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OSSZEFOGLALAS

Takarmanyok penészfertézottségének vizsgalata sordn a
mintdk mintegy felében a Mucor (kisebb mértékben a
Trichoderma) fajok expanziv fejlédésének indulnak és ezzel a
lassabban fejlédé fajokat elnyomjak és a vattaszeriien szétkiiszo
légmicélium a telepkezdeményeket letakarja. Ez a toxinogének —
igy a lassan fejlodé és nagy jelentdségii Fusariumok —
észlelhetéségét hiusitia meg, de a tényleges Gsszpenészszam sem
allapithato  meg.  Kisérleteinkben  az  abraktakarmanyok
penészflordajanak vizsgalatara szabvanyositott MSz-1SO 7954 talaj
tulajdonsagaihoz viszonyitva vizsgaltuk a) a Rose Bengal inhibitor
hatasat (ISO 7954-RB), b) a Rose Bengal és a Dichloran (diklor-
mononitroanilin) kombindalt inhibitor hatisat (DRBC), c¢) a
Dichloran inhibitor hatasat (ISO  7954-Dichloran), d) a
tapanyagszint csokkentésének (negyedelésének) hatasat (1/4 N ISO
7954, 1/4 N-DRBC és 1/4N-DC) és e) kisérletet végeztiink
redukdlo  monoszaccharidokat  koté  dinitro-szalicilsav  (DSA)
adalékkal (RBC-DSA). Az eredmények alapjan megallapitottuk,
hogy 1) A takarmdnyok penészszamdanak meghatarozasdara eldirt
MSZ ISO 7954 szabvanytalaj szalastakarmanyok vizsgalatara nem
alkalmas, mert az esetek mintegy felében a Mucor tulnovése mind
a TKE leolvasasat mind a toxinogén telepek felismerését
meghiusitia. 2) Az inhibitorokat tartalmazo DRBC osszetétel (King
és mtsai, 1979) korai TKE leolvasast tesz lehetdvé (egyenletesebb
telepméret), ugyanakkor a Mucort visszaszoritia. Ugyanakkor a
talaj alapszine a konidium-képzédmények — kiilonosen a toxinogen
Fusariumok — szinének megitélését megneheziti. Az Rose Bengal
hifafesté  hatasa nem nagy elony. 3) Vizsgdlataink jelenlegi
fazisaban az ISO 7954-Dichloran  kombinaciot talaltuk a
legmegfelelébbnek, és ajanlhatonak, amelyen a TKE kordan
leolvashato, a Mucort a DRBC-ével egyenértékiien visszaszoritia
és szintelen, ezért a telepszinek jol megfigyelhetok. 4) A 2-4-
dinitroszalicilsav (DSA), mint inhibitor intenziv alapszine és
csekély hatékonysaga miatt nem valt be.

SUMMARY

At evaluating mould contamination of hay samples in more
than the half of the cases Mucor spp. (and Trichoderma spp. in a
smaller extent) overgrew slower developing moulds, spoiling the
assessment of total mould CFU and the detection of fastidious
organisms, among others the toxinogenic Fusaria. In parallel
microbiological evaluation of hay samples comparing to the 1SO
7954 medium as reference a) the overgrowth inhibiting effect of
Rose Bengal (ISO 7954-RB); b) the combined inhibiting effect of
Rose Bengal and Dichloran (dichloro-mononitroaniline) in
DRBC; c¢) the inhibition of Dichlorane in ISO 7954 (ISO 7954-
DC); d) the lowering of nutrient levels to 1/4 (1/4 N ISO 7954, 1/4
N-DRBC and 1/4 N-DC); e) the inhibiting effect of dinitro —
salicylic — acid (DSA), a reducing sugar binding compound, as a
potential growth inhibitor (RBC-DSA) were studied. The results

