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1.1 A munka el6zményei

A komplex élelmiszer és takarmany-mindsités sordn
nemcsak az élelmiszerek természetes Osszetevoit kell
vizsgdlni, hanem meg kell hatdrozni mindazon kéros
anyagokat (novényvédd szereket, antibiotikum- és gyogyszer
maradékanyagokat, hormonokat, toxinokat,
mikroorganizmusokat), amelyek az ember vagy dllat
egészségére artalmasak lehetnek.

Az utébbi években az Eurdépai Unidé szdmos orszdgaban
kirobbant élelmiszer botrdnyok (hormonnal, ndvényvédo
szerekkel szennyezett hus, tej, tojas forgalomba hozatala, vagy
a brit szarvasmarha allomédnyt megtizedeld és az emberre is
veszélyesnek tartott kerge-marhakor jarvany) eredményeként
az EU orszdgokban szigoribb jogszabdlyok és mindség
ellendrzés varhaté az élelmiszertermelés teljes folyamatanal.
Ezek a valtozasok hazankat is érintik, mivel 2004-t0l
Magyarorszag is az EU tagja lesz.

Az élelmiszerekben jelen levoé kdros maradékanyagok
kimutatdsdhoz megfeleld érzékenységli és reprodukalhatd
mobdszerek sziikségesek, mint pl. az antigén-antitest reakcion
alapulé enzim-immunanalitikai technika (ELISA). A
modszerrel gyors, megbizhatd, érzékeny, sorozatvizsgélatra
alkalmas tesztrendszerek fejleszthetok.

Munkacsoportommal egyiitt, kozel 12 éves kutatd-
fejlesztd munkdm arra irdnyult, hogy az élelmiszereket és
takarmdnyokat szennyezd anyagok koziil, a mikotoxinok és
gyogyszer ~maradékanyagok mérésére olyan egységes,
szlirOvizsgalatra is alkalmas diagnosztikai tesztrendszereket
dolgozzunk ki, amelyek egyszeriien Kkivitelezhetok, jol
automatizdlhatok, 4ruk pedig sokkal alacsonyabb a kiilfoldi
reagens készleteknél. Ilyen diagnosztikai tesztrendszerek
fejlesztésével, gyartasaval és forgalmazasaval
Magyarorszagon egyediill a MezOgazdasiagi Biotechnoldgiai
Kutaték6zpont Diagnosztikai laboratériuma foglalkozik.



A tézisekben részletezett fejlesztési munka minden
fazisat munkacsoportommal egyiitt Go6dollon, a
Mezdgazdasagi Biotechnoldgiai Kutatokozpont Diagnosztikai
Laboratériuméban végeztem.

1.2. Az értekezés célkitiizései

] Specifikus monoklondlis antitestek elddllitdsa és
alkalmazasukkal direkt, kompetitiv ELISA
tesztrendszerek kidolgozdsa, mindségi jellemzoinek
meghatarozasa ochratoxin-A (OA) és fumonizin B;

(FBj) mikotoxinok mennyiségi mérésére
gabonamintdkban.
] Az ochratoxin-A ELISA teszt médositdsaval huméan-

és sertés szérum, sertés sperma, csirke szovetmintdk
(izom, vese, mdj) ochratoxin-A  tartalmdnak
mennyiségi meghatdrozdsa. A teszt validdldsa a
kiilonbozo szovetekre. K6zos munka sordn vizsgdlni
kivanjuk, hogy az OA-val etetett csirkéknél milyen az
OA id6beli megoszldsa €és lebomldsa az egyes

szervekben.
] Specifikus monoklondlis antitestek eldallitdsaval direkt
kompetitiv tesztrendszerek kidolgozasa és

optimalizdldsa gentamicin (GE) és szulfadiazin (SD)
maradékanyagok mennyiségi mérésére  bioldgiai
folyadékokban (tej, sertés szérum). A tesztek
validdlasa.



2. Anyag és modszer
2.1. Monoklonalis antitestek eldallitasa, jellemzése

A hibridoma technika felhasznildsdval az ochratoxin-A és
fumonizin B1 mikotoxinokra, valamint a gentamicin és
szulfadiazin vegyiiletekre specifikus, nagy érzékenységii és
affinitisi monoklonalis ellenanyagokat dllitottunk eld. Az
antitesteket a kovetkez6 adatokkal jellemeztiik: keresztreakcid
(%) a rokon szerkezetli vegyiiletekkel, ICsy (ng/ml), affinitdsi
konstans (I/mol), alosztély.

