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FORORD

Detta kompendium &r i forsta hand sammanstillt for att anvindas 1 SIKs mikrobiologiska
kurser som en introduktion i mykologi. Dess syfte &r att §verbrygga ett tomrum, som finns
idag mellan nybérjarstadiet och mer djupgdende facklitteratur. Kompendiet ger en inblick i
mogelsvamparnas morfologi, uppbyggnad, livsvillkor, fortplantning samt bildning av
mykotoxiner. I slutet av kompendiet behandlas dven kvantifiering av mogelsvampar med hjélp
av CFU-metoden. For mer ingdende behov i det senare dmnet hénvisas till redan befintligt
SIK-Dokument nr. 80: "Kvantifiering av mégelsvampar i livesmedel” sammanstillt av
Birgitta Bergstrom och Petr Adamek.

De maénga latinska namnen i kompendiet kan utgdra ett visst begynnelsehinder, men &r
nodvindiga for en kommunikation.

Avslutningsvis vill jag tacka Helena R6shammar for korrekturldsningen och Ulrika Magnusson
for tekmisk hjélp.

SIK, Goteborg 1995 _
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A: ALLMANT OM MOGELSVAMPAR

1. INLEDNING

Mbgelsvampen dr kanske den mikroorganism som man patréffar oftast i vardagslivet. Alla har
med sdkerhet sett hur t.ex. brod, gronsaker eller en 6ppnad burk med tomatpuré kan mogla.
Mdgelangrepp utgdr ett stort problcm.vid lagring av jordbruksprodukter och vid forddling av
dem i en del livsmedelsindustrier (bageri, mejeri, bryggeri osv.). Denna mikrobiologiska
aktivitet inte bara forddrvar livsmedel utan innebir #ven risker fér mykotoxinbildning
(aflatoxiner, okratoxiner, citrinin, sterigmatocystin, zearalenon, patulin fér att nimna nigra).
Kvantifiering och identifiering av svampar utgér dérfér ett viktigt led i ett kontrollsystem och
kan tjina flera &ndamél som t.ex. att spira kontamineringskillor, avgéra vilken bek&mpnings-
metod och vilka rengorings- resp. desinfektionsmedel som skall anvindas, beddma om en viss

mogelkontaminant #r eller inte &r en potentiell mykotoxinproducent.

Detta kompendium avser att ge en kortfattad beskrivning av mdgelsvamparnas viirld. Deras
anatomi, fysiologi, taxonomi, férhillande till andra svampar och position pd den biologiska
kartan samt tillvéixt och forokning.

2. SVAMPAR. DEFINITION OCH GRUNDBEGREPP

2.1 Svamparnas taxonomiska forhillande till andra organismer.
Alla levande organismer fordelas idag i ett femrikessystem, didr svamparna klassificeras i ett

sjdlvstindigt rike (se bild Al pa niista sida).

En ging i tiden riknades svamparna till viixtriket, men de skiljer sig frn viixter pd en mycket
visentlig punkt - sitt sitt att ombestrja sina energibehov. Svamparna har inget system, som
direkt kan omvandla Ijusenergi till cellenergi som vixterna gér. Svamparna tiligodoser sina
energibehov antingen genom att bryta ner komplexa, energirika molekyler av "dott" organiskt

material (saprofytisk vig) eller att livnédra sig som parasiter pd viixter och djur.

Det finns flera mer eller mindre inofficiella sitt att klassificera svampar och fordela dem i
olika grupper. Dessa klassificeringssystems existens baseras pd en praktisk anviindning och
pé en begrinsad anvindningsyta. Ofta klassificerar man en del svampar som mikrobiologiska
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Bild Al: Indelning av alla levande organismer i femrikessystem

PLANTAE FUNGI ANIMALI

Basidiomycoting

Ascomycotina

ZYGOmYcotina

Oomycetes

PROTISTA
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svampar (alla utom hattsvamparna) och sétter dem ihop med bakterier i en grupp kallad
mikroorganismer. Fordelen med denna Klassificering &r att man definierar en grupp
organismer, pa vilka man anvénder samma arbetsverktyg och tillimpar samma arbetsteknik
(mikroskop, autoklav, odlingsteknik etc.). Det kriteriet, som anvindes hir for att indela alla
levande viisen i mikroorganismer och icke-mikroorganismer baseras inte pi nigon gemensam
egenskap hos bakterier och svampar. Det dr minniskans déliga syn, som inte tilliter henne att
se detaljer mindre #n 0.1 mm, som anvénds i detta fall som ett indelningskriterium. Man maéste
vara medveten om att man inte arbetar med nigon biologiskt enhetlig grupp utan att det finns
ofantligt stora skillnader mellan bakterier och mikrobiologiska svampar. Bakterierna #r
encelliga organismer, vars celler dr prokaryota, dvs. en relativt primitiv, enkel cellorganisa-
tion, som saknar ikta cellkiirnor (de har endast sk. kiirekvivalent), mitokondrier och plastider
och som har kromosomtal 1. Till prokaryota organismer riknas dven bldgréna alger. Alla
andra levande organismer, inklusive mikrobiologiska svampar, bygger sina organismer pa sk.

eukaryota celler, celler med mycket hogre cellorganisation.

Man ska akta sig noga att direkt tillimpa sina kunskaper frin bakteriellt omréade
pd svampar och vice versa. Detta leder i de flesta fall till felaktiga resultat.

