M 48. Ddkaz potencialnych toxinogénnych hub rodov Aspergillus a Penicillium

1. Princip

Potencionalne toxinogénne plesne sa mdzu dokazat rastom na selektivnych médidch .
Aspergillus flavus a Aspergillus parasiticus( potenciondlny producenti aflatoxinov) produkuja
kyselinu aspergilovi ,alebo neoaspergilovi ,ktord vytvara so solami Fe** farebny komplex
feriaspergilin a ferineoaspergilin ,ktory sposobi zafarbenie spodiny rasticej kolonie na
zltooranzovo az hrdzavo po kultivacii za konsStantnych podmienok danych danou metédou.
Penicillium viridicatum(producent nefrotoxinov ochratoxinu a citrininu) na selektivnom
médiu vytvara farebny komplex ,ktory spdsobuje zafarbenie spodiny rasticej koléonie na
fialovo hnedo az hnedo ¢erveno.

Po preockovani pozitivnych koloénii na Czapek-Doxovom agare a naslednej kultivacii sa
urobi nasledné mikroskopické vySetrenie preparatov danych rodov a porovnaju sa ich
morfologické znaky s mikrobiologickym kI'i¢om.

2. Pomocky
2.1. Pristroje a zariadenia

Autoklav

Sterilizator teplovzdusny
Petriho misky
vahy Il triedy presnosti
pH meter

pipety

o¢kovacie kl'ucky
biologicky termostat
mrazni¢ka (-20°C)

2.2. Cinidla, roztoky , Zivné pody

laktofenol(20ml fenol,20ml kysel.mlie¢na,1g cotton blue,40ml glycerin,20ml vody)/1,/
chlornan sodny 0,4-2%

Dichloran(botran)2,6dichloro- 4nitroanilin

glycerol

kvasniény autolyzat

citran Zelezity

agar




chloramfenikol(CHMF)
chlortetracyklin(CTC)
sacharoza
pentachlérnitrobenzén
bengalska ¢ervena

ZloZenie selektivnych médii: /2,6/ 13,/

AFPA(g/l) modifikacia média GKCH(g/l) na
stanovenie
celkového poctu hab STN 56
0087(ISO 7954)

pepton 10 -

glukéza - 20

kvasni¢ny autolyzat 20 5

citran Zelezity 0,5 0,5

agar 15 20

CHMF 0,1 0,1

Dichloran 0,002 0,002

pH 6-6,5 6,5+0,1
podmienky kultivacie /2,5,6/ 30°C 42 hod. 25°C 3-5 dni

Selektivita AFPA a upraveného GKCH média je sposobena pridavkom dichloranu, ktory
potla¢a rast rychlorasticich saprofytickych hub Soli Fe** predstavuju diagnosticka sucast’
média na indik4ciu pozitivnej reakcie.

/5,6,/ 14,10/

PRYES (g/l) DRYES(g/l)
kvasni¢ny autolyzat 20 20
sachar6za 150 150
agar 20 20
CHMF 0,05 0,05
CTC 0,05 0,05
Bengalska Cerven 0,025 0,025
pentachloronitrobenzén 0,1 -
dichloran - 0,002
pH pred ster. 5,6 5,6

podmienky kultivacie 20°C 5-7 dni




Zvysend koncentracia sachar6zy znizuje a, PRYES a DRYES médii a preferuje rast
xerofilnych hub .Bengdlska cCerven ,dichloran a pentachlérnitrobenzén  inhibuji rast
rychlorastacich druhov hub.

Selektivne média pripravujeme podla STN 560100 Mikrobiologické skuSanie pozivatin,
predmetov bezného uzivania a prostredia potravinarskych prevadzok.

pH médii sa upravuje pred sterilizaciou, sterilizuje sa pri 121 +1°C po dobu 15 min..

3.Bezpec¢nostné opatrenia pri analyze vzoriek podozrivych z pritomnosti aflatoxinov a
toxinogénnych plesni

3.1 Pre pracu s aflatoxinmi a toxinogénnymi plesiiami platia predpisy tykajuce sa prace s
karcinogénmi. Presné dodrziavanie nizSie uvedenych smernic umozni predist’
onemocneniam ako st mykdzy, alergie z plesni alebo aflatoxikozy.

Aflatoxiny st vysoko toxické pre Cloveka a zvierata a preto je potrebné s nimi zaobchadzat’
ako s nebezpecnymi jedmi.Ako najnebezpecnejSie je preniknutie do organizmu
intravenozne, potom intramuskuldrne. Analyzou vzorky podozrivej z pritomnosti
aflatoxinov a patogénnych plesni, tak aj pomocnymi pradcami, musia byt povereni
pracovnici, ktori boli pouceni o bezpecnostnych a preventivnych opatreniach. Pri praci
nesmu fajcit’,jest’ a pit’.