2.2 Ochratoxin-HRP konjugatum eléallitasa Kkevert
anhidrid médszerrel

Ochratoxin-A-t (OA) (2.48 pumol) 100 ul DMF-ben oldottunk
és —15 °C-ra hiitéttiik, majd ehhez az oldathoz el8szor 1.5 ul
Tri-butil-amint, majd 15 perc utan 1 pl i-butil-kloroformatot
adtunk, jol osszekevertiik és —15 °C-ra hiitottiik. A peroxiddz
enzimet (HRP), (RZ: 3. 0, 0. 05 umol) 250 ul desztilllt viz +
250 ul DMF oldészer keverékben oldottuk és — 15 °C-ra
hitottiik. A peroxiddz oldat pH-t 9.0-ra allitottuk 0.1 mol/l
NaHCOs-al. Az aktivalt ochratoxin-A oldatot gyorsan, de
cseppenként, 4dllandé keverés kozben adtuk a peroxidaz
oldathoz, a keveréket, 1 6rat — 15 °C-on tartottuk, majd 2 érat
+ 4 °C-on. A konjugdtumot 3 napig dializaltuk PBS pufferben.
A szamitott OA/HRP molekula ardny 50 volt. A konjugatum
munkahigitasat ELISA vizsgalattal hatdroztuk meg.

2.3. Fumonizin B;-, gentamicin-, szulfadiazin-peroxidaz
konjugatumok eléallitasa perjodat médszerrel

8 mg peroxiddz enzimet 2 ml desztillalt vizben oldottuk, ehhez
0.2 ml 0.1 M Na-perjodat oldatot adtunk és 20 percig,
szobahOmérsékleten kevertiik, majd 18 6rat 1 mM Na-acetét



pufferben (pH: 4.4) dializéltuk. Az aktivéalt peroxiddz oldat
pH-t 0.1 M NaOH-al 9-10 kozé allitottuk, ehhez 2 mg FB;
(2.77 umol) toxint adtunk, amit eldtte 0.5 ml desztillalt vizben
oldottunk. A konjugidtumot szobahdmérsékleten 3 Orat
kevertik, majd a reakci6t Natrium-borohidrid oldattal
leéllitottuk és 2-3 ordat + 4 °C-on tartottuk. A konjugdtumot
PBS-ben dializéltuk és felhaszndldsig — 20 °C-on tdroltuk.
(MO]FBllMOIHRP = 14)

A gentamicin és a szulfadiazin-perioxiddz konjugdtumok
eloallitasa a fenti modszerhez hasonldan tortént, de kiilonbozo
molarényokkal. (MO]GE/MOIHRPZ 56, MO]SD/MOIHRP = 400)

2.4. Direkt, kompetitiv ELISA teszt OA meghatarozasara
gabona-, szérum-, sperma- és szovetmintadkban és FB;
meghatarozasa gabonamintakban

Mikrotitrdlé lemez (Immunoplate F-8, Maxisorp, Nunc,
Denmark) feliiletére elsé rétegben 150 ul anti-egér Ig nyul
IgG-t kotottiink, mésodik rétegben 120 ul anti-OA antitestet
tartalmaz6 ascites folyadékot vagy anti-FB; ascites folyadékot
mértiink munkahigitdsban, majd szobahdmérsékleten, 18 6ran
at inkubdltuk. A nem kotodott antitestet mosdssal
eltavolitottuk. A lemezeket beszaritottuk és felhasznalésig
aluminiumfélia tasakban 4 °C-on taroltuk. A teszteléskor
eldszor a vizsgdlati minta kivonatbdl és az ismert OA, illetve
FB; koncentricidju oldatokb6él mértiink 50-50 upl -t a
lemezekbe, majd minden anyagra azonnal rdmértiink 50-50 pl
higitott OA-HRP, illetve FB;-HRP konjugidtumot ¢és
szobahdfokon 1 6rit inkubdltuk. A nem kotodott reagenseket
mosdassal eltavolitottuk. A kompetitiv reakcié végén a
lemezhez kotodott jelzett konjugdtum aktivitdsa az enzim-
szubsztrat (urea peroxid) és a szintelen kromogén
(tetrametilbenzidin) oldat szinvaltozdsa (kék szinl) alapjan
fotométerrel mérhet6. Amennyiben 6N kénsav hozzdadéasaval
az enzimreakciét ledllitjuk, akkor a keletkezett sdrga szinii



reakcioterméket fotométerrel, 450 nm-es szinsziirovel mérjiik.
A mért extinkcié forditottan ardnyos a mintdban levd
mikotoxin koncentracigjaval.