2.2 Definition och taxonomi.

Svamparna utgdr ett stort rike innehéllande 6ver 100 000 olika arter. Det &r ingen homogen
grupp av organismer. Tvirtom, i svampriket finns det oerhdrda skillnader mellan de mest
primitiva svamparna - sk. slemmiga svampar och de mest utvecklade svamparna - sk.
basidiomyceter (till vilka bl.a. hattsvamparna hor). Mdgelsvamparna och jastsvamparna ligger
‘nigonstans i mitten av en utvecklingstege. Det &r dirfor inte Idtt att korrekt och -entydigt
beskriva vad en svamp #r. En noggrann definition av en svamp upptar mer &n en halv sida av
text, som dessutom #r forstielig endast for en liten grupp mykologer men &r totalt obegriplig
for de flesta ménniskor. En sidan definition #r fullstindigt opraktisk. Av den anledningen har
forfattaren séinkt kraven pd noggrannhet och istiillet kﬁmmit med en enkel och littfattlig

definition

Svamparna &r eukaryotiska, kemo-organotrofa organismer som lever antingen

som saprofyter eller parasiter eller ocksd i symbios med ndgon annan organism.
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Svampriket delas i tvd huvudgrupper - tva divisioner

SLEMMIGA SVAMPAR
AKTA SVAMPAR

Slemmiga svampar ir de mest primitiva svamparna. Deras vegetativa stadiurﬁ dr mycket 1ost
och slemartat. De bildar inga celler utan si kallad plasmodium - en livsform som saknar
cellviggar. Det &r en cytoplasmamassa, som innehaller flera kdrnor och som &r omringad av
ett membran. De livnir sig for det mesta saprofytiskt pd détt vixtmaterial, men kan fven inta
1 plasmodiet sm4 mikroorganismer som bakterier, jéstceller eller hyffragment. Fér sin
vegetanva existens kréver de relativt hg fuktighet. Inomhus kan vi hitta dem i fuktiga lokaler
(ex duschrum) och i naturen p4 fuktiga stllen i skog (d6da tridstammar, multnande stubbar
och tridgrenar etc.). De férekommer praktiskt taget aldrig i samband med h'vsmcdelsproduk—

tion.

Akta svampar indelas enligt Ainsworth (1973) i 5 olika subdivisioner (se bild A2 pi nista
sida) '

Mastigomycotina
Zygomycotina
Ascomycotina
Deuteromycotina

Basidiomycotina

.. .De mest primitiva &r svamparna inom subdivisionen Mastigomycotina. Utvecklingsstadierna .
Okar frén vinstra delen av Ainsworth’s klassifikationssystem till den hdgra delen. De mest

utvecklade svamparna tillhér subdivisionen Basidiomycotina.

Mastigomycotina. Inom denna grupp finns det primitiva svampar (ex. Zoosporiga svampar)
som kréver hég fuktighet och endast lever i naturen. De ir en del av det ekologiska systemet,

men har ringa betydelse ur livsmedelssynpunkt.

Basidiomycotina innehiller de mest utvecklade svamparna. Har kan man hitta bl.a. hirliga

soppar som Karl Johan och Tegelrid bjorksopp eller riskor och kremlor.



v s memapra

magjorng

mnjI{Fayuedng
w[{edjles]
syrITndpz

sdmoyydoseig =

. Lo eswilg

‘ AVAIYISYONHAD . .:.“s.u.:__.. Il/
—4 FVIoVIioHNd sTIVLLONNT > //
asfrywe) 6 ~~ ’
STIVHISAYT e s B3YIIVAITYHIAI0LIIL

101 IYIIVIAA NN YHL

YI2vVHOINH
. asfyyees 6
wnjjaysoyayaL . bl\

endeayu
wmiapoy3fIL

ae3neg
epraay

wioydofeiud

=nj{IyaTuUed

Enjaeeng
wnjsodsoperd E3LIDANOISIA
[AEPSELT: |
anyr§daedey
SRETIEIELY STLIDANONIUAL
: MW.hHUhEO.HZWN.HDDmﬂ.H EETVIHAnAERR
STIVHOINNE
SILIDLNOTIIOD SILIDANOLDITdE
»
@ ~*— STLIDAWOHIAN S21IDANODSVOINI0T 53LTDANOHDINL
(S3LIDANOLSY 1) SALIDIANOISYINIY STLIDANODAZH
ST e el y
INILODANQOIQISYE YNILLODANWOHILNIA YNILLODANWODSY YNILODAWODAZ YNILLODANOSILLSYI
PR AR |

pioodwung . : . | Ujluou WOXAN

:\.m: ‘E.Swn‘cmc‘.-.u.w::u — (ELET) YrioMsuTy J51[US TedUIBAS A€ SUIUPPU] 7V PIig




-6-
De svampar, som ir mest intressanta i livsmedelssammanhang #r sk. mikrosvampar, som

tillhér subdivisionerna Zygomycotina, Ascomycotina samt Deuteromycotina.

Zygomycotina. Inom denna subdivision finns for det mesta "snilla" svampar, som livnir sig
saprofytiskt och inte utgér ndgon stor fara fér livsmedelsindustrin. Men hér finns dven en rad
vixt- och insektparasiter. Allmént sagt kriiver dessa svampar hogre vattenaktivitet for sin
tillvéixt. De gror och viixer i naturen, nér vi har fuktigt viider (v4r, fuktiga regniga somrar samt
i borjan av hosten da fuktigheten pa nitterna dkar). Kommer Zygomyceterna i form av sporer
inomhus till vira industrilokaler (produktionshallar och forvaringsrum) gror de flesta inte och
med tiden gors de livsodugliga genom uttorkning. Ett fital av dem férknippas med angrcpﬁ
mot livsmedelrdvaror och produkter. Dessa svampar tillhér familjen Mucoraceae. Bl. dem kan
man ndmna Mucor hiemalis (spannmadl), Absidia corymbifera (gronsaker, spannmdl), Rhizopus

oryzae (spannmdl, kryddor samt frukt) samt Thamnidium elegans (kylférvarat kott).

