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1. Osszefoglalas

Tanulmanyunkban kulénb6z6 allatfajok etetésére hasznalt névényi alapanyagokat
vizsgaltunk kompetitiv ELISA-mddszerrel. A vizsgalatok soran takarmanyozashoz legy-
gyakrabban hasznalt alapanyagokkal (széja- és lucerna-pellet, valamint buza, arpa és
kukorica) dolgoztunk. A Fusarium mikotoxinok koéziil a deoxinivalenol (DON), zeara-
lenon (F-2) és a T-2 toxinokat mértiink. A mérési eredményeinket RStudio matemati-
kai-statisztikai programmal értékeltiik. Kisérletiinkben megallapitottuk, hogy mindha-
rom vizsgalt mikotoxin detektalhaté - volt mindegyik mintaban, de nem mindegyikben
volt mennyiségileg elfogadhaté pontossaggal meghatarozhaté érték. A detektalt DON
toxin eredmények atlagértéke egy nagysagrenddel nagyobbnak bizonyult a tébbi toxin-
nal. Vizsgalatunk soran bizonyitast nyert, hogy a deoxinivalenol, zearalenon és T-2 mi-
kotoxinok jelenléte komoly takarmany- és élelmiszer-biztonsagi veszélyt jelent, hiszen
ha csak kis mennyiségekben is, de jelen vannak mar a takarmany-alapanyagokban.
Napjainkban egyre t6bb esetben fordul elé6 ezen mikotoxinok egyiittes jelenléte, ami
nagymeértékben sokszorozza az el6bb emlitett kockazatot.

2. Bevezetés mezés- és élelmiszer-biztonsagra a kartékony mik-

roorganizmusok elszaporoddsanak kdvetkeztében,

A természetes eredetl szennyezédésekhez tartoznak
a mikroszkopikus gombak altal termelt mikotoxinok,
amelyek a penészgombak masodlagos anyagcsere-
termékei. A mikotoxinok human- és dllategészség-
Ugyi jelentésége kiemelkedd [1]. A jelenleg is zajl6
klimavaltozas miatt a toxinok el&éfordulasanak koc-
kazata az élelmiszerlancban nagy jelent6séggel bir.
Az IPCC (az ENSZ Eghajlat-valtozasi Kormanykozi
Testllete) és a Meteoroldgiai Vilagszervezet (WMO)
allasfoglalasai, a VAHAVA (VAltozas-HAtéas-VAlasza-
das) elnevezésl kutatasi program, valamint az Or-
szaggy(lés altal elfogadott Nemzeti Eghajlat-valto-
zasi Stratégia megallapitasai alapjan: ,,a Karpat-me-
dencében fokozottan érvényesildé klimavaltozas
varhaté” [2]. Ez a folyamat hatranyosan érintheti a
hazai mez8gazdasagot a termésmennyiségek var-
hatd kiesése miatt, kedvezétlen hatasu lehet az élel-

valamint a human- és allategészséguigyre is kdzvetett
hatédssal lehet. A globalis klimavaltozas elésegitheti a
mikotoxinokat termel6 penészgombak szaporodasat
[2]. A mikotoxinnal szennyezett takarmannyal etetett
allatok komoly élelmiszer-biztonsagi veszélyt jelente-
nek, igy a belblik készitett termékek elfogyasztasa
is kockazatos lehet, valamint a toxint tartalmazé ta-
karmanyokat fogyaszt6 éallatok fejl6édése visszaesik,
sulygyarapodasa lassul, és szaporodasbiolégiai, alla-
tegészséglgyi kondicidik is romlanak. A kedvezétlen
allategészségugyi jellemz8k negativ hatast gyakorol-
nak az allattenyésztésre, igy a gazdasagi hatékony-
sag és a termelési mutatok is csdkkenhetnek [3].

A mikotoxinok kutatdsa az utébbi évtizedben egy-
re inkabb az érdeklédés kdzéppontjaba kerll. Tébb
kisérletet végeznek annak érdekében, hogy csok-
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kenteni lehessen a toxinok bekerlilésének esélyét az
élelmiszerlancba. Arra vonatkozdan is vannak vizsga-
latok, hogy az elvart vagy megengedett hatarértéken
belll el6fordulé szennyez&déseket (pl. alapanyagok
esetén) még alacsonyabb szintre lehessen mérsé-
kelni. A toxinok élelmiszerlancba bekerllési esélyét
a gabonafélék termesztése soran alkalmazott meg-
el6z6 agrotechnikai miveletekkel lehet minimalizalni
[4]. Ezek kozll kiemelhetd a legelterjedtebben alkal-
mazott kémiai névényvédelem, amelynek hatékony-
sdgat és hatasossagat Mesterhazy és munkatarsai
[5] vizsgaltak. Ugyancsak emlitésre mélté az egyre
szélesebb leheté8ségeket biztositd bioldgiai ndvény-
védelem, amelynek alkalmazasa soran a kérokozok
a természetes ellenségekkel szorithatok vissza [6].
A megel6z6 védekezésben fontos tényezd a fajtava-
lasztas, és e tekintetben igen hangsulyos szerepet
kap a fajtanemesités, azaz a rezisztens vagy tolerans
gabonafajtak eléallitasa [7], [8].

A megel6z8 agrotechnikai muiveletek hatékonysaga
és hatasossaga nagymértékben fligg az évjaratha-
tastdl és a technoldgiai fegyelemtdl, ahogy azt az
elmult évek tapasztalatai is mutatjak. A Fusarium
gomba szaporodasahoz kedvezé évjaratokban fel
kell készilni arra, hogy toxinnal kulénb6z6 mér-
tékben szennyezett buzatételek betakaritasara kell
szamitani. Az ilyen évjaratokban annak kockdazata
is ndvekszik, hogy a takarmanyok nagyobb meér-
tékben lesznek toxinokkal szennyezettek, mint az
élelmiszeripari alapanyagok. Ennek alapvetd oka,
hogy az élelmiszer-el6allitdsban nagyon szigoru
jogszabalyi el6irasokat betartva kell kivalasztani az
alapanyagokat. Azokat a gabonatételeket, amelyek
pl. a toxinszennyezettséglik miatt nem felelnek meg
e kritériumoknak, takarmannya mindsithetik. Ennek
ismeretében kiemelt szerepik van azoknak a kuta-
tasoknak, amelyeknek célja a betakaritast kdvetd
idészakban a toxinkoncentracié csodkkentése. Az
allati takarmanyozasban az egyik ilyen lehetéség a
takarmanyokhoz olyan anyagok hozzaadasa, ame-
lyek képesek megkodtni az allati szervezetet karositd
toxinokat. Bata [3] beszamol arrdl, hogy toxinetetési
kisérleteket végeznek kiilénbdz6 korcsoportu serté-

seken, szarvasmarhakon, tojotyukokon, pulykakon
is, és kovetik egészségligyi allapotuk valtozasait.
A kisérletek soran bizonyitast nyert, hogy a fuzario-
toxikozis kevert tiinetekben mutatkozik meg, tovab-
ba a fuzariotoxinok irant legérzékenyebb allatfaj a
sertés és a baromfi. Ezen fajoknal szaporodasbiolo-
giai zavarokat valamint az immunrendszer legyengu-
lése kovetkeztében masodlagos megbetegedéseket
okoztak. A szarvasmarha kevésbé érzékeny ezekkel
a toxinokkal szemben, mint a sertés.

