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A gabonafélék — de kiilondsen a biiza — a hazai élelmezésben igen
fontos szerepet toltenek be és novekvd mértékben keriilnek 4llati
takarmdnyozasra is. A szant6foldi termesztés viszonyai kozott a
gabonafélék kiilonb6z6, igen elterjedt mikroszkopikus gombak okozta
fert6zésnek vannak kitéve. Ezek koziil a fitopatogén Fusarium-
gombafajok megfeleld koriilmények kozott olyan masodlagos anyagcsere
termékeket allitanak eld, melyek a magasabb rendd él61ényekre mérgezd
hatasudak [1].

A fuzariumtoxinok koziil a zearalenon (F-2 toxin) szerkezetileg
béta-rezorcilsav-lakton, kevéssé toxikus, de erds oOsztrogén hormon
hatdsd. A trichotecén véazszerkezetd T-2 toxin stlyos tiineteket okozhat,
a szervezet immun-rendszerét is karositja.

A mikotoxinok mérésének hagyomdnyos fizikai-kémiai moddszerei
(vékonyréteg-, folyadék- és gazkromatogrifia) idGigényes, tobblépcsds
el6készitést kivano eljardsok (extrahdlds, bepdrlds, tisztitds, elvdlasztds,
azonositds). Ezzel szemben az antigén-antitest reakcién alapuld
enzimjelzéses immuntechnika, az ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay) lényegesen gyorsabb, a mintakivonat elkészitése sokkal
egyszerlibb, valamint egyidejlileg nagy szdmui minta vizsgéalhatd és jol
automatizalhaté [2]. KiilonOsebb tisztitdsi, dusitdsi miveletre altalaban
nincs sziikség, mivel a szennyez$ anyagok, valamint a mikotoxin
kivondsdra hasznalt szerves olddészer okozta nem specifikus gatlast a
mintakivonat megfelel§ higitdsdval el lehet keriilni [3].

A fuziriumtoxinok gabondbdl torténd kinyerésére dltaldban meta-
nol—viz vagy acetonitril—viz oldészer elegyet haszndlnak. Az
utobbival az extrahdlds jobb hatdsfokd, kiilondsen, ha az
emulzioképzddés elkeriilésére 0,5 %-os kalium-klorid oldatot és a kozeg
alacsony pH-jdnak biztositdsdra 6 %-os kénsavat is adagolnak az
extrahdlé elegyhez [3, 6].

Elelmiszervizsgalati Kozlemények, 41, 1995/3 215



A vetélkedés elvén alapuld (direkt kompetitiv) ELISA eljardsok
koziil két valtozat terjedt el a mikotoxinok meghatdrozdsara aszerint,
hogy az immunkémiai reakcidban résztvevd haptén-antitest barmelyik
tagjat kotik el6zetesen a szildrd hordoz6 feliiletéhez. A toxinszdrmazék
(oxim vagy hemiszukcindt), illetve a monoklonédlis antitest jelzésére
magas atviteli szammal rendelkez6 tormaperoxiddz enzimet hasznélnak,
mivel igy igen kis mennyiségl anyagok mérhetdk. A fdazis elvédlasztasok
utdn az aktiv enzim-konjugdtum aktivitasidt - ami forditottan ardnyos a
mérendd toxin koncentrdci6jadval - arra alkalmas szubsztrdt / kromogén
(altaldban hidrogénperoxid / tetrametil-benzidin) felhaszndldasaval foto-
metridsan mérik [3, 4, 5].

A mikotoxinok ELISA technikdn alapulé mérése eddig a hazai
gyakorlatban nem terjedt el széleskorlien, mivel nem 4&llt rendelkezésre
j6 mindségli, a drdga nyugati gyartmadnyokndl jobban hozzaférhetd,
olcs6bb magyar elddllitdsu reagenskészlet (kit).