De mégelsvampar, som forknippas med angrepp mot livsmedelsrivaror och firdiga produkter
och som orsakar stora ekonomiska fdrlustcr i form av fordirvade livsmedel, minskat
néringsviirde, nﬁssfﬁrgiﬁng, icke onskvirda arom- och smakfOréndringar samt bildning av

mykotoxiner tillhér subdivisionerna Ascomycotina och Deuteromycotina. ‘

2.3 Cellens morfologi och cytologi.

Svamparnas vegetativa celler ir antingen monocellulira (ex. jistsvampar eller slemmiga
svampar) eller trédfomiiga (ex. mogelsvampar). De sistnimnda vixer i form av l&nga, oftast
rikt férgrenade tridar, som kallas hyfer. Hyfer i sin tur bildar ett mer eller mindre komplicerat
nétverk, ett agglomerat av hyfer, som kallas mycel eller mycelium: Mycelium-som: bildas pd -

fasta substrat kan delas in i tvd huvudtyper

submersmycelium som vixer strax under mediets yta och

yimycelium som vixer ovanpd substratytan

Vissa svampar pd vissa substrat bildar fasta vil avgrdnsade kolonier som t. ex. jistsvampar
eller osmofila mdgelsvampar p4 sockerhaltiga substrat, medan andra kan sprida sig snabbt Sver

hela ytan som t. ex. Zygomyceter pé néringsrika substrat. I stillastiende flytande medier kan
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de mycelbildande svamparna vixa i form av en hinna pd viitskeytan. Vid odling i flytande
medier under skakning bildas smd bollar av hyfer.

Hyfernas lingd och diameter varierar frdn svamp till svamp och ir dven starkt beroende av
odlingsvillkoren. Cellviiggarna hos de ékta svamparna innehéller huvudsakligen polysackarider
(ca 80 - 90%), resten &r proteiner och lipider. Som polysackarid férekommer oftast kitin.
Fibrer av kitin eller cellulosa eller ibland #ven andra polysackarider som mannan och glukan
utgdr en benstomme av hyfviiggar. I bilden nedan visas cellviiggens komponenter for olika

grupper av svampar

Tabell Al: Sammansittning av hyfviiggar hos olika grupper av akta svampar

Subdivision klass polysackarid
MASTIGOMYCOTINA
Chytridiomycetes kitin - glukan
Hyphochytridiomycetes cellulosa - kitin
Oomycetes cellulosa - glukan
ZYGOMYCOTINA
Trichomycetes (parasiter) ' polygalaktosamin - galaktan
Zygomycetes kitosan - kitin
ASCOMYCOTINA
mdogelsvampar kitin - glukan
jistsvampar
Saccharomycetaceae mannan - glukan
Cryptococcaceae . mannan - glukan
Sporobolomycetaceae mannan - kitin
Rhodotorulaceae mannan - kitin
DEUTEROMYCOTINA

mogelsvampar , kitin - glukan
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~ Som framgdr av tabell Al pa foregdende sida #r kitin en bestindsdel i cellviggar hos alla
moégelsvampar som férekommer i samband med livsmedel. Detta faktum gor kitin till en
utomordentligt 1dmplig férening fér uppskattning av svamparnas s.k. biomassa. Hir bdr man
dock niimna att skal av vissa insekter ocksa innehaller kitin, vilket i speciella fall kan paverka
analysresultat. Aven andra .polysackarider (mannan, glukan) anvinds for kvantifiering av

svampar, men tillimpningsomraddena #r begrinsade.

En annan viktig bestandsdel] i hyfviiggama &r steroler. Ergosterol, ergosta - 5,7,22 - trien - 3-
ol, &r den dominerande ergosterolen i hyfviggarna hos de flesta mogelsvamparna i sub-
divisionerna Zygomycotina, Ascomycotina samt Deuteromycotina. Denna speciella férening

hittas i naturen endast hos mogelsvampar och i ett fatal fall diven hos hogre viixter i vixtriket.

De flesta svampar har hyfer, som #r delade av tvirviggar (septa). S&dana hyfer kallas
septerade. Ligre svampar (svampar i klassen Phycomycetes) har diremot osepterade hyfer.
Férekomst och frinvaro av septa anvinds som ett morfologiskt kriterium vid identifiering av
svampar, Tvérviggarna -bildas i form av ringar som viixer fran cellviggama och init. De vixer
dock €j 1gcn helt och héllet utan det finns alltid en liten pordppning i centrum av ett septum,
som gor det mojligt for cytoplasman i en hyf att forflytta sig obehindrat inom hyfen och
transportera bl. a. niring. Aven cellkiirnorna kan passera genom porerna. En hyf kan dérfér
anses vara ett coenocytiskt system med en-enda oavbruten cytoplasmamassa innehillande flera

kirnor.

Utdver cellkdrnor innehéller cytoplasman dven nigon form av nédringsupplag. Det kan vara
fettdroppar, glykogengranuler eller volatinkorn, diremot aldrig starkclsc Andra ob_]ckt som
. latt kan observeras i hyfer ir vakuoler, De ir relativt stora, runda eller ovala kroppar som ir
avgrdnsade frin plasman genom ett membran och som r uppfyllda med cellsaft, bestdende
av vatten, salter, vattenldsliga firgdmnen och ev. &ven andra dmnen. Vakuolerna ir i bérjan
smé och deras roll i hyferna #r att transportera niring till spetsen av hyferna. Varje hyf vixer
endast i spetsen, vilket sker genom en viss cellstréickning i denna region. Tomma vakuoler slas

ihop till stérre och stérre. Stora vakuoler forekommer i hyfernas ldre regioner.

En fungal hyf innehéller ocks4 mitokondrier, vilka i ljusféltmikroskopet upptrider som
smd avlénga kroppar. I mitokondrierna sker cellandningen, dvs. en omvandling av ADP tll
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Bild A3: Schema Over spetsen hos en hyf

sndoplasmatiskt
retizulum Xirna mi tokondrie

energirikare ATP. Vid storre forstoringar med hijilp av elektronmikroskop kan man i fungal
plasma upptéicka en rad andra strukturer som exempelvis endoplasmatiskt retikulum, ett
system av kanaler, vilka genomkorsar plasman. Membranerna, som bildar kanalerna, dr titt
besatta av smd runda korn, s.k. ribosomer. Vid ribosomemna sammanfogas aminosyror till
lingre kedjor av proteiner. De firdigproducerade proteinerna transporteras sedan genom

retikulets kanaler till sina bestimda platser.

