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Inventia se refera la un mediu, pentru diferentierea ciupercilor aflatoxigene si non-
aflatoxigene, destinat utilizarii in domeniul controlului sigurantei alimentului, respectiv pentru:
(1) controlul prezentei ciupercilor aflatoxigene din grupul Aspergillus section flaviin alimente
si furaje si/sau (ll) izolarea tulpinilor non-aflatoxigene de aspergilii din acelasi grup, utile in
combaterea biologica a ciupercilor producatoare de aflatoxine.

Sunt cunoscute o serie de procedee si de produse care permit punerea in evidenta
a prezentei ciupercilor aflatoxigene (din grupul Aspergillus section flavi) intr-un substrat (ali-
mentar). US 6623932 prezinta secventele de primeri specifici pentru ciupercile aflatoxigene,
ca si procedeul de utilizare a acestor primeri (independent sau in combinatie) pentru punerea
in evidenta a ciupercilor microscopice aflatoxigene intr-un sistem dat. Procedeul prezentat
implica urmatoarele etape: (1) prelevarea microflorei din substratul (alimentar); (1) extractia
ADN-ului din microflora prelevata din substrat; (I1l) amplificarea enzimatica a ADN-ului (PCR)
folosind primerii specifici; (IV) analiza ADN amplificat prin electroforeza si (V) identificarea
ciupercilor aflatoxigene. Procedeul propus este laborios si necesita aparatura specializata,
reactivi scumpi si personal inalt calificat. Procedeul descris nu permite identificarea si
izolarea tulpinilor de aspergilii non-aflatoxigene (care pot constitui componenta activa a unor
bioproduse cu un rol semnificativ in limitarea biologica a riscului contaminarii cu aflatoxine -
US 5294442 si US 6306386 sau WO 2006/076245).

Utilizarea unor aditivi de tip ciclodextrina (ES 2162552) pentru mediile de cultura
uzuale reprezinta o solutie ieftind, usor de realizat cu personal de calificare medie si cu o
dotare simpla si care permite diferentierea intre ciupercile aflatoxigene si non-aflatoxigene
si izolarea ulterioara a ciupercilor non-aflatoxigene. In brevetul citat la mediiile uzuale:
Sabouraud + oxitetracicilina (10 g peptonda, 40 g glucoza, 15 g agar, 50 mg oxitetracicling,
apa distilata panala 1000 ml); Sabouraud + oxitetraciclina + rogu bengal (10 g peptona, 40 g
glucoza, 15 g agar, 50 g oxitetraciclind, apa distilata pana la 1000 ml, adaugare 35 mg rosu
bengal inainte de sterilizarea prin autoclavare); agar - extract de drojdie - zaharoza (20 g
extract de drojdie, 150 g zaharoza, 20 g agar, apa pana 1000 ml) au fost adaugate cate 3 g
de heptakis (2,6-o-di-metil)-pB-ciclodextrind. Ciclodextrina in exces formeaza compusi de
incluziune care amplifica fluorescenta aflatoxinelor si permite astfel identificarea rapida a
tulpinilor de ciuperci producéatoare de aflatoxine si diferentierea tulpinilor non-aflatoxigene.

in cazul procedeului de diferentiere care utilizeaza aditivul de tip ciclodextrina descris
prin brevetul spaniol dezavantajele sunt date de: (I) selectivitatea redusa a mediilor folosite
pentru ciupercile din grupul Aspergillus section flavi (grup in care sunt incluse majoritatea
tulpinilor de ciuperci cunoscute ca fiind producatoare de aflatoxine) si (1) lipsa ingredientilor
care sa induca o (supra)exprimare certa si sigurd a genelor implicate in biosinteza
aflatoxinelor (gene care sunt puse in evidenta prin amplificarea enzimatica a ADN cu ajutorul
primerilor descrigi in US 6623932).

Problema tehnica pe care o rezolva inventia de fatd este stabilirea unei asocieri
optime de ingrediente, cat si a raportului lor de amestecare pentru definirea unui mediu de
culturd selectiv, prin care s& se asigure diferentierea certd si rapida intre ciupercile
aflatoxigene si non-aflatoxigene.

