A T -2 Fusarium toxin kimutatasa és mennyiségi meghatarozasa
mikrobiolégiai eljarassal

TEREN JOZSEF* és FERENCZY LAJOS**

Mérsékelt égovi viszonyok mellett a gabonafélék és takarmanyok egészség-
lgyi veszélyességét els6sorban a Fusarium gombak altal termelt toxikus meta-
bolitok jelentik.

Ezek kozul kémiai szerkezetiik és bioldgiai hatasuk alapjan jol korilhatarol-
hat0 egységet képeznek a trichothecan csoportba tartoz6 mycotoxinok (1, 2, 3).
Kiilénboz6 eredetli gabona és takarmanymintak esetében leggyakoribb az erésen
Enérgez)c’i, Fusarium tricinctum és mas Fusarium fajok altal termelt T —2 toxin
4, 5, 6):

AT -2 toxin kimutatasara szolgalo vékonyréteg kromatografias modszerek
(7,8) érzékenysége nem nagy, tovabba az el6hivas aspecifikussaga a kimutatas
megbizhat()sgl_gét er6sen befolyasolja.

Mivel a T-2 toxin mikroorganizmusok szaporodasat gatolja, ennek alapjan
dolgoztak ki agar-diffuziés modszert (9), amely azonban a tesztmikroorganizmus
lassu szaporodasa miatt tal hossz( inkubacios id6t igényel, tovabba csak a T—2
toxin mennyiségének becslésére alkalmas.

Vizsgéalataink soran olyan mikrobioldgiai eljards kidolgozésat tlztik Kki
célul, amely a fent emlitett modszernél gyorsabb, nagyobb érzékenységgel ren-
delkezik, tovabba lehetévé teszi a T —2 toxin kvantitativ meghatarozasat.

Anyagok és modszerek

T —2 toxin gatld koncentréacidjanak vizsgalata

A kristalyos T—2 toxint H. R. Burmeister (Northern Regional Research
Laboratory, U. S. Department of Agriculture, Peoria, 111) laboratériumabdl kap-
tuk. Tesztmikroorganizmusok az ATCC és CBS nemzetkdzi, tovabba az NVK
(No6vényvédelmi Kutaté Intézet Bp.), SzK (Sz6lészeti Kutatd Intézet Bp.), OKI
(Orszagos Kozegészségiigyi Intézet Bp.) és az SZMC (JATE Szeged, Mikrobioldgiai
Tanszek) torzsgyljtemenyeib6l szarmaztak. A kultardkat DY (10 g glukoz,
5 g Oxoid Yeast Extract, 1000 cm3 deszt. viz) ferde agaros tenyészetben tar-
tottuk fenn, penészgombaknal 1 hetes, mas mikroorganizmusoknal 24 o6ras
tenyészetet hasznaltunk a vizsgalatokhoz.

Taptalaj higitasos modszerrel DY taptalajon 20—0,6 /zg/cm3 T—2 kon-
centracidtartomanyban felez8 higitasi sort készitve, a higitasi sor tagjaibol 10
cm3t Ontottink Petri csészénként. A taptalaj fellletére a tesztmikroorganizmu-
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sok sejt, ill. spora szuszpenzidjabdl 103sejtet vittlink fel 1 cm2es teriletre. Inku-
balas 30 C°-on tortént. Az ertékelésnél a minimalis gatl6 koncentracié (MIC)
mellett a részleges gatlas koncentraciojat (IC 50) is megallapitottuk, azaz azt a
T—2 toxin koncentraciot, amelynél a kontrolion bekdvetkezett szaporodas

mértékéhez képest 50%-0s vagy annal nagyobb részleges gatlas tapasztalhato.

Turbidimetrids mddszer

DS (10 g glukdz, 5g/NH42504 1g KHZ2 04 0,5 g MgS04+7 HD, 0,5 g Oxoid
Yeast Extract, 1000 cm3deszt. viz) tapoldatot 10 emsénként 100 cm3es Erlen-
meyer lombikokba fejtve, az inkubacios elegy 10; 5; 2,5; 1,2; 0,6; 0,3 és 0,15 pg
T—2 toxint é 104 Prototheca wickerhamii sejtet tartalmazott cinkenként.
Razatads malomszita rendszer(i korkitéréses razégépen tortént, 30 °C-on 36 draig.
A turbiditds mérését Spektromom 360 spektrofotométeren 520 nm hulldmhosz-
szon végeztik. A sejtszdm-optikai denzitas dsszefuiggést add kalibracids gorbét
Burker-kamrés sejtszamolassal vettik fel.