A Mez6gazdasdgi Biotechnoldgiai Kutatokdzpontban (Go6dollo)
gabonafélék valamint takarmanyok F-2 és T-2 toxin tartalmanak
kvantitativ és/vagy kvalitativ mérésére direkt, kompetitiv ELISA
tesztrendszert dolgoztak ki, amihez méar el6zetesen kifejlesztett érzékeny
és specifikus monoklondlis antitestet haszndltak [6, 7].

Kozleményiinkben célul tdztiik ki a fenti hazai kifejlesztésd
fuzdriumtoxin ELISA eljardsok tesztelését, adaptdldasat automatikus
immun-analitikai mér6rendszerre, valamint alkalmas szdmitogépes
kiértékel6 modszer kidolgozasat.

Anyag és modszer
Reagensek
a/ Reakciopuffer: konyhasotartalmu foszfat-puffer (PBS/Tween-20 oldat).

b/ Szubsztrat puffer: urea-peroxid tartalmu citromsav-foszfat puffer.
c/ F-2 toxin standardok 10 % etilalkohol / PBS-puffer oldatban.
d/ T-2 toxin standardok 4 % acetonitril / PBS-puffer oldatban.

e/ Peroxiddz enzimmel jelzett F-2 ill.T-2 toxin oldat (F-2-oxim HRP
és T-2-HS-HRP konjugdtum).

f/ Kromogén-oldat (tetrametil-benzidin, TMB).
g/ Ledllité (stop) oldat: 3 mol/l kénsav.
Extrahalo oldat
Acetonitril - 0,5 %-os kalium-klorid oldat - 6 %-o0s kénsav (89:10:1).
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Mikrotitralo lemez

12%8 db polisztirol mikrokiivettdt tartalmaz6 lemez feliiletén
monoklondlis anti F-2 ill. anti T-2 antitest van kotve.

Késziilék
ELISA-analizdtor: Auto-EIA (II), tipus: FP-1300, gyarto:
Labsystems, Helsinki (1. tabldzat).

1. tablazat: Az AUTO-EIA (II) automatikus immunanalitikai
mérorendszer néhany technikai adatai

Tipus: FP-1300

Gyart6: LABSYSTEMS Technikai jellemzdk
(Helsinki)
Optikai rendszer Vertikalis fotométer, 8 db szinszlrs: 340-690 nm

Fényforrds: kvarc-halogén lampa (8V/50W)
Linearis tartomdny: 0,0-2,0 A max. dev. < 2%

Optikai fényut/térfogat|3mm = 100 ul, 6 mm = 200 pl, 9 mm = 300 ul

Kapacitas 96 mikrokiivetta / 1 mikrotiterlemez
Folyadékadagolo 21 db on-line reagens csatorna
rendszer Reagens adagolds: perisztaltikus pumpéval,

térfogat: 10-300 pl
Minta adagoléds: Hamilton-fecskenddvel
térfogat: 1-300 pul (CV< 2%).

Véikuum-pumpa Kapacitas: 100 ml/40 s

Mos6-pumpa 2 db csatorna

Inkubacids rendszer Hémérséklet: 57 °C, 40 °C, szobai

Tomeg 18 kg

Sikrazo gép, tipus: 2125, MTA KUTESZ, Budapest.
Block Therm, tipus: 656, MTA KUTESZ, Budapest.

Buzaliszt mintak elokészitése az ELISA-hoz

A minta el8készités sordn a kiilonbdzd kidrlésli, egynemisitett
buzalisztb4l (kenyér-, finom-, rétesliszt és buzadara) 5 g-ot csiszolt dugds
Erlenmeyer-lombikba t6ltottiink, 20 ml extrahdl6 oldattal 2 6rdn keresztiil,
szobahdmérsékleten rdazattuk, majd az elegyet iilepedni hagytuk. A
feliilisz6bdl a zearalenon (F-2 toxin) meghatdrozdsndl a reakcidpufferrel
1:10 higitast készitettiink. A T-2 toxin vizsgdlatdndl 0,4 ml-t reakci6csGbe
pipettaztunk és 40-50 °C-on nitrogénaramban bepdaroltuk. A maradékot 0,1
ml extrahalé oldatban feloldottuk €s 0,9 ml reakciopuffert adtunk hozza
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(higitds: 1:10), majd jol Osszerdztuk. Az igy elGkészitett, higitott minta
kivonatokat kdzvetleniil hasznaltuk fel az ELISA-teszthez.

