Pécsi Tudomanyegyetem
Természettudomanyi Kar

Altaldnos és Fizikai Kémia Tanszék

Dezoxinivalenol (DON) mikotoxin kvantitativ analizisére
alkalmas modszerek 6sszehasonlito vizsgalata

TDK dolgozat

Szerzo6: Szomor Nikolett

2. évfolyam, Biotechnologia Msc

Témavezetd: Dr, Czéh Arpad® 2

1Soft Flow Kft.,, °PTE-TTK Alkalmazott Molekuldris Tudoményok Kiilsé Tanszek

Lezarva: 2023. januar 11.



Tartalmi 6sszefoglalo

Rendkiviil fontos, hogy a DON mikotoxin mennyiségének kvantitativ meghatarozasara kelléen (1)
pontos, (2) egyszerl, (3) gyors és (4) koltséghatékony mikotoxin analitikai eljaras alljon
rendelkezésére.

Célunk az elérhetd modszerekkel, toxinmenetes és feltételezhetden DON toxinnal szennyezett
mintak mérése soran kapott adatok 6sszehasonlitd elemzése volt. Munkank soran harom DON
toxin mérésére alkalmas modszert, két immunkémiai (Toxi-Watch ELISA és MycoFoss™) és egy
elvalasztastechnikai (HPLC) mddszert valasztottunk és hasonlitottunk 6ssze, ugyanazon 35

kukoricaminta parhuzamos vizsgalata soran.

Eredményeink alapjan levonhato kdvetkeztetések:

¢ A MycoFoss, ELISA és a HPLC mddszerekkel a kukorica mintak értékeinek 6sszehasonlitasakor
erds, pozitiv korrelacid volt megfigyelhetd. Mindharom modszer alkalmas DON toxin kukoricaban
torténé meghatarozasara.

e A vizsgalt mintak ~30%-a tartalmazott hatarérték feletti mennyiségli DON toxint — pozitiv
mintak).

¢ 11 db pozitiv mintabdl 7db a hatarérték 6tszordsét is meghaladta. Ezen mintak eredményeiben
nagyobb (de elfogadhatd mérték(i) eltérés tapasztaltunk, melynek feltételezhetd oka, hogy ezek
az er6sen szennyezett mintak a kalibracidés gorbe ellaposodd részére esnek, ahol — goérbe
jellegébdl adéddan — nagyobb mérési bizonytalansaggal kell szamolnunk.

e A mérések soran megfigyelhet6é tendencia, miszerint az immuntechnikak ‘hajlamosak’ false
pozitiv eredményeket adni, magyarazhatd azzal, hogy az alkalmazott monoklonalis antitestek
bizonyos esetekben nem csak a toxinokat, hanem annak szarmazékait (33-Acetyl-Deoxynivalenol,
15-Acetyl-Deoxynivalenol stb.) is detektalni tudja.



Tartalomjegyzék

1. BEVEZETES.......coooiiiiiiiiiieci oot 5
1.1 MIKOROXINOK..........ooiiiiiiiie et et e e et e e e ettt e e e e s ta e e e e e ntaeeeeessaeeeeannneeeas 5
1.1.1. A mikotoxinokrolaltalaban ... 5
1.1.2. A mikotoXinoK reNdSZErezZESe.................cocoveiiieiiiiiiiieieeeee s 5
1.1.3. Mikotoxinok megjelenése az élelmiszerlanchan ........................ccccooiiiiiininenn. 5
1.2. ToxintermelO goOmMDBAK ..................ocooiiiii e e 6
1.2.1 A Fusarium fajok altalanos jellemzése .......................cccoooviiiiiiiiciicce e 6
1.2.2 A Fusarium fajok altal termelt mikotoxinok .......................cccoeoe i, 7
1.2.2.1 DON altalanos JEIIEMZESE ................c..ooovviiiiiieeeeeee e 7
1.2.2.2 Mikotoxikoézisok és a DON toxin okozta egészségkarosodasok lehetdségei....s
1.3 Mikotoxin analitikai @ HArasoK .................c.oooiiiiiiiiec e 8
1.3.1 Elvalasztastechnikai mOdszerek ..................ccccocoiiiiiiiiiiiiniic e 8
1.3.1.1 Vékonyrétegkromatografia (TLC)..............c.ocooiiiiiiiiiii e 9
1.3.1.2 Nagyhatékonysagu folyadékkromatografia (HPLC)...................ccooeeiiiiniiennnn, 9
1.3.1.3 Tomegspektrometrias detektalassal kapcsolt elvalasztastechnikai

MOdszerek (GC/MS, HPLC/MS) ..........cooooiiiieee et 10
1.3.2 Immunkémiai MOASZErek ...............ccociiiiiiiiiiiiiiceeeee e 10
1.3.2.1 Az immunanalitikai alapjai..............cc..cccoooiiiiiii 10
1.3.2.2 Enzimhez kotott immun-szorbens analizis (ELISA) ...............ccccccoeoveeienene.n, 12
1.3.2.3 Mikrogyongy alapi kompetitiv fluoreszcens immunoassay (CFIA)............. 14
1.3.2.3.1 Aramlasi CIOMELIIA ...............ooovioooeeeeeeeeeeeeeeee e 15
1.3.2.3.2 Multipex-mikrogyongy rendszer (CFIA)............c..ccccoiiiiiiiiiiiiie e 15

1.3.2.4 A Fusarium fajok altal szintetizalt mikotoxinok miiszeres analitikai
VizsgalatanaK MOASZErei ................c.oooviiiiiiiiec e 17
2. CELKITUZES ...........ccoooivoiiiiieieeieeee e 17
3. ANYAGOK ES MODSZEREK ...............ccooooiiiiiiiriinicineionsisseisessses e 20
3.1, Felhasznalt VEGYSZEIreK ...............c.ooooiiviiiiiiiiceeeee e 20
3.2. Vizsgalt KuKoricamintak.................ccooiiiiiiiiiiccccc e 20
3.3. AIKalmazott MOASZErEK ...............ccooiiiiiiiiieee s 20



3.3.1 MintaelOkészités - Kukorica 6rlemények extrakcioja ....................cccoeooeeieeiennnn. 20

3.3:2  MYCOFOSS MEIES. ...ttt ettt ettt e te e ete e s e e s e sae et 21
3.3.3 ELISA mérések meghatarozasanak koriilményei ......................c..cccoevvevniecen, 22
3.3:4  HPLC MEIES.......ooiooieiei ettt ettt sttt et ne et et st beeneeneenes 22
3.4. Adatok statisztikai €I@MZESe ...................ccocviiiiiiiiiicc s 22
4. AZ EREDMENYEK ISMERTETESE ES ERTEKELESE ..............cco.ccoooiviuiiiiininieniesiesiesinns 24
4.1. MycoFoss mérés eredményei — rendelkezésre all6 mintak minésitése .................... 24
4.1.1  Kalibracios gOrbe.................ccoooviiiiiiiiiiceeeeee et 24
4.1.2 MErési €redmMENYEK ...........c...cooiiiiiiiiiceieee et 24
4.2, ELISA MErESs €redMENYEI ............ccooovviiiiiiiiiicieceeeee ettt 27
4.2.1 Kalibracios gorbe ..................ooooooomiiiiie e 27
4.2.2 MErési €redmMENYEK ..............ocoooiiiiiiieiee e 27

4.3 HPLC MEr€S €redMENYEI ..........c.occvoiviiiiiiiieieeeeeeee ettt 29
4.3.1 MErési eredmMENYEK ..............c.ooooiiiiiiii e 29

4.4 Alkalmazott modszerek 6sszehasonlitd elemzése.....................ccoocveiniiiiiieic e, 30
4.4.1 MycoFoss-ELISA 0sszehasonlitas ......................c.occooiiiiiiiiiiiiicccecece e 30
4.4.2 MycoFoss-HPLC 0SsSzehasonlitas...................ccoooviiiiiiiiiie e 32
4.4.3 ELISA-HPLC 0s5Zehasonlitas .................ccccooviiiiiiiiiicccee e 33

5. OSSZEFOGLALAS, KITEKINTES ...........ccooooiiiiiiiiiiniiiniiesise et 36
5.1 Moadszerek alkalmazhatOSaga ..................ccoooiiiiiiie e 37
6. KOSZONETNYILVANITAS ..........ccooooiiiiiiiiiiieice s 39
7. IRODALOMIEGYZEK ...ttt eee ettt e, 40



1. BEVEZETES
A 21. szazad egyik legfobb élelmiszerbiztonsagi problémaja a nem megfeleld mindségi
élelmiszerkészlet és annak eloszlasa. Az Elelmezésiigyi és Mez6gazdasagi vilagszervezet (FAO)
szerint 2050-ig a vilag élelmiszertermelésének olyan szint( gyorsulast kellene felvenni, hogy az
a jelenlegi mennyiséget kétszeresére tudja ndvelni. Problémat jelent az, hogy a mennyiségi
novekedés mellett az élelmiszerek mikotoxin mentessége megmaradjon. Az élelmiszertermelés
ilyen mértékli novekedéséhez szilkkség van a gabonak toxinmentességének megdrzésére az

élelmiszerlanc valamennyi szegmensében (betakaritas, tarolas feldolgozas).