Agar-diffazids mddszer

Az elbkisérletek soran 3,5 cm3 DS téptalajhoz (45 °C) 0,5 cm3 Prototheca
wickerhamii szuszpenziot (5¢10f sejt/ml) oOntottunk és intenziv Osszekeverés
utan lemezontést végeztiink. A taptalaj vastagsaga 2 mm volt. A taptalaj meg-
dermedése utan 0,3; 0,6 és 1,2 /ng T —2 toxint tartalmazd papirkorongokat (9 mm
atmérdjli Whatman no 1) helyeztink a felletre. 16 éras 30 °C-on torténd inku-
balas a lemezeket 1 mg/cm3bromkrezol-bibor (BCP) tartalmd, 50 °C-os agarral
lepermeteztilk, és a kialakult kék zonak atmérdjét mértik.

Standardizalt kvantitativ meghatarozas ,,large plate” kamraban

17,5 cm3puffereit, modositott DS (10 g glukédz, 5 g (NH4ZS04 0,5 g MgS04e

*7 HXD, 0,5 g Oxoid Yeast Extract, 0,15 g BCP indikator, 10g agar; 1000 cm3
M/15 foszfat puffer, pH = 7) taptalajhoz — melyet 45 °C-ra leh(téttink —

2,5 cm3hasonldan pufferolt Prototheca wickerhamii szuszpenziét (5 «10° sejt/cm3)
adtunk. Intenziv keverés utdn 45 °C-ra el6melegitett ,large plate” kamréaba
(20x20x1 cm) ontottiik. Kalibracios gorbe felvételéhez kristalyos T—2 toxin
acetonos_torzsoldatabol felez6 higitasi sort készitve (60-3 pg) cm3) a higitasi

sor tagjaibol 50 p\-t vittink fel a papirkorongokra. Az inkubalas 30 °C-on tértént.

24 6ra mulva a korongok korul kialakult szines zondk atmergjét mértik.

A kvantitativ modszer gyakorlatban valé alkalmazésa

10 ? penészfertézottségt6l mentes bdza ill. fehérkukorica darat etilacetattal
extrahaltunk (standard Soxlet mddszerrel) 8 6ran keresztil. Az extraktumot
vakuumban beparoltuk, a maradékot 5 cm3acetonban Gjra oldottuk, és0,5 cm3
enként elosztva ismert mennyiségli T —2 toxint adtunk hozza.

Preparativ rétegkromatografidhoz Kieselgel G 1 mm rétegvastagsagu
lemezeket (aktivalas 110 °C-on 4 6raig) hasznaltunk. Az extraktumok felvitele
csikban tortént. Etilacetat-toluol 3 : 1 aranyu elegyével a kromatogrammokat
kb. 10 cm magassagig futtattuk, szaritds utan a T —2 toxinra jellemzd Rf érték-
nél (Rf = 0,5—0,6(); a szilikagélt lekapartuk és 8x150 mm-es mikrooszlopba
toltottik. Eludlas acetonnal 2 cm3végs6 térfogatra.

A mikrobiol6giai meghatarozast ,large plate” modszerrel az el6z6 pontban
leirtak alapjan végeztik.
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Gyors modszer a T-2 toxin szemikvantitativ meghatarozasara

Vékonyréteg kromatografiahoz Kieselgel Q 250 // rétegvastagsagi'Hemezeket
(aktivalas 110°C-on 1 6raig) hasznaltunk. A lemezekre 0,15; 0,3; 0,6; 1,2 &s 2,5
T —2 toxint vittink fel foltonként. Futtatas etilacetat-toluol 3 :1 aranyd ele-
gyével tortént szobahdmérsékleten. A megszaritott lemezeken a szilikagélt
1%-o0s agar (50 °C-os) tartalmi oldattal valé lepermetezéssel fixaltuk.