showed, that 1) MSZ-ISO 7954 medium codified by the official
method was unsuitable for the detemination of mould count and
for the detection of toxinogic spp. in hay samples. In half of the
cases the overgrowth of Mucor has spoiled CFU enumeration and
recognition of toxinogenic moulds; 2) Inhibitor supplemented
DRBC medium (King et al., 1979) enabled early CFU enumeration
by uniforming colony sizes and by efficient suppression of Mucor,
but the pink background colour of the medium was disturbing the
observation of tints of conidia, which were characteristical to
toxinogenic moulds like Fusaria. The hypha-staining property of
Rose Bengal did not prove very important; 3) According to the
recent stage of our studies, the ISO 7954-Dichloran combination
can be recommended for the mycological evaluation of hays and
dried roughages. CFU can be enumerated early, Mucor
suppressed in the same extent as with DRBC and colours are
easily observable; 4) 2-4-Dinitrosalicylic-acid (DSA) proved
unsuitable as inhibitor, for its poor efficiency and for its intense
yellow background coulour.

1. BEVEZETES

Takarmanyok penészfert6zottségének vizsgalata
sordn a) a fert6ézottség mértékét az Gsszpenészszam
meghatarozasaval allapitjuk meg, ezen feliil
kovetkeztetiink b) a tovabbi tarolds soran gyors
romlast okozo fajok jelenlétére, c) a flora genus- és
fajosszetétele alapjan az esetleges mikotoxin-
fertdzottség kockazatara.

Tenyésztéssel kordbbi penész-invazid kiszaradt,
csiraképtelen vagy esetleg hékezeléssel el6lt nyomait
nem tudjuk kimutatni.

Abraktakarmanyok penészflorajanak
vizsgalataban a taptalajtol megkovetelhetjiik, hogy a)
a kozel végleges TKE szamot minél hamarabb
leolvashassuk, b) az  abraktakarmanyokban
eléforduld raktari és toxinogén fajok telepei az
azonositas érdekében hamar és a telep valamint a
konidiumképzés morfologiai jellegzetességei gyorsan
megjelenjenek. A kiilonbozé fajok telepeinek
egyenldtlen fejlodésébdl adodd nehézség mar itt is
jelentkezik. Ennek kikiiszobolése érdekében a) vagy
minimal ill. szintetikus talajokat (pl. Czapek-Dox,
MSZ 6977-1987) hasznalnak, amelyek azonban az
Osszpenész TKE leolvasasat csak hossza id6 utan
teszik lehetévé, vagy b) bdséges tapanyagszintek
mellett inhibitort (dichloran, bizonyos fokig a Rose
Bengal) alkalmaznak.

A hazai szénak penészfert6zottségének felmérd
vizsgalata soran (Sipiczki és mtsai, 2002) jelentkezett
az a moddszertani probléma, hogy a mintdk mintegy
felében a Mucor (kisebb mértékben a Trichoderma)
fajok expanziv fejlédésének indulnak és ezzel a




lassabban fejlodo fajokat elnyomjék és a vattaszeriien
szétkisz6  légmicélium a  telepkezdeményeket
letakarja. Ez a toxinogének — igy a lassan fejlodo és
nagy jelentdségli Fusariumok — ¢észlelhetdségét
hiusitja meg, de a tényleges Osszpenészszam sem
allapithatd meg. Hasonldé a helyzet az erjesztett
tomegtakarmanyoknal gyakori élesztds fert6zottség
esetén is.

A szalastakarmdnyok  biralata soran az
Aspergillus, Penicillium ¢és Fusarium genuszokon
feliil a Stachibotrys és a Phoma genuszok felismerése
a mikotoxin képzésiik miatt 1ényeges, kockazatjelzo
értékd.

Maga a Mucor viszont toxikologiai szempontbol
nem tartozik a veszélyes penészgombak kozé.