A betakaritast kovetd idészakban a gabona korszerU
berendezésekkel torténd tisztitasaval is van lehetd-
ség a toxintartalom csdkkentésére. A szinvalogatas
és a felUlettisztitas hatékonysagat elsédlegesen élel-
miszeripari alapanyagokon vizsgaljak [9], [10], de
van lehet8ség ezek alkalmazésara a takarmanyozas-
hoz felhasznalt anyagok el6készitésénél is, ameny-
nyiben az indokolt. Kecskésné és munkatarsai [11]
felhivjak a figyelmet arra, hogy a malomipari felhasz-
nalasra szant buza érlés el6tti szinvalogatasa soran
a malmi buza mellett képz6dott frakcid, azaz az ugy-
nevezett melléktermék DON-toxin tartalma minden
esetben megndvekszik a kiinduld, tisztitatlan buza-
tétel toxintartalmahoz képest. A névekedés mértéke
viszont nem mutat korrelaciét sem a kiindulé alap-
anyag toxintartalmaval, sem a tisztitas hatékonysa-
gaval, ugyanis egyéb, elére nehezen meghatarozhaté
tényezdk is befolyasoljak azt. Ezt azért fontos tudni,
mert az emlitett mellékterméket takarmanykeént, illet-
ve takarmanykeverékek alkotdjaként hasznositjak. A
kisérleti eredmények szerint mindenképp javasolt e
felhasznalas el6tt a melléktermék toxintartalmanak a
mérése, hogy a takarmanyok toxinszennyezését el-
kertlhessuk.

A taplaléklanc csucsan allé ember joggal varhatja el,
hogy a termék, amely az asztalara kerl, kielégitse
az egészségmeglrzés és betegségmegelbzés szem-
pontjabdl megfogalmazott igényeit. Kiemelt feladat
az élelmiszer-biztonsag fenntartasa, vagyis a nem
biztonsagos termékek kiszlirése, kivonasa a gyartoi,
kereskedelmi forgalombal.
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A DON, F-2 és T-2 mikotoxinok okozta takarmany
és takarmanyipari alapanyagok — elsésorban gabo-
nafélék — szennyezettsége vilagszerte komoly élelmi-
szer-biztonsagi kihivast jelentett és jelent ma is [12].
Németorszagban egy korabbi, bluzamintakon végezett
(n=84) kutatas szerint a DON mikotoxinok értékei 4,0
- 20500 pg/kg kozotti tartomanyban voltak mérhetdk,
az F-2 toxin 1,0 - 8040 pg/kg, a T-2 3,0 - 250 pg/kg ko-
z6tt mennyiségben volt kimutathato [13]. Lengyelor-
szagban 1990-ben, szintén buzamintakat vizsgalva a
DON toxin szennyezettség 2000 - 40000 ug/kg kodzott
alakult, mig a zearalenon toxin ennél a tartomanynal
kevesebb volt, mennyiségét 10 - 2000 pg/kg kodzotti
értékeknek talaltak [14]. Kukorica esetében - ugyan-
csak Lengyelorszagban - kizardlag deoxinivalenol
toxint vizsgaltak, és a mintak szennyezettsége na-
gyobb mértéklnek bizonyult a buzaénal. Itt az értékek
4,0 - 320 mg/kg kozott alakultak [12]. Finnorszagban
allati takarmanyok és gabonak (kukorica, buza, arpa)
DON szennyezettsége 7,0 - 300 pg/kg volt, a mintak
F-2 toxin értékei 22,0 — 95,0 pg/kg kozott alakultak
[15], amelyek Iényegesen alacsonyabbak az el6z6ek-
nél. Az adatok azt mutatjak, hogy a toxinkoncentracio
egy adott terlileten és id6szakban nagy eltéréseket
mutathat. Ennek megfelel6en az élelmiszer-biztonsagi
feltételeket csak akkor lehet megbizhatdan teljesiteni,
ha kidolgozzuk a takarmany-alapanyagok toxinszint-
jének ellenérzési rendszerét és annak keretén belll
folyamatosan mérjik a toxinszinteket.

A takarmanyok penészgombakkal valé szennye-
zettsége nem jelenti minden esetben a mikotoxinok
jelenlétét is [16], [17]. A pontos mikotoxin-szennye-
zettség megitéléséhez kelléen érzékeny és specifikus
analitikai modszerekre van sziikség. Altalanossag-
ban elmondhato, hogy barmely mikotoxin kimutata-
sa igen bonyolult, idé- és kodltségigényes folyamat,
amelynek pontossaga nagymértékben fiigg a minta-
vétel és minta-el6készités helyességétdl, illetve haté-
konysagatdl [16]. A meghatarozasi modszerek kez-
detben vékonyréteg kromatografiara éptltek, majd
gaz- és folyadék kromatografian alapultak [18], [19].
Ezeket egészitették ki a nagyhatékonysagu folya-
dékkromatografias (HPLC - High Performance Liqu-
id Chromatography) modszerek [19]. Ezek mellett a
nagyhatékonysagu analitikai modszerek mellett rutin
jellegd, immunanalitikai eljarasokat is kifejlesztettek
egyes mikotoxinok mennyiségi és minéségi megha-
tarozasara [20], [21].

Az utébbi években az ELISA (Enzyme-linked immu-
nosorbent assay), €s a nagyhatékonysagu folyadékk-
romatografias modszer fluoreszcencias és tdmeg
spektrometrias valfajainak eléretorése figyelheté meg
[22]. A jelenleg alkalmazott vizsgalati médszereket
harom nagy csoportba sorolhatjuk: gyorsmddszerek,
elvalasztas technikak, immunoldgiai eljarasok.

A mikotoxinok kimutatasanak azonban vannak uUjab-
ban felismert korlatai is, ezek elsdsorban a maszkolt
és kotott toxinokra értend6k. A maszkolt mikotoxi-
nok meghatarozasanak nehézsége megvaltozott fizi-

kokémiai sajatsagaikbol adodik, amelynek kévetkez-
ménye lehet az eltérd extrahalhatésaguk. Emiatt a
szokasos vizsgalati médszerek alkalmazasakor ezek
kvantifikdlasa bizonytalan, a kotott toxinoké pedig
nem lehetséges [23].

3. Anyag és modszer
3.1. Anyagok

Vizsgalatainkhoz a takarmany-alapanyagokat két cso-
portba rendeztik-. Az elsd vizsgalati csoportban a
z6ld névényi részekbdl elballitott szdja (n=10) és lu-
cerna pelletbdl (n=10) vizsgaltunk &sszesen 20 min-
tat. Ugyancsak 20 mintaval dolgoztunk a masodik
vizsgalati csoportban is. Itt a gabonafélék magvainak,
konkrétan buzanak (n=10), arpanak (n=5) és kukorica-
nak (n=5) a toxintartalmat mértiik meg. igy az 6sszes
mintaszamunk n=40 volt. A takarmany-alapanyagok
gyors, tajékoztaté mikotoxin-felmérése kompetitiv
ELISA-mddszerrel, Ridascreen Fast kitekkel (R-Biop-
harm) tértént. Az altalunk hasznalt gyors tesztek , lel-
két” a standard oldatok jelentették, amelyeket a kitek
a toxinméréshez igazoddan tartalmaztak. A DON Kkit:
RIDASCREEN® FAST DON (Art. No.: R5902, 48 wells),
standard oldatok: ,mikotoxint nem tartalmazé vak
oldat’mg/kg, 0,222 mg/kg, 0,666 mg/kg, 2 mg/kg,
6 mg/kg. A zearalenon kit: RIDASCREEN® FAST
ZEARALENON (Art. No.: R5502, 48 wells) standard ol-
datok: ,mikotoxint nem tartalmazé vak oldat” pg/kg,
50 pg/kg, 100 pg/kg, 200 pg/kg, 400 pg/kg. A T-2 kit:
RIDASCREEN® FAST T-2 (Art. No.: R5302, 48 wells)
standard oldatok: ,mikotoxint nem tartalmazé vak ol-
dat”pg/kg, 50 ug/kg, 100 pg/kg, 200 pg/kg, 400 pg/kg.
Mérésiinkhéz  Metertech-500  spektrofotométert
(ELISA Reader) hasznaltunk (hulldamhossz 450 nm).
A médszerek validalasahoz sziikséges standard olda-
tok gyartéja: Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim,
Németorszag). Az eredmények értékelése specidlis
szoftver segitségével tortént: RIDA® SOFT WIN (Art.
No.: Z9999). A statisztikai analizist RStudio (Version
0.98.953) program segitségével végeztik.