2.5. Direkt, kompetitiv ELISA teszt GE és SD mérésére
biologiai folyadékokban

Mikrotitrdlé lemez (Immunoplate F-8, Maxisorp, Nunc,
Denmark) feliiletére 120 pl anti-GE vagy anti-SD antitestet
tartalmazo ascites folyadékot mértiink munkahigitasban és 48
6rat szobahémeérsékleten vagy 18 6rat 37 °C-on inkubdltuk. A
lemezek elOkészitése €s taroldsa a 2.4 pontban leirtak szerint
tortént. Teszteléskor eldszor 20-20 ul GE vagy SD standard
oldatot vagy a megfelelden elokészitett vizsgdlati mintat
mértiink a lemezbe, majd minden anyagra azonnal ramértiink
100-100 wl GE-HRP vagy SD-HRP konjugitumot
munkahigitdsban, ezutdn 1 6rdt szobahOmérsékleten
inkubaltuk. A reakcié végén a lemezhez kot6dott peroxidaz
enzim aktivitdsat az el6z6 pontban leirtak szerint hatiroztuk
meg.

Kiértékelés: Abrazoltuk az OA, FB;, GE és SD standard
gorbéket: az adott mikotoxin vagy a gydgyszervegyiilet log
koncentracidjat (x-tengely) a B/B fliggvényében (y-tengely).
(B= a standard vagy a minta koncentrici6ja, Bo= a 0
koncentrici6 extinkcidja.) A minta koncentricidjit ugy
kaptuk, hogy a kalibraciés gorbérdl leolvasott ng/ml-
koncentracioét szoroztuk a higitasi faktorral.

2.6. Mintaelokészités az ochratoxin-A Kkoncentracigjanak
meghatarozasara gabonamintakbol

A mintavétel szabdlyai szerint vett gabonamintat (kukorica,
arpa, sz6ja, ipari keveréktakarméanyok) finomra daréltuk és 2 g-t
Erlenmeyer lombikba toltottiink. Ezutan 10 ml diklérmetant,



valamint 5 ml 1 M citromsavat adtunk hozzd és j6l lezarva
horizontdlis rdzogépen, 2 6ran keresztiil szobah6fokon razattuk.
Az anyagot iiveg vagy 4tlatsz6 mianyag centrifugacsObe
ontottik és 30 percig 4500 fordulattal centrifugéltuk.
Centrifugdlds utdn az anyag hdrom rétegre, a felsd vizes, a
kozépso termény, és az alsé diklérmetdnos fazisra valt szét. A
terményréteget tlivel atszurtuk €s az als6 diklérmetanos fazisbol
tivegfecskenddvel 2 ml-t leszivtunk egy maésik tiszta kb. 10 ml-
es centrifugacsébe. Ehhez 2.0 ml karbonat puffert (1%) adtunk
és lezarva el6szor 30 percig razégépen razattuk, majd 20 percig
4500 fordulattal centrifugaltuk, hogy a fazisok jol elvaljanak. A
felsd karbonat pufferes fazisbdl 490 pl-t kémcesdbe pipettdzunk,
hozzdadtunk 10 pl 1 N sésavat, és addig raztuk, amig ki nem
tisztult. Ebbdl az oldatb6l mértiink 50-50 pl-t kozvetleniil az
ELISA lemezre. Az enzimaktivitds mérése €s a kiértékelés a 2.5
pontban leirtakkal azonos volt.

2.7. Mintael6készités az ochratoxin-A Kkoncentraciéjanak
meghatirozasara human-, sertés- és csirkeszérumbol,
valamint sertés spermabol

2 ml szérum- vagy sperma mintdhoz 2.5 ml 1 M citromsavat és
4 ml diklérmetant adtunk és jol lezarva horizontdlis razégépen,
2 oOran keresztiil szobahdfokon razattuk. A folyamat tovabbi
része a 2.6. pontban leirtakkal azonos volt.

s se s

meghatarozasara szévetmintakbol

A homogenizalt szovetmintakbol (csirke vese, maj, izom) 5 g-t
mértiink centrifugacsébe, ehhez 7 ml 1 M citromsavat és 10 ml
diklérmetdnt adtunk és jOl lezarva horizontdlis razogépen, 1
oran keresztiil szobah6fokon razattuk, majd centrifugéltuk. A
folyamat tovéabbi része a 2.6. pontban leirtakkal azonos volt.
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2.9. Mintaelokészités az FB; Kkoncentraciojanak
meghatarozasara gabonamintakbol

Ot g finomra daralt gabonamintahoz (btiza, kukorica, arpa, rozs)
20 ml extrahald oldatot adtunk (50 rész acetonitril + 39 rész viz
+ 10 rész 0.5% KCI + 1 rész 6% kénsav) és jol lezarva, 2 6ran
keresztiil szobahd6fokon rdzattuk. Az extraktumot harminc
percig, percenként 4500 fordulattal centrifugaltuk. A feliilisz6t
1:5 ardnyban PBS/Tween 20 pufferrel higitottuk és ismét
centrifugdltuk. A teszteléshez a tiszta feliiliszobol 50 pl-t
mértiink a polisztirol lemezre. Az enzim aktivitds mérése
azonos volt a 2. 4 pontban leirtakkal.

2.10. Minta el6készités a szarvasmarha tej GE és SD
A nyerstejet centrifugdldssal zsirtalanitottuk (3000 x g) és 20 ul
mintat kozvetleniil mértiink az ELISA rendszerben.

2.11. Minta elokészités a sertés szérum GE és SD

e s0 2,

A szérum mintat 1:10 ardnyban higitottuk PBS/Tween 20
pufferben, ami 0.1% 8-Anilin-naftil-szulfonsavat (ANS)
tartalmazott és 20 pl mintat mértiink a polisztirol lemezre. Az
enzim aktivitdis mérése azonos volt a 2.4., 2.5 pontban
lefrtakkal.

3. Eredmények

3.1. OA-ELISA teszt jellemz6o adatai és alkalmazasa
gabonamintakban.

A teszt mérési tartomdnya 0.5-10 ng/g (a minta higitdsa nélkiil),
de a minta higitdsdval a tartomany 10-100 ng/g —re novelhetd, a
legkisebb mérhetd OA tartalom 0.5 ng/g.



A reprodukdlhatéséagi vizsgdlat: - a mérésen beliili és a mérések
kozotti eltérések vizsgalata, az atlag variacios koefficiens (CV)
10%-on beliill volt. A pontossdgot a visszanyerési ardny
mérésével jellemeztiik: - az érték kukorica, arpa, szdja, siildotap
és ludtap matrix anyagoknal 90-110 %.

A teszt specifitdsa: - ochratoxin-A 100 %, ochratoxin-B 9.3 %.

Az ochratoxin-A teszt TOXIKLON ochratoxin-A marka-
néven forgalomban keriilt és mér a gyakorlatban is tobb helyiitt
rutin modon alkalmazzak.

3.2. Toxiklon OA kit alkalmazasa human szérum mintak
OA tartalmanak mérésére

A gabondra kidolgozott extrakcids eljarast modositva, 355
random gy(jtott humdn szérum mintit vizsgiltunk meg az
ochratoxin A jelenlétére annak megdllapitasara, hogy mekkora a
hazai populacié ochratoxin A terhelése, mivel errdl ellentmondé
adatok alltak rendelkezésre. A kapott eredmények azt mutattak,
hogy a vizsgélt szérum-mintdk 75%-a tartalmazta ugyan a
toxint 0.2 - 1.0 ng/ml mennyiségben, de csak néhany esetben
(6.8%) fordult el6 novekedett toxin-bevitelre utalé (1 ng/ml-nél
magasabb) érték. Ez a vizsgélat is igazolta a mikotoxin
vizsgalat fontossdgiat €s felhivta az ellen6rzé intézmények
figyelmét, az élelmiszerellendrzést szigoritasdra.

3.3. Toxiklon OA kit alkalmazasa sertés szérum és
ondéplazma OA tartalmanak mérésére.

Az ochratoxin A nephrotoxikus hatdsar6l szdmos kozlemény
jelent meg, de nem taldltunk adatokat a toxin reproduktiv
szervekre gyakorolt hatdsar6l. Egy ujabb kisérlet sordn
tenyészkanokkal a humadn ,,tolerable daily intake (TDI)” érték
Ot- és tizszeresével etetett ochratoxin A megjelenését vizsgaltuk
az allatok szérumaban és az ondoplazmaban. Az eredmények



azt mutattdk, hogy az OA felvételt kovetden a toxin hamar
megjelent a sz€rumban és az ondoplazmaban egyarant, hasonl6
lefutdsi  gorbét, de kiilonbozd szamszerli  értékeket
eredményezve a két vizsgilt biolégiai folyadékban. Ugy tiinik,
hogy az onddplazma megemelkedett ochratoxin A tartalma
kdrosan befolydsolja az onddsejtek élettartamat, ezdltal a
sperma eltarthatosagat.

3.4. Toxiklon OA kit alkalmazasa csirke szérum és
kiilonbo6z6 szovetek OA tartalmanak mérésére

Csirke etetési kisérlettel vizsgaltuk az OA megoszlasiat a
szérumban és kiilonbozo szovetekben. A vizsgalathoz az OA
tesztet modositottuk €s validdltuk az egyes szovetekre. A
kisérletben vizsgdlt id6tartam (28 nap) alatt a legnagyobb OA
toxin koncentraciét 7 nap utdn a majban mértiik és még 28 nap
utdn is mérhetd volt a toxin. A vesében az OA lebomlédsa sokkal
gyorsabb volt, a 7. napon mért maximum utdn a 28. napon OA
koncentraciét mar nem mértiink. A mell- és combizomban a 7.
napon nem mértiink OA toxint, de a 28. napon az OA toxin
koncentricioban emelkedést tapasztaltunk.

3.5. Fumonizin B;-ELISA teszt jellemzé adatai és
alkalmazasa gabonamintakban

Az optimalizalt FB; teszt mérési tartomdnya gabonamintakban
10-500 ng/g, a legkisebb kimutathat6 FB; koncentracié 7.6
ng/g.

A reprodukdlhatéséagi vizsgdlat: - a mérésen beliili és a mérések
kozotti eltérések vizsgalata, az atlag variacios koefficiens (CV)
10%-on beliill volt. A pontossdgot a visszanyerési ardny
mérésével jellemeztiik: - az érték kukorica-, rozs- és buzaliszt
matrix anyagokndl 61-84 % volt.

A teszt specifitdsa: - FB; 100 %, FB, 91.8%, FB3 209%.



Fumonizin toxinnal természetes tton fertdzott kukorica mintdk
fumonizin  toxin tartalmit hatdroztuk meg ELISA
modszeriinkkel, az értékek j6 egyezést mutattak a HPLC-vel
mért értékekkel.

ELISA tesztink TOXIKLON FB; markanéven mar
forgalomba kertilt és a gyakorlatban is alkalmazzak.

3.6. ELISA teszt Kifejlesztése gentamicin antibiotikum
mérésére tejben és sertés szérumban

Az optimalizalt GE ELISA teszt alkalmas a tej és szérum gyors,
kvantitativ szlrOvizsgalatdra. A minta el0készitése egyszeri, a
tej kozvetleniil, a szérum 1:10 higitds utdn mérhetd a
rendszerrel, a vizsgdlati minta térfogata 20 pl. A teszt mérési
tartomdnya szérumban 1.5-100 ng/ml, tejben 0.1-10 ng/ml, a
kimutathaté legkisebb GE koncentracié szérumban 1.2 ng/ml,
tejben 0.03 ng/ml. Az EU-ban megengedett GE koncentracid
tejben, szérumban 100 ug/kg. A teszt paraméterei alapjan
megfelel ennek a kovetelménynek. A teszt egyik fontos
jellemzdje a pontossag, amit GE-vel mesterségesen fertdzott tej
és szérum visszanyerési vizsgdlata alapjan hatdroztunk meg. Az
elméleti és a mért GE koncentrécidk a tejnél és szérumndl is jo
egyezést mutattak, amit a regresszids egyenesek és a korrelacids
koefficiensek (r=0.999) is igazoltak.