3.2 Ochranné prostriedky

Laboratérni pracovnici sa musia chranit vhodnymi ochrannymi prostriedkami proti
kontamindcii plesiiami alebo aflatoxinmi. Ku zvySenej bezpecnosti musia byt’ na tvari raska,
na rukdch gumenné rukavice, obleceny pracovny plast’.

3.3 Ochranné opatrenia pri praci

Pri vlastnej praci je potrebné zabranit pristupu nepovolanym osobam.

Pri spracovani vzoriek su vSetky laboratorne prace, pocas ktorych  vznikd prach,
potenciondlne nebezpecné zo Sirenia plesni alebo aflatoxinov do prostredia laboratéria. Preto
triedenie vzoriek, odoberanie vzoriek k analyzam drveniu, rozomiel'aniu a preosievaniu sa
musi vykondavat’ opatrne, aby kontaminacia osob a okolia bola zniZena na minimum.

3.4 Dezinfekcia

V laboratoriach, v ktorych sa pracuje so zaplesnenymi vzorkami je vhodné pred
detoxikaciou previest' dezinfekciu proti vegetativnym 1 spoérovym formam tychto plesni.
K tomuto sa hodi formalin, kyselina peroxyoctova (Persteril), Lastanox Q a Lastanox
F.Rod. Aspergillus je v ¢istom prostredi inaktivovany kyselinou peroxyoctovou pri 0,005%
koncentracii, Lastanoxom Q pri 0,5mg/l, Lastanoxom F v koncentrécii 10mg/I.

Bezné upratovanie sa prevadza handrami stieranim s roztokom 15% roztoku chlérnanu
sodného riedené¢ho 1+10 vodou.

K dekontaminécii ploch, pripadne iného materialu sa pouziva 5% roztok chlérnanu sodného.
Ked’ sa maji zneSkodnit’ roztoky nemieSatelné s vodou, preleju sa najprv 5% chlérnanu
sodného a potom sa prida rovnaky objem HCl o koncentrdcii 6mol/l, ¢im sa uvolni
chlor.Vytvoreny plynny chlor je vel'mi u€inny, necha sa posobit’ niekol’ko minat a potom sa
vyvetra. Pracovny priestor v digestoriu je mozné po ukonceni prace oziaritt UV lampou o
vykone 40W najmenej 4 hodiny.




Laboratorne sklo sa dekontaminuje v kupeli tohoto zloZenia:

2,5 kg hydroxidu sodného technického

1 roztoku chlornanu sodného technického

200ml saponatu

50 | vody,

sklo sa necha namocené 12 hodin.

Ak nie je moznost spalovania kontaminovanych vzoriek, mézu sa dekontaminovat’
roztokom chlérnanu sodného, doba posobenia pol hodiny.

Pri kontaminacii rik je nutné dekontaminovat’ 5% roztokom chlornanu sodného, potom
umyt mydlom a oplachnut’. /11/

4. Pracovny postup
4.1. Priprava vzorky

Vzorky praskové: STN EN I1SO 6887-1 (56 0102) VSeobecné pokyny na pripravu riedenia
zékladnej suspenzie a desatnasobnych riedeni

Vzorky pevné: na povrchovu sterilizaciu sa pouziva napr. 5% formalin,75% alkohol,0,5-
2,0% chlornan sodny, ktoré¢ nechame posobit’ 1-5 minat. Potom zrnkd, alebo kusky 3 krat
oplachneme za sebou sterilnou vodou tak, aby sa odstranili vSetky zvySky dezinfekéného
roztoku. /2/

Vzorky uréené na priame ockovanie (semend,bdby,oriesky,koreniny), sa udrzuji 72 hodin pri
-20°C,aby sa usmrtili roztoce a ich zarodky.

4.2. Stanovenie

Pri vzorkach pevnych pouZivame metddu priamej inokulécie /2,/ktora je cCasto velmi
vyhodnd, pretoze sa lou moézu izolovat’ zo vzoriek aj také kmene mikroskopickych hub,
ktoré sit vo vzorke menej zastipené. Metodou priamej inokuldcie sa zo vzoriek izoluje z
vySetrenych substratov 3-nasobne viac rozli€énych druhov mikroskopickych vldknitych hub,
ako zo vzoriek ockovanych dilu¢nou metdédou. Mnozstvo inokulovaného materialu na zivnli
podu v jednej Petriho miske sa vSak musi v tomto pripade prisposobit’ predpokladanej
kontaminécii. Pri metdde priameho oc¢kovania treba okovat materidl na vacsi pocet misiek.
Jednou z modifikacii priamej inokuldcie je kladenie povrchovo sterilizovanych zfn a
orieSkov na povrch Zivnych médii. Toto vySetrenie sa robi vtedy, ak sa maji selektivne
izolovat’ mikromycéty, ktoré vrastli do rastlinného tkaniva a pod. Vzorka sa navazi v
mnozstve 10 g, povrchovo sa sterilizuje podla predchadzajiceho odstavca, pozorne sa
vSetky vysterilizované zrnkd, tiez ich sterilné rezy, kladu sterilnou pinzetou na povrch
tuhych Zivnych pod v Petriho miskach, podl'a velkosti 5 az 20 kuskov na 1 Petriho misku /2/.

Co sa tyka reprodukovatelnosti vysledkov pri vzorkach sypkych, je potrebna ich
homogenizacia, pri ktorej je potrebné dodrZzat' ¢as homogenizacie 1 minatu. Odporaca sa
homogenizovat’ v sterilnom fyziologickom roztoku 1:10, homogenizat treba nechat’ pred
pipetovanim postdt’ 5 minat.. Vzorky po danom riedeni vyoCkujeme na povrch médii v
mnozstve 0,2-0,5 ml v dvoch paralelnych stanoveniach /2/.




Kultivujeme v tme, pri intenzivnej cirkulécii vzduchu, v neprevratenej polohe bez
premiestiiovania misiek,v biologickom termostate za podmienok uvedenych pri priprave
kultivaénych médii a bez pritomnosti kvasiniek v biologickom termostate.

Pri stanoveni potenciondlne toxinogénnych hub rodu Aspergillus pouZzijeme
selektivne médium AFPA(vyrobca OXOID)/2,//5,/ ,alebo jeho ndhradu GKCH s pridavkom
citranu zelezitého a dichloranu. Doba kultivacie pri pouziti AFPA média sa skracuje na 42
hodin pri 30°C.Pri pouziti média GKCH na stanovenie plesni ,za pridavku citranu Zelezitého
a botranu je teplota kultivacie 25°C a doba kultivacie 3-5 dni.

Pozitivna reakcia toxinogénnej plesne rodu Aspergillus je Zltooranzova az
hrdzavé farba spodiny kolonie na selektivnom kultivaénom médiu.Pdda je urcend na izolaciu
alebo identifikaciu kmenov Aspergillus flavus,Aspergillus parasiticus,ktoré rasti na tejto
pdde vo forme kolonii s bielym ,sterilnym a k pdde pritisnutym vzdusnym mycéliom
.Zafarbenie spodnej casti kolonie je viditeIné este pred tvorbou typickych olivovozelenych
konidii.Takmer rovnaky pigment spodiny kolénii produkuju niektoré kmene Aspergillus
ochraceus. Pozitivnu reakciu z rodu Aspergillus davaji nasledovné druhy:

Aspergillus flavus
Aspergillus parasiticus
Aspergillus guercinus
Aspergillus oryzae
Aspergillus ochraceus
Aspegrillus wentii
Aspergillus melleus

Pri stanoveni rodu Penicillium pouzijeme selektivne média PRYES a DRYES
Doba kultivacie je 5-7 dni pri 20°C.Pozitivna reakcia fialovo hned4 az hnedo ¢ervena
spodina koldénie indikuje moznost’ produkcie ochratoxinu a citrininu  kmefimi Penicillium
viridicatum/4,//6,/ Kolonie so zltou spodinou  indikuji pritomnost  potencidlnych
producentov xanthomegninu a viomelleninu, kmenmi Penicillium veridicatum a Penicillium
aurantiogriseum /6//5//10,/.

Kombinéaciou tychto technik, kultivaciou na médiu AFPA (pripadne na GKCH s
pridavkami danych substancii) a kultiviciou na médiach PRYES a DRYES, moéze byt
detegovana pritomnost’ toxinogénnych plesni /5/.

Ked’ po uplynuti daného ¢asu na miskach nie je pozitivna reakcia vykultivovanych
kolonii, nechd sa v biologickom termostate kultivovat’ eSte do 21 dni na potvrdenie negativne;j
reakcie /2/.

Pri pozitivnej reakcii danu koldniu vyockujeme na Czapek Doxov agar. Nechame
kultivovat pri 20°C 5 dni a porovndme na sklickovom preparate s laktofenolom pri
zvacSeni 40 x morfologické vlastnosti danych rodov a druhov s morfologickymi
vlastnostami z vlastnej zbierky trvalych preparatov, pripravenych zo zbierkovych kultur,
alebo fotografickych materidlov, ktoré sluzia ako porovnavaci material.



5. Vyjadrenie vysledkov

Pri praskovych vzorkach sauddva pritomnost’ potencionalnych toxinogénnych plesni ako
pozitivna na 1 g vzorky, nepritomnost’ potencionalnych toxinogénnych plesni ako
negativna na 1 g vzorky.

Pri vzorkach tuhych kusovych sa udava pritomnost potencionalnych toxinogénnych plesni
ako pozitivna na 10 g vzorky a nepritomnost potencionalnych toxinogénnych plesni ako
negativna na 10 g vzorky.
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|6. 2 Kultiva¢né a morfologické vlastnosti

Penicillium viridicatum

kultivaéné vlastnosti

kolonie na Czapek Doxovom agare dosahuju priemer 2,5-3,5 cm za 12-14 dni pri teplote 22-
25 °C.Farba kolénie je v mladosti Zltozelena az malachitovozelena, neskor
sivohneda./7,/,Lem ma biely ,Siroky 1-2 mm.Koldénia u niektorych kmenov ryhovana
paprskovito.Vypotok Ciry az nazltly.Spodna strana bezfarebna ,z1ta az svetlo hneda.
morfologické vlastnosti



huba patri podla rozvetvenia a stmernosti konidioforov do skupiny
Asymmetrica.Konidioféry si obvykle zdrsnené alebo bradavi¢naté.Fialidy st usporiadané
praslenovito ,inokedy rozlicnymi stupiiami priklonené k hlavnej osi:Konidie st v $tadiu
tvorby ovalne,neskor gul'ovité,usporiadané do rovnobeznych retiazok pritlatenych k sebe.

Aspergillu flavus

kultivaéné vlastnosti

kolénie na Czapek Doxovom agare rasti vel'mi rychlo,st najprv vlockovité ,alebo vinaté a
biele alebo zafarbené svetlo Zlto,v dobe zrelosti kolonie slamovo zltécitronovo ZzIté,
zltozelené 1 tmavsie zltozelené, niekedy ako starSie hnedozlté,mavaji zrnity vzhl'ad.Spodina
je spociatku ZzIta, neskor hneda./1,/Niektoré kmene tvoria sklerocia Cervenohnedej az
¢iernej farby po dlhSom case kultivacie.

morfologické vlastnosti

z mycélia vyrastaji  bezfarebné konidioféry so zdrsnenou stenou,ktoré pozvolna
prechadzaju do flaSkovitych vezikul.Sterigmi su primérne aj sekundarne.Konidie su gulaté
ostnité.

Aspergillus parasiticus

kultiva¢né vlastnosti

kolonie na Czapek Doxovom agare rasti v priemere 2,5-5 cm, nizke, zrnité,niekedy
paprskovite ryhované, zlotozelené, travovo zelené az hnedozelené. Spodnd strana svetlo
hneda.Vypotok sa netvori./1/

morfologické vlastnosti

Konididlna hlavica paprskovitd,konidiofory dlhé, bezfarebné, hladké.Vezikula je takmer
gulovita, fialidy v jednej rade po celom povrchu vezikuly. Konidie gulovité, jemne ostnité,
jasne Zltozelené/1/.

Aspergillus oryzae

kultivaéné vlastnosti

Kolonie na Czapek Doxovom agare rasi pomerne rychlo a dosahuju priemer 5-6 cm.Vzdusné
mycélium tvori vatovity povlak, najprv biely,citronovo ZIty, potom zltozeleny a prechadza do
olivovo hnedej farby. Spodna strana je bezfarebna /1/.

morfologické vlastnosti

konididlne hlavice st paprskovité.Stena konidioféru byva drsna alebo hladka,,Vezikula byva
gulovitd,do 3/4 pokryta fialidmi,fialidy su v jednej rade. Niekedy sa tvoria aj dve rady
fialidov. Konidie si hruskovité, alebo elipsovité. VacSinou st zelené, alebo Zltohnede,
s povrchom hladkym, alebo zdrsnenym, niekedy aj ostnitym /1/.

Aspergillus ochraceus

kultivaéné vlastnosti

Na Czapek Doxovom agare rasti nizke, zrnité, spravidla so sustredenou vrstevnatostou,
zIté, okrovo zIté, oranzovo cervené, spodnd strana bezfarebnd, oranzova az purpurova.
morfologické vlastnosti

konidiofor je variabilnej vlastnosti, v dolnej Casti ZIty, so zibkovitym povrchom,vezikuly
gulovité az elipsoidné, plodné po celom povrchu, pritomné priméarne aj sekundarne fialidy.
Konidie gulovité, aj elipsoidné, viacmenej drsné, alebo ostnité /1/.




Aspergillus wentii

kultivaéné vlastnosti

Kolénie na Czapek Doxovom agare rastil rychlo, najprv vytvaraji vinité biele alebo Zzlté
mycélium,v dobe zrelosti konidii sa povrch meni od Zltej az k olivovo hnedej ,niekedy
bronzovo hnedej, pri niektorych kmenoch az ¢okoladovo hnedej.Spodné strana pri starSich
kultarach je Cervenohneda /1/.

morfologické vlastnosti
Konidiofor hladky alebo slabo zdrsneny,vezikuly gul'ovité, pritomné fialidy primarne aj
sekundarne, konidie su elipsoidné /1/.