3.2. Minta-el6készités

Mintaink Iégszaraz allapotiuak voltak, ezért nem volt
szlikség tovabbi szaritasra. A vizsgalati mintarésze-
ket 1,0 mm szemcse méretl daralén (Tecator, Swe-
den) homogenizaltuk. A mintael6készités DON, F-2,
T-2 mikotoxinokra a gyart6 altal mellékelt utmutatas
szerint tortént (R-Biopharm). DON mikotoxin eseté-
ben zarhaté Uvegtégelybe bemértiink 5 gramm min-
tat (6rolt, elegyitett), majd 100 ml desztillalt vizzel 30
percig razogépen (Tecator) er6sen razattuk az ol-
datot. Az elegyet Uvegtdlcsérbe helyezett Whatman
1-es sz(irdn leszlrtik 100 ml-es Erlenmeyer lombik-
ba. A leszlirt elegybdl 50 pl-t hasznaltunk a teszthez:
RIDASCREEN® FAST DON.

F-2 és T-2 mikotoxinok esetében azonos a minta-elé-
készitési protokoll, vagyis ugyanabbdl a munkaoldat-
bdl haszndltunk a tesztekhez. Bemértiink 5 gramm
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mintat, amelyet 100 ml-es lombikba téltottlink, és
25 ml 70%-o0os MeOH adtunk hozza, majd 30 percig
razégépen erésen kevertettiik az oldatot. Az elegyet
Uvegtolcsérben Whatman 1-es sz(irén lesz(rtik 100
ml-es Erlenmeyer-lombikba. A szlirletb6l 1 mi-t ki-
vettlink, melyhez 1 ml desztillalt vizet adtunk, ebbdl
a higitott mintabdl 50 pl-t hasznaltunk a tesztekhez:
RIDASCREEN® FAST ZEARALENON, RIDASCREEN®
FAST T-2.

3.3. Modszervalidalas

A kitek mikotoxinok kvantitativ analizisére valé6 meg-
felel6sségét tdbb relevans szervezet tanusitvanya
igazolta: AOAC, Association of Official Chemists
(AOAC International/Research Institute — PTM/Per-
formance Tested Methods), FGIS (Federal Grain Ins-
pection Services - program of the Grain Inspection),
USDA/GIPSA (Packers and Stockyards Administra-
tion of the United States Department of Agriculture).

A DON toxin mérési mddszervalidalasa a gyarto altal
tanusitvanyban leirt gabonakra és mas névényi alap-
anyagokra, kukorica, buza, arpa, malata, buzakorpa,
cirok, buzapehely, buzaliszt, széjaliszt, szdjapehely,
lucerna, valamint gabona alapu takarmanyokra tor-
tént. A gyarto altal megadott detektalasi hatar (LOD):
0,15 mg/kg, a mennyiségi meghatarozas hatara
(LOQ): 0,20 mg/kg. Az F-2 toxin, mérési mddszer

validalasa gabonakra: kukorica, buza, arpa, zab, va-
lamint keverék-takarmanyokra tortént. A gyarto altal
megadott detektalasi tartomany 17-41 pg/kg, az also
méréshatar LOQ: 50 pg/kg volt. A T-2 toxin, mérési
modszer validalasat kukorica, valamint sertés és ba-
romfi tapokkal, mint keverék takarmanyokkal végez-
ték. A gyarto altal megadott hatarok a kdvetkezék vol-
tak: LOD: 20 pg/kg, LOQ: 50 pg/kg. A kitekhez mellé-
kelt tanusitvanyok szerint megadott detektalasi hata-
rokat és a mennyiségi meghatarozas als6 hatarait az
1. tablazatban foglaltuk 6ssze.

Mi is elvégeztik a mérési mddszerek validalasat,
amelynek soran mindegyik mikotoxin detektalasi ha-
taranak (LOD) meghatarozasahoz n=10 buza mintat
(vak / blank) hasznaltunk, a gyarto altal leirt minta és
mérésre vald el6készités szerint. Erre azért volt szik-
ség, mert LOD feletti koncentraciés eredményeket
hasznaltunk fel az értékelés és adatelemzés soran.
Az LOD kalkulacidja a vizsgalt mintak abszorbancia
alapjan a kalibracios gorbék segitségével szamitott
koncentracios atlag értékébdl és az ezekhez tartozd
sz6ras (SD=standard deviation) értékekbdl tértént.

LOD = (vakminta szamitott atlag-koncentracio) +
(mérési eredmények /SD/ szdrasanak kétszerese)

A visszanyerési % meghatarozasat harom kilénb6zé
koncentracié szinten végeztik el (50, 100, 200 pg/kg).

1. tablazat. A gyarto altal (R-Biopharm) megadott also mérési és detektalasi hatarok.
Table 1. Limits of detection and quantification,

provided by the manufacturer (R-Biopharm)

Teszt tipus Detektalasi hatar (LOD) A mérés also hatara (LOQ)

Test type Limit of detection (LOD) Limit of quantification (LOQ)
DON teszt / DON test 0,2 mg/kg 0,2 mg/kg
F-2 teszt / F-2 test 17- 41 pg/kg 50 pg/kg
T-2 teszt / T-2 test 20 pg/kg 50 pg/kg

LOD: A detektalas alsé hatara (Limit of detection)

LOQ: A mennyiségi mérés also hatara (Limit of quantification)

2. tabldzat. ELISA mddszer validalasi eredményei.
Table 2. ELISA method validation results

Adagolt (spiked)
: . koncentracio Visszanyerés
Mikotoxin LOD \
) Spiked Recove
Mycotoxin (hg/kg) Concgntration (%) &
(hg/kg)
DON 13 50 92,0
100 95,6
200 89,4
F-2 17 50 85,3
100 92,5
200 90,1
T-2 12 50 97,5
100 98,1
200 96,3

Atlag
visszanyerés Koztes
szamolashoz cV pontossag
Average (%) Intermediate
recovery for 0 precision
calculation (%)
(%)
92,3 4,3 92,4 6,0
51 96,5 5,9
57 87,8 6,2
89,3 3,9 86,9 6,8
4,4 90,2 6,5
5,7 93,4 6,8
97,3 3,4 96,9 7,0
5,4 94,5 7,1
5,5 93,7 6,7

LOD: A detektalas als6 hatara (Limit of detection)
CV: Variaciés koefficiens (Variation coefficient)
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A kontroll buza mintainkhoz 500 ug/I-t adagoltunk az
altalunk készitett mikotoxin standard munkaoldatbdl
ugy, hogy beallitsuk a becsUlt harom koncentracio-
szintet. Minden koncentracié esetén és naponta hat
ismétléssel dolgoztunk.