Az F-2 ¢és T-2 toxinok visszanyerési vizsgdlata mesterségesen
szennyezett buzalisztbSl 5 g toxinmentes buzalisztez 50 - 400 ng/g tarto-
manyban F-2 toxin benzolos oldatidt, 100 - 2000 ng/g tartomanyban T-2
toxin kloroformos oldatat adtuk, majd szobahdmérsékleten egy éjszakdn 4t
hagytuk beszdradni. Mivel a zearalenon UV-fényben 317 nm-nél jol
abszorbedlo toxin, ezért benzolos oldatdnak koncentricidjat
spektrofotometridas modszerrel ellendriztik [8]. A trichotecén toxin
standard munkaoldatdt mikromérlegen bemért T-2 toxin tdrzsoldatbdl
készitettiik megfeleld higitdssal.

s

A mesterségesen szennyezett buzaliszt mintdkat az el6z6ek szerint
extrahaltuk, majd 1:25 vagy 1:50 higitast készitettiink az ELISA-hoz.

Direkt kompetitiv ELISA

Az eljaras sordn az eredetileg manudlis kivitelezésre leirt moédszert
adaptaltuk az Auto-EIA(II) mérGrendszerre megfeleld szamitogépes
programok kidolgozasdval. Az analizatort szamitégép vezérli és feliigyeli,
az egyes miveletek gondosan szinkronizaltak. Igy kikiiszoboltik a
standard, a minta és reagens oldatok kézi pipettazdsabol, a mikrotiter lemez
mosasi miveletek elégtelenségébdl szarmazd hibakat.

Az enzimimmun-vizsgalathoz az el8készitett tiszta, higitott
mintakivonatot haszndltuk. A vizsgdlatra szobahdmérsékleten F-2 és T-2
toxin elleni specifikus antitesttel elézetesen bevont mikrotiterlemezen
keriilt sor. Az analizdtorba helyezett lemezt el8szor vdjulatonként
200-200 pl 0,02 % Tween-20 tartalmu desztillalt vizzel gépi uton kétszer
mostuk, majd szdrazra szivattuk. Ezutdn a toxin standard oldatokbdl, a
higitott mintakivonatokb6l 50-50 pl-t juttattunk parhuzamosban a lemezre,
majd minden véjulatba kiadagoltattunk 50-50 pl konjugédtumot. Rovid gépi
razatds utdn 1 Ordat inkubdltuk. Az ismert toxin tartalmu standard és a
vizsgdlt ismeretlen toxin koncentrdciéji oldatokban 1év§ jelzetlen toxin a
peroxiddz enzimmel jelzett F-2 ¢és T-2 konjugdtummal egyidGben
versengenek az antitest korlatozott szdmu kotShelyeiért. A kompetitiv
reakcid végén a kotésben maradt jelzett toxin forditottan ardnyos a standard
oldat sorozatban, illetve a mintakivonatokban 1évé toxin mennyiségével. A
nem kot6dott reagenseket (szabad fédzis) szivatdssal és Otszori gépi
mosassal tdvolitottuk el. Tekintettel a mosasi midveletek kritikus voltara, az
ugynevezett "soak" (4ztatd) technikat alkalmaztuk, hogy a hamis
immunvélasz teljesen elkeriilhetd legyen.
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Az el6készitett szubsztrat / kromogén oldatb6l 150-150 pl-t adagol-
tunk minden mikrokiivettdba, és szobah&fokon 15 percig inkubdltuk a
rendszert. Az enzimreakciot 50-50 ul stop oldat hozzdadasaval allitottuk le,
igy a kialakult kék reakciotermék szine sargdra valtozott. A szinintenzitést
450 nm-es szinszlrd alkalmazdsédval vertikdlis fotometrdldssal mérte az
analizdtor. Az eredmények értékelését a standard oldatokkal felvett
kalibracids gorbék alapjan szamitogéppel végeztiik.