Utgaende frin hyfernas funktion kan mdgelsvamparnas hyfer delas grovt i tre olika kategorier

hyfer av submersmyceliet
hyfer av ytmyceliet

hyfer birande sporproducerande celler.

Submersmyceliets hyfer ir de enda hyferna, som finns i direkt kontakt med néringssubstrat.
De kan betraktas som svamparnas motor. Med hjilp av dessa hyfer utbyter mogelsvamparna
massa och energi med sin omgivning under den biologiskt aktiva delen av sin livscykel. I dem
produceras extracellulira enzymer, som avsondras ur hyferna till omgivningen, déir de bryter

ner stora makromolekyler av polysackarider, proteiner eller fetter i mindre bestdndsdelar.
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Dessa tas upp frdn omgivningen till hyferna, dir de bryts ner i mindre molekyler genom den
kataboliska metabolismen under utvinning av kemisk energi. En del av nedbrytmingspro-
dukterna, ofta mycket sma molekyler, anvinds av svamparna i den anaboliska metabolismen
som byggstenar vid uppbyggnad av Svamparnas egen cellmassa. Resten av de metaboliska

nedbrytningsprodukterna avséndras frin submersmyceliets hyfer till omgivningen.

Hyfer birande sporproducerande celler kallas antingen sporangieforer eller konidieforer.
Sporangieforerna férekommer hos ldgre svampar tillhérande subdivisionen Zygomycotina.
Sporer, som produceras #r sporangiesporer eller forkortat sporangier. Konidieforerna
férekommer hos svampar tillhérande subdivisionerna Ascomycotina och Deuteromycotina. Frin
speciella celler, som sitter p4 konidieforerna bildas konidiesporer eller forkortat konidier.

Eftersom det sitt pd vilket svamparna forskas visar en enorm rikedom i variation, anvinds
sporangieforernas och konidieforernas morfologi (utseende, anatomi) som det viktigaste

kriteriet vid klassificering och didrmed #ven identifiering av svampar,

Att forklara funktionen av ytmyceliets hyfer &r litet mer komplicerat, eftersom den varierar
frdn en svampgrupp till en annan. De kan biira pd sporangieforer eller konidieforer men deras
bildning kan ocksd vara ett tecken p4 en forskjutning av jimvikten mellan intag av niring och
produktion av egen cellmassa (ett centrum av vissa mogelkolonier far si smaningom s4 kallad
"bomullstofs", kraftigt tillviixt av ytmyceliet upp i hjden. Detta ir ett tecken pé att den del

av kolonin &r gammal.)

3. FAKTORER SOM PAVERKAR MOGELSVAMPARNAS TILLVAXT
‘De faktorer, som péverkar tillviixt av mdgelsvampar kan vara av kemisk, fysikalisk- eller
biologisk natur. Foljande 10 faktorer bestimmer mer eller mindre mdgelsvamparnas groning,
tillviixt, tillviixthastighet samt sporulering

B Vattenaktivitet (aw)

O Temperatur (T)

B Koncentration avy vitejoner (pH)
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B Niringstilliging
B Omgivande atmosfarens sammansattning (0, CO,, etc.)
B Konsistens (gasfas, vitskefas, fast fas)

B Ljusforhillanden (periodiskt vixlande dagsljus och
morker, lingvigigt UV-ljus, etc)

B Tillgdng till vissa joner (Mg, Ca™, etc)

B Nirvaro av inhibitorer (starka oxidationsmedel, org.

syror, PHB-estrar, vissa metaller som Hg* eller Cu™, etc)

B Mikroflora

3.1 Vattenaktivitet ay

Vatten &r en forutsittning for allt liv p jorden riknat frin den enklaste encelliga bakterien till
den mest utvecklade livsformen - minniskan. Méngden vatten, som finns i fasta substanser
som vixter, livsmedelsprodukter, papper eller trd kan bestimmas som vattenhalt. Den &r dock
ett daligt mitt ur mikrobiologisk synpunkt. Forklaringen #r att en del av den totala mingden
av vatten i ett stoff &r mer eller mindre bundet till diverse komponenter och dérmed €]
tillgangligt fér mikroorganismer. Flera olika faktorer medverkar i bindningen av vaiien-.
molekyler till fasta komponenter. Alla krafter verkar inte samtidigt och med samma intensitet,
utan deras bidrag i vattenbindningen varierar beroende pé stoffets sammansittning, temperatur,
vattenhalt och en del andra omstiindigheter. Med andra ord varierar formégan att binda vatten
frin material till material, fran fall till fall, vilket i sin tur resulterar i att &ven méngden fritt

vatten i forhallande till den totala vattenhalten varierar.

Det iir inte den totala mingden vatten, som finns i stoffet utan méngden fritt
vatten som spelar den avgirande rollen for mikrobiellt angrepp och biokemiska

nedbryiningsprocesser.
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Ett mitt pd det fria obundna vattnet sr vattenaktivitet, ay, som definieras som forhallande
- mellan vattendngans partialtryck gver stoffet, p, vid en viss temperatur och atmosfartryck och
vattendngans partialtryck dver vatten, p,, vid samma temperatur och atmosfartryck.

Po

Eftersom vattendngans partialtryck &ver vattnet vid en given temperatur och atmosfirtryck dr
det maximala ngtrycket som kan uppnds undere givna villkor kan vattenaktiviteten endast

anta vérden mellan O och 1,

Vattenaktivitet #r den absolut viktigaste faktorn, som bestimmer om en mikrobiologisk tillvixt

skall §ga rum eller inte och vilka organismer som har méjlighet att delta i den.