1.1. A mikoldégiai minésitésben hasznalatos talajok

MSz 6977-1987 szabvanyban elbirt talaj
(Iényegében Czapek-Dox féle szintetikus talaj,
szacharoz szénforrassal és ammoniumso
nitrogénforrassal)  1998-ig  volt  haszndlatos.
Lassusdga ¢és a nemzetkdzi szabvanyositds miatt
azonban az MSZ-ISO 7954 horizontalis szabvanynak
megfelelden attértiink a glukéz — élesztékivonat —
kloramfenikol (tovabbiakban: ISO 7954) osszetételre,
amelyen a gabonaipari penészek Iényegesen
gyorsabban fejlodtek. Jelenleg ez a
takarmanyvizsgalatban eldirt hivatalos vizsgalati
modszer.

Az eltéré fejlodési sebességli  fajok
novekedésének egyontetiivé tételére Martin  mar
1950-ben javaslatot tett az altala inhibitornak itélt
Rose Bengal (RB) hasznalatara. Kifejlesztette a Rose
Bengal Agart (35 mg RB ¢és 30 mg
sztreptomicin/1000  ml), amelyet baktériumok
novekedését biztosan gatld, gombdik talajbol valod
kitenyésztésére ¢és izolalasara alkalmas talajként

ajanlott.

A Rose Bengal (RB), mint adalék csak kis
mértékben inhibitor hatasu, viszont a
telepkezdemények micéliumaihoz szelektiven

kotodik, igy a  telepkezdemények  korai
észlelhetdségét a lemez hatoldala feldl megkonnyiti.

Schmidt (1981) Rose Bengal adalékolast
Marlophennel (tenzidhatasu adalék) kombinalta. Ez
az Osszetétel (IAG-talaj) a LUFA
takarmanymikrobiologiai  laboratériumaiban  tobb
évtized  oOta  hasznalatos abraktakarmanyok
vizsgalataban (EFMO, European Feed
Microbiologist’s Association).

A Dichlorant inhibitorként Rose Bengal-
Chloramfenikol (DRBC) kombinacidjaban javasoltak
King ¢és mtsai (1979) szamos penészgomba ¢és
élesztégomba kimutatisara. A talaj kiilonlegessége,
hogy 25 mg/kg RB mellett tovabbi inhibitorként 2
mg/kg dichlorant (D, dikloér-nitro-anilint) tartalmaz.
Az inhibitorok kombinaldsa a populacidé novekedését
egyenletessé teszi €s még inkabb visszaszoritja a
gyorsan novekvé Mucor, Rhizopus és Trichoderma

genuszokat.
Szokasos még a talajok vizaktivitdsanak
csokkentése glicerin adalékolasaval. Ez fbleg

abraktakarmanyok vizsgalatdban és a gabonaipari

mikrobiologia gyakorlataban terjedt el, abbol a
meggondolasbol, hogy a xerofil gombakat — igy
els6sorban a raktari Aspergillusokat — a magas
vizaktivitdson gyorsan novo fajok nem nyomjak el
(DG 18, Dichloran - glicerin talaj, EFMO).
Szalastakarmanyok vizsgélataban viszont a populacid
z0me magas vizaktivitast igénylo faj.

Az Osszpenészszam korai értékelhetdsége és az
egyenletes telepfejléodés  érdekében a  biztos
novekedést biztositd, heterotrof fajok igényeit is
kielégité tapanyagellatds és a tilnovok lassitasat
célzd alacsony tapanyagszintek vagy inhibitorok
alkalmazasa  egymasnak  ellentmonddak. A
takarmanyvizsgalat  gyakorlatdban nyilvanvaloan
kompromisszumra van sziikség.

A vazoltak alapjan a tomegtakarmanyok
penészfert6zottségének mindsitésére idealis talaj
tulajdonségai a kovetkezok:

1. A beoltott propagulum-szdm maximalis csirazasi
aranya

2. Minden faj igényét kielégitd tapanyag ellatas

3. Mucor visszaszoritasa

4. A telepkezdemények korai megjelenése révén az
osszpenész TKE gyors megallapithatosaga

5. Lehet6leg korai konidiumképzés

6. Jol megfigyelhetd szinarnyalatok és morfologiai
képletek, ennek eredményeként a telepmorfologia
biztos felismerhetdsége

Tomegtakarmanyok penészfert6zottségének
vizsgéalatdra moddszertani tanulmany, eldirds sem a
nemzetk6zi, sem a hazai irodalomban nem jelent
meg.