17,5 cm3 DS taptalajhoz BCP indikator 1 mg/cm3es oldatab6l 0,1 cm3t
adunk, és a pH-t 7-re éllitottuk. Az indikator kis mennyiségl alkalmazésa a
kés6bbiekben targyalt ,.el6rejelzés” miatt sziikséges. A taptalajt 45 5C-ra leh(-
tottik és 2,5 cm3Prototheca wickerhamii szuszpenzidt (5-107sejt/cm3) adtunk,
majd intenziv keverés utdn a vékonyrétegkromatogrammok fellletére lemezt
ontottink. Vastagsaga 1 mm. Inkubalas nedves kamraban 30 °C-on kb, 15 éréig.
Ezutan a lemezeket az el6hivé agarral (1 g BCP, 10 g agar 1000 cm* deszt. viz
pH = 7-re val6 beallitds 5%-0s NaOH-val) lepermeteztiik, és mértiik a kialakult
kék zonék teruletét.

Eredmények és értékelés

T —2 toxin hatasa a mikroorganizmusokra

Baktériumok esetében a MIC az alkalmazott legmagasabb koncentracio
(20 ,ug cm3 felett van, részleges gatlas sem tapasztalhaté.

A vizsgalt élesztégombak koziil az érzékeny fajoknal a MIC 10 ug/cm3, rész-
leges gatlas pedig 5 /ig/cm3 koncentracional tapasztalhato. A gombak rend-
szertani helye ésa T - 2 toxinra valé érzékenység kdzott nincs dsszefiiggés. A pe-

7. &bra
Prototheca Wickerhamii sejtszam véltoza-
saa T-2toxin koncentracio fuggvényében,
turbidimetrids mérések alapjan



nész%ombak toxin érzékenysége a vizsgalt fajokndl hasonlo. Altalanos tapaszta-
lat, hogy nagyobb T —2 koncentracid esetén a fonalképzédés gatlodik, igy 20
/|'g/cm3nel a telepek a leoltott 1 crn2es teriiletre korlatozédnak, és a konidium-
képzés is gatlodik. A vizsgalt két Fusarium faj esetében nem mutatkozik gatlas.
A tesztmikroorganizmusok kozil legnagyobb érzékenységgel a szintelen algak
csoportjaba tartozd Prototheca fajok rendelkeznek. igy a tovabbi vizsgalatokhoz
a Prototheca 63/K55 jell torzset hasznaltuk, melyet Dobolyi és rnts-i (szdbeli
kozlés) Prototheca wickerhamiinak identifikaltak.

Turbidimcirias médszer

A Prototheca wickerhamii razatott tenyészetének szaporoddsat 5 /ig/ml
T —2 toxin teljesen gatolja (1. &bra). A kontroll szaporodashoz viszonyitva
2,5 [ig /cm3T -2 részleges gatlast eredményezett, mig 1,2 alatt gatlé hatds nem
volt. igy a rézatott tenyészet turbidimetrids mérése nem alkalmas a T—2
toxin kvantitativ meghatarozasara, mivel a viszonylag magas kimutatasi hatar
mellett sz(ik a linearis, mérésre alkalmas tartomany, tovabba hosszl inkubacios
id6t igényel.

Agar-diffaziés mddszer

Standard diffuzios technika alkalmazasakor alacsony T -2 koncentracio
(0,3- 0,6/tg/korong) esetén isvan gatlas, a kialakult gatl6 zonak hatara azonban
elmosodott. igy ap ntos zOnaatmerd mérésére nincs lehetGség, ami pedig feltétele
egy meghizhatd kvantitativ médszernek. Ha azonban az inkubalt lemezeket
0,1% BCP tartalmu agarral lepermetezziik, a gatlasi zéna terllete kék szin(
marad, mig a tesztmikroorganizmus szaporodasabol eredd savas rész sarga szindi
lesz. A zonahatarok ekkor élesen jelentkeznek.

A kvantitativ mddszer alkalmazdsa szempontjabdl tovabbi két probléma
jelentkezik: egyrészt az el6hivas soran kialakult kék zéna atméréje id6ben gyors
csOkkentést mutat, masrészt az eljarast ,,large plate” meghatarozassa tovabbfej-
lesztve a lepermetezés technikailag nehézkes.

M/15 foszfat puffer (pH = 7) hozzdadasaval a taptalaj pufferkapacitasa
Iényegesen megn6, igy a neutralis zona id6beni stabilitasa biztositott. A taptalaj-
hoz adagolt bromkrezol bibor indikator (0,15 mg/cm3 a mikroorganizmus sza-
porodasat nem befolyasolja, a kialakult szinek intenzitasa viszont megfeleld, igy
a gatlasi zona atmérdje jol meérhetd.

z6na

C3 06 12 25 T2(uglkorong) 03 Ch U 15 RHu™™*
2. abra 3. abra
T-2 toxin mennyiség és gatlasi zéna atméré Gétléasi zénak a ,large plate” kamraban,
Osszefliiggése ,large plate” eljaras alkalma-
zé4sakor.
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Standardizalt meghatarozés ,,large plate” modszerrel

Kalibracios gorbe felvételéhez T -2 toxin koncentracié sort vizsgaltunk,
kamranként 4 sorozatban, 3 ismétléssel.

24 6rés inkubalas utan mért adatok szerint a T—2 toxin mennyisége és a
gatlasi zona atmérdje kozott 0,3-2,5 ,ug/korong intervallumban linearis dssze-
fliggés van (2. abra). A biztonsagosan kimutathatd legkisebb T-2 toxin meny-
nyiség 0,1 /ig/korong.

A zbnaatmerG és koncentracio kozott igen szoros a korreldcio (r= 0,998), igy
az adott koncentracidhoz tartozd zénaatmérd atlagok a szamitott kalibracios
gorbéhez viszonyitva beleesnek az alapszérasba. (So = 0,62).

Kulénb6z6 gabonamintdk extraktuma azonban kdzvetlenil nem vizsgalhatd
a fenti modszerrel, mivel a mintdbol kiextrahalt lipidek az agar diffdziét nagy-
mértékben zavarjak. igy a gyakorlatban egy el6zetes preparativ rétegkromato-
grafias tisztitast kell beiktatni. A T —2 toxinra jellemzd Rf értéknél a szilikagélt
lekaparva és mikrooszlopba toltve, atoxin kvantitative elualhaté acetonnal. Az
igy nyert eluatum mar megfelel az agar-diffiziés modszer kovetelményeinek.
Egy ,large plate” kamraban 6 ismeretlen (2 sorozatban) és 4 higitasi standard
vizsgalhato. A statisztikai értékelés alapjan a kamra minden pozicidja egyenerté-
I((u af)on)ban a korongokat célszer(i 4x4-es latin négyzet sémaja szerint elhelyezni
3. ébra).

Gyors mbdszer a T—2 toxin szemikvant/tativ meghatarozasara

A leirt_kvantitativ eljaras mellett a gyakorlat szamara gyors és egyszerd
kimutatas is szikséges. Ennek érdekében a rétegkromatografias elvalasztast
mikrobioldgiai eléhivassal kombinalva szemikvantitativ eljarast alakitottunk ki.

Az inkubacios id6 lerdviditését az inokulum sejtszam olyan ndvelésével
ertlik el, amely a modszer erzékenysegét meg nem befolyasolja leényegesen. Az
inkubécio megfelel6 id6tartamat, mely 15 6ra kortl ingadozik, a taptalajban
levé BCP el6jelz6 indikator mutatja Az inkubaciét kovet6 indikatoros el6hivas
azt a célt szolgal{(a hogy megfelel6 szinintenzitasti gatlasi zonakat kapjunk,
melyek terlileténe merese pontosan elvégezhet (4. abra).

A T-2 toxinmennyiség és a kialakult gatlasi zéna terllete kozott 0,1 —2,5
Ag/folt intervallumban linearis 6sszefliggés van (5. abra), igy a leirt modszer
alkalmas T-2 toxin gyors szemikvantitativ meghatarozasara élelmiszer és
takarmany mintakbal.

015 03 06 12 25 T-2(jjglfott)

T-2 toxin
4. &bra 5. abra
A gatlasi zona teruletének valtozasa a T-2 Dézis-hatds dsszefliggés szemikvantitativ
toxin mennyiség fuggvényében, vékonyréteg modszer alkalmazasakor.

kromatogrammon.



7. tablazat

A T—2 toxin hatdsa mikroorganizmusok szaporodasara (MCI-minimalis gatlé koncentracio,
fjg/cm1 IC 50 = géatlé koncentracié, mely a kontrolihoz viszonyitva 50%, vagy annal nagyobb

részleges gatlast eredményez, jug/cm3)

Mikroorganizmus

BAKTERIUMOK

Xantoinonas vesicatoria ....

Serratia marcescens ...
Erwinia carotovora ....
Micrococcus flavus
Sarcina lutea 135 .................
Staphylococcus aureus 20/3 ..
Baciliius subtilis........c..c.......
Bac. cereus var. mycoides

Bac. stearothermophilus ....
Bac. mesentericus 271..........

ELESZTOGOMBAK

Endomyces ressii ........c.......
Endomycopsis wickerhamii

Saccharomyces cerevisiae ...

R XII
Sacch. cerevisiae S288 C ...

Sacch. oviformis Massandra .

Sacch. carlsbergensis ...........
Sacch. rouxii 1461
Sacch. diastaticus
Rekkeromyces lodderi..........
Hansenula anomala ...........
Pichis saitOi......c..ccocvvevrvennane.
tcotrichum candidum..........
Procandida tropicalis...........
Pc. albicans.........ccovveenne.
Pc. stellatoidea 29—64—1....
Candida solani ...........c.c.......
C. guillermondii 62/117

C. UtIliS o
C. pulcherrima 64/20 ...........
Kloeckera apiculata.............
Torulopsis vauzvlii
Rhodotorula rubra
Rh. muciilaginosa
Nigrococcus nigricans .........
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Eredet

NVK

NK
SZMC
SZMC
ATCC 10240
SZMC

KPKI

ATCC 6633
SZMC

IP 5280
SZMC

SZMC
SZMC
SZMC

University of
California

SZMC
SZMC
SZMC
SZMC
SZMC
SZMC
SZMC
SZMC
SZMC
CBS
OKI
SZMC
OKI
SZMC
OKI
SZMC
SZMC
SZMC
SZMC
SZMC

MIC

>20

>20
>20
>20
>20
>20
>20
>20
>20
>20
>20

IC50

>20

>20
>20
>20
>20
>20
>20
>20
>20
>20
>20

>20
>20

>20



Mikroorganizmus Eredet
FONALASGOMBAK
Mucor spinosus 816 ............. SzK
M racemosus 879 SzK
M hiemalis 821 SzK
Actinomucor repens 215 ....  SzK
Rhizopus circinans 523 ........ SzK
Rh. arrhisus 218 SzK
Rh. nigricans 834 SzK
Circinella v. simplex 648 ....  SzK
Mortierella pusilla ............... SZMC
Syncephalastrum racemosum  SZMC
Aspergillus niger..........co.c.... SZMC
A japonicus 46.......... v SzZK
A nidulans 60/575 .. OKI
A flavus 557 .............. e SzK
A oryzae 1127 ..., SzK
Penicillium chrysogenum A 15  SZMC
P. lanosum 301/C........ccccvnueee SZMC
P. purpurogenum... SZMC
P. cyclopium 877 ...... SzK
Trichoderma glauca............. SZMC
Scopulariopsis brevicaulis ...  SZMC
Fusarium moniliforme......... SZMC
F. oXisSporum .......cccoceeevne SZMC
SZ INTELEN ALGAK
Prototheca ubrizsyi ............ SZMC
Pt. wickerhamii 68/K 55 ....  OKI
Pt. sp. 68/K 104..........c.c...... OKI
Pt. zopfii 69/K 165 ............ OKI
Pt. trispora 407 .... OKI
Pt. moriformis 410 OKI

IRODALOM

Bamburg, J. R.: Clinical Toxicol. 5, 495, 1972.

Ueno, Y., és munkatarsai: J. Biochem. 74, 285, 1973.
Carrasco, L-, Barbacid, M. és Vazquez, D.: Biochim. Biophys. Acta 312, 368, 1973.

Burmeister, H. R., Ellis, f. J. és Hesseltine, C. W.:

Appl.