Bild A4: Forskimningshastighet som funktion av vattenaktivitet vid rumstemperatur
Bilden héimtad ur "Water activity, influensis on foodquality" (Rockland & Stewarts, 1981)

~
oxidation : /
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Relativ forskimningshaatighet

Vattenaktivitet



A%
Vattenaktivitetens roll i férskimning av livsmedel visas i bild A4. Man kan séiga generellt att
forskimningsforlopp i livsmedel vid ldgre vattenaktivitet én 0.64 orsakas endast av biokemiska
nedbrytningsprocesser medan den mikrobiologiska tillvixten har stor betydelse vid hogre
vattenaktiviteter. Den mest kiinsliga gruppen av mikroorganismer med avseende pd minskning
av a,, ir gram-negativa bakterier. Till de mest uthalliga hor xerofila och osmofila svampar.
Utgdende frin (ay).y,, den minsta mojliga vattenaktivitet som beh&vs for att en given

mogelsvamp ska kunna tillvixa, kan mogelsvamparna delas i 3 grupper

B Xerofila migelsvampar Q)i < 0.8
(aw)op = 0.95

Aspergillus repens
Aspergillus restrictus
Aspergillus versicolor

B Mesofila migelsvampar (ay) i mellan 0.8 och 0.9
(aw)op mellan 0.95 och 1

Alternaria alternata
Cladosporium cladosporioides
Penicillium cyclopium

B Hydrofila mégelsvampar (B 2 0.9

Epicoccum niger
- Trichothecium roseum

I tabell A2 ndsta sida finns en lista Gver vissa mogelarter och deras resp. (Bw)mm-

3.2 Temperatur

Aven temperaturen har en stor betydelse for tillviixt och selektion. De flesta mdgelsvampar
gror och vixer mellan 15° och 30°C med ett temperaturoptimum i intervallet 20° - 25°C. Det
finns dock mﬁgelértcr frdn filtfloran, ofta si kallade marksvampar, som kan vixa vid
temperaturer under 0°C. Man kan hir ndmna Fusarium avenaceum med T, = -3°C eller
Cladosporium herbarum med T, = -6°C. Vissa mogelarter kan viixa vid higa temperaturer.
Byssochlamys fulva med T,,,, = 40°C, Emericella nidulans med T,,, = 46° till 48°C, Eurotium
chevalieri med T,,, = 47° till 49°C eller Aspergillus fumigatus med T, = 50°C. Humicola
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Tabell A2: (ay),;, och T, . for vissa mogelarter

mdogelart (%) pan T,
Alternaria alternata 0.94 -
Aspergillus amstelodami - 0.70 6°
Aspergillus candidus 0.72-0.75 10°
Aspergillus chevalieri 0.71 10°
Aspergillus clavatus 0.86 10°
Aspergillus echinulatus 0.62
Aspergillus flavus - 0.81 10°
Aspergillus fumigatus 0.82 12°
Aspergillus niger 0.77 12°
Aspergillus ochraceus 0.78 10°
Aspergillus repens 0.72 6°
Aspergillus ruber 0.70 10°
Aspergillus versicolor - 0.78-0.80 4°
Cladosporium herbarum 0.88 -6°
Penicillium brevicompactum 0.81 -2°
Penicillium chrysogenum 0.84 4°
Penicillium citrinum 0.80 12°
Penicillium expansum 0.82-0.85 0°
Penicillium frequentans 0.81 4°
Penicillium islandicum 0.83 10°
Penicillium verrucosum var.cycl. 0.84 0°
Penicillium verrucosum var. verr. 0.83 _ 0°
Rhizopus nigricans o - 0.90-0.94 .

lanuginosa kan till och med vixa vid 60°C. Vissa mogelsvampar kan visserligen inte vaxa vid
for hdga temperaturer, men har en fardighet att bilda mycket virmeresistenta askosporer, som
kan §verleva vid relativt higa temperaturer. Askosporer av Byssochlamys fulva kan 6verleva
2 timmar vid 70°C eller 10 minuter vid 85°C och dérefter visa en groningsformaga upp till
20%. Askosporer av Neurospora kan éverleva i torr miljo 15 - 20 rnmuter vid 130°C (vilket

forklarar artens férméga att Sverleva i bageriugnar.
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Utgdende frdn T, och T ., som kriteria kan man indela mogelsvampar i 5 grupper

B Kryofila mégelsvampar Ty € 3°C
Vixer vid extremt 14ga temperaturer

B Psykrofila mégelsvampar T, ligger i intervallet <5° - 10°C>

B Mesofila mégelsvampar vixer mellan 10° och 40°C med Top,
omkring 25°C

B Termotoleranta mogelsvampar T, ligger nédra 50°C, men de kan
vixa dven under 20°C (Asp.niger)

B Termofila mogelsvampar T ligger vid eller Gver 50°C, men
kan ej gro och vixa under 20°C.

3.3 Koncentration av 'vﬁtejoner (pH)

pH har inte samma allmént gillande betydelse for mogeltillvixt som vattenaktivitet eller
. temperatur har, men under vissa vilikor kan pH spela en avgorande roll. De.flesta mégelsvam-.
par kan tillvixa inom ett brett pH-intervall (mellan 3 och 8) utan stérre pdverkan pi
tillviixthastigheten. Vid h6ga vattenaktiviteter (ay, = 0.9 eller storre) konkurreras mégelsvampar
vanligtvis ut av bakterier, som tillvéixer snabbare. I sddant fall kan pH bli den utslagsgivande
faktorn. Vid neutrala eller svagt basiska pH slds svami:rama ut av bakterierna som med sin
snabba tillvéixt omgiende dominerar i sin omgivning, men vid ett reducerat pH (pH < 5)
h#mmas mer eller mindre de flesta bakterier och mdgelsvamparna fir tillfidlle att ta Gver.
Laktobacillus ssp. utgor ett undantag. Vissa konidiebildande mdgelsvampar kan tillviixa dven

vid pH = 2, vissa jdstsvampar till och med vid pH = 1.5.
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Koncentration av viitejoner piverkar iiven mogelsporernas virmeresistensen. Allmint kan man

sdga att vid pH < 4.5 &kar sporernas virmeresistens.