1.2. Kisérleti elrendezés

Kisérleteinkben az abraktakarmanyok
penészflorajanak vizsgalatdra szabvanyositott MSz-
ISO 7954 talajt vettikk alapul. Ehhez hasonlitva
vizsgaltuk meg:

a) a Rose Bengal inhibitor hatasat (ISO 7954 RB),
b) a Rose Bengal és a Dichloran (diklor-
mononitroanilin) kombindlt inhibitor hatasat

(DRBC),
¢) Dichloran inhibitor hatasat (ISO 7954-Dichloran),
d) a tapanyagszint csdkkentésének (negyedelésének)

hatasat (1/4 N ISO 7954, 1/4 N DRBC ¢és 1/4 N

DO),

e) kisérletet végeztliink
monoszaccharidokat — kotd

(DSA adalékkal) ( RBC-DSA).

redukalo
dinitro-szalicilsav

2. ANYAG ES MODSZER

Vizsgalatainkban szarmazasi helyre és mindségre
nézve vegyes fii és lucernaszéna mintakat dolgoztunk
fel. A széna mintakat 0,5-1 cm-es darabokra vagtuk,
majd a vizsgalathoz 10 grammot mértiink be.

2.1. Alapszuszpenzi6 és higitasi sor készitése

Az elokészitett mennyiségeket 90 ml steril
desztillalt vizzel 20 percig razogéppel razattuk. Ebbol
az alapszuszpenziobol kémcsdvekben decimalis
higitasi sort készitettiink. A higitasi sor tagjaibol




(4ltaldban a 107, 10, 10~ higitasokbol) lemezontést
végeztiink a felsorolt taptalajokkal.

2.2. Taptalajok dsszetétele és készitése

150 7954
Glukoz 20 g, élesztokivonat 5 g, kloramfenikol
0,1 g, agar 12-15 g 1000 ml talajban.

1SO 7954-RB
Mint ISO 7954, 25 mg/1000 ml Rose Bengal
kiegészitéssel.

DRBC

Glukéz 10 g, pepton 5 g, KH,PH,; 1 g,
MgS0,.7H,0 0,5 g, agar 15-20 g, Rose Bengal 25
mg, Dichloran 2 mg 1000 ml talajban (King és mtsai,
1979).

IS0 7954-DC
Glukoz 20 g, élesztokivonat 5 g, kloramfenikol
0,1 g, agar 12-15 g, dichloran 2 mg 1000 ml talajban.

1/4 N ISO 7954

Az ISO 7954 Osszetétel eldirt
tapanyagkoncentracidinak egynegyede: glukéz 5 g,
élesztkivonat 1,25 g, kléramfenikol 0,1 g, agar 12-
15 g 1000 ml talajban.

1/4 N DRBC

Glukéz 2,5 g, pepton 1,25 g, KH,PH, 1 g,
MgS0,.7H,0 0,5 g, agar 15-20 g, Rose Bengal 25
mg, Dichloran 2 mg 1000 ml talajban.

1/4 NDC

Itt a tapanyagkoncentracio a King-féle dsszetétel
egynegyede, viszont inhibitorként csak Dichlorant
tartalmaz: glukoz 2,5 g, pepton 1,25 g, KH,PH, 1 g,
MgS0,.7H,0 0,5 g, agar 15-20 g, dichloran 2 mg
1000 ml talajban.

RBC-DSA

Ebben a kisérleti talajvaltozatban a DRBC
Osszetételben a Dichlorant semlegesre pufferalt
dinitro-szalicilsavval (DSA) cseréltiik le: Glukéz 10
g, pepton 5 g, KH,PH, 1 g, MgS0O,.7H,0 0,5 g, agar
15-20 g, Rose Bengal 25 mg, DSA 10 mmdl 1000 ml
talajban.