3.7. ELISA teszt Kkifejlesztése SD mérésére tejben és sertés
szérumban

Monoklondlis anti-SD ellenanyag felhaszndldsaval direkt,
kompetitiv ELISA tesztet fejlesztettink ki szulfadiazin
mennyiségi mérésére tejben és sertés szérumban. A teszt
felépitése és a minta elokészitése a GE tesztnél leirtakkal
azonos volt. A mérési tartominy tejben 2.5-50 ng/ml,
szérumban 25-500, a legkisebb kimutathat6 SD koncentracié
tejben 1.5 ng/ml, szérumban 10 ng/ml. A teszt megbizhat6sagi



vizsgalata alapjdn a mért és az elméleti SD értékek jol
korreldltak. A teszt paraméterei alapjan alkalmas az EU dltal az
élelmiszerekben még megengedett szulfonamid koncentracié
(100 pg/kg) mérésére.

4. Kovetkeztések, ij eredmények, ajanlasok

4 Specifikus, nagy érzékenységli €s affinitdsi monoklondlis
anti-OA antitestet és a konjugédldsi moddszer modositdsdval
peroxiddz enzimmel jelzett OA konjugdtumot allitottunk elo.
A két immunkémiai alap reagens felhaszndldsaval direkt,
kompetitiv ELISA tesztrendszert fejlesztettiink ki, amit a
gyakorlatban gabonamintdk (buza, kukorica, arpa, rozs) és
ipari keverék takarmdnyok OA tartamdnak kvantitativ és
kvalitativ mérésére alkalmaznak. A vizsgdlati mintdk OA
tartalmédnak kivondsara (extrahdldsara) 4j médszert dolgoztunk
ki. A szakirodalomban leirt er0s savak helyett, az ugyanolyan
hatdsos, de sokkal enyhébb citromsavat alkalmaztuk. A tesztet
reagenskészletté  fejlesztettik é€s TOXIKLON OA
markanéven mér tobb éve forgalmazzuk. A reagenskészlet 40
gabonaminta és keverék takarmdny mikotoxin tartalmanak
kvatitativ, vagy 46 gabonaminta Kkvalitativ méréséhez
sziikséges anyagokat tartalmazza.

» A minta el6készitési modszer médositasdval az OA tesztet
alkalmassa tettilk a human szérum, sertés szérum és sperma, a
csirke szérum, valamint szovetek (vese, mdj, izom) OA
koncentraciéjanak mérésére is, novelve ezzel az OA reagens-
készlet felhasznédlhat6sdgat.

Y Glutdraldehid kotoreagens (rovid kotdreagens)
felhaszndlasdval (FB;-GA-KLH) sikeriilt nagy affinitdsi és
munkahigitdsi monoklondlis antitestet termel6 sejtklont
eldallitani annak ellenére, hogy a szakirodalom szerint a nagy



affinitasu ellenanyagok eldallitdsahoz a hosszu, legaldbb 16
atombol allé6 kotoreagensek alkalmasabbak. Az ellenanyag
er0s keresztreakciét mutatott a hirom f6 fumonizin
molekuldval, koziilik leginkdabb az FBs-al (209 %) reagilt.
ELISA tesztiink ennek alapjan nem egyetlen toxint, hanem egy
toxincsoportot mutat ki, ami szlirdvizsgalatnal inkdbb eldny,
mint hatrdny. A szakirodalomban ilyen specifitdsd antitestet
nem irtak le. A kifejlesztett ELISA teszt-kit TOXIKLON FB,
néven mar forgalomba keriilt.

P Az OA és FB, toxinokkal egyiitt jelenleg mar ot
mikotoxinra rendelkeziink TOXIKLON reagens készlettel.
Ezek a tesztek alkalmasak a mikotoxinok gyors, kvantitativ
szlirovizsgalatara, a veliikk, biztonsaggal kimutathaté
toxinmennyiség a  takarmanykdédexben — meghatarozott
hatarértékek alatt van. A sziirdvizsgélattal pozitivnak vagy
kétesnek bizonyult mintdk esetében minden esetben el kell
végezni a megerdsitd miiszeres mérést.