Mediul de culturd, conform inventiei, inlaturd dezavantajele mentionate mai sus, prin
aceea ca este constituit din: 0,45...0,55 parti K,HPO,, 0,45...0,55 partiMgSQO,, 0,25...0,3 parti
complex zinc:gelatin-peptona 1:12, 0,25...0,3 parti peptona, 0,45...0,55 parti extract de
drojdie, 28...32 parti zaharoza, 2,8...3,2 parti dimetil-B-ciclodextrind, 0,048...0,052 parti
cloramfenicol, 0,00018...0,0022 parti dichloran, 18...22 parti agar, apa distilata pana la 1000
parti, partile fiind exprimate in greutate.
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Prin aplicarea inventiei, se obtin urmatoarele avantaje:

- izolarea directa a ciupercilor microscopice din grupul Aspergillus section flavi din
substratele naturale datorita selectivitatii induse de dichloran (2,6-dicloro-4-nitroanilind) si
cloramfenicol;

- producerea sporitd de aflatoxine datoritd continutului ridicat de zinc si de
prolind/hidroxiprolind (compusi care stimuleaza exprimarea genelor implicate in biosinteza
aflatoxinelor si care rezulta din metabolizarea complexului zinc-gelatin-peptona sub actiunea
exo-proteazelor produse de ciupercile cultivate pe mediu agarizat);

- evidentierea rapida a tulpinilor aflatoxigene si non-aflatoxigene prin examinare in
lumina UV datoritd amplificarii fluorescentei naturale a aflatoxinelor;

- realizarea testelor de diferentiere usor, fara a fi necesara aparatura complexa,
reactivi costisitori si/sau personal cu inalta calificare;

- realizarea testelor de identificare a hazardului microbiologic care genereaza riscul
de contaminare a alimentelor cu aflatoxine (cei mai periculogi contaminanti ai alimentelor),
cét siizolarea si selectarea de tulpini non-aflatoxigene utilizabile in combaterea biologica a
tulpinilor aflatoxigene.

Se da in continuare un exemplu de realizare a inventiei:

Exemplu. intr-un flacon Erlenmayer de 500 ml gradat se introduc pe rand 0,05 g
K,HPO,, 0,5 g MgSO,, 0,025 g complex zinc:gelatin-peptona 1:12, 0,025 g peptona, 0,5 g
extract de drojdie, 3 g zaharoz3, 0,3 g dimetil-B-ciclodextrina, 2 g agar, cantarite cu precizie
analitica. Se adauga 90 ml apa distilatd. Se incalzeste la fierbere pana la dizolvarea
completa a tuturor ingredientelor si apoi se mentine pe baie de apa la 55...60°C. Peste
solutia mentinuta la 55°C se adauga 5 ml dintr-o solutie apoasa 0,1% de cloramfenicol
(masa/volum) si 0,1 ml dintr-o solutie alcoolica (20% alcool etilic in apa, volum/volum) de
0,2% (maséa/volum) dichloran. Se verifica pH-ul care trebuie safie de 6,3+0,2. Se corecteaza
daca este nevoie cu solutii de KOH 1N sau H,SO, 1N. Se aduce volumul final la 1000 ml,
se astupa paharul Erlenmayer cu dop de vata, si apoi se autoclaveaza la 121°C, timp de 30
min. Mediul autoclavat se raceste si apoi se lichefiaza prin incalzire pe baie de apa. Mediu
lichefiat se distribuie aseptic in placi Petri sterile de 67x15 mm, cate 6...7 ml pe placa si se
asteapta sa se raceasca.

Complexul zinc:gelatin-peptona 1:12 utilizat in mediul de mai sus se prepara dupa
cum urmeaza: 8,14 g de oxid de zinc (Sigma Aldrich de puritate farmaceutica USP) se
omogenizeaza cu 500 ml apa distilatd. In omogenat se adauga 16,2 g de gelatin-peptona
(Laboratoarele Conda, cat. 1608) si se incalzeste pe baie de apa cu reflux pana la
solubilizarea totala a oxidului de zinc (datorita formarii complexului zinc - aminoacizi/peptide).
Complexul zinc a fost considerat in mod arbitrar ca fiind 1:12, luandu-se in calculul
stoichiometric o valoare medie de 135 pentru masa moleculara a aminoacizilor. Chelatul
zinc-gelatin-peptona format prin procedeul de mai sus a fost uscat prin pulverizare, intr-un
atomizor de laborator Niro Minor Unit, la o temperatura de intrare de 140...150°C si la o
temperatura de iesire de 80...90°C.

Dimetil-B-ciclodextrina folosita in mediul de mai sus a provenit de la Fluka, CAS
Number: 51166-71-3.

Placile Petri de mai sus se inoculeaza axenic cu 0,5 ml de suspensie provenita din
dilutia seriald 102 a unei probe (de sol sau de aliment) extrase in raport de 1:10 in tampon
fosfat salin. Se incubeaza intre 3 si 7 zile la temperatura de 25...28°C dupa care se
inspecteaza placile. Tulpinile aflatoxigene formeaza colonii de culoare galben-maslinie
caracteristica si au o fluorescenta semnificativa, iar tulpinile non-aflatoxigene prezinta
culoare galben-maslinie caracteristica dar nu au fluorescenta.
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Mediul realizat conform inventiei a fost testat fatd de alte tipuri de medii utilizate
pentru izolarea si/sau diferentierea aspergililor aflatoxigene si non-aflatoxigene, mediul
Dichloran roz bengal (Aldrich, Fluka BioChemika) plus aditiv dimetil-B-ciclodextrina si mediul
AFPA (Oxoid). Selectivitatea mediilor a fost testata prin inocularea placilor Petri de diametru
67x15 mm cu amestecuri de suspensii de spori de Aspergillus flavus, Sclerotinia
sclerotiorum, Drechslera turcica, Botrytis cinerea, Mucor mucedo, Penicillium expansum,
Fusarium graminearum. Capacitatea acestor medii de a permite evidentierea rapida a
aspergililor a fost testata prin depunerea pe respectivele medii de cultura, in conditii
aseptice, a unor boabe de porumb (dezinfectate la suprafata prin scufundare in hipoclorit de
sodiu 1,5%, 3 min si spalare cu apa distilata sterild), taiate in doua cu un bisturiu flambat.

Placile Petri cu diferite medii inoculate cu amestecuri de spori sau cu boabe de
porumb taiate, au fost incubate 7 zile la 25°C. Diferitelor medii le-au fost acordate note care
au derivat din pozitia lor relativa (unele comparativ cu altele) in capacitatea de diferentiere
a aspergililor fatd de celelalte ciuperci, ca si in capacitatea lor de evidentiere a tulpinilor
aflatoxigene si non-aflatoxigene.

Mediul Dichloran roz-bengal (DRBA) folosit a provenit de la Aldrich - Fluka
BioChemika, avea urmatoarea compozitie: 1 g KH,PO,; 0,59 MgSO,; 10 g glucoza; 5 g
peptond; 2 mg dichloran, 25 mg roz bengal, 15 g agar, apa pana la 1000 ml si un pH final
de 5,610,2. La acest mediu s-a adaugat 3 g dimetil-B-ciclodextrina.

Mediul AFPA (Aspergillus flavus/A. parasiticus selective medium) fost furnizat de
Oxoid si avea urmatoarea compozitie: 10 g peptona; 20 g extract de drojdie; 0,5 g citrat de
fer si amoniu; 2 mg dichloran, 15 g agar, apa pana la 1000 ml si un pH de 6,3 £0,2.

Notele acordate diferitelor medii in privinta selectivitatii pentru ciupercile toxigene din
grupul Aspergillus section flavi sunt prezentate in tabelul 1.

Tabelul 1
Selectivitatea mediilor de cultura testate pentru aspergiliile toxigene
Mediu Aprecierea selectivitatii®
Asp/Fusarium | Asp/Drechslera | Asp/Mucor | Asp/Penicillium | Asp/Rhisopus
DRBA 3 1 2 1 3
AFPA 1 2 3 2 1
cfex. 1 2 3 1 3 2

#- Note pe o scarade la 1 la 3, prin compararea cresterii intre diferitele specii de ciuperci microscopice pe fiecare
dintre medii.

