgalatdra a Mucorales elnyomasa, a
kielégité telepnovekedés és a szines képletek elbiralhatosaga szempontjabol, az MSz

ISO 7954 szabvanyosszetétel Dichloran inhibitor kiegészitéssel ajanlhato.
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& Széndk penészfertézottségének tajékoztatdé mikroszkopos értékelésére agarmatrixos

Rose Bengal differencial-festési eljarast dolgoztunk ki.

& A B-D-fruktofurazonidaz (invertdz) enzimprodukcids-teszt - szénamintak esetében -
csak harom terméktipikus genus esetében ad jelentds reakciot eltéréen a gabondk

toxinogén raktari genusaitol.

& RT-PCR-rel az AllFun-Taq penész-specifikus primer segitségével kapott kopiaszam
¢s a tenyésztéses (szabvany) modszerrel meghatarozott TKE kozott az eldvizsgalatban
nem talaltunk Osszefiiggést, ezért az eljards szénak vizsgalatara, ez id0 szerint nem

ajanlhato.
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