Visszanyerési % = 100 x (mért tartalom/erdsitett szint)

A koztes pontossag (intermediate precision), helyes-
ség meghatarozasa érdekében ugyanezeket a lépé-
seket még két alkalommal megismételtiik. Osszesen
3 alkalommal mértlink le minden mikotoxint minden
koncentracidéban. A vizsgalatok két honap alatt zaj-
lottak le, két kilonb6z6 vizsgaldszemély bevonasa-
val, ugyanabban a laboratériumban, ugyanazokkal
az eszkodzokkel. A precizitas a mérés véletlenszer(
valtozasait jellemzd adat, amely tobbek kdzott a la-
boratériumon bellili variabilitassal is leirhato.

H = Xmér‘t - Xref

Ahol H a helyesség, pontossag amely egyenl6 a mért
(Xmen) és a referencia érték (X, kildnbségével, ha
rendelkezésre all CRM (hiteles vagy tanusitott refe-
rencia minta). Az X,.r értékét CRM hijan magunk ha-
taroztuk meg.

Mindegyik vizsgalt mikotoxin (DON, F-2, T-2) valida-
Ciés paramétereinek meghatarozasahoz buzaminta-
kat hasznaltunk. Eredményeinket a 2. tablazatban
foglaltuk dssze.

Az adatok a kovetkez&képpen alakultak: DON mi-
kotoxin LOD: 13 pg/kg, F-2 toxinnal 17 pg/kg, T-2
esetében 12 pug/kg volt. A visszanyerés 85,3- 98,1%
kozott alakult, a variacios koefficiens (CV) 3,4- 5,7%.
Kbdztes pontossag: 86,9- 96,9%, CV: 5,9- 7,1%. A
vizsgalataink soran megadott koncentracids értékek
szamitasa az adott mikotoxin-atlagérték visszanye-
rése alapjan tértént. A visszanyerés elfogadhatésagi
kritériumai szerint 0,01 mg/kg koncentracié eseté-
ben 60-115 % kozoétt, 0,1 mg/kg esetében 80-110
% kozott kell lennie az értékeknek (882/2004/EK ren-
delet lll. mellékletének 1. és 2. tételében foglalt ren-

delkezéseknek kell megfelelnitik). A mi esetlinkben
a visszanyerés elfogadhaté volt. A T-2 kit esetében
azonban a HT-2 toxin keresztreakcidjat figyelembe
kell venni, és a gyarto altal meghatarozott keresztre-
akcioval szamolni kell. A tesztfolyamatokat, lIépése-
ket a gyarté vagy forgalmazé altal mellékelt Utmuta-
tas szerint hajtottuk végre (R-Biopharm, D.G.).

4. Eredmények és értékelésiik

A mikotoxin-vizsgalatok elétt 6t pontos standard ka-
libraciot végeztink a tesztekhez mellékelt standard
oldatokkal. A kalibracios gorbék korrelaciés egyutt-
hatai (R2) DON toxin kalibracié esetében: 0,9962; F-2
kalibracio: 0,9998 és T-2 kalibracié esetében: 0,9943
volt. A kalibralas linearis, ha a korrelaciés egyutthaté
(R?) magasabb, mint 0,990. Szoja esetében DON és
T-2 toxinokra nézve az dsszes minta vizsgalati ered-
ménye a mérési hatar alatt (<LOQ) volt, de a toxinok
detektalhatéak (>LOD) voltak. Az F-2 toxin a szo-
jamintak 60%-aban volt mennyiségileg (>LOQ) meg-
hatarozhaté. A lucernapellet-mintak esetében mind a
harom toxinnal 100%-ban LOQ felett voltak a kon-
centraciok. Az RStudio szoftver (RStudio Inc.) [24]
segitségével kiértékelt adatok a 3. tablazatban lat-
hatok. Ebben a tablazatban az 6sszes vizsgalt minta
mikotoxin-koncentracidinak statisztikai értékelését
latjuk, amely azt mutatja, hogy a DON mikotoxinok
median és atlagértéke egy nagysagrenddel nagyobb
a zearalenon és T-2 mikotoxinokénal, melyek minden
esetben detektalhatéak (>LOD) voltak.

Az alacsony mintaszam, a DON és a masik két mi-
kotoxin median értékeinek nagy kilénbsége miatt az
eloszlasok illetve a normalitas vizsgélata a nagy bi-
zonytalansag miatt nem teheté meg. Ha a normalis
eloszlas nem bizonyithatd, akkor a median értékek
Osszehasonlitasara hasznalhatjuk a Wilcoxon tesztet.
A vizsgalt mintakra nézve az F-2 és a T-2 mikotoxi-
nok median értékei nem kilénbdznek szignifikdnsan
egymastal (p=0,0926; p> 0,05), de a DON és az F-2
(p=0,0069; p <0,05) valamint, a DON és a T-2 toxinok
(p=0,0051; p <0,05) értékei igen. A mennyiségileg

3. tablazat. Detektalt mikotoxin-koncentraciok (>LOD) értekelése az 6sszes mintdra
vonatkoztatva (szdja, lucerna pellet), RStudio matematikai-statisztikai programmal.
Table 3. Evaluation of the detected mycotoxin concentrations (>LOD) for all samples (soy, alfalfa pellet),
using the RStudio mathematical-statistical program

Min.: 15.0

1st Qu.: 48.0
Median / Median: 568.0
Atlag / Mean: 605.0
3rd Qu.: 1105.0
Max.: 1400.0

Min.: 43.00
1st Qu.: 74.00
Median / Median: 85.00
Atlag / Mean: 89.00
3rd Qu.:108.00
Max.:134.00

Min.: 13.00
1st Qu.: 18.00
Median / Median: 45.00
Atlag / Mean: 46.00
3rd Qu.: 69.00
Max.: 83.00

LOD: A detektalas alsé hatara (Limit of detection)
1st Qu.: Els6 kvartilis (First quartile)

3rd Qu.: Harmadik kvartilis (Third quartile)

Min.: minimum

Max.: maximum

Elelmiszervizsgalati kézlemények — 2017. LXIII. évf. 2. szdm

1553



1554

meghatarozhatd (>LOQ) koncentraciok értékelése a
4. tablazatban lathatd, ahol az atlagot, SD, minimum
és maximum értékeket adtuk meg.

A buza-, arpa- és kukoricamintak mérése elétt 6tpon-
tos kalibraciot végeztiink az altalunk vizsgalt Fusari-
um mikotoxinokra. A kalibracios goérbék korrelacios
egyltthatojanak négyzete (R?) DON toxin kalibracio
esetében: 0,9974, F-2 kalibracional: 0,9977, és T-2
kalibracio esetében: 0,9983 volt.

Buza esetében F-2 toxinra a mintak vizsgalati ered-
ményeinek 100 %-a volt LOQ feletti érték. Az ar-
panadl a mintak 20 %-anal talaltunk LOQ feletti
DON-értékeket. Kukoricanal DON toxinra a mintak
50 %-a; F-2, T-2 toxinokbdl a mintak 20%-a tartal-
mazott a mérés alsé hatéra feletti értékeket (>LOQ).
Az RStudio szoftver segitségével kiértékelt adatokat
az 5. tablazatban adtuk meg, ahol az 6sszes vizs-
galt minta mikotoxin koncentracidinak statisztikai

értékelését latjuk. Itt is mindegyik mintaban (hason-
I6an az 1. csoporthoz) mind a harom mikotoxin de-
tektalhatd mennyiségben (>LOD) volt jelen.

Az altalunk hasznalt matematikai-statisztikai prog-
ram az adatok gyors elemzését tetette lehetévé. A
kiértékelésbdl megallapithatjuk, hogy a deoxinivalen-
ol atlagértéke itt is egy nagysagrenddel nagyobb a
zearalenon, és T-2 mikotoxinokénal.

A nagy eltérések miatt ebben az esetben sem volt
értelme az eloszlas- és normalitasvizsgalatnak.
Ha az eloszlas nem normalis, a nem paraméteres
Mann-Whitney U teszt hasznalhaté: a haromféle
mintacsoport esetében nincs szignifikans kildnbség
az egyes mikotoxinok medianjai k6zo6tt (a p értékek
minden esetben 0,05 f6lottiek voltak). A szintén ro-
busztus Kruskal-Wallis ANOVA tesztet elvégezve azt
tapasztaltuk, hogy ha minden mintacsoportot egy-
szerre vizsgalunk, akkor sincs szignifikans kiilénbség

4. tablazat. LOQ feletti mikotoxin-koncentrdciok értékelése.
Table 4. Evaluation of mycotoxin concentrations above the LOQ.

>LOQ mintak
Mikotoxinok Mintak eloszlasa
Mycotoxin Sample >LOQ sample
distribution (%)
DON Szoja / Soy 0%
Lucerna pellet
Alfalfa pellet 100%
F-2 Széja / Soy 60%
Lucerna pellet
Alfalfa pellet 100%
Szdja
T-2 Soy 0%
Lucerna pellet
Alfalfa pellet 100%

SD
Minjakatlag- — (520789)  Min. értek  Max. érték
Mean sample (standard M;n. }/Ifm)Je M?X' /\l/(al)ue
value (ug/kg) deviation) Hg/kg HI/KG,
(Lgrkg)
<LOQ*® <LOQ? <LOQ? <LOoQ?
1164 +143 1050 1400
79 +7 72 85
111 +19 86 134
<LOQ*® <LOQ*® <LOQ* <LOoQ*?
74 +7 67 83

LOQ: A mennyiségi mérés also hatara (Limit of quantification)
2 Mennyiségi mérés also hatara alatti mikotoxin-koncentraciok (<LOQ).
@ Mycotoxin concentrations below the limit of quantification (<LOQ).

Min.: minimum
Max.: maximum

5. tabldzat. Detektalt mikotoxin koncentraciok (>LOD) értékelése az ésszes mintadra vonatkoztatva
(buza, arpa, kukorica), RStudio matematikai-statisztikai programmal.
Table 5. Evaluation of detected mycotoxin concentrations (>LOD) for all samples
(wheat, barley, maize), using the RStudio mathematical-statistical program.

DON F-2 T-2
Hg/kg Ho/kg Hg/kg
Min.: 45.0 Min.: 17.00 Min.: 19.00
1st Qu.: 63.0 1st Qu.: 18.00 1st Qu.: 19.00

Median / Median: 70.0
Atlag / Mean: 145.0
3rd Qu.: 271.0
Max.: 401.0

Median / Median: 25.00
Atlag / Mean: 39.00
3rd Qu.: 64.00
Max.: 72.00

Median / Median: 20.00
Atlag / Mean: 24.00
3rd Qu.: 23.00
Max.: 52.00

LOD: A detektalas alsé hatara (Limit of detection)
1st Qu.: Els6 kvartilis (First quartile)

3rd Qu.: Harmadik kvartilis (Third quartile)

Min.: minimum

Max.: maximum
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a mikotoxinok median értékei kozott. Az F-2 miko-
toxint vizsgalva a p érték a szignifikancia szint hata-
ran volt (p=0,0498), kiilén-kiilén vizsgalva a csopor-
tokat, nem szignifikans a kilénbség a medianok ko-
z6tt. A mennyiségileg meghatarozhaté koncentraciok
kiértékelését a 6. tablazatban foglaltuk 6ssze, ahol
az atlag, a széras (SD), a minimum és a maximum
értékeket adtuk meg. A DON esetében kukoricamin-
takban az atlagérték a szorassal korrigalva (+ SD)
297 +24 pg/kg volt.

A NEBIH (Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hi-
vatal) rendszeresen ellenérzi hazankban a takar-
many-alapanyagok, takarmanyok és az emberi élel-
mezésre szant ndvényi alapanyagok kilénb6zé mi-
kotoxin-szennyezettségét. Korabbi vizsgalatokbdl
[22] szarmazé eredmények szerint, 2003-ban DON
toxinra n=222 kilénb6z8 mezbégazdasagi alapanya-
got vizsgaltak meg. Vizsgalatukbdl kiderllt, hogy a
mintak 30,2%-a 0,040 mg/kg alatti koncentracio-
ban, 10,4%-a 2,0 mg/kg feletti koncentracioban tar-
talmazta a toxint. 2008-ban ugyancsak DON toxin-
ra végzett takarmany alapanyag vizsgalatuk soran
n=118 mintat vizsgaltak, melynél 50%-a 0,040 mg/kg
alatti, 6,8%-a 2,0 mg/kg feletti DON toxin szennye-
zettséget mutatott. A zearalenonra (F-2) vonatko-
zban 2003-ban, n=128 alapanyag mintat vizsgaltak
meg, ebbdl 77,3%-a 0,010 mg/kg alatti koncentra-
cidban tartalmazta a toxint, 0,8%-a 1,0 mg/kg feletti
volt. 2008-ban F-2 toxinra vizsgalt mintakban (n=56)
0,010 mg/kg alatti eredmény 80,4%-ban fordult el6, de
1,0 mg/kg feletti mennyiséget nem talaltak. T-2 toxin
esetében 2003-ban, n=147 mintat vizsgaltak, ame-
lyekben kimutatasi hatar alatt a mintak 94,6%-a volt,
ez a szam 2006-ban 90%-os, 2008-ban (n=12) mar
csak 75% volt. Ezek az eredmények is bizonyitjak,
hogy a mikotoxinok mennyisége évrdl évre valtozhat
a kilénbdzd vizsgalt mintakban az iddjarasi és klima-
tikus hatasok eredményeképpen.

2015-ben készllt tanulmanyunkban buza-, kukorica-,
arpa- és zabmintakat vizsgaltunk (n=116), a kukorica
bizonyult szennyezettebb gabonanak DON, F-2, T-2
toxinra vonatkozéan [17].

A mez6gazdasdgi alapanyagokban és az allati ta-
karmanyokban a Fusarium toxinok (DON, F-2, T-2)
vizsgalata fontos feladat, hiszen e szennyez&k innen
kerulhetnek be a taplaléklancba.

5. Kovetkeztetések

A klimavaltozassal kapcsoltban megjelené Uj ve-
szélyforrasok egyike a mikotoxinok eléfordulasanak
megndvekedett gyakorisaga a taplaléklancban. Vizs-
galatunk soran a leggyakrabban hasznalt takarma-
nyozasi alapanyagok DON, F-2, T-2 mikotoxin szeny-
nyezettségének mérését végeztik el kompetitiv ELI-
SA-mdédszerrel. A vizsgalt harom toxin minden egyes
mintaban detektalhato (>LOD) volt. Az adatok alapjan
megallapitottuk, hogy a DON toxinok atlagértékei egy
nagysagrenddel nagyobbak voltak, mint az F-2, és a
T-2 mikotoxinok atlagértékei. Ezekbdl az adatokbdl
az a kovetkeztetés vonhato le, hogy az alapanyago-
kat legnagyobb mértékben szennyezé toxin a DON,
majd ezt kdveti az F-2, és végul a T-2 toxin.

Eredményeink arra hivjak fel a figyelmet, hogy a
deoxinivalenol, F-2, T-2 mikotoxinok vizsgalata ki-
emelt jelentéségl feladat az élelmiszer- és takar-
manybiztonsag teriletén.
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DON, F-2 and T-2 mycotoxin assay
of plant-based feedstock raw
materials using the ELISA method
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1. Summary

In our study, plant-based raw materials, used for feeding different animal species, are
investigated, using a competitive ELISA method. The raw materials most commonly
used for feeding (soy and alfalfa pellets, as well as wheat, barley and maize) were used
in the tests. Of Fusarium mycotoxins, deoxynivalenol (DON), zearalenone (F-2) and T-2
toxins were measured. Measurement results were evaluated using the mathemati-
cal-statistical program RStudio. In our experiment, we found that all three mycotoxins
tested could be detected in all of the samples, but the values were not quantifiable with
acceptable precision in each case. The average detected DON toxin result was an or-
der of magnitude greater than the results of the other toxins. It has been shown in our
study that the presence of the mycotoxins deoxynivalenol, zearalenone and T-2 poses
a serious food and feed safety risk, since they are present in feedstock raw materials,
even though only in small amounts. Today, these mycotoxins are present together in
more and more cases, greatly increasing the above-mentioned risk.

2. Introduction

Contaminants of natural origin include mycotoxins,
produced by microscopic fungi, which are secondary
metabolic products of molds. The human and animal
health significance of mycotoxins are outstanding
[1]. Because of the climate change currently taking
place, the risk of toxin occurrence on the food chain
is of great importance. Based on the resolutions
of the Intergovernmental Panel on Climate Change
(IPCC) of the UN and the World Meteorological Or-
ganization (WMO), the research program named
VAHAVA (Valtozas-Hatas-Valaszadas, Change-Effect-
Response), and the National Climate Change Strat-
egy adopted by the Parliament: ,jincreased effects of
climate change are expected in the Carpathian Ba-
sin” [2]. This process can affect adversely the do-
mestic agriculture due to the expected loss in yields,
may have a negative effect on food and feed safety
because of the proliferation of harmful microorgan-
isms, and can also have an indirect effect on human

and animal health. Global climate change can pro-
mote the growth of mycotoxin-producing molds [2].
Animals fed on feeds contaminated with mycotoxins
pose a serious food safety risk, so the consumption
of products made from them may be risky as well,
the development and weight gain of animals feeding
on feeds containing toxins slows down, and their re-
production and animal health conditions deteriorate
also. Adverse animal health characteristics affect
livestock production, and so economic efficiency and
production indicators can also decrease [3].

In the last decade, interest has been focused more
and more on mycotoxin research. Many experiments
have been carried out in order to be able to reduce
the risk of mycotoxins entering the food chain. There
are also studies aimed at reducing the amounts of
the contaminants that are within expected or allowed
limit values (for example, in the case of raw mate-
rials) to even lower levels. The risk of toxins enter-
ing the food chain can be minimized by preventive
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agrotechnical operations applied during the growing
of cereals [4]. Of these, the most widely used chemi-
cal plant protection can be highlighted, the efficiency
and efficacy were investigated by Mesterhazy et al.
[5]. Also worth mentioning is biological plant protec-
tion, offering wider and wider possibilities, with the
application of which pathogens can be suppressed
by their natural enemies [6]. An important factor in
preventive defense is variety selection, and in this
respect, a pronounced role is played by plant breed-
ing, i.e., the production of resistant or tolerant grain
varieties [7], [8].

The efficiency and efficacy of preventive agrotechni-
cal operations depend greatly on the vintage effect
and the technological discipline, as demonstrated by
the experiences of recent years. In years with condi-
tions favorable for the proliferation of Fusarium fun-
gus, we should be prepared that wheat lots contami-
nated by the toxins to varying degrees will be har-
vested. In such years, there is also an increased risk
that feeds will be more contaminated by the toxins
than food industry raw materials. The main reason for
this is that, in food production, raw materials must be
selected in compliance with very strict legal regula-
tions. Cereal lots that do not satisfy these criteria, for
example, because of their toxin contamination, may
be qualified as feeds. In view of this, a prominent
role is played by research aimed at reducing toxin
concentrations in the post-harvest period. In ani-
mal feeding one of the possibilities is the addition to
feeds of such substances that can absorb toxins that
are harmful to the animals. Bata [3] reports that toxin
feeding experiments are performed on pigs, cattle,
laying hens and turkeys of different age groups, and
changes in their health status are monitored. Experi-
ments have shown that fusariotoxicosis is manifest-
ed in mixed symptoms, and that the species most
sensitive to fusariotoxins are pigs and poultry. In the
case of these species, reproductive disorders and
secondary diseases, the weakening of the immune
system, are caused by them. Cattle are less sensitive
to these toxins than pigs.

In the post-harvest period, it is possible to reduce
the toxin content by cleaning grain using modern
equipment. The efficiency of color sorting and sur-
face cleaning is primarily investigated in the case of
food raw materials [9], [10], but it is also possible to
use these methods during the preparation of materi-
als used for feeding, if justified. It was pointed out by
Kecskésné et al. [11] that the DON toxin content of
the so-called byproduct, the fraction that is produced
in addition to milling wheat during the color sorting,
before grinding, of wheat intended for milling, in-
creased in all cases, compared to the toxin content
of the starting, unpurified wheat lot. However, the ex-
tent of the increase does not correlate with either the
toxin content of the starting material, or the efficiency
of the purification, because it can also be influenced
by other factors that can be hard to determine in
advance. It is important to know this, because the

above-mentioned byproduct is used as feed or as an
ingredient in feed mixtures. According to the experi-
mental results, it is definitely recommended to meas-
ure the toxin content of such byproducts before use,
to avoid the toxin contamination of feeds.

Humans, at the top of the food chain, can rightfully
expect that the product reaching their table meet
their health maintenance and disease prevention
needs. Maintaining food safety, i.e., the detection of
unsafe products and their removal from commercial
circulation, is a major task.

The contamination of feeds and feed raw materials
(primarily cereals) caused by DON, F-2 and T-2 my-
cotoxins has been a serious food safety challenge all
over the world, and it still is [12]. In Germany, accord-
ing to a previous study on wheat samples (n=84),
DON mycotoxin values ranged from 4.0 to 20500 pg/
kg, F-2 toxin values were between 1.0 and 8040 pg/
kg, while T-2 could be detected in amounts between
3.0 and 250 pg/kg [13]. In Poland in 1990, when in-
vestigating wheat samples as well, the DON toxin
contamination was between 2000 and 40000 pg/kg,
while the amount of zearalenone toxin was lower, in
the range of 10 to 2000 pg/kg [14]. In the case of
maize, also in Poland, only deoxynivalenol toxin was
tested, and the samples proved to be more contami-
nated than wheat samples. Values ranged from 4.0 to
320 mg/kg [12]. In Finland, the DON contamination of
animal feeds and cereals (maize, wheat, barley) was
between 7.0 and 300 pg/kg, while F-2 toxin values
ranged from 22.0 to 95.0 pg/kg [15], which were con-
siderably lower than the above data. Data show that
toxin concentrations may vary widely in a given area
and period. Accordingly, food safety conditions can
only be met reliably, if a toxin level monitoring system
for feed raw materials is developed and toxin levels
are continuously measured within its framework.