> Egyszeri, gyors, monoklondlis antitesten alapulé ELISA
tesztet fejlesztettiink ki a gentamicin kvantitativ mérésére
tejben és szérumban. Egyszerli moddszert dolgoztunk ki a
vizsgalati mintdk elOkészitésére. Zsirtalanitds utdn a tejminta
kozvetleniil mérhetd, a szérum esetében tapasztalt aspecifikus
reakciét pedig egy uj osszetételii higito pufferrel (0.1% ANS-
PBS-0.05% Tween 20) kompenzalni tudtuk. Tesztrendszeriink
alkalmas a tej és szérum GE tartalméanak gyors, kvantitativ
szurovizsgdlatdra. A modszert a jovoben husra is ki akarjuk
dolgozni.

> A gyakorlati szempontbdl fontos szulfonamid vegyiiletek
koziil els6 1épésben a szulfadiazint valasztottuk. A
monoklondlis  antitest elddllitdsara  kiilonbozé  kémiai
modszerrel dllitottam eld az immunogéneket. Ezek koziil az -



azo-kotéssel eldallitott SD-BSA immunogénnel sikeriilt j6
titer antitestet elddllitani. Az SD-HRP konjugitumok
eldallitdsandl az —azo- kotési mdédszer nem valt be, helyette a
perjodat modszer bizonyult hatdsosnak. Az igy kialakitott un.
heterolog tesztrendszer sokkal érzékenyebb volt, mint a
homolég rendszer. A tesztrendszer érzékenységét a
mintatérfogat/konjugatumtérfogat ardnydnak véltoztatasdval
(1:5) még novelni lehetett. A vizsgdlati mintdk elokészitése a
GE tesztnél mar kidolgozott modszerrel megegyezik. A
modszert a GE teszthez hasonléan hudsra is ki akarjuk
terjeszteni.

Mivel az altalunk eldallitott ellenanyag a szulfadiazinon kiviil
csak néhdny szulfonamiddal reagdl, ezért kivanatos lenne és
tervbe is vettiik olyan ellenanyag eldallitisat, amely tobb
szulfonamiddal is képes reagdlni. Irodalmi adatok alapjén egy
szulfathiazol szdrmazék (TS vegyiilet) alkalmas lehet erre a
feladatra.

> A Diagnosztikai  laboratérium ,,a mikotoxinok és
antibiotikumok elleni monoklonalis antitestek eloallitasara, az
ELISA tesztek kifejlesztésére és termelésére” ISO 9001: 2001
mindsitéssel rendelkezik.
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6. Magyarazatok, roviditések

Ascites -hastiri folyadék

ANS -
BSA-
CV -
DMF -

anilin-naftil-szulfonsav
szarvasmarha szérum albumin
varriacids koefficiens
dimetil-formamid

ELISA - Enzyme-Linked -Immunosorbent Assay

FBs -
GE -
HRP -

HPLC -

Ig -
IgG -
ICs -

KLH -
KCl -
OA -
PBS -
SD -
TDI -

fumonizinek

gentamicin

torma peroxidaz

nagy nyomadsu folyadék kromatografia

immunglobulin

G osztalyd immunglobulin

50 %-os gatlasi értéknél mért koncentrdcié (az immunoassay
maximdlis jelintenzitdsdhoz képest 50%-o0s csokkenést okozd
gdtlészer koncentracid)

hemocianin

kalium klorid

ochratoxin-A

foszfattal pufferezett konyhasdéoldat

szulfadiazin

tolerable daily intake (a még elviselheté naponta elfogyaszthaté
mennyiség)

Antigén — immunvdlaszt kivalté nem sajat struktira

Haptén - kis molekulasilyd, dnmagiban nem, megfeleld hordozéhoz

kapcsolédva immunogén anyag, amely az ellenanyag-
molekuldkkal vagy immunsejtekkel specifikus reakcidba 1ép.

Immunogenitds — az antigén immunvalaszt kivalt6 képessége

Monoklondlis antitest - homogén antitest populdcié, amelyet specifikus,

ellenanyag termelé homogén sejtek termelnek



