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MULTITOXICITASI TESZTRENDSZER A MIKOTOXINOK
HATASAINAK KIMUTATASARA BAROMFIBAN

1. Kisérleti allatok: baromfi fajjal végzendd vizsgalatokhoz azonos genotipusba tartozo,
azonos ivaru (célszertien him), klinikailag egészséges, azonos keltetésbdl szarmazé és azonos
¢letkoru brojlercsirke hasznalhato fel.

2. Mikotoxin dozisok meghatarozasa: a kisérletek soran felhasznalandé mikotoxin dozisok
meghatarozasa soran tekintetbe vehetd egyrészt az adott mikotoxinra vonatkozé toxikoldgiai
szempontbol kritikus érték a Lowest Observed Adverse Effect Level (LOAEL) értéke. Ez az
érték néhany mikotoxin esetében mar rendelkezésre all (1. tablazat). A takarmany mikotoxin
szennyezettségi értéke a vizsgalathoz a baromfi atlagos napi takarmanyfelvételének mértéke

alapjan hatarozhaté meg, amely 25-30 napos brojlercsirke esetében 89-107 g (Abudabos et al.

2013).

1. tablazat Egyes fontosabb mikotoxinok LOAEL értéke baromfiban

Mikotoxin Kritikus érték (LOAEL) Hivatkozas

Zearalenon 2000 pg/kg ttm./nap Kuiper-Goodman et al (1987)
DON + 3-Ac-DON+ 2900 pg/kg ttm./nap EFSA (2017)

15-Ac-DON

T-2 + HT-2 toxin 40 ug/kg ttm./nap EFSA (2011)

Fumonizin B1 2000 pg/kg ttm./nap EFSA (2005)

Amennyiben a LOAEL érték nem all rendelkezésre, akkor az Eurdpai Unid altal, baromfi
takarmanyokra meghatarozott, javasolt, illetve aflatoxin Bi esetén a kotelezd érvényl
maximalis szennyezettségi érték tekintetbe vétele (2. és 3. tablazat)

2. tablazat Egyes mikotoxinok javasolt maximalis mennyisége baromfi takarmanyokban

Mikotoxin Takarmany alapanyag/takarmany Javasolt maximalis
(12% nedvesség tartalmu takarmanyra mennyiség

vonatkozoan) (mg/kg takarmany)
T-2 és HT-2 toxin Keveréktakarmanyok 0,25
Deoxinivalenol Kiegészito és teljes értékii takarmanyok 5
(+ 3AcDON + 15AcDON)
Zearalenon Baromfi takarmanyokra nem hatarozott

meg értéket

Fumonizin B1+B2 Baromfi takarmanyok 20
Ochratoxin A Baromfi takarményok 0,10

2006/576/EK és 2013/165/EU ajanlasok



3. tablazat Az aflatoxin By maximdlis mennyisége baromfi takarmdnyokban

Mikotoxin Takarmany alapanyag/takarmany Javasolt maximalis
(12% nedvesség tartalmu takarmanyra | mennyiség
vonatkozoan)
Aflatoxin B1 Kiegészito és teljes értékii takarmanyok | 0,1 mg/kg
novendék baromfiknak szant Gsszetett 0,005 mg/kg
takarmanyok

2002/32/EK Iranyelv; 574/2011/EU rendelet

3. Multi-mikotoxin dézisok meghatarozasa: az alkalmazott dozisok az egyes mikotoxinokra
vonatkozdan célszertien a LOAEL, vagy ennek hianyaban az EU altal meghatarozott javaslati,
vagy kotelezd érvényli, hatarértékkel megegyezé mennyiség, illetve annak ardnyos része. A
vizsgalatok soran az egyes mikotoxinokat 0,5x, 1x, 2x és 5x mennyiségben célszerl alkalmazni.
A multi-mikotoxin keverék kialakitasa soran 0,5:0,5; 1:1; 1:2, 2:1; 1:5 és 5:1 aranyokat javasolt
alkalmazni. T6bb mikotoxin esetében azonos ardnyok betartdsa javasolt, de olyan modon, hogy
egy mikotoxinbo6l mindenképpen az 1x dézis legyen jelen a keverékben.

Minden egyes multi-mikotoxin terheléses csoport mellé az egyes mikotoxinokat azonos
mennyiségben tartalmazé takarmanyokkal etetett kontroll csoport beiktatasa is sziikséges az
egyedi hatasokkal valo dsszehasonlithatosag érdekében.

4. Multi-mikotoxin terhelési id6: az 4ltalunk kialakitott multi-mikotoxin tesztrendszerben két
rovidtdva (24 és 72 ora), valamint hosszabb tava (7, illetve 14 nap) terhelési iddket
alkalmaztunk.

5. Mintavételek: a mintavételekre a rovidtava vizsgélatok sordn 8 oranként, a hosszabb tava
vizsgalatoknal pedig az 1.,3.,7. és 14 napon. A mintavételek soran a biokémiai vizsgélatokhoz
vér, a biokémiai és génexpesszids vizsgalatokhoz pedig majmintat kell venni.

6. Modszerek:

Biokémiai vizsgalatok: a lipidperoxidaci6 folyamatanak iniciacids fazisat a maj konjugalt
dién és konjugalt trién tartalmanak mérésével (AOAC, 1984), annak terminacids fazisat a
vérplazma és a vordsvérsejt (vvt.) hemolizatum (Placer et al., 1966), illetve a maj 1:9
homogenizatum (Botsoglou, 1994) malondialdehid tartalmanak valtozasaval kovettiik
nyomon. A glutation redox rendszer tagjai koziil mértiik a redukalt glutation (GSH) tartalmat
(Rahman et al., 2006), valamint a glutation-peroxidaz (GPx) aktivitast (Lawrence és Burk,
1978), a vérplazmaban, a vvt. hemolizatumban és a maj 1:9 homogenizatum 10.000 g
szupernatans frakciojaban. A GSP és GPx szinteket a mintak fehérje tartalmara vonatkoztattuk,
amelyet a vérben Weichselbaum (1948), a majhomogenizatumban pedig Lowry et al (1952)
modszere szerint hatdroztunk meg.

Génexpresszios vizsgalatok: a majmintak 6sszes RNS tartalmat Trizol reagenssel (Molecular
Research Centre, Cincinnati) tisztitottuk a gyarto leirasa szerint. Az RNS-t DNase-al kezeltiik
a gyarto (Thermo Fisher Scientific, San Jose) protokollja szerint a genomi DNS szennyezddés
eltavolitasa érdekében. Az RNS integritasat agaroz gél elektroforézissel és fotometrias méréssel
(260:280 nm) ellendriztiik. A cDNS-t standard protokoll szerint RevertAlID reverz transkriptaz
és random nanomer primer segitségével hoztuk 1étre. A primereket a vizsgalandd génekhez
(kelch-like ECH-Associated protein 1 [keapl]; nuclear factor-erythroid 2 p45-related factor 2
[nrf2]; glutathione peroxidaz4 [gpx4], glutation szintetaz [gss] és glutation reduktaz [gsr],
valamint a referencia gén (b-actin) a GenBank adatbazisban elérhetd adatok alapjan terveztiik.
A PCR reakciot StepOne Plus™ real - time PCR rendszerben (Thermo Fisher Scientific, San



Jose) végeztiik. A gPCR reakciot Maxima Probe qPCR Master Mix reakcié eleggyel végeztiik,
kettds jeloléssel (6 - fluorescein phosphoramidite (FAM) vagy 2" -chloro-7’ phenyl-1,4-
dichloro-6-carboxy-fluorescein (VICAM)). A relativ énpexpressziot az egyes génekre
vonatkozoan a kontroll génhez viszonyitva StepOnePlus™ Software v2.2 (Thermo Fisher
Scientific, San Jose) szamitottuk Osszehasonlito Ct modszerrel, Livak és Schmittgen (2001)
szerint.

6. Mérend6 paraméterek:
6.1. Altalanos egészségi allapot, morbiditas és mortalités.
6.2. Takarmanyfelvétel
6.3. Sulygyarapodas (csak hosszabb tava vizsgalatok soran)
6.4. Biokémiai paraméterek minden mintavételi idépontban
6.5. Relativ génexpresszids paraméterek minden mintavételi idépontban

7. Ertékelés:

Az egyes mért paraméterek valtozasat elsoként leird statisztikai modszerrel (atlag és SD)
értékeltiik GraphPad Prism 6.07 programcsomaggal (GraphPad Software, San Diego). Az egyes
paraméterck értékeinek normal eloszlasat Kolmogorov - Smirnov teszttel, a variancia
homogenitasat Barlett teszttel értékeltiik. Azokat az adatokat, amelyek ezeknek a
kovetelményeknek megfeleltek egyutas ANOVA moddszerrel hasonlitottuk 6ssze mintavételi
idépontonként az egyes kisérleti csoportok kdzott. A csoportok kozotti eltérés szignifikancia
szintjét Tukey - Multiple Comparison post - hoc teszttel hataroztuk meg, ahol a p < 0,05 szintet
tekintettiik szignifikansnak. Azokban az esetekben, amikor ez a modszer nem volt hasznalhat6
nem-parametrikus Kruskal - Wallis teszttel paronként hasonlitottuk 6ssze az egyes csoportok
értekeit.

Az egyes mikotoxinok kozotti interakciok vizsgalatahoz a Bliss fliggetlen modellt (Zhao et al.,
2014) alkalmaztuk, amennyiben a mért paraméterek értékei, illetve a csoportok kozotti
kiilonbségek erre lehetdséget biztositottak.
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ochratoxin-A, a T-2, a HT-2 és a fumonizinek allati takarmanyozasra szant termékekben vald
elofordulasarol.

1881/2006/EK: A Bizottsag 1881/2006/EK rendelete (2006. december 19) az ¢lelmiszerekben
eléfordulo egyes szennyez6 anyagok felsd hatarértékeinek meghatarozasarol.

574/2011/EU: A Bizottsag 574/2011/EU rendelete (2011. junius 16) a 2002/32/EK europai
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