Eredmények és értékelés

A kalibracios gorbék mérési pontjait parhuzamosban minden
méréssorozat mikrotiter lemezére vonatkozdan felvettiik. Az 1. dbra az
F-2 és T-2 toxin standardokkal mért reprezentativ kalibrdcidés gorbéket
abrazolja. Az abszorbanciat linedris, a toxin koncentraciot logaritmikus
(log 10) skélan vettiik fel. Lathato, hogy az abszorbancia értékek és a toxin-
koncentrdcié kozott a teljes mérési tartomanyban (F-2: 0,25-5,0 ng/ml;
T-2:0,5-25,0 ng/ml) nem linedris az Osszefiiggés. Linedrisnak csak a
standard gorbék kozbiilsd része (F-2: 0,5-2,0 ng/ml; T-2:1,0-10,0 ng/ml)
mondhaté. A hasonld lefutdsu gorbéken a koncentrdcido-tartomany
kezdeti és befejezd szakaszdn jellegzetes, kisebb-nagyobb torés
talalhaté, azaz megvaltozik a gorbék meredeksége. Igy ezek
kornyezetében a mért abszorbancia szerint a koncentrdacid leolvasas
bizonytalan, esetenként nagy hibaval torténhet. Az x, y adatpédrokat
jelentd pontokhoz a gorbe-illesztés grafikusan nehéz. A nemlinedris
regresszids fiiggvények koziil tapasztalatunk szerint csak a harmadfoku
polinom szamitégépes illesztése johetne szdoba, azonban ennek
alkalmazéisat  kiilonb6z6  problémdk  (maximum, 1ill. minimum
kialakuldsa, a becslések konfidenciahatdrainak nem megbizhaté
elérejelzése stb.) nehezitik. Ezért a grafikus értékelésnél a "gorbe" csak
a mérési pontok dsszekotésével vehetd fel.

Biometriai ismeretek alapjdn ezek a szigmoid jellegd gorbék az
abszorbancia-koncentriaciéo adatparok megfeleld transzformacidja utjan
linearizdlhaték, azaz lehet6vé vdlik az egyenes illesztése linedris
regresszidanalizissel. A szdmitdsndl a mért abszorbancidt a maximalis
abszorbancia értéket add "0" standardhoz viszonyitva adjuk meg:

a toxin jelenlétében mért abszorbancia

B/B, =
0 toxinkoncentraciéonal mért abszorbancia

A B/B0O, mint vdlasz valtoz6 logit, probit, arc sin transzformdaci6-
javal az emlitett gorbék linearizdlhaték. Ezen fiiggvények koziil a
legjobban alkalmazhat6 a logit, azaz a "logit-log" transzformacié [9].
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1. abra: Fusarium T-2 és F-2 toxin kalibracidos gorbéje

A logit (Y) fiiggvény definicidja:
Logit (Y) =1n Y/(1-Y) (0<Y<1)
ahol: Y = B/BO.

Az ELISA koncentrdci6 - abszorbancia regresszids kapcsolat a
kovetkezd egyenes egyenletével jellemezhetd:

y = logit(Y)= b*log koncentracié + konst.

A 2. és 3. abra szerint ez a linedris Osszefiiggés a vizsgalt
koncentrdci6 tartomdnyban igen szoros, a korreldcidés koefficiens
abszolut értéke: Irl > 0,99, P=0,1% szinten szignifikdns.

Az alkalmazott monoklondlis antitestek érzékenységét jellemzS 50 %-os
gétlas koncentraci6 értéke: F-2 toxinndl 0,58 ng/ml, T-2 toxinndl 2,84 ng/ml.

A mintdk toxintartalmanak kiértékelésénél az adatok
transzformdacidjat, a regresszids egyenes meghatdrozisat, valamint a
koncentrdacid szamitasat (intervallum felezd iterdacids eljarassal) a célnak
megfelel6en kidolgozott szdmitégépes programmal végeztiik. A
reprodukdlhat6sdg meghatdrozdsdra a méréseken beliili (within assay) és
a mérések kozotti (inter assay) szordsokat vizsgdltuk a kiilonb6zo
standard-koncentracidk szerint (2. tablazat).
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2. abra: Fusarium T-2 toxin kalibracids egyenese (logit-log
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3. abra: Fusarium F-2 toxin kalibrdaciés egyenese (logit-log
transzformacio)

Megéllapitottuk, y az dtlagos varidcios koefficiens (CV) 10 %-on
beliil van, ami jo egyezést mutatott a szakirodalmi adatokkal [3, 6].
A pontossdg vizsgalatidndl F-2 toxinnal 50 - 400 ng/g, T-2
toxinnal 100 - 2000 ng/g tartomdnyban mesterségesen szennyezett
buzaliszt toxintartalmdt hatdroztuk meg. A visszanyerési kisérleteknél
mért értékeket €s a visszanyerési szdzalékot a 3. tabldazat foglalja Ossze.

Az F-2 toxinnal szennyezett buzaliszt mintakbodl a hozzdadott toxint
minden koncentrdcio szinten gyakorlatilag 100 % koriil visszanyertiik. A
T-2 toxin visszanyerési eredmények mar nagyobb ingadozdst mutattak.
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A 100 - 500 ng/g tartomanyban az 4tlagos visszanyerés 76 %-nak, mig a
100 - 2000 ng/g intervallumban 92 %-nak adodott.

2. tablazat: Az F-2 és T-2 toxin standard gorbék szérasanak
vizsgalata (N = 9 ill. 7)

Fuzariumtoxin Variacios koefficiens (CV), %
standard mérésen beliili mérések
konc. (ng/ml) kozotti
F-2 0,25 5,54 9,36
0,50 5,81 13,04
1,00 6,62 5,53
2,00 3,43 5,14
5,00 4,75 3,08
Atlag: 5,23 7,23
T-2 0,50 4,26 7,15
1,00 11,93 8,24
5,00 7,01 9,08
10,00 5,64 5,81
25,00 6,23 11,83
Atlag: 7,01 8,42

3. tablazat: Az F-2 és T-2 toxin visszanyerési vizsgalata
mesterségesen szennyezett buzaliszt mintakbdl

No.| Hozzaadott (ng/g) Mért (ng/g) Visszanyerés (%)
T-2 F-2 F-2 T-2 F-2 T-2

1. 50 100 52,0 73.9 104,0 73.9

2. 100 300 102,5 200,5 102,5 66,8

3. 250 500 260,0 440,5 104,0 88,1

4. 400 1000 372,0 1109,0 93,0 110,9

5. - 2000 - 2375,5 - 118,8
Atlagos visszanyerés (%): 100,98 91,70
Szoras: 5,30 22,65
Variaciés koefficiens (C, V%): 5,25 24,70

Az alkalmazott, 10 % alatti acetonitril tartalmu mintakivonatoknal
a szerves olddészer és a mintamatrix nem specifikus gdatlasban megnyilva-
nulé zavard hatdsdt nem tapasztaltuk.

A legkisebb kimutathaté toxin mennyiség - ami még a 0 értéktdl
szignifikdnsan eltér - F-2 toxinndl 10 ng/g (1:10 higitasndl) és 25 ng/g
(1:25 higitasndl); a T-2 toxinndl pedig 50 ng/g.
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A kiilonbdzd buzaliszt tipusokat képviseld, Osszesen 47 db mintat
vizsgdlva megéllapitottuk, hogy az el6zGekben leirt ELISA mddszert
alkalmazva kimutathat6 mennyiségben zearalenont (F-2 toxint) ill. T-2
toxint nem tartalmaztak, vagyis ezek értéke minden esetben a 10, ill. 50 ng/g
kimutatdsi hatdr alatt volt.

A kisérleti tapasztalatok ¢és a mérési eredmények alapjan
megdallapithaté, hogy a hazai kutatélaboratériumban kifejlesztett
TOXIKLON Zearalenon (F-2) és T-2 toxin ELISA tesztek alkalmasak
buzalisztek és mas gabonafélék fuzdriumtoxin szennyezettségének gyors
meghatdrozdséra.

A moddszerek jol adaptdlhatéok automata ELISA analizdtorra, ami
nagy szamu minta szdrdvizsgdlatat teszi lehetdvé. Az automata
mérdrendszer €s a kidolgozott szdmitogépes programok nagy mértékben
megkonnyitik a vizsgalatok elvégzését és az eredmények kiértékelését.
Buzalisztek Fusarium F-2 és T-2 toxin szennyez6désének gyors megha-
tdrozdasa automatizalt enzimimmun-analitikai mérdrendszerrel
lehetséges.
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Buzalisztek Fusarium F-2 és T-2 toxin szennyezddé-
sének gyors meghatarozasa automatizalt enzimimmun-
analitikai mérorendszerrel
Kerekes Ldszlo

A szerz$ buzalisztek zearalenon (F-2) és T-2 toxin szennyezddésének gyors
meghatdrozdsara hazai kifejlesztést direkt, kompetitiv ELISA mddszereket
adaptalt automatikus, enzimimmun-analitikai mérdrendszerre (AUTO-EIA/1L/,
Labsystems) alkalmas szamitégépes programok kidolgozasdval. A
TOXIKLON-tesztek nagy szdmu minta szlrdvizsgdlatdra alkalmasak. A toxin
koncentraci6 meghatdrozdsdndl a szokédsos grafikus kiértékelés helyett - az
adatok "logit-log" transzformaldasit kovetd - szamitégépes linedris
regresszidanalizist és iterdcids eljarast alkalmazott.

Quick Determination of Fusarium F-2 and T-2 Toxin
Contaminants in Wheat Flours by Automatic Enzyme
Immune-Analytical Measuring System
Kerekes, L.

Direct competitive ELISA methods developed in Hungary were adapted by the
author for the fast determination of zearalenon (F-2) and T-2 toxin
contamination of wheat flours by elaborating computerized programs
applicable to automatic, enzyme immune-analytical measuring system (AUTO-
EIA /11/, Labsystems). TOXIKLON tests are useful for the screening of large
sample numbers. Instead the regular graphic evaluation, a computerized linear
regression analysis and iterative procedure was used for the determination of
concentration of toxins, following the "logit-log” transformation of data.

Schnellbestimmung der Fusarium F-2 und T-2 Toxine
in Weizenmehlen mit einem enzymimmunanalytischen
MeBsystem
Kerekes, L.

Verfasser setzte einheimisch entwickelte direkt kompetitive ELISA-Methoden
zur Schnellbestimmung von Zearalenon F-2 und T-2 Toxin in Weizenmehlen
ein, die dem automatischen, enzymimmunanalytischen MeBsystem (AUTO-
EIA/II/, Labsystems) mit geeigneten Rechnerprogrammen angepalit wurden.
Die TOXIKLON-Testverfahren sind bei groer Probenzahl fiir die Screening-
Untersuchung geeignet. Bei der Bestimmung der Toxin-Konzentration wurde
anstelle der iiblichen graphischen Auswertung die computerisierte lineare
Regressionsanalyse und das Iterationsverfahren angewandt, nachdem die Daten
einer "Lagit-log" Transformation unterworfen wurden.
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