3.4 Niringstillgdng

Alla svampar &r heterotrofa organismer, vilket innebir att de anvinder sig av organiska
foreningar som kol- och energikiillor. Det &r en vildigt stor variation av olika typer av
organiska féreningar, som kan utnyttjas av svampar for tillvixt, men den fungala metabolis-
men &r bdst anpassad till kolhydratrika substrat. De flesta svampar kan tillgodogora sig vilken
livsmedelsbaserad kolkilla som helst med undantag av kolviiten och vissa polymerer (cellulosa
och lignin). Om det finns en blandning av olika kolhydrater i substratet borjar svampar bryta
ner forst det, som dr littast att utnyttja. Nir det imnet tar slut gér de over till det niist enklast

nedbrytningsbara dmnet osv. tills néringen tar slut eller ndgon annan faktor stoppar tillvixt.

En oorganisk kvivekilla (nitrat, ammoniumsalter etc.) kan lika bra utnyttjas av de flesta
mogelsvamparna som en organisk férening (aminosyror, peptider etc.). Vissa arter tillhtrande
sliktet Penicillium, undersliktet Biverticillium kan €j utnyttja nitrat som kvivekilla, vilket
anvinds i diagnostiska syften (odling pd G25N).

Vissa xerofila mogelarter kriiver speciell sammansittning av niring for sin tillvixt.

3.5 Sammansiittning av omgivande atmosfar

Mogelsvampar behdver syre for sin normala tillviixt, men de flesta kan gro och viixa vid
. relativt smd syrekoncentrationer. Den.biologiska process, som kriver stérre méingder. syre #r.
sporulation, men tillvixt av hyfer kan ske vid myckét laga syrekoncentrationer. Penicillium
expansum tillvéixer normalt i en omgivande atmosfir, som innehaller 2.1% syre. Byssochlamys
fulva kan vixa t111 och med vid syrekoncentrationen 0.3% (King et al., 1969). Vissa arter av
slaktet Fusarium kan tillvéixa (givetvis i begrénsad takt och annorlunda skepnad) #ven under

fullstéindigt anaeroba forhallanden.

Generellt har syrekoncentration mindre betydelse for mégeltillvixt a.n koncentration av CO,.
En viss 6kning av koldioxidhalten kan till och med stimulera en tillvéixt, men koncentrationer
hogre dn 15-20% leder till himmande effekter. Koldioxidkoncentration over 70% hdmmar
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fullstindigt de flesta mogelsvampar. Penicillium roqueforti kan gro och vixa i en atmosfir
innehdllande 80% CO, och 4.2% O, under forutsittning att temperaturen dr Sver 20°C
(Golding, 1945).

3.6 Konsistens

De flesta sporer av mdgelsvampar, forst och frimst sporangiesporer och torra konidiesporer,
dr utomordentligt vilrustade for att Sverleva och transporteras 1 gasfas (i luft). Daremot kan
de inte gro och tillviixa i denna fas, men alla svampﬁr kan viixa bde i vitskefaser och pé fasta
foremadl. I jiimforelse med mogelsvamparna vixer Jistsvamparna bittre i vitskor, dels pga att
de #r encelliga organismer och diirmed har en stdrre mdjlighet att sprida sig 6ver hela volymen
och dels pga att tillviixt i véitskor mycket snabbt Gvergdr till ndra anaeroba forhdllanden, fér
vilka jdstsvamparna ir béttre anpassade. I stillastdende vitskor tillviixer mogelsvamparna pi
vitskans yta, dir deras mycelium s& smaningom bildar en heltickande matta. I viitskor med
relativt kraftig omroming bildar hyfer smd bollar (varje boll var ursprungligen en mdgelspor).
I gengiild ér filamentiira organismer utmiérkt anpassade for tillviixt pa fasta ytor.

3.7 Ljusforhallandena

De flesta svampar viixer oberoende av vilka ljusférhdllanden som rider i deras omgivning,
dvs. de kan viixa dven i totalt morker. Hit hor alla mégelsvampar tillhérande s.k. inomhusflora
.ellcr forvaringsflora. Diremot kriiver vissa mogelsvampar frin fdltfloran fér sin normala
tillvéxt periodisk vébdiﬂg mellan indirekt (skingrande) ljus och mérkrer. Hér kan vi nimna de
flesta arter i sliktet Fusarium. Utan tillgdng till vixlande ljusférhdllanden tillviixer de endast
i form av hyfer utan sporulering. Detta leder s sméningom till icke onskvirda genetiska
ffirﬁnd_ringar, som &r irreversibla. Sidan tillvixt ger inte heller nigra mdjligheter till

identifiering, eftersom identifieringssystemet huvudsakligen baseras pd bildning av sporei'.

Ett fital svampar kriver dessutom en regelbunden belysning med UV-ljus fér att sporulera
(hir handlar det om ligenergiljus, s.k. UVA-ljus). Dessa mégelsvampar (Alternaria alternata,
Eppicoccum nigrum, Phoma ssp. etc.) odlas i laboratorier genom att de belyses 8 till 12

timmar varje dag med sd kallat blacklight.
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4. FORTPLANTNING

Mbgelsvamparna kan foroka sig pa fyra olika sitt

O  genom bildning av hyfer

B  genom bildning av asexuella (vegetativa) sporer som ex. sporan-
giesporer eller konidiesporer

O  genom bildning av sexuella Sporer som ex. zygosporer eller
askosporer

a genom bildning av vilosporer (s.k. klamydosporer)

4.1 Fortplantning med hyfer

Tillviixt av cellmassan i en koloni skeri forsta hand som en tillvixt av hyfer. Hyferna viixer
endast i spetsen, dir c‘cllvﬁggama ir unga och elastiska. Tillvixten bringas till utférande
genom en cellstrickning, orsakad av ett osmotiskt tryck. Detta stiller krav pa bl. a. en snabb
syntes av cellviiggs-, membrans- samt plasmakomponenter i denna region. Nodvindigt
byggmaterial i form av sm4, enkla molekyler som uppstir genom den kataboliska verksam-
heten i hyfens andra regioner transporteras till hyfens spets med hjilp av smd vakuoler. Efter
en fullbordad materialtransport har de sm& vakuolerna upfyllt sin funktion och med tiden slés
de ihop i ett mindre an:tal stora vakuoler. Forekomst av stora vakuoler #r karakteristiskt for
dldre hyfer.

Bildning av nya kolonier frin hyfer kan ske genom en sonderdelning av dessa i ett antal
hyffragment. Frin varje fragment kan en ny koloni uppst4 under forutsitming att fragmentet
i friga innehaller minst en cellkéirna. Att forska sig med hyfer 4r svampens svagaste sitt att
fortplanta sig, eftersom en stﬁndﬁ'g forokning med hyfer si smaningom leder till en forlust av
genetisk information och diirmed till icke énskvirda fordndringar.

Anvind endast sporer for omympning av en migelkultur. Ympa aldrig med
hyfer.
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4.2 Fortplantning med vegetativa sporer

Alla mdgelsvampar kan fortplanta sig med hjilp av vegetativa sporer. De vegetativa sporerna
framstills pd ett asexuellt sitt genom en kopiering av det befintliga genetiska materialet.
Fortplantning med vegetativa sporer leder inte till individens utveckling utan endast till en
tillverkning av kopior. Dirfor kallas dessa sporer dven for asexuella sporer. Beroende av pi
vilken plats pd utvecklingssteget den sporproducerande mégelsvampen befinner sig delas de

vegetativa sporerna grovt i tre grupper

zoosporer
sporangiesporer (sporangier)

konidiesporer (konidier)

Zoosporer bildas av ligre mogelsvampar, tillhdrande subdivisionen Mastigomycotina. De
flesta svampar, som producerar dessa sporer &r anpassade till att leva i en aquatisk miljo.
Zoosporerna dr utrustade med en eller tvd flageller (uniflagellate resp. biflagellate zoospores),

som gor dem mobila i-vatten. Zoosporerna bildas i speciella celler kallade zoosporangia.

Bild A5: Ett forstorat zoosporangium och en forstorad zoospor med en flagell

lipidupplag

fria zoosporer mitokondrier
l kirnkapsyl

kidrna

Zoosporangium - S0um y7
p gium 1] oospor

|
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Sporangiesporer #r immobila asexuella sporer, som bildas av mégelsvampar tillhrande

subdivisionen Zygomycotina. Sporerna bildas i speciella celler kallade sporangiéhus eller
sporangia. Detta tillgdr s& att en hyf avsnérs vid spetsen och den isolerade cellen borjar
forstoras till ett sfiriskt eller ovalt sporangium. Inuti sporangiet borjar bildning av sporer, som
utvecklas alla pd en ging. En hyf, som bir pé sporproducerande celler kallas sporangiefor.
Antalet sporer i sporangia’ varierar mellan olika slikten och #ven mellan olika arter inom ett
och samma slékte. Nér sporerna nar det mogna stadiet springs eller upplises sporangiets vigg
och alla sporer kommer ut pi en ging. De 4r vl anpassade till att transporteras med luften
till sina nya destinationer. De flesta sporangiesporer ingdr i filtfloran och dr kinsliga for
uttorkning. Kommer de med luften in i byggnader, 6verlever de ofta inte mer &n tva mdnader
1 inomhusmiljén. Absidia corymbifera och Mucor hiemalis kan hir nimnas som ett undantag,

Dessa svampar riknas in i forvaringsfloran.

Bild A6: En férstorad bild av sporangieforer och sporangium

Sporangiesporer

Sporangium

Sporaniefor

500 pm

S

— 75—

Konidiesporer (ofta kallade endast konidier)- dr immobila asexuella sporer, som bildas ay
hogre mﬁgelsvampar tillhérande subdivisionerna Ascomycotina och Deuteromycotina. Bildning
av konidier &r en mycket viktig fortplantningsvég forst och framst for Deuteromyceter, vilka
 saknar mdjligheter att fordka sig mha sexuella sporer. Produktionsmekanism for bildning av

konidier &r i jimforelse med produktionsmekanismen fér bildning av zoosporer och
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och sporangiesporer mycket mer komplicerad och differentierad. Den kan skilja sig avsevirt
mellan olika grupper av svampar. Konidiesporerna produceras ofta frin spéciella celler, som
sitter direkt pd hyfer. Hyferna kallas i detta fall konidieforer. Konidieforerna kan vixa
antingen fritt (frdn submersmyceliet eller ytmyceliet) eller i nigot slag av fruktkroppar. Man
skiljer mellan en Sppen fruktkropp kallad acervulus och en halvstingd fruktkropp kallad
pyknidium. Bildning av vegetativa sporer i fruktkroppar férekommer sillan ex. hos svampar
i sldktet Phoma.

Bild A7: Acervulus och pyknidium = fruktkroppar, i vilka konidieforer vixer

.
7 4 AN
d u*? W Acervulus

Fruktkroppar

Pyknidium

Inbbrdes forhdllanden mellan nybildade konidier och mekanismen for deras bildning &r
betydelsefullt led vid identifiering av svampar. Utgdende frin sporernas inbdrdes férhillanden
-vid produktionen kan fyra olika grundliggande formationer urskiljas

B solitir formation, dir en spor bildas helt avskild frin andra pa sin

egen konidiefor
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B synkron formation (simultan), dir flera sporer viixer samtidigt pd

ett och samma konidiehuvud

O kedjeformation, dir sporerna bildas en efter en i langa kedjor.

Bildning av sporkedjor kan ske pa tre olika sitt, ndmligen akropetalt
(varje ny konidiespor bildas p4 toppen av kedjan), basipetalt (den
nyaste konidiesporen bildas vid kedjans bas) samt sympodialt
(sporerna bildas periodiskt vixlande pé bdda sidoraven konidiefor).

| g | -
g oY=
! (1)
Akropetal Basipetal Sympodial

B flockformation, dir sporerna halls ihop med ett slemmigt

sekret i oregelbundna agglomerat, s& kallade slemhuvuden. Detta
forekommer ofta hos svampar fran filtfloran. Med detta forfarande
skyddar de sina sporer frin uttorkning,
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Pro'duktioﬁsmckaiﬁsmen for bildning av konidiesporer kan delas i fyra olika huvudtyper

thallisk
blastisk
fialidisk- -« -+ -

annellidisk

Thallisk utveckling av konidier ir relativt primitiv och realiseras genom fragmentering av .

vegetativa hyfer. Hyfer pd spetsen av en konidiefor borjar separeras medelst bildning av ett
eller flera septa. De isolerade cellerna omvandlas sedan till ett forrdd for genetiskt material -
till s kallade arthrokonidier. Arthrokonidierna har alltid ett cylindriskt utseende, men ses i
mikroskopens tvldimensionella synfdlt som rektanglar, ofta vida varierande i storlek.

Geotrichum candidum #&r ett exempel pé en svamp, som bildar arthrokonidier.

Blastisk utveckling av sporer &r karaktiristisk for jﬁstsvafnpama, men dven vissa mogelsvam-

- par anvinder sig av denna mekanism for bildning av konidier som ex. Botrytis alii.
Sporuleringsprocessen startar med att en topp hos en konidieproducerande cell sviller och dess
yttre viigg blir mer elastisk. S4 sméningom bildas p& denna topp en eller flera knoppar, som
med tiden tillvédxer i storlek. Nér tillviixten avstannar i sporuleringens slutskede, avsnors
knopparna frAn modercellen och omvandlas till blastokonidier. Den blastiska sporproduktionen

kan ske solitiéirt, synkront eller i kedjor.
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Fialidisk utveckling av konidier sker i speciella sporproducerande celler, s kallade Jialider.

Fialiderna kan variera b&de i form och storlek, men dr ofta ampullformade (flaskformade).
Al_formade fialider, lancettformade fialider samt polyfialider (som &r utrustade med flera
oppningar for bildning av sporer) férekommer i mindre utstrackning. Konidierna produceras
for det mesta i kedjeformationer med basipetal utveckling (sillan i kedjor med akropetal
utveckling), men de pAtriiffas dven i oregelbundna agglomefat som i sliktet Phialophora elle

Fusarium.

Bild A8: Olika typer av fialider

Polyfialider

Ampullformade

fialider

Alformad fialid Fialid

med en utpriiglad krage
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Annellidisk utveckling av konider sker som ovan, dvs. i speciella celler kallade annellider.

Likheten mellan den fialidiska och den annellidiska utvecklingen av sporer #r dock endast
formell och de tvd sporuleringsprocessema skiljer sig frén varandra. Varje gdng en konidie
bildas inuti en annellid, &r den fast bunden till den inre cellviiggen (ihopvuxen med den). Nar
den &r mogen och ldmnar annelliden, drar den med sig en del av viiggmaterialet inifrdn upp
och bildar en "karakteristisk" ring pd annellidens hals. Samtidigt 6kar annelliden i lingden.
Ett annat karakteristiskt igenkénningstecken for denna typ av sporuleringsmekanism #r att

konidierna har en tvir bas.

Bild A9: Annellidisk utveckling av konidiesporer

4.3 Fortplantning med sexuella sporer

Vid den sexuella férokningen forsiggdr ett utbyte av kromosomer, dvs. en kombination av
genetiskt material, och ddrmed dven en méjlighet till utveckling, Denna fortplantning ligger
darfér pd ett kvalitativt hogre nivd #n de tvd foregdende typerna. Sitt pa vilket de sexuella
sporerna bildas varierar mellan olika grupper av svampar. Vissa svampar upprittar i detta syfte
sirskilda celler (gametangier hos Mastigomyceter, ascogonier och anteriedier hos
Ascomyceter) 1 vilka konsceller utvecklas. De flesta Ascomyceter bildar dock inga sddana
speciella celler utan tvd vanliga nirbeligna vegetativa hyfer deltar i stillet vid starten av
forloppet. De ldgger sig intill varandra si att en vandring av cellkiirnor frin den ena hyfen till

den andra kan dga rum.
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Den sexuella processen vid bildning av zygosporer kan delas upp i tre skilda faser

Plasmogamin dir de tvd aktuella konscellerna smilter samman till en enda cell,

som innehdller tvd haploida kimor, dvs. kiirmor som var och en innehdller sin

uppséttning av kromosomer - - -

Karyogamin #r en mellanfas i vilken dé tvd haploida kérnorna sammansmilter
under bildning av en diploid cellkirna (en ki#mna, som innehdller dubbel
uppséttning av kromosomer). Karyogamin kan ske omedelbart efter plasmogamin,
men ofta &r de tva fasema tidsmissigt Atskilda frin varandra, Detta ga]ler forst och

framst for ménga hogre svampar.

Meiosen ir ofta det sista stadiet av den sexuella sporutvecklingen. I den sker en

reduktionsdelning, varvid det haploida kromosomtalet reetableras.

Om de tvd gametangierna, som deltar i den sexuella processen, kommer frin en och samma
individ (ett och samma mycelium kan i det hir fallet bilda bade plus- och minus-gametangier),
sdgs svampen i friga vara homothallisk. Miénga arter kan diremot féroka sig sexuellt endast

ndr kontakt mellan tva genetiskt olika stammar dger rum (mycelium kan bilda antingen plus-

gametangier eller minus-gametangier, men inte bida tvd). Dessa svampar kallas heterothallis-

ka. Hur en livscykel hos en heterothallisk Zygomycet ser ut visas i bild A11.

Bild A10: Homothallisk och heterothallisk bildning av zygosporer
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Svampar tillhérande subdivisionen Ascomycotina bildar pd sexuell vdg askosporer. Dessa
produceras i en speciell cell, s.k. sporsick eller ascus (pl. asci). Asci i sin tur ir ofta

inneslutna i si kallad fruktkropp eller ascoma (pl. ascomata). Beroende pé fruktkropparnas

utformning kan de delas i tre huvudtyper helt 6ppna fruktkroppar (apothecium), halvéppna
fruktkroppar (perithecium) samt helt slutna fruktkroppar (cleisthothecium).

I meiosen delas den diploida kidrnan férst i tv och sedan i fyra haploida kérnor. