VLIV DEZINFEKCNICH PROSTREDKU NA RUST FUSARII A TVORBU
TOXINU

Dana Hrubo$ova®?, Petra Motkova® a Jarmila Vytrasova®

'Katedra analytické chemie, Fakulta chemicko-technologicka, Univerzita Pardubice,
Studentské 95, 532 10 Pardubice, +420 466 037 775, dana.hrmova@student.upce.cz

“Katedra biologickych a biochemickych véd, Fakulta chemicko-technologicka, Univerzita
Pardubice, Studentska 95, 532 10 Pardubice

Abstrakt

Cilem préace bylo zjistit vliv vybranych dezinfekci na rlist a produkci deoxynivalenolu a T-2 toxinu.
Zivna média byla pFipravena s riiznou koncentraci testovanych dezinfekcich (Desanal A plus, ProCura
sprej a Guaa - Pool) a zaotkovana plisni rodu Fusarium o denzité 10° spor/ml. Stanoveni obsahu T-2
toxinu a deoxynivalenolu bylo provedeno pomoci komeréné vyrabénych kitli. Jednotlivé kmeny vykazuji
velkou odlisnost v tvorbé toxind. PouZziti nizkych koncentracich dezinfekénich prostfedki nezamezilo
narlstu fusarii a tudiz ani produkci T-2 toxinu a deoxynivalenolu.
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Uvod

Mykotoxiny jsou metabolické produkty patogennich plisni, které kontaminuji krmiva
a potraviny. V soucasnosti je znamo vice jak 300 mykotoxin(. Jsou chemicky rliznorodé s nizkou
molekulovou hmotnosti v rozmezi od 200 do 500. Vyskyt toxinogennich plisni v potravinach
jesté neznamena pfFitomnost mykotoxind [1]. D Mello [2] prokazal produkci a vyskyt vice
mykotoxiny.

Deoxynivalenol a T-2 toxin se fadi do skupin trichothecenovych mykotoxind, které
produkuji plisné rodu Fusarium (Obr. 1). Deoxynivalenol, jehoz maximalni pfipustné mnoZstvi
ve sladu je 1,25 mg/kg, zpUsobuje technologické problémy ve sladarském a pivovarnickém
primyslu. Limitni hodnota pro DON ¢ini podle zékona 298/1997 Sb., vyhlasky MZ 294/97
v zrnu 2 mg/kg; v mouce 1 mg/kg; pro détskou vyzivu 0,5 mg/kg [3]. Pro T-2 toxin zatim neni
stanoven maximalni pfipustny obsah v potravinach, ale v krmivu je 0,5 mg/kg [4]. Intoxikaci
trichothecenovych toxind mlze dojit k poskozeni endokrinniho a nervového systému. Akutni
toxicita se projevuje zvracenim, stfevnimi potizemi, hemoragii nebo teratogennimi Gcinky [5].

Stanoveni mykotoxinll pfi velmi nizkych koncentracich vyZaduje spolehlivé a citlivé
metody pro jejich detekci. Pro stanoveni mykotoxin(i se mohou pouzivat jak analytické, tak
i imunochemické metody. Z analytickych metod se Casto pouZiva vysokolcinna kapalinova
chromatografie (HPLC), plynova chromatografie nebo chromatografie na tenké vrstve.
Z imunochemickych metod se nejCastéji pouzivd ELISA (enzyme linked immunosorbent assay)

[6].



Obr. 1. Plisné rodu Fusarium spp. — rohlickovité makrokonidie, skll'ékové kultura, zvétSeni 400x

Material a metody

Pouzité kmeny plisni: Pro produkci fusariovych mykotoxinl byly pouzity tyto plisné: Fusarium
poae CCM F — 584, Fusarium graminearum CCM F — 683, Fusarium spp.- izolat ze vzduchu ve
sladovné a Fusarium spp.- izolat z jemene. Sbirkové kmeny oznatené CCM F jsou z Ceské
shirky mikroorganism( Brno.
Kultivace: MALT agar - vyrobce HI-MEDIA pfi 25 a 15 °C, 7 dni.
PouZité dezinfekCni pfipravky a jejich koncentrace

Desanal A plus: 3; 5; 7; 10 % doporucena koncentrace vyrobcem: 7 - 10 %

ProCura spray: 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6 % doporucena koncentrace vyrobcem: 1 -2 %

Guaa - Pool: 5; 10; 20; 30; 40 % doporucena koncentrace vyrobcem: 4 - 12 %

Izolace fusariovych mykotoxind

20 g vzorku bylo extrahovano pomoci 100 ml smési acetonitril:voda (84:16). Poté byl
odpipetovan 1 ml extraktu a precCistén pFes imunoafinitni kolonku pro T-2 toxin: EASI-
EXTRACT® T-2 HT-2 (R-Biopharm, Némecko) a pro DON: DON test ™ HPLC (Vicam, USA)
a odpafen do sucha. Pro analyzu mykotoxinu byl k odparku pfidan 1 ml destilované vody
pro ziskani plvodniho objemu extraktu. Dale bylo postupovano dle navodu v Agra Quant®
Deoxynivalenol Test kitu (limit detekce 0,2 ppm) a Agra Quant® T-2 toxin Test kitu (limit
detekce 35 ppb). 200 pl konjugéatu bylo smichdno 100 ul vzorku nebo standardu v pfipravné
testovaci mikrodesticce. Okamzité po promichani bylo preneseno 100 pl do meéfici jamky
a inkubovano pfi laboratorni teploté 15 minut. Obsah jamek byl vyprazdnén do odpadu a pétkrat
promyt promyvacim roztokem. Zbytek promyvaciho roztoku byl vyklepnut a osusen filtratnim
papirem. Do kazdé jamky bylo napipetovano 100 pl substratu (inkubace pfi laboratorni teploté
5 minut), a potom 100 pl stop roztoku. Strip byl vloZzen do ELISA readru Multiskan RC
(Labsystem Ltd. Oy, Finsko) a byla méfena absorbance pfi vinové délce 450 nm.

Vysledky a diskuse

Pro tento experiment byly vybrany kmeny, které produkuji ve velké mife pouze jeden
toxin (T-2 toxin nebo deoxynivalenol). V pfitomnosti riznych dezinfekci doSlo ke zvySené



produkci T-2 toxinu i deoxynivalenolu, a proto je velice nutna aplikace spravné koncentrace
dezinfekce, kterou doporucuje vyrobce. Ke stejnému zavéru dosli ve studii vlivu fungicidl
na produkci fusariovych toxind [7]. Jak byla ovlivnéna hladina T-2 toxinu ve vzorcich oSetfenych
Desanalem A plus v porovnéni s neoSetfenym vzorkem, je vidét v tabulce €. 1. Stejné takto se
chovaly ostatni testované kmeny fusarii pfi produkci T-2 toxinu a deoxynivalenolu v pfitomnosti
ostatnich dezinfekcich.

V letech 2002 — 2003 bylo testovano 65 vzork( zemédélskych plodin na pfitomnost
a koncentraci péti nejcastéjSich mykotoxin(: aflatoxin, deoxynivalenol, fumonisin, T-2 toxin
a zearalenon. NejcCastéjSimi toxiny ve vzorku byly: deoxynivalenol > T-2 toxin > zearalenon.
Pro jejich kvantitativni stanoveni byla také pouzita ELISA metoda. [8]. Tato metoda poskytuje
dostatecné presné vysledky pro analyzu mykotoxind.

Tabulka 1. Produkce T-2 toxinu v pritomnosti dezinfekce (Desanal A plus) u kmenl Fusarium
poae CCM F — 584 a Fusarium spp. - izolat ze vzduchu ve sladovné.

koncentrace (*) podminky priimérna hodnota T-2

kultivace toxinu ve vzorku (pg/kg)

Fusarium poae 25°C, 7.dni 13,6
Fusarium poae + D3 25°C, 7 dni 59,4
Fusarium poae + D5 25°C, 7 dni 56,73
Fusarium poae + D7 25°C, 7 dni -

Fusarium poae 15°C, 7 dni 93,7
Fusarium poae + D3 15°C, 7 dni 77,6
Fusarium poae + D5 15°C, 7 dni 84,55
Fusarium poae + D7 15°C, 7 dni 37,1

Fusarium poae + D10 15°C, 7 dni -

Fusarium spp. 25°C, 7.dni 71,6
Fusarium spp. + D3 25°C, 7 dni 82,7
Fusarium spp. + D5 15°C, 7 dni 80,0
Fusarium spp. + D7 15°C, 7 dni -

Fusarium spp. 15°C, 7 dni 13,0
Fusarium spp. + D7 15°C, 7 dni 69,4
Fusarium spp. + D10 15°C, 7 dni -

(*) D = dezinfekce Desanal A plus, koncentrace: D3 =3 %, D5 =5 %0, D7 =7 % a D10 = 10 %.

ZAaver

Byly testovany 2 shirkové kmeny fusarii (Fusarium poae CCM F - 584 a Fusarium
graminearum CCM F - 683) a 2 divoké kmeny fusarii (Fusarium spp. - izolat ze vzduchu
ve sladovné a Fusarium spp. - izolat z jemene) na rdst a tvorbu toxind za rliznych podminek.



Bylo zjisténo, Ze pouZziti nespravné koncentrace dezinfekénich prostfedkd mize zplsobit
zvysenou tvorbu toxind.
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Abstract

The aim of the work was to examine the effect of selected disinfectants on the growth
and production of deoxynivalenol and T-2 toxin. Nutritive media were prepared with different
concentration of the tested disinfectants (Desanal A plus , ProCura spray and Guaa - Pool) and were
inoculated with Fusarium moulds (density of 10° spores / ml). The quantification of T-2 toxin
and deoxynivalenol was performed using commercially manufactured kits. Individual strains show a great
difference in the formation of toxins. The using of low concentrations of disinfectants inhibit growth
fusarium and ergo no production of T-2 toxin and deoxynivalenol.