1. tablazat folytatasa

MIC IC 50
>20 20
>20 10
>20 10
>20 10
>20 20
>20 20
>20 20
>20 20
>20 20
>20 20
>20 20
>20 20
>20 20
>20 10
>20 10
>20 20
>20 20
>20 10
>20 20
>20 20
>20 10
>20 >20
>20 >20

5 2,
5 1
5 2
5 2
5 2,
10 5
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BbIAB/IEHVE TOKCVHA ®Y3APUYM T-2 N EIO
KOJIMYECTBEHHOE ONMPEAENEHNE MUKPOBNOJTOTMYECKM
METO4OM

V. TapeH v J1. deperup

ABTOpbl pa3paboTann aHaMTUYECKWIA, MUKPOBUOMOrMYECKUiA  MeTog Ans
06Hapy>eHust TOKCMHa T-2 1 ero KONMYeCTBEHHOTO OMNpedenieHns. B LMpoKom
CMeKTPe MPOBEAEHHbIX NCCNEf0BaHMSX 0TOBPaIN TeCTMUKPOOPraHM3M pacropsaro-
LUMIACA COOTBECTBYIOLLE YYBCTBUTENIbHOCTLIO, KOTOPbIA SIBASETCS 63 LBETHbIM
Bogopocneii Prototheca wickerhamii MpoBogs onpeaeneHns cTaHAaPTHLIM METOAOM
arap-gHgdysvein npegen obHapyxeHus TokocuHa T-2 0,1 /tg/guek, ob6nactb
“3MepeHus Haxoautes B uHTepsane 0,3-2,5 /tg/auck. [lononHeHWeM npeabiayLlero
npenapaTMBHOrO OMpPeAeneHNs COUCTON XpomaTorpadmm MeTof NOAXOAALMIA Ans
nccnefoBaHMA 3KCTpPaKTa 00pasLoB NULLEBLIX MPOLYKTOB M Kopma. Komb6uHauwmel
OT[eNeHns TOHKOC/OMHON XpoMaTorpagmeil 1 MMKPOGKONOrMYECKOro NPOsiB/IEHUS,
co3fany ObICTPbIA MeToZ, AN CEMUKBAHTMTATUBHOIO OMpefeneHns TokcuHa T -2 B
obnactn 0,1 - 2,5 /tg/naTH.

NACHWEIS UND QUANTITATIVE BESTIMMUNG DES T -2 FUSARIUM-
TOXINS MITTELS EINES MIKROBIOLOGISCHEN VERFAHRENS

J. Téren und L. Ferenczy

Es wurde eine analytische mikrobiologische Methode zum Nachweis und
zur quantitativen Bestimmung des T —2 Toxins entwickelt. Bei einer in einem
breiten Spektrum durchgefuhrten Uberprifung wurde eine farblose Alge:
Prototheca wickerhamii als Prifungsorganismus geeigneter Empfindlichkeit
ausgewdahlt. Wird die Bestimmung mit der genormten Agardiffusionsmethode
durchgefihrt, so ist die Nachweisgrenze des T—2 Toxins 0,1 /tg/Scheibe, und
befindet sich der Messbereich im Intervall von 0,3—3,5 /tg/Scheibe. Mit einer
vorangehenden préparativen Dunnschichtchromatographie ergénzt st die
Methode zur Untersuchung des Extraktes von Lebensmittel- und Futtermustern
geeignet. Durch eine Kombination der diinnschichtchromatographischen Ab-
trennung mit mikrobiologischer Entwicklung wurde ein rasches Verfahren zur
halbquantitativen Bestimmung des T -2 Toxins im Bereich von 0,1-2,5 ug/
Flecken ausgearbeitet.

DETECTION AND QUANTITATIVE DETERMINATION OF T - 2
FUSARIUM TOXIN BY A MICROBIOLOGICAL METHOD

J. Téren and F. Ferenczy

An analytical microbiological method was developed for the detection and
quantitative determination of the T—2 toxin. In the course of a screening carried
out along a wide spectrum, a colourless alga: Prototheca wickerhamii was
chosen as a test microorganism of adequate sensitivity. On carrying out the
determination by the standard agar-diffusion method, the detection limit of the
T —2 toxin is 0.1 /ig/disk, and the range of measurement is in the interval 0.3—2.5
/ig/disk. Complemented by a previous preparative thin layer chromatographic
step, the method is suitable for the investigation of the extracts of food and feed
samples. On combining the separation by thin layer chromatography with micro-
biological development, a rapid procedure was developed for the semiquantitative
determination of the T—2 toxin in the domain 0.1 —2.5 /tg/spot.
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