2.3. Lemezontés

A higitasi sor tagjaibol 1-1 ml-t a Petri-csészékbe
(10 cm atmér6jli) pipettaztunk. Ezutan a
megolvasztott majd 43-45 °C-ra lehtitott taptalajbol
15-15 ml-t 6nt6ttiink ra és az asztal lapjan korkoros
cstisztatd mozgassal elkevertiik. Kidermedés utan a
csészéket 25 °C inkubatorba helyeztiik.

2.4. TKE leolvasasa

A Mucor ndvekedését 24 ora utdn naponta
ellendriztiik. A 4-5 napos tenyésztési id6 utan

megszdmoltuk a lemezeken kifejlédott  Gsszes
penésztelepet, és morfoldgiai biralatot végeztiink.

2.5. Morfolégiai tajékozodas

A telepek szine, feliilete és a konidiumképletek
alakja (mikroszkop) szerint.

3. EREDMENYEK, MEGFIGYELESEK

14 minta Osszehasonlitdo feldolgozdsa soran az
MSz-ISO 7954, 1/4 N MSz-ISO 7954, MSz-ISO
7954-DC, 1/4 DRBC, DRBC-DSA ¢és 1/4 N DC
talajokon kinétt TKE allomanyt és a parhuzamosok
eltérését az 1. tabldzat mutatja.

A kiilonboz6 talajokon kimutathaté TKE-szam
eltérései az MSz-ISO 7954 talajon meghatarozott
TKE-szdmhoz viszonyitva (%) ¢és a parhuzamos ,,a”
és ,,b” csészék eltérései (%) az 1. abran lathatok.

A tomegtakarmanyok vizsgalata szempontjabol
lényeges megfigyeléseket a 2. tablazat foglalja Ossze.

A Rose Bengal adalék a talaj alapszinét intenziv
rozsaszinre festi. Ez a telepek szinének — kiilondsen a
rozsaszinli  teleparnyalat —  észlelését szinte
lehetetlenné teszi, ugyanakkor a Rose Bengal
inhibitor hatdsa egymagaban jelentéktelen. A korai
telepkezdemények gyorsabb észlelése rdzsaszin
festékkotésiik alapjan nem jelentds elény.

4. KOVETKEZTETESEK

1. A takarmanyok penészszamanak meghatarozasara
eléirt MSZ ISO 7954  szabvanytalaj
szalastakarmanyok vizsgélatara nem alkalmas,
mert az esetek mintegy felében a Mucor
tulnévése mind a TKE leolvasasat mind a
toxinogén telepek felismerését meghiusitja.

2. Inhibitorok  alkalmazadsa vagy a talaj
tapanyagszintjeinek  csokkentése esetén a
mintakbol kimutathato TKE az 6sszehasonlitas
alapjaul vett ISO 7954 szabvanytalajon kapott
TKE-értékkel  gyakorlatilag megegyezik a
feldolgozasnal szokasos hibahatarok mellett.

3. Az inhibitorokat tartalmaz6 DRBC &sszetétel
(King és mtsai, 1979) korai TKE leolvasast tesz
lehetdvé (egyenletesebb telepméret), ugyanakkor
a Mucort visszaszoritja. Ugyanakkor a talaj
alapszine a konidium-képzédmények — kiiléndsen
a toxinogen Fusariumok — szinének megitélését
megneheziti. Az Rose Bengal hifafestd hatasa

nem elény.

4. Vizsgalataink jelenlegi fazisaban az ISO 7954-
Dichloran kombinaciot talaltuk a
legmegfelelobbnek, amelyen a TKE koran

leolvashato, a  Mucort a  DRBC-ével
egyenértékilien visszaszoritja és szintelen, ezért a
telepszinek jol megfigyelhetok.