1.1 Mikotoxinok

1.1.1. A mikotoxinokrdl altalaban

1960-ban érkezett az Egyesilt Kiralysagba egy foldimogyord szallitmany, mely gombas
fertdzést szenvedett a szallitds soran. Emberi fogyasztasra alkalmatlan volt, igy allati
takarmanyként hasznositottak. Sajnalatosan, ez dontés 100.000 pulyka pusztulasat okozta. A
fert6zott foldimogyord tételek egy fonalas gombak altal termelt mérgez6 anyagot, aflatoxint
tartalmaztak. Az aflatoxinok kimutatasaval nagyobb figyelem iranyult az emberi és allati
egészségre veszélyt jelentd agensek, mikotoxinok kutatdsara, igy jelenleg tobb mint 300
kilonb6z6 mikotoxin keriilt azonositasra, melyek kiemelt figyelmet kapnak vilagszerte.

A mikotoxinokat termel6 mikroszkdpikus fonalas gombak a vildg minden tajan el6fordulnak és
eltér6 mennyiségben jelennek meg mezbgazdasagi termékekben. Ezek a fonalas gombak
gyakran fejlodnek emberi fogyasztasra alkalmas névényeken, ezaltal toxikologiai szempontbdl
jelent0s koncentraciéban jelennek meg mikotoxinok az ételekben és a takarmanyokban
(Rahmani és mtsai., 2009).

1.1.2. A mikotoxinok rendszerezése

A mikotoxinokat nem csak definialni nehéz, de rendszerezésiik is kihivast jelent. Ennek forrasa,
hogy kiilonb6zd kémiai szerkezettel és bioszintetikus eredettel rendelkeznek, bioldgiai hatasuk
diverz és szamos gombafaj szintetizalja 6ket. A rendszerezési stratégiak gyakran tikrozik a
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osztalyozzak, hogy milyen szervet érint. Igy a mikotoxinokat hepatotoxin, nefrotoxin,



neurotoxin, immunotoxin csoportokba sorolhatjuk. A sejtbiolégusok teratogének, mutagének,
karcinogének, és allergénekként osztalyozzak dket. A szerves kémikusok a kémiai szerkezetik
alapjan, a biokémikusok a bioszintetikus eredetiik alapjan, a mikoldgusok pedig az 6ket termeld
gombak alapjan csoportositjak a mikotoxinokat. Azonban, egyik csoportositasi stratégia sem

teljesen kielégito (Bennett, és mtsai., 2003).

1.1.3. Mikotoxinok megjelenése az élelmiszerlancban

A mikotoxin szennyezés megjelenhet a betakaritas el6tt, a névény névekedése soran, vagy a
betakaritas utan, tarolas soran, feldolgozas, csomagolas alkalmaval. A termések és gabonafélék
tarolasa sok esetben helytelendl torténik, ugyanis a hosszl ideig tartdé magas homérséklet és a
nem megfelel6 paratartalom elGsegiti a penészgombak megtelepedését és mikotoxin
termelését. A kukorica rendkiviil érzékeny a mikotoxin kontaminacidval szemben, mig a rizs a
legkevésbé érzékeny.

A legtobb mikotoxin kémiailag és fizikailag stabil marad az élelmiszerek feldolgozasa soran,
beleértve a fozést, forralast, siitést és a pasztorizalast. A mikotoxinok az emberek étlapjara
keriilhetnek, olyan allati eredet(i termékek altal, mint példaul a hus, tojas, és a tej; ezek forrasa
a nem megfeleld6 mindségli és szennyezett takarmanyok. Szamos hazai és nemzetkozi
kozegészségligyi- és hatdsagi szervezet, mint példaul az Egyesiilt Allamok Elelmiszer- és
Gydgyszeriigyi Hivatala (FDA), Egészségigyi vildgszervezet (WHO), Elelmezésiigyi és
MezOgazdasagi vilagszervezet (FAO), és az Eurdpai élelmiszerbiztonsagi hatdsag (EFSA)
komolyan odafigyel az ételek és takarmanyok mikotoxin szennyezettségére, és ennek a globalis
problémanak a megoldasa érdekében szigoru szabalyozasokat vezetnek be az ételek mikotoxin
tartalmaval kapcsolatosan. Jelenleg, kortilbelll 100 olyan orszag van, mely hatarértékeket

szabott ki az ételek és takarmanyok mikotoxin tartalmara (Alshannaqg, és mtsai., 2017).

1.2. Toxintermelo gombak
1.2.1 A Fusarium fajok altalanos jellemzése
A Fusarium fajok az Aspergillus és Penicilliumfajok mellett az egyik legjelentésebb csoportja a

mikotoxintermel6 penészeknek (1. abra). Szamos Fusarium faj novényi patogén és a legtébbjik



megtalalhatod a talajban. Kukorica, buza, arpa, és a termékek, melyek ezekbdl késziilnek
altalaban fert6zottek. Ugyanakkor a rozs, tritikalé, kdles, és zab is lehet fertdzott.

A Fusarium graminearum egy névényi patogén, mely vilagszerte megtalalhatd a talajban, és az
egyik leggyakrabban eloforduld Fusarium faj. Szamos gabona betegség okozdja, mint példaul
a kukorica Gibberella fert6zése, vagy az arpa és a buza tlizelhaldsa. A Fusarium fajok harom
jelentOs osztalyba tartozé mikotoxint termelnek, név szerint a trichotecéneket, fumonizineket,
és a zearalenont. Ezek a toxinok er6sen toxikusnak és rakkeltonek bizonyultak a haszonallatokra
és a laboratoriumi allatokra nézve, illetve szamosi sziiletési rendellenesség és a human

nyelOcsérak okozoja (United States Department of Agriculture, 2006).

- -.l.‘ v, F"'
Pt

1. &bra Természetes sokkozponti F. verticillioides fertézés (Mesterhdzy Akos felvétele)

1.2.2 A Fusarium fajok altal termelt mikotoxinok

1.2.2.1 DON altalanos jellemzése

A dezoxinivalenol egy epoxi terpenoid mikotoxin, mely a trichotecének, azon beliil is a B tipusu
trichotecének kozé tartozik. A Fusarium fajok termelik, melyek a buzan, kukorican, arpan,
rizsen, zabon és mas gabonaféléken jelennek meg a szant6foldon és a tarolas soran. Legfébb
képvisel6i a F graminearum, F. acuminatum, F. culmorum, F. equiseti, F. poae, F.
crookwellense, F. solaniés a F. pulicarisfajok. Elfogyasztasa szamos mellékhatastvonhat maga

utan, tobbek kdzott hanyast, mely miatt vomitoxinnak is nevezik (2. abra).



2. abra DON (Vomitoxin) Forras: https.//www.romerlabs.com/

1.2.2.2 Mikotoxikdzisok és a DON toxin okozta egészségkarosodasok lehetdségei
A dezoxinivalenol a kdzponti idegrendszerben fejti ki hatasat. ErGs fehérjeszintézis gatlo
hatassal rendelkezik, igy az idegszévetben ndveli egy aminosav, a triptofan felvételét, mely
hatasara fokozddik a szerotonin szintézis A dezoxinivalenol és mas trichotecének a
megnovekedett szerotoninszint miatt anorexiat okozhatnak, valamint irritalhatjak az emésztd
szervrendszert. A toxin jelenléte kimutathatd a vérplazmaban, az epében, a majban, a
combizomban, a hati zsirszovetben és egyéb allati eredetl termékekbenis. (Sobrova és mtsai.,
2010).

1.3 Mikotoxin analitikai eljarasok

A mikotoxinok analitikai vizsgalatara jelenleg tobb mddszer is rendelkezésiinkre all. Manapsag
a legelterjedtebb modszerek kozé tartozik az ELISA, TLC, HPLC-MS és a GC-MS. Ezzel
parhuzamosan megjelentek Uj mddszerek is, mint példaul a FOSS-nak a Mycofoss™ mddszere,
mely képes hat mikotoxin egyidejli mennyiségi analizisére a mikrogyongy modszer
segitségével.

A kivant elemzés szintjétol fiigg, hogy a vizsgalatokhoz milyen mddszert szeretnénk alkalmazni.
A vékonyréteg kromatografia egy bizonyos koncentracié hatarig j6 mindségl elvalasztast
az esetben a vizsgalni kivant mintaban a mikotoxinok mennyiségi meghatarozasahoz
nagymdiszeres mérésekre van sziikségiink, melyek koziil a legelterjedtebb a HPLC-MS, HPLC-

MS/MS, és a GC-MS. A GC-MS esetén a mikotoxinok kimutatasi hatara mar megfelel6 szintd,


https://www.romerlabs.com/

ellenben az egyszer(i detektalasi mddszereknél alkalmazott detektorokkal (FID, ECD), mely sok
esetben nem bizonyult megfelelének. Az egyik leggyakrabban hasznalt mddszer, mellyel a
mikotoxinok szinte teljes spektruma kimutathatd, a HPLC-MS technika (B. Toth, 2014).

1.3.1 Elvalasztastechnikai modszerek

1.3.1.1 Vékonyrétegkromatografia (TLC)

A vékonyrétegkromatografia mddszernél az allofazis egy koriilbelll 20x20 cm méret(i hordozé
(Gveg, mlianyag, aluminium), melyen vékony rétegben kiteritett bevonat talalhato (szilikagél,
aluminium-oxid, celluldz stb.). A lemez szélétdl korilbellil 1-2 cm tavolsagra van lehetGség a
minta felvitelére, mely mikrofecskend6 segitségével torténik. Egyidejlleg akar 10-15 minta is
futtathatd. Ezutan, a mintakat tartalmazd lemez a kifejleszt6 kamrakba kertil, ahol a kapillaris
erok hatdsara a mozgdfazis viszonylag egyenletes sebességgel, felfelé halad a szilard
allofazison.

