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AZ ANALITIKAI LABORATORIUMI

RESZLEG ELISA EGYSEGE

Mint azt korabbi cikkeinkben is megirtuk az AT Kft.
szervezeti felépitésében komoly valtozasok torténtek az
elmult hénapokban, minek kdvetkeztében a korabban
6nallé Analitikai Laboratorium a Tejvizsgalé Laboratérium
részlege lett. Ezen irasunkkal a részlegen belul folyé ELISA
vizsgalatokat kivanjuk réviden ismertetni.

A részlegben végzett vizsgalatok kozos jellemzéje,
hogy az ugynevezett ELISA médszer (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay, vagyis enzimhez kotott ellenanyag-
vizsgalat) kulonbodzd valtozatait alkalmazzuk. Ennek
megfeleléen a laboratériumi eszkdzhattér is igy kerult
kialakitasra, tovabba a helyiségek elzartsaga és kulleme is
kimondottan a klasszikus laboratériumi kérnyezetet idézik.
A részlegen végzett takarmanytoxin és vemhességi
vizsgalatok a Hirlevelink tavalyi szdmaiban részletesen
kifejtésre kerultek, &m a mérések elve, protokollja és az azt
végz8 csapat bemutatasa ez idaig csak érintbleges volt.

Az ELISA vizsgalatok kilonbo6zé valtozatai ismertek szerte
a vildgon (kompetitiv, nem kompetitiv, direkt és indirekt
ELISA, és ezeken beldli tipusok). Mindegyik lényege az
antigén-antitest kozotti reakcié. Ezen modszerek kdzos
jellemz6je, hogy specifikusak és érzékenyek, mar kis
mennyiség( antigén kvantitativ kimutatasat is lehetévé
teszik. A reakcié soran pl. a tejben vagy takarmanyban
taldlhaté ,antigéneket” enzimmel kapcsolt antitestek
segitségével mutatjuk ki. Esetinkben inkabb az antigén
helyett az analit kifejezés a szerencsésebb, hiszen
toxinokrél vagy vemhességi fehérjékrél van szd. A
reakci6é soran szinvaltozas zajlik le, amelynek intenzitasa
mintanként a bennuk taldlhaté analitok mennyiségétdl
fugg6en valtozo. A szint fotométerrel mérjik. Az igy kapott
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abszorbancia-értékeket (optikai denzitds vagy OD) az
adott ELISA kit kdvetelményeinek (validacios kritérium és
interpretacios értékek) megfeleléen mindenki szamara
jol értékelhet6 eredményekké alakitjuk (pl. vemhes, Ures,
43,56 ng/kg stb.).

Az ELISA méréseket és a hozzdjuk kapcsolédd
adminisztraciot 4 f6 végzi (1 f6 részlegvezetd, 3 6
laborans), koztuk olyan laboransokkal is taldlkozhatunk,
akiket korabban a Nyerstejmingsité részlegrdl is
ismerhetnek Partnereink. Az aflatoxin M1 mérési napok:
hétf6, szerda és péntek, a takarmanytoxin vizsgalatokra
érkezett mintdk pedig kedden és csutdrtokon kerllnek
lemérésre. Indokolt esetben pénteken is elinditunk
méréseket. A PAG-vizsgalatok folyamatosak, a minta
beérkezésének napjan megtorténnek. Az igy kialakitott
munkarenddel biztosithatd, hogy minden Partnerink a
lehetd leghamarabb megkaphassa a vizsgalati mintak
eredményeit.

Az ELISA vizsgdlatokat végz6 munkatdrsak




VEMHESSEGI FEHERJEK (PREGNANCY ASSOCIATED GLYCOPROTEINS) KIMUTATASA
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Az altalunk hasznalt direkt ELISA teszt altal lehetdveé valik
a szarvasmarha- és kecsketejben talalhaté PAG fehérjék
kimutatasa. Mind a havi ellenérz6 befejésbdl, mind pedig
eseti megrendelésekbdl szarmazd mintakbdl médunkban
all vizsgalatokat folytatni. El6z8 esetben a kozponti
adatfeldolgozason keresztul juttatjuk ki az eredményeket
a partnereink felé (ENAR egyedi azonositéhoz parositva),
masodik esetben maga az Analitikai Laboratérium kuldi
meg az adatokat a megrendel6 lapon megadott azonositdk
szerint. A laboratorium altal havonta végzett vizsgalatok
Osszesité eredményeit és elemzését a Partnertdjékoztato
Hirlevélben folyamatosan kozoljuk.

A vizsgalat soran létrejott szinreakci6 aranyos a
mintakban talalhaté vemhességi fehérjék mennyiségével.

Fotométerrel 450 és 630 nm hulldmhosszon mérjik meg
a mintakat. A kapott abszorbancia értékek (OD) és a
kontrollmintak (pozitiv és negativ) eredményei alapjan a
program kiszamitja a mintak pontos PAG tartalmat, majd
besorolja az ,ures", ,vemhes”, vagy ,ismételt mintavétel
javasolt” statuszba.

A teszt kimutatja a vemhességet mar a vemhesitéstél
szamitott 28. naptdl (az elézb elléstdl, illetve vetéléstdl
viszont 60 napnak kell eltelnie, az esetleges korabbi
vemhességet jelz8 PAG-ok Urulése miatt!), ezaltal lehet6vé
teszi az Ures tehenek gyors detektdlasat, és a mielébbi
Ujravemhesitést, igy a két ellés kozotti id6 csOkkentését is.
A masztitiszes tehenek teje nem alkalmas a vizsgalatra.

AFLATOXIN M1 KIMUTATASA TEJBOL

Ez a vizsgalat a kompetitiv ELISA elvén mdkodik
(1. abra), tehat az altalunk mintdhoz adott, konjugalt
(enzimmel jelolt) Aflatoxin M1 molekulak versengenek a
mintaban eredendden megtaldlhaté toxinmolekulakkal
a toxinra specifikus antitestek helyeiért. A fotométerrel
az enzimmel konjugdlt antigének mennyiségére utald
szinvaltozast ,olvassuk” le (450 nm-en), amely forditottan
aranyos a mintaban lév6 toxinmennyiséggel, tehat minél
er8sebb szinl a minta, annal alacsonyabb az Aflatoxin
M1 mennyisége, hiszen a rendszerben lehet8sége van
bekotédni az altalunk adagolt konjugalt antigéneknek,
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TAKARMANYOKBAN ELOFORDULO TOXINOK

A ,takarmanytoxinok” gazdasagi jelentéségét korabbi
cikkeinkben kollégaink mar részletesen ismertették, igy
erre nem térnék ki. Itt csak az allat- és humanegészségugyi
vonatkozasrol irok roviden.

Fontos megjegyezni, hogy allatfajonként eltérd lehet az
egyes toxinokkal szembeni érzékenység, igy az eurépai és
egyéb ajanlasokban legtdbbszor gazdasagi allatfajonként,
és  korcsoportonként  vannak  meghatdrozva a

mert van sok ures hely, azokat nem foglalta el a minta
eredeti toxinja. Ez a kompetitiv ELISA elv teszi lehet8vé
azt, hogy igen kis mennyiségli antigének vagy analitok
mennyiségét is ki tudjuk mutatni a mintakbol.

Az Aflatoxin M1 human egészséglgyi szempontbdl
is karos anyag (genotoxikus karcinogén), ezért az
élelmiszerbiztonsagi szabalyozasat, a tobbi mikotoxinhoz
(lasd lentebb) hasonléan az Eurdpai Parlament és Tanacs
178/2002/EK és az 1881/2006/EK rendeletek targyaljak.
Laboratériumunkban az Aflatoxin M1 kimutatasa
akkreditalt vizsgalat.

I. Az alapelv, hogy a mintdban eredetileg megtaldlhaté és
a konjugdlt, dltalunk hozzdadott toxinok versengenek az
antitestekért. Il. A kivetta feliiletére gydrilag antitest fogo
antitesteket rogzitenek. Ill. Hozzdaddsra kertil a minta, amiben
tobbféle toxin is lehet. IV-V. Hozzdaddsra keriil az dltalunk
kimutatni kivdnt toxinféleség enzimmel konjugdlt vdltozata és
a toxinra specifikus antitestet tartalmazé oldat. VI. A mintdban
eredetileg benne lévé toxinok és a hozzdadott konjugdlt toxinok
lekétédnek a hozzdadott antitestekhez. VII. A mdr toxinnal
Osszekapcsolt antitestek a fogd antitestekhez kétédnek. VIII.
A szabad toxinok kimosdsra keriilnek, a megkétott konjugdlt
toxinok enzimjei hozzdadott szubsztrdt hatdsdra kék szintivé
vdltoztatjdk az oldatot. IX. A keletkez6 kék szin erdssége
forditottan ardnyos a minta eredeti toxintartalmdval (a szerz6
rajza a http 2 alapjén).

takarmanyokban maximalisan megengedett mennyiségek.

A takarmanyokban |év6 esetleges toxinok kimutatasa
az Analitikai Laboratériumban jelenleg két mdédszerrel
torténik: 1. Klasszikus ELISA (kompetitiv ELISA tesztek), 2
ELISA alapu Biochip technolégia.
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Aflatoxinok: féként az Aspergillus fajok termelik (A. flavus,
A. parasiticus, A. nominus). A takarmanyokban az Aflatoxin
B1, B2, G1, G2 formaban lehet jelen. Ezek kézul a B1 a
legmérgez8bb. Az aflatoxinok kulonb6zé betegségeket
idézhetnek el6: aflatoxikézis, Reye-szindréma, krénikus
hepatitis (féként Hepatitis-B fert8zott gyerekeknél) (B.
Toéth 2014), immunszupresszié. Az Aflatoxin B1 az allatban
Aflatoxin M1-gyé (,tejtoxin”) alakulhat, amelynek szintje
nagyon gyorsan valtozik, tehat a toxinos takarmany
levaltasat kovetéen napokon belll csokkenni kezd a
toxin mennyisége. Teratogén és mutagén hatasu, tehat
embriofejl6dési és orokitéanyag problémakat okozhat.
Els6sorban a monogasztrikus allatok fiatal vagy vemhes
egyedeire veszélyes (Kolozsvari 2009). A laboratériumban
az Aflatoxin M1-hez hasonléan kompetitiv ELISAmddszerrel
mutatjuk ki. A vizsgdlat sordn kapott szin er8ssége
forditottan aranyos a takarmanyminta toxintartalmaval.

DON: Elsésorban a Fusarium graminearum faj termeli.
A takarmany visszautasitdsat tapasztalhatjuk, nagyobb
mennyiségbenhanytatd hatasarolismerszikmeg. Embernél
is kivalthat megbetegedést és ezzel jar6 panaszokat:
émelygés, hasfajas, hasmenés, szédulés (http1), bar ehhez
nagy mennyiségben kell bejuttatni a szervezetbe. A T-2
toxinnal erésitik egymas hatasat (B. Toth 2014).

T-2: Szintén Fusarium-toxin (F. tricinctum, F. sporotrichoides,
F. poae). Ez a toxinféleség kimondottan dermatotoxikus
hatasu, elsésorbantehatatakarmanyfelvétel soran okozhat
bdrgyulladast(asertésekalegérzékenyebbekra)(Kolozsvari
2009). E fentiek mellett azonban sokkal jelentésebb
a fehérjeszintézis gatlé hatasa, a maj méregtelenité
szerepének  csokkentése és az  immunrendszer
mUkddésenek gyengitése (fert6z8 betegségekkel szembeni
fogékonysag ndhet). A szervezetbdl viszonylag gyorsan
kitrdl, igy az allati termékekben is elenyészd mértékben
taldlhaté meg (nem akkumulalodik) (Kovacs-Weéber 2008).
A T-2 toxint szintén kompetitiv ELISA médszerrel mutatjuk
ki a takarmanyokbdl, a kapott szin erésségét fotométerrel
olvassuk le.

F-2 (Zearalenon): Jellemz&éen a Fusarium graminearum,
a F. culmorum, F. equiseti, F. sambucinum és a F. scirpi
fajok allitjak el6. Akut toxicitasa nincs, azonban mivel
hatdsa az Osztrogénhez nagyon hasonlo, elssorban a
sertéseknél, de a szarvasmarhanal és a madaraknal (kivéve
tyukfélék) is zavart okozhat az ivarszervek mikoédésében
(genitotoxikus). Sertéseknél megndvekedhet az
embridelhalds, a halvasziletések aranya. Metabolitjai
a placentan keresztil is atjuthatnak és a tejben is
megjelenhetnek (pl. az a-zearalenol elnevezésl metabolit
0sztrogén hatasa haromszor erésebb a zearalenonnal!) (B.
To6th 2014). Atojasban, hisban, majban is akkumulalédhat,
igy emberi fogyasztasra szant termékekben is el6fordulhat
(Kovacs-Wéber 2008, Kolozsvari 2009).

Fumonizin: Leginkabb a Fusarium moniliformae, a F.
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verticillioides, F. proliferatum fajok termelik. A gazdasagi
allatok nagy része (féként a lovak és sertések) érzékeny a
fumonizinekre, elsésorban agy-, tid8- és majkarosodast
okozhatnak. Rakkelt6 hatastuak (emberben is) (Kolozsvari
2009).

Ochratoxin: Els6sorban Penicillin és Aspergillus fajok
altal termelt mikotoxinok. A legjelent8sebb tipusa az
Ochratoxin-A (raktari penészek altal termelt toxinok
kozul a leggyakoribb), laborunk is ezt a tipust vizsgalja a
takarmanyokbol. A vese és a hasnyalmirigy mikddésében
okoz komoly zavarokat, immunszupressziv hatasu és
teratogén. Els6sorban a baromfifajok és a sertés mutat
érzékenységet e toxin irant. A kifejlett kérédzd fajok
bendbjében e mérgez6 anyag artalmatlan vegyuletté
alakul at, igy ezeket az egyedeket mar nem veszélyezteti
(Kolozsvari 2009). Embernél is el6fordulhat ochratoxikodzis.
Tunetei vesefajdalmak, depresszio, étvagytalansag (B. Téth
2014).

A Biochip technolégia (Biochip Array Technology): Ezzel
a modszerrel tobb toxinféleség kvantitativ vizsgalatat
végezhetjuk el egyszerre, ezért a koltség és vizsgalati id6
hatékonysaga sokkal kedvezébb, mint a klasszikus ELISA
moddszerek esetén. A technolégia részletes leirdsa az AT
Hirlevél 2016. XVI. évfolyam, 1. szamaban olvashaté (Kétiné
2016). Most kivonatolva nagyvonalakban Ujra ismertetésre
keral.

Az immunanalitikai eljards hasonl6 a kompetitiv ELISA
rendszerekhez, de a reakci6 alapjat a kemilumineszcencia
jelenti (ez a kémiai reakcié zajlik le a katonasagnal,
buavarkodasban hasznalatos vilagité rud megtérésekor is),
tovabbi Iényeges kulonbség, hogy egy-egy tesztterlleten
(biochip hely) tébb toxinfélére specifikus antitest talalhato.
Az egyes teszttertletekrél beérkezd fényjelet (Relativ
Fény Egységek) a mérést végz6 miszer (Randox Evidence
Investigator) digitalis kameraja fogadja és a mdszer
szoftvere a kalibraciés gorbéhez viszonyitva szamolja at
a partnerek szamara is informativ értékekre (pl. 10,5 pg/
Kg). E technolégia tehat lehet6vé tette, hogy toxin vizsgalati
csomagokat alkossunk. Ezek jelenleg Toxin4 és Toxin7
formaban rendelhetd&k.

Toxin4: aflatoxin B1/B2, DON, T2, F2

Toxin7: aflatoxin B1/B2; aflatoxin G1/G2, DON, T2, F2,
fumonizin, ochratoxin-A

A fent emlitett takarmanytoxinokra vonatkozé hatar- és
iranyértékek megtalalhatok a honlapunkon: http://www.
atkft.hu/info/mikotoxinvizsgalatok

A jelenleg is kidolgozas alatt all6 és tesztidészakat él6
Allategészségligyi Diagnosztikai Laboratériumunkban is
ELISA md&dszereken alapul6 tesztekkel végezzik majd
a fert6z6 betegségek (pl. paratuberkulézis, BVD, IBR)
kimutatasat a havi ellen8rzd fejések mintaibol.