Rezultatele din tabel demonstreaza o selectivitate relativ egala a mediilor folosite. In
toate cazurile factorul major de selectivitate este dichloranul (2,6-dicloro-4-nitroanilina), un
fungicid care este inactiv fatd de ciupercile microscopic din genul Aspergillus. Mediile
DRBA si cel propus prin prezenta inventie au in plus si factori de selectivitate fatéd de
bacterii (roz-bengal si cloramfenicol), iar mediul conform inventiei mai este selectiv si prin
continutul de zaharoza ridicat (30 g/l). Toate acestea fac ca in final mediul propus prin
prezenta inventie sé fie mai selectiv decat mediile utilizate uzual pentru izolarea ciupercilor
din genul Aspergillus.

Notele acordate pentru capacitatea de diferentiere a diferitelor medii (respectiv pentru
usurinta identificarii tulpinilor (afla)toxigene si non-(afla)toxigene) sunt prezentate in tabelul 2.
in acest caz este necesara o precizare: Mediul AFPA diferentieaza aspergiile (afla)toxigene
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printr-o reactie cromogena (de chelatare a ferului) prin care este de fapt este evidentiat
acidul kojic. Acest metabolic toxic al aspergililiilor toxigene chelateaz& ferul continut in
complecsii incolori (citrat de fier) intr-o reactie cromogena (portocaliu intens), usor de
vizualizat. Desi asociat deseori cu biosinteza aflatoxinelor acidul kojic nu este un intermediar
in calea metabolica a aflatoxinelor si deci evidentierea lui nu poate fi considerata decat ca
eventual ca un indicator al potentialului toxigen.

Tabelul 2
Capacitatea mediilor de cultura testate pentru a diferentia aspergiliile (afla)toxigene si
non-afiatoxigene

Mediu Capacitatea de diferentiere®

Ciuperci (afla)toxigene

Ciuperci non-aflatoxigene

DRBA 1 2
AFPA 3 1
cf ex.1 2 3

- Note pe o scara de la 1 la 3, prin compararea capacitatii de diferentiere pe fiecare dintre medii a aspergiilor
endofite in boabe de porumb

Aparent mediul AFPA are cea mai mare capacitate de diferentiere intre ciupercile
(afla)toxigene si non-(afla)toxigene. In conformitate cu cele de mai sus aceasta diferentiere
nu este decéat un indicator al potentialului toxigen. Mediul a fost apreciat ca avand o slaba
capacitate de diferentiere a ciupercilor non-aflatoxigene pentru c& nu contine o sursa de
carbon usor accesibila (carbohidrati) care sa sustina biosinteza aflatoxinelor (caracterul
non-(afla)toxigen pus in evidentd pe mediul AFPA putand sa fie numai o exprimare
fenotipica specifica).

Mediul DRBA contine o sursa de carbon ugor accesibila, adaosul de dimetil-3-
ciclodextrina permite identificarea aflatoxinelor, dar nu are ingrediente care sa induca cert
0 supraexprimare a biosintezei aflatoxinelor.

Mediul realizat conform inventiei prezinta cea mai mare capacitate de diferentiere a
aspergililor non-aflatoxigene, coloniile galben-maslinii fara fluorescentd fiind cert
non-aflatoxigene.
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Revendicare

Mediu de cultura pentru diferentierea ciupercilor aflatoxigene si non-aflatoxigene,
caracterizat prin aceea ca este constituit din: 0,45...0,55 parti K,HPO,, 0,45...0,55 parti
MgSO,, 0,25...0,3 parti complex zinc:gelatin-peptona 1:12, 0,25...0,3 parti peptona,
0,45...0,55 parti extract de drojdie, 28...32 parti zaharoza, 2,8...3,2 parti dimetil-3-
ciclodextrina, 0,048...0,052 parti cloramfenicol, 0,00018...0,0022 parti dichloran,
18...22 parti agar, apa distilatéd pana la 1000 parti, partile fiind exprimate in greutate.

Editare si tehnoredactare computerizatd - OSIM
Tiparit la: Oficiul de Stat pentru Inventii gi Marci
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