A Fusarium mikotoxinok kimutatasahoz mar az 1980-as évek o6ta elfogadottda valtak a
vékonyrétegkromatografias (TLC) mddszerek, melyeknél a normal és a forditott fazisok
egyarant hasznalatosak voltak. A TLC vizsgalatok el6nye amellett, hogy kevés anyagi raforditast
igényelnek, a kémiai el6hivo szerek és a toxinok sajat fluoreszcenciaja miatt csoportanalizis is
végezhetd (Lamper., 2001).

1.3.1.2 Nagyhatékonysagu folyadékkromatografia (HPLC)

A vizsgalni kivant mintat feloldjuk és az oldat egy részét az aramlé mozgo fazisba injektaljuk.
Az oszlopban talalhato allé fazis specifikus kémiai vagy fizikai kdlcsonhatast alakit ki a mintaval,
igy az a folyadékaramhoz képest visszamarad. A visszatartas mértéke fligg a vizsgalandd anyag
és az allofazis tulajdonsagatdl és a mozgd fazis dsszetételétdl. Az idétartam, mely alatt egy
adott anyag megjelenik az oszlop végén retencios idének nevezziik. A retencios id6, az egy
adott rendszerben 1évd, vizsgalni kivant vegytletek egyedi jellemzbje.

A HPLC alkalmazhat6 az A és B tipusu trichotecének, zearalenon és annak szarmazékainak
mennyiségi meghatarozasara. A szakirodalmak tobbségében forditott fazisu (C8, CI8) oszlopot,

metanol/viz, vagy acetonitril/viz olddszert hasznalnak, izokratikus, vagy gradiens ellcioval



kombinalva. Ahhoz, hogy nagyobb érzékenységet érjenek el, oszlop-el6tti és oszlop utani
kezelési mddszereket alkalmaznak, tobbnyire a T-2 és HT-2 mikotoxinok mérése soran.

1.3.1.3 Tomegspektrometrias detektalassal kapcsolt elvalasztastechnikai
modszerek (GC/MS, HPLC/MS)

A tomegspektrometria mar az 1920-as években is a kutatdlaboratériumok egyik
nélkilozhetetlen eszkdze volt, hiszen egy rendkivil érzékeny, szelektiv és sokoldall
szerkezetazonositasra alkalmas miszer. Az elmult évtizedben, a tomegspektrometriaval
kombinalhaté elvalasztastechnikai eljarasok jelentds fejlodésen mentek keresztil. A
tomegspektrometrids detektalas elénye, hogy érzékenysége eléri a fluoreszcencias- és
elektronbefogadasos detektorok érzékenységét. Tovabba, nagyfokl szelektivias is jellemzi,
melyre azért van sziikség, mert a hagyomanyos detektalasi mddszerek esetében [HPLC/UV,
fluoreszcencias (FL), refraktometrias (RI), GC h6vezetbképességi (TCD), langionizacids (FID),
elektron-befogasos (ECD)] egy kromatografias csucsban tébb komponens is megjelenhet, mely
jelentdsen megneheziti a pontos mindségi és mennyiségi meghatarozasokat. A HPLC és GC
kolonna végén megjelené (eludlddott) komponensek a tdmegspektrométer megfeleld
ionforrasa (pl.: matrixszal el6segitett |ézerdeszorpcids ionizacié (MALDI)) utan érkeznek az
analizator (magneses, quadrupdl, repiilési id6 (TOF), ioncsapda) részébe, melyben a detektor
a molekulekulakat és a fragmens ionokat témeg/toltés (m/z) szerint detektalja (Lamper, Cs.,
2001).

A detektalashoz a kivalasztott ion figyelési modot (selected ion monitoring, SIM), vagy a
pasztazo ion figyelési mdédot (SCAN) lehet alkalmazni. Az elGbbire rendkiviili érzékenység
jellemz6 (pikogramm-femtogramm), az utobbi esetében pedig a spektrumkonyvtari

azonositasra van lehet6ség.

1.3.2 Immunkémiai modszerek

1.3.2.1 Az immunanalitikai alapjai

Az immunanalitikai mddszerek az analitikan beliil is egy Uj agat képviselnek; a klinikai kémiai
analizisben fontos szerepiik van. A kiilonb6z0 bioldgiai folyadékokban talalhatd fehérjék,

mikotoxinok, gydgyszerek, antitestek szelektiv és érzékeny meghatarozasara alkalmas
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modszerek. A kornyezetvédelmi analtikidban is el0szeretettel alkalmazzak az immunanalitikai
megallapitasahoz is jelentds szenzitivitasi mddszerre van sziikség.

A szervezetbe bejutd antigének hatasara meginduld humoralis immunvalasz soran termel6dd
specifikus ellenanyok az antitestek. A termel6d6 antitestek az immunhatast kivaltd antigénhez
kotédnek, igy immunkomplexet hoznak létre. Az immunanalitika ezt a magasabb rendli
allatokban (gerincesekben) lejatszddd folyamatot kombindlja a biokémiaval. Az immunoldgiai
reakcid, mely soran az immunoldgiai komplex kialakul nagymértéki szelektivitast mutat, igy
alkalmas az antigén, illetve az ellenanyag analitikai meghatarozasara is. Az immunanalitikai
vizsgalatokhoz gerinces allatok vérszérumabdl kinyert antitesteket hasznalnak.

Az antitest egy multifunkcionalis fehérje, mely képes arra, hogy adott antigént specifikusan
megkdsson. A szérumfehérjék elektroforézise soran, az ellenanyag-molekulak egyiitt futnak a
B- és y-globulinokkal, igy az immunoglobulin nevet kaptak (Ig). Az immunoglobulinok kétféle
polipeptidlancbdl allnak, melyeket diszulfidhidak kapcsolnak Ossze. Az egyik a nagyobb
molekulatémeglinehézlanc (heavy chain), a masik pedig a kisebb molekulatémegli konnydlanc
(light chain). Normal szé&rumban az Immunoglobulin G fordul el6 a legnagyobb mennyiségben,
mely két konny(i-, és két nehézlancbdl all. Az antitesteket izotipusokra oszthatjuk a nehézlanc

konstans doménjai alapjan: IgG, IgM, IgD, IgA, IgE.
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Antigen Binding Region
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3. abra Az immuno-globulin (IgG) szerkezete (Forras:
https.//www.jacksonimmuno.comy/technical/products/groups/whole-igg)
Az IgG molekula kettd antigénkotShellyel rendelkezik, melyek térszerkezete az azt felépitd
aminosavak szamatdl és elrendezésétol fiigg. Mar néhany aminosavnak a cseréje is
megvaltoztathatja az antigénkotdhely tulajdonsagait, ezzel valtoztatva az az antitest
specifitasat. Korilbelil 106 kombinacidés lehetéség van az antitestek specifitasanak
variabilitasara. Ez a konnyli- és nehézlancok variabilis részeinek mintegy 1000 eltérd,
genetikailag meghatarozott szekvencia szakaszainak kdszénhet6. Az immunrendszer csak
bizonyos méret felettiimmunogénekre ad immunvalaszt, azonban a kisebb méret(i molekulakat,
ugynevezett hapténeket 5nmagaban felismerni nem tudja. A haptének komplexeket hozhatnak
létre a testben taladlhatd nagyobb méret(i molekulakkal, igy immunogénné alakithatok.
Tobbnyire ezek a hordozémolekulak fehérjék, és az igy kapott fehérjemolekulakkal végezhetd

az immunizalas (Filop és mtsai., 2012).

Az immunanalitikai mddszerek hasznalata tobbnyire a fehérjék és kisméretli molekulak
kimutatasara terjed ki. Ezen bellil megkilonbozettiink szamos eljarast, mely antitesten vagy

antigénen alapul. A kihivastaz jelenti, hogy a kialakultimmunkomplex keletkezésének hatasara
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nem keletkezik semmilyen mérhetd végtermék, igy a detektalashoz sziikség van, valamilyen
mesterségesen bevitt jel6lésre.

1.3.2.2 Enzimhez ko6tott immun-szorbens analizis (ELISA)

Az 1950-es évek elején sziiletett immunoassay technolégia mar az 1980-as években
széleskorben alkalmazott mddszernek bizonyult. 1970-1972-ben jelentek meg az elsd olyan
publikacidk, melyek az antigén-antitest reakcidk enzimes jelzésérdl széltak.

A kialakult immunkomplex jelolésére, majd annak analitikai meghatarozasara a
legigéretesebbnek a jelz6enzimek bizonyultak. A jelzGenzimek az antigénre és antitestekre
egyarant kapcsolhatdk, olyan mddon, hogy a komplex mind immunolégiai, mind pedig

enzimatikus aktivitassal rendelkezzen.
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4. abra Toxi-Watch ELISA felépitése (sajat abra)

Az ELISA technikak tobbsége legalabb egy elvalasztasi Iépést foglal magaba, melyben az
antitesthez kotodott szabad célvegyiilet és annak konjugatuma vesz részt (4. abra). Az
antitesthez nem kotodott frakcid igy elvalaszthato és az enzim aktivitasa mérhetévé valik. Az
enzimaktivitast altalaban az enzim kromofor szubsztratjaval mérik, mely szinreakciot
eredményez. Ennek alapjan, az antitesthez kotodott szabad antigén koncentracidja és
mennyisége kimutathato.
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A reakci6 soran kialakult antigén-antitest komplex stabilitasa fiigg azok térszerkezetétdl. A
reagensek egyik része szabad, a masik része pedig kotott formaban talalhatd meg. A reakcid

az egyensulyi allapot eléréséig tart, mely a tomeghatas torvényével jellemezhetd.

Az antigének szabad, vagy kotott allapotban valé megjelenése adott mennyiségli antitest
esetében, fligg a reakcidhoz hozzaadott antigén 6sszmennyiségétol. Az ELISA mddszernél a
kimutatashoz az antitestre, vagy a hapténra valamilyen jelz6enzimet kétiink, mely majd egy
késbbbi |épésben a kolorimetrikus szubsztratjaval 6sszetalalkozva szinreakciot eredményez. A
rendszerben |évé jeldlt antigén és nem jeldlt antigén versenyeznek az antitestek megkotéséért,
kompetitiv mdédon kapcsolddnak azokhoz. Ez a reakcid is, csak Ggy, mint az el6bbi az egyensuly

eléréséig tart.

Az ELISA rendszerekben a jelolés az antigénen és az antitesten is elhelyezhetd. Ez alapjan az
ELISA mddszereken belll megkiilonboztetliink enzimmel jelzett antigén, valamint enzimmel
jelzett antitest alapu vizsgalatokat. Tovabbi osztalyozas torténhet az antigén-antitest egyensulyi
reakciodjanak a kivitelezési modja alapjan. Az ELISA modszerek tipusat tekintve fontos, hogy a
jelolt antigén verseng-e a jeldlt antigénnel az antitest két6helyeiért (kompetitiv/szendvics); a
jeloléenzimet kozvetlenil kapcsoljak-e a célvegyiiletek specifikus antitesteihez, vagy
sziikséges-e egy masodlagos antitest (direkt/indirekt); az antigén és az antitest kozotti reakcid

egyensulyi-e (egyensulyi/nem egyensulyi).

A mikotoxinok kis méretére valo tekintettel, vizsgalatukhoz kizarolag a kompetitiv ELISA
maddszer alkalmazhatd indirekt, vagy akar direkt formaban is. Az eljaras soran a jelolt antigént
az antigént tartalmazd vizsgalati mintaval keverik 6ssze. A mintaban lévl antigén versenyezni
fog a antitesten 1évo kotShelyekért az enzimmel jelolt antigénekkel. Ezutan a be nem kotodott
antigének egy mosasi lépés alkalmaval eltavolithatdk a rendszerbdl, majd az enzim

szubsztratjat hozzaadva mérhetové valik az enzimaktivitas.

Amikor az antigén van immobilizalva a szilard hordozdn, az enzimmel jel6lt antitestet és a
vizsgalati mintat, mely ismeretlen mennyiségben tartalmazza az antigént, reagaltatjuk

egymassal. Az immobilizalt antigén és az antitest mennyisége meghatarozott, azonban a
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mintaban talalhaté antigén mennyisége valtozd. Igy az immobilizalt antigén és jeldlt antitest
altal alkotott komplex enzimaktivitdsa csokkenni fog, amennyiben a minta antigén tartalma
novekszik. Ezen eljarasnak a modositott, azonban gyakrabban alkalmazott valtozata, mely
soran elso |épésben, az antigén megkdtéséhez jeldletlen elsddlegesantitestet hasznalnak, majd
masodik lépésben egy enzimmel jelolt masodlagos antitesttel reagaltatjak az els6 lépésben
kialakult komplexet. Ezt @ mddszert indirekt modszernek is nevezik, ugyanis a jelz6enzim nem
az elsddleges antigén-antitest komplex részét képezi. EQy masik eset, mikor a szilard hordozén
az immobilizalt komponens az antigén. Ebben a rendszerben az antigén és annak enzimmel
jelolt valtozata verseng az antigén kotohelyeiért. A rogzitett antitest miatt, ezen mddszer
esetében az érzékenység magasabb, viszont a hatranya az, hogy az enzimgatlé komponensek
tonkretehetik a mérést. Ezt az eljarast direkt modszernek is nevezik, mivel az antigén-antitest
komplex egyik tagja van jeldlve. Szamos indirekt modszer ismeretes, azonban a gyakorlatban
a jobb kivitelezhetGség és érzékenység miatt a direkt eljarasok hasznalatosak, viszont
kidolgozasuk is valamivel bonyolultabb, hiszen az antigén-enzim konjugatum el6allitasa

sziikséges (Heged(s., 2003).

1.3.2.3 Mikrogyongy alapi kompetitiv fluoreszcens immunoassay (CFIA)
1.3.2.3.1 Aramlasi citometria

Az aramlasi citometria (FCM: flow cytometry, FACS: fluorescence-activated cell sorting) egy
olyan laboratdriumi eljaras, mely kilonalld sejtek gyors, tobbparaméteres (kémiai és fizikai
tulajdonsagok), mennyiségi vizsgalatara alkalmas. Fluoreszcens jeldlésekkel lehet a vizsgalni
kivant sejtek funkcionalis vagy morfoldgiai tulajdonsagaitanalizalni. A sejtek egyesével, egymas
utan végig mennek egy kapillarison, melyben egy lézersugar vilagitja meg Oket, a késziilék
pedig detektalja az optikai jeleket, s feldolgozza azokat. Ezen technika segitségével lehetévé
valik, hogy az egyes sejtpopulacidkat azonositsuk és szétvalogassuk (sorting) az immunoldgiai
fenotipusuk és funkcionalis allapotuk alapjan.

Napjainkra mar széleskorben elterjedtek ezen a mddszeren alapuld, szolubilis molekulak
mérésére kidolgozott mikrogyéngy alapu rendszerek (CBA: Cytometric Bead Array;

Mycrosphere-based flow cytometry assay), melyek alapja a fluoreszcencia rezonancia
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energiatranszfer (FRET), igy akar a molekularis interakciok és a mddositott (pl.: foszforilalt)
fehérjiék nyomon kovethetdek, az ellenik alkalmazott antitestek segitségével. Tovabbag,
lehetdvé teszi a sejten beliili fehérjék kimutatasat immunfenotipizalassal kombinalva, ezaltal a
proteomikai vizsgalatok sejtszinten kivitelezhetové valnak. Ennek kdszonhetben az aramlasi

citometria a diagnosztikaban mara mar nélkilézhetetlenné valt (Heged(s., 2003).

1.3.2.3.2 Multipex-mikrogyongy rendszer (CFIA)

Az ELISA mddszerhez hasonléan, a multiplex-mikrogyongy rendszer is antigén-antitest
kolcsonhatason alapul. Az eljaras soran a sejtméret(i (0,5-10 mm atméréjli), fluoreszcens
festékekkel jelolt polisztirén mdanyag mikrogyongyoket alkalmazunk. A mikrogydngyok
felszinére kilonb6z6 molekuldkat lehet kotni, tobbnyire antitesteket, fehérjéket,
oligonukleotidokat, lipideket és szénhidratokat, melyek képesek az altalunk vizsgalni kivant
analitoknak a megkotésére. A mikrogydngyok a méretbeli detektalhatdsagot, az antitestekre

kotott kilonbozo szind fluorokromok pedig az analitok megkilonboztetését biztositjak (5. abra).
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5. abra Multipex-mikrogyongy rendszer felépitése (sajat dbra)

Az ELISA mddszer esetében az immunkomplex az ELISA lemez zsebeinek aljahoz és oldalahoz
kotve talalhatdk, a CFIA esetén a komplex a mikrogydngy felszinén képzddik, az oda kotott
antitestek miatt. A kiilonb6z6 fluoreszcens mikrogydngyok egyidejli alkalmazasaval lehetbség

nyilik kiilonb6z6 analitok egyszerre tortén0 mérésére. Ma mar egyes mlszerek 10-17
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fluoreszcens szin egyideji detektalasara is képesek (Heged(s., 2003). A vizsgalat tovabbi
elonyei k6zé tartozik, hogy tobbféle analitot lehet egyszerre kvantitativan kimutatni nagyon
kismennyiségli mintabdol (5 g daralt mintabdl). A modszer érzékenysége vetekszik az
ultraszenzitiv ELISA mddszerekével (pg/ml) (Czéh.,2008).

1.3.2.4 A Fusarium fajok altal szintetizalt mikotoxinok miiszeres analitikai

vizsgalatanak moddszerei

Az ELISA moddszer kdzkedvelt immunoassay technoldgiava valt, igy mar az 1990-es évek 6ta
alkalmaznak kompetitiv ELISA mddszert a legtébb fejlett orszagban. (Barna-Vetro et al., 1994).
Az Eurdpai Szabvanyliigyi bizottsag (CEN) és az Analitikai Vegyészek Szovetsége (AOAC) szamos
olyan szamos mikotoxin analitikai mddszert kozolt, melyek szabvanyositva vannak. A
modszerek validacidja miliszerdsszehasonlitd vizsgalatok alapjan tortént. A mddszer
dsszehasonlitd vizsgalatokat végzo laborok szama minden évben egyre tobb, ezaltal a
modszerek elfogadottsaga is novekszik. Az AOAC altal kdzolt validalt mddszereket tartalmazo
tanulmanya, korilbelil 40 mikotoxin analtikai médszerrdl szamol be.

Hat mikotoxinra megfelel6en érzékeny és pontos, kromatografias, illetve immunkémiai
technikdkat alapul vevé médszerek allnak rendelkezésre. Szamos Uj analitikai mddszer jelent
meg, a mikotoxinok detektalasara: MIP (molecular imprinted polymers), fluoreszcencia
polarizacids préba, infravoros spektroszkopia, kapillaris elektroforézis, vékonyréteg
kromatografia, HPLC, és gazkromatografia (GC). (Czeh et al., 2014). Az ELISA kitek, melyek
jelenleg elérhetéek a mikotoxin analitikaban, egyszerre csak egy mikotoxint képesek kimutatni.
Ez azért okoz problémat, mert az utdbbi években megjelen6 publikacidk tébb mikotoxin
egyideji megjelenésér6l szamolt be, igy a multiplex vizsgalatokra alkalmazasara
megndvekedett az igény. Sziikségessé valt a multi-mikotoxinos szennyezések széleskorii
vizsgalata, ugyanis tobb mikotoxin egyideji megjelenése sulyos egészségiigyi kockazatokat
rejt. Az LC-MS/MS technoldgia fejlodésével segitségével tobb mikotoxin egyideji azonositasa
valt lehetévé. A miszeres hattér fejlodése miatt a mintaelOkészités is egyszerlisdodott;
megsziletett a QUEChERS, mely a LC-MS/MS-hez kapcsolddd mintael6készitési technika. A

jelenleg alkalmazott tesztek tobbsége a ndvényi eredetl termékek multi-mikotoxin tartalmanak
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meghatarozasara koncentralnak. A multi-mikotoxin szennyezések kimutatdsara az egyik
legalkalmasabb moddszer a multiplex mikrogyongy rendszer lehet, hiszen ez egyidejlileg
egyszerre tobb mikotoxin jelenlétét tudja kimutatni. 2008-ban Budapesten, a sejtanalitikai
vilagkongresszuson kerlilt bemutatasra az az aramlasi citometrias mddszeren alapuld mikotoxin
essz€, mely 6t mikotoxin egyideji analizisére alkalmas. 2010-ben Anderson egy olyan
kompetitiv mikrogyongy esszét hozott létre, mely két mikotoxin egyidejd vizsgalatat tette
lehetdvé. 2011-ben Peters és munkatarsai bemutattak azt a vizsgalo rendszert, mely kdzvetett
gatlason alapulva hat mikotoxin analizisére képes. Ez a modszer a Luminex (Austin, TX, USA)
aramlasi citométerére lett kidolgozva. Peters a rendszerében, karboxil csoporttal rendelkezd
magneses mikrogyongyoket hasznal (x-MAP MultiAnalyte). 2011-ben kereskedelmi forgalomba
keriilt egy hat mikotoxin vizsgalatara képes mikrogydngyoket alkalmazd, multiplex esszé, mely

megoldast jelenthet a vilagméretl multi-mikotoxin szennyezésre. (Czeh et al., 2012).
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2. CELKITUZES
A tervezett mddszerdsszehasonlitashoz bizonyitottan alkalmas mintabank felallitasa.
A hosszll évek ota elérhet6 ELISA alapu immuntechnika dsszehasonlitdsa az Ujonnan
bemutatott mikrogyongy alapu multi-toxin analitikai immuneljarassal, a Mycofossal.

A fent emlitett immunanalitika eljarasok 6sszevetéssel a teriileten alkalmazott és elfogadott
referencia modszerrel, a HPLC-vel.

A kiilonbdz6 alkalmazhatdsaganak attekintése. mddszerek
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1. Felhasznalt vegyszerek
Az ELISA vizsgalatok elvégzéséhez TOXI-WATCH DON ELISA Kitet (kataldgusszam: 3000031)
alkalmaztunk, amely valamennyi sziikséges reagenst magaba foglalta. A Mycofoss méréshez
szilkséges késziiléket, eszkdzoket és reagenseket (extrakcids puffer; sheath liquid; DON
standard cartridge; DON assay cartridge) a Soft Flow Kft. bocsatotta rendelkezésiinkre. A HPLC
méréseket egyittmdikddé partneriink végezte el.
3.2. Vizsgalt kukoricamintak
Az altalunk vizsgalt 35 darab kukoricaminta mindegyike a 2021 évi aratas soran keriilt
betakaritasra a Dél-Magyarorszagi régidban.
Betakaritast és a kéthetes szaritasi periddust kdvetoen a teljes mennyiséget (kb. 1 kg) 1-2 mm-
es részecskékre Oroltik a mintavételi hiba csokkentése miatt. Ezt a mintat alaposan
dsszekevertiik, és az orolt mintabol 100 g-ot elkilonitiink. Ebbdl 50 g-ot kilonitettiink el, ELSIA
és Mycofoss mérésekre. A fennmaradd mintamennyiség szolgalt alapanyagul a HPLC mérésre
partneriink analitikai laborjaban.
3.3. Alkalmazott modszerek
3.3.1 Mintaelokészités - Kukorica orlemények extrakcidja
Az 6rleményeket a mérés idopontjaig hlitékamraban 2-8°C-on taroltuk. Az el6zetesen 1-2 mm-
es részecskékre orolt mintakbdl gabonadaraloval finomra 6rolt gabonamintakat készitettiink,
homogenizaltuk. A daralt mintanak olyan szemcseméretiinek kell lennie, hogy az anyag 95 %-
a atmenjen egy 0,845 mm-es, 20 mesh-es vagy 850 mikronos rostan.
Az ELISA méréshez a kivonatokat az alabbi mddon készitettiik el; 5 gramm Orolt mintat
Erlenmeyer-lombikba mértiink, majd 30 ml 23%-os (v/v) etanolt (24 rész 96%-os etanolt és
76 rész desztillalt vizet) adtunk hozza és razdgépben (300 ford./perc, szobahémérséklet) 10
percig extrahaltuk.
10 perc utan a kivonatot szlirOpapiron leszlirtik és centrifugacsébe gyUjtottok. Végil a
kivonatokat PBS pufferrel 40-szer (pl. 3900 pL PBS puffer + 100 pL kivonat) higitottuk fel.
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Mycofoss mérések esetén a hasznalatra kész mintatarto tégelybe 5g mintat mértiink és a
tégelyt a késziilékbe helyeztiik. Az extrakciot a késziilék maga végezte el.

HPLC mérésekhez sziikséges extraktumokat egyiittm{kddo partneriink Perten Laboratory Mill
(Tipus: 3310, Perten Instruments, 126 53 Hagersten, Svédorszag) segitségével finoman porra
Orolte, majd a méréseket egy korabbi (Szabd, és mtsai., 2018) pubikacié alapjan végezte el.
3.3.2 MycoFoss mérés

A Foss Analytical MycoFoss™ néven kifejlesztett moédszere 6 mikotoxin egyidejli vizsgalatara
alkalmas. A modszer egy rendkiviil gyors és pontos, teljesen automatizalt eljards, amely a
~kompetitivimmunoassay” és az aramlasi cytometria 6sszekapcsolasan alapul.

A megdaralt minta mliszerbe helyezését kovetden, a késziilék valamennyi el6készitési,
inkubalasi és mérési feladatot kiilso beavatkozas nélkiil, automatizalt médon latja el. 8 percen
belll akar 6 mikotoxin egyidejlleg elvégzett vizsgalatanak eredményei ppb-ben a képernyon
megjelennek és felhGszolgaltatas révén a felhasznald dontéshozatal céljabdl az adatok barmikor
és barhol hozzaférhetdk.

A MycoFoss esetében szintén az - 1.2.2.1 szakaszban - ismertetett tipikus kompetitiv
immunoassay a mérés alapja. Ennél a modszernél, a DON toxin ellen termeltetett monoklonalis
antitest a fluoreszcens festékkel megjel6lt polisztirén mikrogyongyok feliiletén kerdilt rogzitésre.
Igy itt a reakci6 a mar a folyadékfazisban lejatszodik, az immunkomplex keletkezésének helye,
a mikrogyongy felszine. A kompetitiv eljarasban az fluoreszcens festékkel jelzett antigént a
késziilék 6sszekeveri a vizsgalati mintaval, amely antigént tartalmaz. A mintaban levd antigén
versengeni fog az enzimhez kotott antigénekkel a korlatozott mennyiségli kotOhelyért
(antitestért). A nem kotott antigéneket azutan mosas Utjan a késziilék eltavolitja a rendszerbdl.
Az késziilékbe épitett fluoreszens detektorok parhuzamosan detektaljak a gyongyok feliletérol
érkez0 — konjugatum fluoreszcens festékébdl szarmazd — jeleket (riporter paraméter), valamint
a mikrogyongy anyagabdl szarmaztatott fluoreszcens jeleket (klaszterezo paraméter).

A riporter paraméter alapjan torténik a mintak kvantitativ vizsgalata. Ismert toxin tartalmu
standardok mérése soran kapott fluoreszcens jelek segitségével kalibracids gorbét készit a

m(iszer. Azutan az ismerettelen DON toxin tartalmd mintak fluoreszcencia intenzitasa alapjan
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a kalibracids gorbérdl leolvashaté a minta jellemz6 DON szennyezettsége. A klaszterezo
paraméter elemzése teszi lehetdvé tobb kiilonboz6 szinintenzitdsi mikrogyongy — ezen
keresztiil - tobb mikotoxin szimultan vizsgalatat.

3.3.3 ELISA mérések meghatarozasanak koriilményei

Méréseinkhez egy kereskedelmi forgalomban kaphaté ELISA terméket valasztottunk (TOXI-
WATCH DON ELISA Kit, kataldgusszam: 3000031, Soft Flow, Pécs, Magyarorszag) Ezt a
terméket specidlisan élelmiszer és takarmany (kukorica és buza,) mintak DON
szennyezettségének kvantitativ meghatarozasara fejlesztették ki. Az alkalmazott ELISA Kit
megfelel6 DON-BSA konjugatum ellen termel6détt egér monoklonalis antitestet hasznal, amely
alacsony keresztreaktivitast mutat a mintaban potencialisan fellelhetd egyéb mikotoxinokkal. A
termék mérési tartomanya ennek megfeleléen 312.5 — 5.000 ppb, érzékenysége pedig 233.3
ppb. A kompetitivimmunoassay elven m(ikddé mddszer 20 perces szerves extrakcidval indul,
majd egy 60 perces inkubacidval folytatodik, végiil 10 perces eldhivast kovetden kdvetd 450
nm detektalhatd a szinreakcid.

A vizsgalat |épései roviden a kdvetkez6k voltak: 50 pl higitott extraktumot/standard oldatot, 50
WL DON-HRP-t és 50 pL biotinilalt DON antitestet adtunk valamennyi well-be. 1 érat inkubaltuk
a mintat 37 °C-on, platerdazd berendezésen. Az inkubalast kovetéen a celldkat 280 pl
mosopufferrel (0,05% Tween-20 0,01 M PBS-ben, pH = 7,40) haromszor mostuk. El6hivasnal
150 pL 3,30,5,50 --tetrametil-benzidin (TMB) szubsztratot adtunk a celldk mindegyikéhez. 10
perccel kés6bb a szinképz6 reakcidt 1 N kénsavval (50 pl/lyuk) ledllitjuk. Az
abszorbancia/optikai slrliséget hagyomanyos lemezleolvaséval mértiilk 450 nm-en (referencia

hulldamhossz 630 nm). A mintakat két parhuzamos méréssel mértiik.

3.3.4 HPLC mérés
Partneriink a DON toxint Agilent Infinity 1260 HPLC-vel (Agilent, Santa Clara, CA, USA) mérte,

Szabd és munkatarsai altal leirt mddszer alkalmazasaval (Szabo, és mtsai., 2018).

3.4. Adatok statisztikai elemzése
Az adatok statisztikai elemzését és abrazolasata Prism v9.3.1 (GraphPad szoftver, La Jolla, CA,

USA) szoftver segitségével hajtottuk végre. A modszerek 0Osszehasonlitdsahoz 95%-0s
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konfidencia intervallumokkal linearis regresszids,- és Pearson-korrelacids elemzéseket
végeztiink. A szévegben a korrelacids egyitthatok értékei (7),- az egyenesek illeszkedésének
értékei (R),- a linearis regresszids elemzésekhez kapcsolodd Sy.x értékek,- a 95%-0s
konfidencia intervallumokhoz (CI) tartoz6 adatok,- és a p-értékek vannak feltiintetve. Az r
értékek informacidt nydjtanak a két folytonos valtozo kdzotti kapcsolat erdsségérol és iranyardl
(ahol r = £ 1 jelenti a tokéletes, linedris és monoton dsszefliggést és r = 0 reprezentalja azt,
hogy nincs linearis vagy monoton kapcsolat az adatok kozott; az ~ < 0 mutatja a negativ vagy
forditott kapcsolatot, mig az r > 0 a pozitiv kapcsolatot). A * p < 0,05 értéket tekintettik

statisztikailag szignifikansnak.
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4. AZ EREDMENYEK ISMERTETESE ES ERTEKELESE
4.1. MycoFoss mérés eredményei — rendelkezésre allo mintak mindsitése
4.1.1 Kalibracios gorbe
A MycoFoss késziilék a mérések elott és kozott elbre megjelolt idOpontokban kalibraciot végez,

melyenek eredménye a 6. abran lathato kalibracids gorbe.
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6. abra Mycofoss jellemzo kalibracios gorbe (forras: https.//www.fossanalytics.comy)

4.1.2 Mérési eredmények
A rendelkezésiinkre allé 35 db kukorica mindegyikébdl két parhuzamos mintat készitettiink el6
és mértiink a MycoFoss késziiléken. Az eredményeket az 1. tablazat tartalmazza.
A kapott eredmények alapjan a mintakat 3 csoportba soroltuk:
1. Pozitiv mintak. DON toxint az 1,75 ppm hatarértéket meghaladé mennyiségben
tartalmazoé mintak. Ezeket piros szinnel jeldltik
2. Jelent6s mennyiségli DON toxint tartalmazo mintak. A vonatkozd hatarérték 50%-at
(0.875 ppm) meghaladd mennyiségl(i DON-t tartalmazo mintak. Sarga szinnel jelolve.
3. Negativ mintak, melyek kevesebb, mint 0.875 ppm DON toxin tartalmaznak. Kiemelés

nélkuli adatok.
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DON DON
Azonosito Azonosito| (ppm)

101 167 0.34

111 170 0.80

112 174 1.02

113 175 0.57

115 0.67 180 0.12

117 0.06 184 1.32

120 0.07 189 0.10

122 0.15 193 [N

125 0.03 203 0.62
206 0.60
208

147 0.21 211

148 0.09 219 0.69

151 0.40 227 1.04

160 0.07 228

161

162 1.32 237 0.96

166 1.24

1. tablazat Munkank soran vizsgalt 35 db kukoricaminta jellemzé DON koncentracio érteke
ppm-ben. A méréseket MycoFoss modszerrel végeztiik éel.

Pozitiv mintak

Tekintettel a 1881/2006/EK rendeletben foglalt 1,75 ppm hatarértékre, megallapithatd, hogy a
mintak tobb mint 30%-ban hatarértéket meghaladd DON szennyezettség tapasztalhatd. (Ezen
mintak jellemzd DON értékeit piros szinnel jeloltiik.)

Az érvényben |évO szabalyozas értelmében ezen pozitiv mintdak emberi fogyasztasra

alkalmatlanok, igy ezek tovabbi csoportositasara a direktiva nem tér ki.
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Felhivnam azonban a figyelmet arra a tényre, hogy a 11 db pozitiv mintabol 7db a hatarérték
Otszorosét is meghaladta (s6t egy minta ~10x-es hatarértéket mutatott), ami analitikai
szempontbdl jelentds kihivas. A hatarértéket jelentd koncentracié a mérés soran alkalmazott
kalibracids gorbe kozépso linearis szakaszara esik, ahol a rendszer pontossaga a legjobb. Ezek
az erGsen szennyezett mintak viszont a gorbe ellaposodd részére esnek, ahol — gorbe jellegébdl

adoddan — nagyobb mérési bizonytalansaggal kell szamolnunk.

DON koncentracioé (ppm)
S o
[ [

L4}
L

Azonositdé szam

7. abra MycoFoss mérések eredmeényei,

Minden oszlop egy-egy minta DON toxin tartalmat mutatia. Az ‘X’ tengelyen a minta
azonositokat tiintettiik fel, a 'Y’ tengelyen a jellemzo DON koncentracio lathato ppm-ben

abrazolva.

Az dbran lathato vizszintes fekete vonal a ‘Feldolgozatian gabonafélék, kivéve durumbuza,
zab és kukorica’” mintakra alkalmazando 1.25 ppm hatarértéket jeloli, A magenta szind,
szaggatott, vizszintes vonal a "Feldolgozatian durumbuza, zab és kukorica” mintak esetén
kotelez6 1.75 ppm hatarérteket mutatja.

Jelent0s mennyiségd DON toxint tartalmazd mintak
Fontos kiemelni, hogy tovabbi 6 minta tartalmazott a hatarérték 50%-at meghaladd DON toxin

mennyiséget. Mindosszesen tehat a 35-b6l 17 minta tekinthetd szennyezettnek (Iasd. 7. abra),

ami teljes mintamennyiség 49%-a.
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Az a tény, hogy az altalunk gy(jtott mintak kozil minden masodik valamilyen szint

fert6zottséget mutat, ramutat a monitorozas fontossagara.

4.2. ELISA mérés eredményei
4.2.1 Kalibracids gorbe
Az altalunk alkalmazott Toxi-Watch ELISA kit instrukcidit kovetve a felhasznalasra kész

standardok segitségével kalibracids gorbét vettiink fel (8. abra)

Standard Curve - b Parameter Logistic
F2=55.81% A 7113 B: 3,106 C: 4,055 D: 4,503 E: -0.627
1.4
1.2 1

0.8
0.6
0.4
0.2

oo

0.01 0.1 1 10 100

[
[

8. abra Toxi-Watch DON ELISA kalibracios gorbe

Az ‘X’ tengelyen a DON toxin koncentraciot (0-50 ppm) abrazoltuk, mig az Y’ tengelyen a
koncentracio értekhez tartozo OD értékeket, amelyek meghatarozdsa 450 nm-en tortént.

4.2.2 Mérési eredmények

A korabban vizsgalt kukorica mintak extraktumait a kit-hez tartozé protokollnak megfeleléen
mértik el. A kapott eredményeket kategorizaltuk és szin kddoltuk a 4.1.2 szakaszban
ismertetettek szerint. Az eredményeket a 2. tablazat mutatja be.
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DON DON
Azonosito | (ppm) | Azonosito| (ppm)
101 167 0.27
111 170 0.51
112 174 1.00
113 175 0.57
115 0.57 180 0.11
117 0.04 184 1.02
120 0.00 189 0.10
122 0.13 193 N
125 0.04 203 0.49
0.58
0.43
147 0.16 211
148 0.06 219 0.52
151 0.37 227 0.88
160 0.00 228
161
162 0.98 237 0.77
166 1.08

2. tablazat Munkank soran vizsgalt 35 db kukoricaminta jellemz6 DON koncentracio
értéke ppm-ben. A méréseket Toxi-Watch ELISA modszerrel végeztiik el.

Hasonldéan a MycoFoss eredményekhez (1. tablazat, 7. dbra), ez ELISA mérések soran is
ugyanaz a 11 minta adoddott pozitivnak. A mért koncentracdk alapjan a mintak megoszlasa a
kilonbdzd altalunk felallitott kategdriak kozott egy kivételével megegyezik. Az eltérd, 237.
szamu mintat mindkét mddszer hatarérték ala mérte, emberi fogyasztasra alkalmasnak talalta.

N4

ugyanakkor 0.77 ppm-nek adddott ez az adat (2. tablazat, 9. abra). Ez a minimalis ertérés
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eredményezte azt, hogy a minta a “Jelentés mennyiségi DON toxint tartalmazé minta’

kategdriabol a ‘Negativ minta’ kategodriaba kertlt.
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9. abra ELISA mérések eredmeényei,

yays

a kukoricaminta azonosito szamokat tiintettik fel, a Y’ tengelyen a jellemzé DON
koncentracio lathato ppm-ben.

Az abran feltiintetett vizszintes fekete vonal a ‘Feldolgozatian gabonafélek, kivéve
durumbuza, zab és kukorica’ mintdkra alkalmazando 1.25 ppm hatarértéket jeloli, A
magenta szind, szaggatott, vizszintes vonal a "Feldolgozatian durumbuza, zab és kukorica’
mintak esetén a kotelezé 1.75 ppm hatarértéket jelol,

4.3 HPLC mérés eredményei

4.3.1 Mérési eredmények

Az ELISA és a MycoFoss mérések eredményeit (1. és 2. tablazat, 7. és 9. abra) alapul véve
kivalasztottunk 18 db mintat, HPLC mérésre. A mintak kivalasztasa soran fontos szempont volt,
hogy megkdzelitdleg 50-50 %-ban vizsgaljunk hatarérték feletti és alatti DON koncentracioval
rendelkez6 mintakat. Végil egyiuttmdkod6é partnerink 10 db hatarérték feletti és 8 db
hatarérték alatti DON-t tartalmazo minta vizsgalatat végezte el. Az eredményeket a 10. abra

tartalmazza.

29



Megallapithatd, hogy az altalunk MycoFoss és ELISA modszerekkel kapott eredmények (1. és
2. tablazat, 7. és 9. abra) megoszlasa megerositést nyert a HPLC, azaz a referencia mddszer
altal (10. abra).
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10. abra HPLC mérések eredmeényei,

Az abran minden oszlop egy-egy minta DON toxin tartalmat mutatia. Az ‘X’ tengelyen a
minta azonositok,- mig az 'Y’ tengelyen a mintak jellemzo DON koncentracidja lathato ppm-
ben.

Az abran feltiintetett vizszintes fekete vonal a 'Feldolgozatlan gabonafélék, kivéve
durumbuza, zab és kukorica’ mintakra alkalmazando 1.25 ppm hatarértéket jeloli. A magenta
szind, szaggatott, vizszintes vonal a “Feldolgozatian durumbuza, zab és kukorica’ mintak
esetén kotelezo 1.75 ppm hatarérteket jelol.

4.4 Alkalmazott modszerek 6sszehasonlito elemzése

4.4.1 MycoFoss-ELISA Osszehasonlitas

A MycoFoss és az ELISA mddszerekkel kapott DON toxin értékek 6sszehasonlitdsahoz 95%-os
konfidencia intervallumokkal linearis regresszids,- és Pearson-korrelacios elemzéseket
végeztiink (9a. abra).Ezen mddszerekkel a kukorica mintak értékeinek dsszehasonlitasakor
kiilénésen magas pozitiv korrelacié volt megfigyelhetd (r = 9848, R? = 0.9699, CI 95 % =
0.9699 — 9924, Sy.x = 0.8652). A korrelacids elemzés soran statisztikailag szignifikans **** p
< 0,0001 értéket kaptunk.

30



Az kapott eredmények alapjan a vizsgalt két immmunanalitikai eljaras altal mért eredmények
kozott nem tapasztalhato szignifikans eltérés (11a. és b abra). Ez a magas szint(i egyezés
tébbek kozott annak is kdszonhetd, hogy mindkét rendszerben azonos mAb klon kerdilt
alkalmazasra, jel6lésre hasznalt enzim/fluoreszcens konjugatum hasonld metodikaval kerilt
eldallitasra. Fontos megjegyezni, hogy a hataréték korll tartomanyban — a gorbe linearis
szakaszan - a legpontosabb a két mddszer egyezése (11a. abra). Kdszonhetéen a kompetitiv
gorbe jellegének, magas koncentracid tartomanyban, a gorbe ellaposodd részén

magyarazhatdk nagyobb eltérések, de ez ebben az 6sszehasonlitdsban nem jellemzo.

a) b)
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11a és b abra MycoFoss és ELISA mddszer eredményeinek dOsszehasonlitasa

A 11a abran a linearis regresszios elemzés eredményeként kapolt egyenest abrazoltuk. A
pontdiagram x’tengelyén a MycoFoss modszerrel kapott DON koncentrdciokat, az

az 'y’ tengelyen ugyanazon mintaszamokhoz tartozo, ELISA mddszerrel mért DON
koncentrdciokat tiintettik fel, majd hasonlitottuk ossze ppm-ben. Az abrén a Pearson-
korrelacio eredményeként kapott r-értéket tiintettiik fel, amely a kapcsolat jelleget mutatja
meg. Az r=0,9848 érték alapjan a két modszer mért adatai kGzott kilbndsen erds, pozitiv,
szignifikans kapcsolat tapasztalhato. A 11a abran ldthato vizszintes fekete vonal a
Feldolgozatian gabonafélek, kivéve durumbuza, zab és kukorica” mintakra alkalmazando
1.25 ppm hatarérteket jeloli, Az dbran tovabba a “Feldolgozatian durumbuza, zab és
kukorica’ mintak esetén kotelezo 1.75 ppm hatarérték keriilt jelolésre (magenta szind
szaggatott vonal).

Az abra jobb oldalén (11b), egy hotérképen hasonlitottuk Ossze a két modszerrel mért
mintak eredmeényeit. Az eltérd szinekhez és szinmélységekhez (vildgos zoldtol-pirosig) eltéré
koncentracios értékek tarsithatok. A vildgos zold tartomany a 0-1.25 ppm-ig (hatarérték
alatti értékek) terjed, a szinek mélyilése a piros iranyba a névekvd DON koncentraciokat
(ppm) mutatia minden minta esetéen.
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4.4.2 MycoFoss-HPLC osszehasonlitas

a) b)
304

25+

® =035932

HPLC végso konc. (ppm)
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MycoFoss végsé konc (ppm) MycoFoss
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12a és b abra MycoFoss és HPLC mddszer dsszehasonlitdsa

A 12a abran a MycoFoss és HPLC mérések adatainak linedris regresszios elemzéset és a
kapott egyenest mutatiuk be. A pontdiagram X’ tengelyén a MycoFoss modszerrel kapott
DON koncentrdciokat, az Yy’ tengelyen ugyanazon mintaszamokhoz tartozo, HPLC
modszerrel mért DON koncentraciokat tiintettiik fel, majd hasonlitottuk dssze ppm-ben. Az
abran, az egyenes mellett a Pearson-korreldcio eredmeényeként kapott r-értéket Iis
feltiintettiik, amely a kapcsolat jellegére mutat ra a két modszer k6zott. Az r=0,8932 érték
alapjan a két modszer méert adatai kozott erds, pozitiv, szignifikans kapcsolat tapasztalhato.
A 12a abran lathato vizszintes fekete vonal a ‘Feldolgozatian gabonafélék, kivéve
durumbuza, zab és kukorica” mintakra alkalmazando 1.25 ppm hatarértéket jeloli. Az abran
ez mellett a “Feldolgozatian durumbuza, zab €s kukorica’ mintak esetén kételezé 1.75 ppm
hatarérték kerdilt jelolésre (magenta szind szaggatott vonal).

Az 12b abran, egy hotérképen hasonlitottuk dssze a MycoFoss és HPLC mddszerrel meért
mintak eredményeit, Az eltérd szinekhez és szinmélységekhez (vildgos zold tartomanytol-
pirosig) eltérd koncentracios értékek tarsithatok. A vilagos zold tartomany a 0-1.25 ppm-ig
(hatarértek alatti értékek) terjed, a szinek mélyilése a piros iranyba a novekvd DON
koncentraciokat (ppm) mutatia a mintak eseten.

A MycoFoss és a HPLC mddszerekkel a kukorica mintak értékeinek dsszehasonlitasakor erds
pozitiv korrelacio volt megfigyelhet6 (r = 0,8932, R? = 0.7978, CI 95 % = 0.7313 — 9598, Sy.x
= 4.001). A korrelacios elemzés soran statisztikailag szignifikans **** p < 0,0001 értéket
kaptunk (10a abra). Hasonloképpen a korabbi O6sszehasonlitdshoz, jol latszik, hogy a két
modszerrel kapott eredmények kozott a legkisebb eltérés az alacsonyabb (0-5 ppm)
tartomanyban jelentkezik (12a és b abra). Ennek egyik f6 oka, hogy ez a tartomany pontosan
megegyezik a MycoFoss mérési tartomanyaval. Az 5 ppm-et meghaladd koncentracio értékeket

csupan ‘joslas utjan’ allapitjia meg a mliszer. Ebben a tartomanyban jellemz6en magasabb
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koncentracidértéket — False pozitiveredmény - kapunk az immuntechnika esetén, ami magaban
rejti az ismétlés lehetOségét és kizarja, hogy DON toxinnal szennyezett minta jusson az

élelmiszerlancba.

4.4.3 ELISA-HPLC 6sszehasonlitas
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13 a és b abra FLISA és HPLC mddszer dsszehasonlitdsa

A 13a abran az ELISA és HPLC mérések adatainak linearis regresszios elemzéset és a kapott
egyenest abrazoltuk. A pontdiagram X’ tengelyén az ELISA mddszerrel kapott DON
koncentrdciokat (ppm), az Yy’ tengelyen ugyanazon mintaszamokhoz tartozo, HPLC
modszerrel mért DON koncentraciokat (ppm) tintettik fel és hasonlitottuk éssze Az abran,
az egyenes mellett a Pearson-korreldcio eredmeényeként kapott r-erteket is feltintettiik,
amely a kapcsolat jellegére vildgit ra a ket modszer k6zott, Az r=0,8733 értek alapjan a két
modszer mért adatai kozott erds, pozitiv, szignifikans kapcsolat tapasztalhato. A 13a abran
lathato vizszintes fekete vonal a ‘Feldolgozatian gabonafélék, kivéve durumbuza, zab és
kukorica’ mintakra alkalmazando 1.25 ppm hatarértéket jeloli. Az abrén ez mellett a
“Feldolgozatian durumbuza, zab és kukorica’” mintak esetén kotelezé 1.75 ppm hatarérték
kertilt jelolésre (magenta szinl szaggatott vonal).

Az 13b dbrén, egy hotérképen hasonlitottuk dssze az ELISA és HPLC mddszerrel mért mintak
eredményeit. Az eltéré szinekhez és szinmélységekhez (vilagos zold tartomanytol-pirosig)
eltérd  koncentrdcios értekek tarsithatok. A hotérkép melletti skdla reprezentdlja a
szinek/koncentraciok kapcsolatat A vilagos zold tartomany a 0-1.25 ppm-ig (hatarérték alatti
értékek) terjed, a szinek mélylilése a piros iranyba a névekvé DON koncentraciokat (ppm)
mutatia a mintak esetén.

Az ELISA és a HPLC moddszerekkel a kukorica mintak értékeinek dsszehasonlitasakor eros,
pozitiv korrelacid volt megfigyelhetd (r = 0,8733, R? = 0.7626, CI 95 % = 0.6861 — 9520, Sy.x

= 4.335). A korrelacios elemzés soran hasonldan a fentebb emlitett eredményekhez (9a-b és
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10a-b abra) statisztikailag szignifikans **** p < 0,0001 értéket kaptunk (13a abra) annak
ellenére, hogy itt tapasztaltuk a ,legnagyobb eltérést” a mérések kozott (11a-12a-13a abrak).
A 13b abran lathatd hotérkép megmutatja az ELISA és HPLC mérések kozotti hasonldsagot
(adoot szin arnyalatanak valtozasaval) tovabba a szinskala segit a negativ (z6ld), kozepesen

szennyezett (barnas) vagy erésen szennyezett mintak (piros) elkilonitésében.
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14. abra A mért kukorica mintak DON-koncentracidjanak abrazolasa.

A 14 abran az dsszes ELISA, MycoFoss HPLC mérés adatait abrazoltuk. Az x’-tengelyen az
azomosito szamok, mig az ‘y-tengelyen a mintak DON-koncentracioja (ppm) van
feltiintetve. A mérések eredményeit kiilonbozd szind szimbolumok mutatjiak. Az ELISA-
meérések eredményeit négyzet, a MycoFoss mérések eredményeit kor, vegil a HPLC
meérésekhez tartozo adatokat egy haromszog szimbolizélja. A grafikon ravildgit az egyes
meért adatok egybeesésére, a szimbolumok atfedésére. A 14. abran lathato vizszintes fekete
vonal a ‘Feldolgozatian gabonafélek, kivéve durumbuza, zab és kukorica’ mintakra
alkalmazando 1.25 ppm hatarérteket jeloli, Ez mellett a “Feldolgozatian durumbuza, zab és
kukorica’ mintak esetén kételezd 1.75 ppm hatarérték is jelblésre (magenta szind szaggatott
vonal) kertilt.
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DON koncentracié (ppm)
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kozotti tartomanyban.

A 15 dbran azon ELISA, MycoFoss HPLC mérés adatait abrazoltuk, amelyek beleestek a 0.00-
5.00 ppm tartomanyba. Az x’-tengelyen az azomosito szamok, mig az y’-tengelyen a mintak
DON-koncentracioja (ppm) van feltiintetve. Hasonldan a 14. abrahoz, a mérések
eredmeényeit kiilonbozo szind szimbolumok mutatigk. Az ELISA-mérések eredményeit
négyzet, a MycoFoss mérések eredmeényeit kor, végil a HPLC mérésekhez tartozo adatokat
egy haromszég szimbolizdlja. A grafikon ravildgit az egyes meért adatok egybeesésére, a
szimbolumok atfedésére, azonban a kisebb tartomanynak (0.00-5.00 pmm) készénhetoen
az egyes merési eredmenyek jobban elkiloniiinek, mint a 14. dbran. A 15. abran lathato
vizszintes fekete vonal a Feldolgozatlian gabonafélek, kivéve durumbuza, zab és kukorica’
mintakra alkalmazando 1.25 ppm hatarértéket jeloli, Ez mellett a “Feldolgozatian
durumbuza, zab és kukorica’ mintak esetén kotelez6 1.75 ppm hatarérték is jelolésre
(magenta szind szaggatott vonal) kertilt.
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5. OSSZEFOGLALAS, KITEKINTES
Napjainkban a fejlett orszagok élelmiszer kinalata mikotoxikoldgiai szempontbdl sokkal
biztonsagosabbnak tekinthetd, mint amilyen a XX. szazad végén volt. Azonban tovabbra is

jelentGs kihivasok és teend6k varnak rank az élelmiszerlanc egészét illetéen.

Fentiek miatt rendkiviil fontos, hogy kellden (1) pontos, (2) egyszerd, (3) gyors és (4)
koltséghatékony mikotoxin analitikai eljaras alljon a szakma rendelkezésére. Sajnos azonban a

fenti négy elvaras egyidejl teljesiilése — mai ismereteink alapjan - rendkiviil nehézkes.

A felhasznaldoknak tehat fontos segiteni abban, hogy kelld informacié legyen a birtokukban,
legyenek tisztaban az egyes DON analitikai mddszerek el6nyeivel és limitacidival, megfeleld

maddszert valasszanak a megfelel6 méréshez.

Célunk az elérhet6 mddszerekkel, toxinmenetes és feltételezhetéen DON toxinnal szennyezett
mintak mérése soran kapott adatok 6sszehasonlitd elemzése volt. Munkank soran harom DON
toxin mérésére alkalmas mddszert, két immunkémiai (Toxi-Watch ELISA és MycoFoss™) és egy
elvalasztastechnikai (HPLC) mddszert valasztottunk és hasonlitottunk 6ssze, ugyanazon 35

kukoricaminta parhuzamos vizsgalata soran.

Ahogy célkitlzéseink kozott megfogalmaztuk elengedhetetlen egy - kelld6 szamd és
mennyiségl, megfelelen el6készitett mintat tartalmazé - mintabank létrehozasa. Ezért a Dél-
Magyarorszagi régidéban 35 kukorica mintat gydjtottink. A mintakat el6késiztettiik, részekre
osztottuk és a mérés id6pontjaig letaroltuk. A méréseket 'vak teszt’ formajaban végeztiik, a

toxinszintek elozetesen nem voltak ismertek

A két kivalasztott immunkémiai mddszerrel valamennyi (35) mintat két ismétlésben
parhuzamosan mértik el. Az eredmények ismeretében kertlt kivalasztasra az a 18 minta

melynek HPLC vizsgalatat egy fliggetlen labor végezte szamunka.
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Eredményeink alapjan levonhatd kovetkeztetések:

A MycoFoss, ELISA és a HPLC moddszerekkel a kukorica mintak értékeinek
osszehasonlitasakor erbs, pozitiv korrelacié volt megfigyelhetd. Mindharom modszer

alkalmas DON toxin kukoricaban torténé meghatarozasara.

A vizsgalt mintak ~30%-a tartalmazott hatarérték feletti mennyiségl DON toxint —

pozitiv mintak).

11 db pozitiv mintabol 7db a hatarérték oOtszorosét is meghaladta. Ezen mintak
eredményeiben nagyobb (de elfogadhaté mérték(i) eltérés tapasztaltunk, melynek oka,
hogy ezek az erGsen szennyezett mintak a kalibracids gérbe ellaposodo részére esnek,

ahol — gorbe jellegébdl adéddan — nagyobb mérési bizonytalansaggal kell szamolnunk.

A mérések soran megfigyelhetd tendencia, miszerint az immuntechnikak 'hajlamosak’
false pozitiv eredményeket adni, magyarazhato azzal, hogy az alkalmazott monoklonalis
antitestek bizonyos esetekben nem csak a toxinokat, hanem annak szarmazékait (33-

Acetyl-Deoxynivalenol, 15-Acetyl-Deoxynivalenol stb.) is detektalni tudja.

5.1 Mddszerek alkalmazhatosaga

Ahogy az eredmények jol mutatjak; a DON toxin mennyiségi meghatarozasara - bizonyos

keretek kozott - mindharom mddszer alkalmas. A mérések sorén szerzett tapasztalatok és az

elérhetd informaciok alapjan igyekeztiink megfogalmazni a modszerek legfontosabb erdsségeit

és limitacioit.

HPLC
(+) referencia modszer, pontos, tobb toxin egyidejli mérésére alkalmas
(-) lassu, koltséges, tudas- és laborigényes
ELISA
(+) gyors — egyetlen mérésben akar 88 minta is mérhetd, olcso,
(-) egyetlen mikotoxin vizsgalata, laborigényes, komplikalt mérés — operatori hiba

MycoFoss™
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(+) gyors, automatizalt — nincsen operatori hiba, tobb mikotoxin parhuzamos
vizsgalata, on-site mérési lehetdség

(-) Uj modszer, koltséges késziilék, limitalt matrixra érhetd el jelenleg
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