5. A 2-4-dinitroszalicilsav (DSA), mint inhibitor
intenziv alapszine és csekély hatékonysaga miatt
nem valt be.




1. tablazat

Szénamintik parhuzamos feldolgozasa sordn a vizsgalt talajokon kimutatott penész — TKE értékek aranya (ISO 7954:100%) és
a parhuzamosok kozotti eltérés (%)

ISO 7954 1/4 N DRBC
1. 52x 10" (5,7%) 5,54x 10" (106%) (3,6%)
2. 1,8x 10°  (7,9%) 1,85 x 10°  (102%) (2,1%)
3. 7,5x10°  (8%) 7,95x10°  (106%) (16,7%)
4. 9,35x 10°  (28,8%) 9,7x 10° (103%) (0%)
1/4 N DC
5. 3,4x10°  (10,8%) 3,36 x 10°  (98%) (19,7%) 3,36x10°  (98%) (6%)
6. 6,1x 10" (4,87%) 7,72x 10 (126%) (8,45%) 74x10°  (121%) (4,25%)
7. 1,34x 10°  (25%) 1,39x 10°  (103%) (10,07%) 1,6 x 10° (119%) (23,68%)
8. 6,8x10°  (58%) 1,6x10°  (2%) (7,1%) 7,85x 10°  (115%) (6,3%)
9. 2x10° (0%) 2,63x10°  (131%) (3,74%)
10. 7,09x 10°  (8,8%) 7.8 x 10° (110%) (9,1%)
1. | 1,28x10°  (7,59%) 1,62x 10°  (126%) (3,23%)
1/4 N ISO 7654 ISO 7954-DC
12. [3,5x10° (8%) 3,4x10°  (97%) (2,89%) 3,5x10°  (100%) (13,69%)
13. 3,6x10°  (2,7%) 3,9x10* (108%) (33,7%) 2,9x 10* (80%) (22,9%)
DRBC-DSA
14. 6,9x10°  (11%) 5,9 x 10° (85%) (5%) !!!
Table 1: Comparison of CFU values optailed by different media related to ISO 7954 (100%) and differences of parallels (%)
1. abra: Kiilonbo6zé talajok hatékonysaga a penész TKE kimutathatésagara nézve az MSz-ISO 7954-hez (100%) viszonyitva és
a parhuzamosok eltérései (%)
A
THE I:%:I '”4_:_" ne 1/4 H MSz-150 7954
M3z2-150 7954 1 1/ H DRBC MSz-IS0 7954 + DC
100%
Figure 1: Efficiencies of different media related to 1SO 7954 (100%) and differences of parallels (%)
2. tablazat
A vizsgalt talajkombinaciok alkalmassaga a széndk analizisére
ISO 7954 1/4 N-ISO 7954 1/4 N-DRBC 1/4 N-DC ISO 7954-DC DRBC-DSA
Telepkezdemények 72h Nehezen indul. 72h 72h 72-96 h 72-96 h
fejlodése(1) 96 h utan kisebb
atmér6ji telepek.
Szamuk vals.
A kimutatott TKE utan a Genusztol fiiggd. | Genusztol fiiggd. | Genusztol fiiggd. | Genusztol fiiggd. | Genusztol figgd. | Genusztol fiiggd.

konidiumok megjelenése(2)

5-7 nap utan.

10 nap utan.

5-7 nap utan.

5-7 nap utan.

5-7 nap utan.

7-10 nap.

Szinek észlelhetdsége(3) Kivalo. A szinek nem Nehézkes, a talaj | Lassan kialakulo | Kivalo. Nehézkes, a talaj
tipikusak. szine zavaro. szinek. szine zavaro.

Mucor légmicélium 48 h 48 h - 96 h 96 h 48-72h

megjelenése(4)

Mucor gatlas mértéke(5) Nem gatol. Nem gatol. Teljes gatlas. Csaknem teljes. | Késlelteté gatlas. | Késlelteto gatlas.

Table 2: Comparison of different media and comparations in terms of suitability for hay evaluation
Colony growth(1), Appearance of conidia after CFU counting(2), Observability of colours(3), Appearance of aeral hyphe (Mucor)(4),

Inhibition of Mucor(5)
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