The contamination of feeds with molds does not al-
ways indicate the presence of mycotoxins as well
[16], [17]. To judge the mycotoxin contamination ac-
curately, sufficiently sensitive and specific analytical
methods are needed. Generally speaking, detection
of any of the mycotoxins is a very complex, time-con-
suming and costly process, the accuracy of which
depends greatly on the correctness and efficiency
of sampling [16]. Methods of determination were ini-
tially based on thin layer chromatography, and later
on gas and liquid chromatography [18], [19]. These
were supplemented by HPLC (High Performance
Liquid Chromatography) methods [19]. In addition to
these high performance analytical methods, routine
immunoassays were also developed for the qualita-
tive and quantitative determination of certain myco-
toxins [20], [21].

In recent years, the emergence of ELISA (Enzyme-
linked immunosorbent assay) methods and high per-
formance liquid chromatography methods with fluo-
rescence or mass spectrometric detection could be
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observed [22]. Currently used analytical methods are
classified into three major categories: fast methods,
separation techniques, immunological procedures.

However, the detection of mycotoxins has recent-
ly recognized limitations, primarily in the case of
masked and bound toxins. The difficulties of masked
mycotoxin determination come from their altered
physicochemical properties, resulting in a changed
extractability. Therefore, when using the usual ana-
lytical methods, their quantification is uncertain, and
that of bound toxins is impossible [23].

3. Materials and methods
3.1. Materials

For our investigations, feed raw materials were divid-
ed into two groups. In the first test group, a total of
20 samples soybean (n=10) and alfalfa (n=10) pellets
made of green plant parts. Also 20 were included in
the second test group. Here, the toxin contents of the
grains of cereals, namely wheat (n=10), barley (n=5)
and maize (n=5) were measured. So our total num-
ber of samples was n=40. Fast informative mycotoxin
assay of the feed raw materials was performed by
a competitive ELISA method, using Ridascreen Fast
kits (R-Biopharm). The “souls” of the fast tests used by
us were the standard solutions, contained by the kits
according to the specific toxin measurement. DON
kit (RIDASCREEN® FAST DON, Art. No.: R5902, 48
wells) standard solutions: ,blank solution containing
no mycotoxin”, 0.222 mg/kg, 0.666 mg/kg, 2 mg/kg,
6 mg/kg. Zearalenon kit (RIDASCREEN® FAST ZEA-
RALENON, Art. No.: R5502, 48 wells) standard solu-
tions: ,blank solution containing no mycotoxin”, 50
pg/kg, 100 pg/kg, 200 pg/kg, 400 pg/kg. T-2 kit (RI-
DASCREEN® FAST T-2, Art. No.: R5302, 48 wells)
standard solutions: ,blank solution containing no my-
cotoxin”, 50 pg/kg, 100 pg/kg, 200 pg/kg, 400 pg/kg.
For the measurement, a Metertech-500 spectro-
photometer (ELISA Reader) was used, with a meas-
urement wavelength of 450 nm. Standard solutions
necessary for method validation were from Sigma-
Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Németorszag).
Results were evaluated using the special software
RIDA® SOFT WIN (Art. No.: Z9999). Statistical analy-
sis was performed by the RStudio (Version 0.98.953)
program.

3.2. Sample preparation

Samples were air-dry, so no further drying was nec-
essary. Test samples were homogenized using a 1.0
mm mill crush size (Tecator, Sweden). Sample prepa-
ration for mycotoxins DON, F-2 and T-2 were per-
formed according to the manufacturer’s instructions
(R-Biopharm). In the case of DON mycotoxin, 5 grams
of the sample (ground, mixed) was weighed into a
lockable glass crucible, then the solution was shaken
intensely with 100 ml of distilled water for 30 minutes
on a shaker (Tecator). The mixture was filtered into a
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100 ml Erlenmeyer flask through a Whatman 1 filter
placed in a glass funnel. 50 pl of the filtrate was used
for the test: RIDASCREEN® FAST DON.

In the case of mycotoxins F-2 and T-2, the sample
preparation protocols were the same, that is, aliquots
of the same working solution were used for the tests.
5 grams of the sample was weighed, transferred
into a 100 ml flask, 25 ml of 70% MeOH was added,
and then it was shaken intensely for 30 minutes on
a shaker. The mixture was filtered into a 100 ml Er-
lenmeyer flask through a Whatman 1 filter placed in
a glass funnel. To 1 ml of the filtrate, 1 ml of distilled
water was added, and 50 pl of the diluted sample
was used for the tests: RIDASCREEN® FAST ZEA-
RALENON, RIDASCREEN® FAST T-2.

3.3. Method validation

Suitability of the kits for the quantitative analysis of
mycotoxins have been verified by the certificates
of several relevant organizations: the AOAC, As-
sociation of Official Chemists (AOAC International/
Research Institute — PTM/Performance Tested Meth-
ods), the FGIS (Federal Grain Inspection Services
- program of the Grain Inspection), and the USDA/
GIPSA (Packers and Stockyards Administration of
the United States Department of Agriculture).

Validation of the DON toxin measurement method
has been performed for the cereals and other plant-
based raw materials listed by the manufacturer in the
certificate, such as maize, wheat, barley, malt, wheat
bran, sorghum, wheat flakes, wheat flour, soy flour,
soy flakes, alfalfa, as well as cereal-based feeds. The
limit of detection (LOD) specified by the manufacturer
was 0.15 mg/kg , the limit of quantification (LOQ) was
0.20 mg/kg. Validation of the F-2 toxin measurement
method was performed for cereals, such as maize,
wheat, barley, oats, as well as mixed feeds. The de-
tection range specified by the manufacturer was 17
to 41 pg/kg, the LOQ was 50 pg/kg. Validation of
the T-2 toxin measurement method was performed
for maize, pig and poultry feeds, as well as mixed
feeds. The limits specified by the manufacturer were
as follows: LOD: 20 pg/kg, LOQ: 50 pg/kg. Detection
limits and limits of quantification, as specified by the
certificates enclosed with the kits are summarized in
Table 1.

We also performed the validation of the measurement
methods, during which n=10 wheat samples (blank)
were used for the determination of each mycotox-
in limit of detection (LOD), according to the sample
preparation and measurement specified by the man-
ufacturer. This was necessary, because concentra-
tion results exceeding the LOD were used during the
evaluation and data analysis. LOD calculations were
performed using the average concentration values
calculated with the help of the calibration curves,
based on the absorbance of the samples tested, and
the corresponding standard deviation (SD) values.

LOD = (average of blank calculated concentration) +
(twice the measurement results /SD/ standard deviation)

Recovery percentage determinations were performed
at three different concentration levels (50, 100, 200
pg/kg). To the control wheat samples, 500 pg/I of the
mycotoxin standard working solution, prepared by
us, was added to set the estimated three concentra-
tion levels. For each concentration, six parallels were
used each day.

Recovery % = 100 x measured content/adjusted level

To determine the intermediate precision or correct-
ness, the same steps were repeated two more times.
Each mycotoxin was measured 3 times at all concen-
tration levels. Analyses were completed within two
months, involving two different analysts, in the same
laboratory, using the same instruments. Precision is
value characteristic of the random changes of the
measurement, which can be described by the within-
laboratory variability, among other things.

H = Xmeas — Xref

Where H is the precision, equal to the difference be-
tween the measured (Xmeas) and the reference value
(Xref), if a certified reference material (CRM) is avail-
able. In the absence of a CRM, the Xref value was
determined by us.

Wheat samples were used for the determination of
the validation parameters of each mycotoxin tested
(DON, F-2, T-2). Results are summarized in Table 2.

Results were as follows: LOD for DON mycotoxin
was 13 pg/kg, for toxin F-2 it was 17 pg/kg, and in
the case of T-2 it was 12 pg/kg. Recovery ranged
from 85.3 to 98.1%, and the coefficient of variation
(CV) was 3.4- 5.7%. Intermediate precision was 86.9-
96.9%, CV: 5.9- 7.1%. Calculations of the concentra-
tion values obtained in our analyses were based on
the recovery of the given mycotoxin average value.
According to the recovery acceptance criteria, the
values should be between 60 and 115% in the case
of a concentration value of 0.01 mg/kg, and between
80 and 110% in the case of 0.1 mg/kg (they have
to comply with the provisions of Sections 1 and 2
of Annex Il of Regulation (EC) No 882/2004 of the
European Parliament and the Council). In our case,
recovery was acceptable. However, in the case of the
T-2 kit, cross-reactivity of toxin HT-2 has to be taken
into consideration, and the cross-reaction specified
by the manufacturer has to be taken into account.
Test procedures and steps were carried out accord-
ing to the instructions supplied by the manufacturer
or the distributor (R-Biopharm, D.G.).

4. Results and evaluation
Prior to the mycotoxin analyses, a five-point stand-

ard calibration was performed, using the standard
solutions supplied with the tests. The correlation co-

efficient (R?) of the calibration curve in the case of
DON toxin calibration was 0.9962; in the case of F-2
calibration it was 0.9998, and in the case of T-2 cali-
bration it was 0.9943. The calibration is linear, if the
correlation coefficient (R?) is greater than 0.990. In
the case of soy, for DON and T-2 toxins, test results
of all of the samples were below the limit of quan-
tification (<LOQ), but the toxins could be detected
(>LOD). F-2 toxin could be quantified (>LOQ) in 60%
of soy samples. In the case of the alfalfa pellet sam-
ples, concentrations were above the LOQ in 100% of
the samples for all three toxins. Data evaluated with
the help of the RStudio software (RStudio Inc.) [24]
can be seen in Table 3. This table shows the statis-
tical evaluation of the mycotoxin concentrations of
all of the samples tested, indicating that the median
and mean values of DON mycotoxins are an order of
maghnitude higher than those of the zearalenone and
T-2 mycotoxins, which were above the limit of detec-
tion in all cases (>LOD).

Due to the low sample number and the large differ-
ence between the median values for DON and the
other two mycotoxins, analysis of the distributions
and the normality cannot be performed, because of
the high uncertainty. If a normal distribution cannot be
demonstrated, then the median values can be com-
pared using the Wilcoxon test. For the samples test-
ed, median values of the F-2 and T-2 mycotoxins do
not differ from each other significantly (p=0.0926; p>
0.05), but the values of the DON and F-2 (p=0.0069;
p <0.05), and DON and T-2 toxins (p=0.0051; p<0.05)
do. Evaluation of the quantifiable (>LOQ) concentra-
tions is shown in Table 4, where the average, SD,
minimum and maximum values are given.

Before the measurement of wheat, barley and maize
samples, a five-point calibration was performed
for the Fusarium mycotoxins analyzed by us. The
squares of the correlation coefficient (R?) of the cali-
bration curves for DON toxin calibration, F-2 calibra-
tion and T-2 calibration were 0.9974, 0.9977 and
0.9983, respectively.

In the case of wheat, 100% of the test results of the
samples exceeded the LOQ value for F-2 toxin. For
barley, DON values were above the LOQ in 20% of
the samples. For maize, values were above the limit
of quantification (>LOQ) in 50% of the samples for
DON toxin, and in 20% of the samples for toxins F-2
and T-2. Data evaluated with the help of the RStudio
software are given in Table 5, where the statistical
evaluation of the mycotoxin concentrations of all of
the samples tested can be seen. Here again, similarly
to group 1, all three mycotoxins were present in de-
tectable (>LOD) amounts.

The mathematical-statistical program used by us
made quick analysis of the data possible. It can be
concluded from the evaluation that the mean value of
deoxynivalenol is an order of magnitude higher than
those of zearalenone and T-2 mycotoxins here again.
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Due to the large differences, there was no point in
this case either to perform distribution and normality
analyses. If the distribution is not normal, the non-
parametric Mann-Whitney U test can be used: there
is no significant difference between the median val-
ues of the individual mycotoxins for the three sample
groups (p values were above 0.05 in all cases). Per-
forming the also robust Kruskal-Wallis ANOVA test,
we found that even if all sample groups are exam-
ined together, there is still no significant difference
between the median values of the mycotoxins. When
examining the F-2 mycotoxin, the p value was bor-
dering on the significance level (p=0.0498), and when
examining the groups separately, there was no sig-
nificant difference between the medians. Evaluation
of the quantifiable concentrations is summarized in
Table 6, where the mean, standard deviation (SD),
minimum and maximum values are given. In the case
of DON, in maize samples, the mean value corrected
by the standard deviation (+ SD) was 297 +24 pg/kg.

In Hungary, the mycotoxin contamination of feed raw
materials, feeds and plant raw materials intended for
human consumption is regularly checked by the Na-
tional Food Chain Safety Office (NEBIH). Based on
results from previous studies [22], in 2003, n=222 dif-
ferent agricultural raw materials were tested for DON
toxin. The study shows that 30.3% of the samples
contained the toxin in concentrations below 0.040
mg/kg, while 10.4% of them contained it in concen-
trations above 2.0. In 2008, in another study for DON
toxin in feed raw materials, n=118 samples were ana-
lyzed, 50% of which showed a DON toxin contami-
nation below 0.040 mg/kg, while 6.8% of them had
DON concentrations above 2.0 mg/kg. In 2003, n=128
raw materials were tested for zearalenone (F-2),
77.3% of which contained the toxin in concentra-
tions below 0.010 mg/kg, while concentrations were
above 1.0 mg/kg in 0.8%. In 2008, during the same
analysis for F-2 toxin (n=56), concentrations below
0.010 mg/kg occurred in 80.4% of the cases, while
no sample with a concentration above 1.0 mg/kg was
found. In the case of T-2 toxin in 2003, n=147 sam-
ples were tested, 94.6% of which had concentrations
below the limit of detection, while the number was
90% in 2006, and only 75% in 2008 (n=12). These re-
sults demonstrate that the amounts of mycotoxins in
the different samples tested can change from year to
year, as a result of the weather and climatic effects.

In our 2015 study, wheat, maize, barley and oat sam-
ples (n=116) were analyzed, and for DON, F-2 and
T-2 toxins, maize proved to be the most contaminat-
ed cereal [17].

The analysis of Fusarium toxins (DON, F-2, T-2) in
agricultural raw materials and animal feeds is an im-
portant task, because that is where these contami-
nants can enter the food chain from.
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5. Conclusions

One of the new threats emerging in connection with
climate change is the increased frequency of myco-
toxin occurrence in the food chain. In our study, the
DON, F-2 and T-2 mycotoxin contamination of the
most commonly used feed raw materials was meas-
ured using a competitive ELISA method. The three
toxins tested could be detected in all of the samples
(>LOD). Based on the data, it was found that the
mean values for the DON toxin were an order of mag-
nitude higher than the mean values of the F-2 and T-2
mycotoxins. From these data, the conclusion can be
drawn that the toxin contaminating raw materials the
most is DON, followed by F-2, and then toxin T-2.

Our results draw attention to the fact that the analysis
of the mycotoxins deoxynivalenol, F-2 and T-2 is of
the utmost importance in the fields of food and feed
safety.
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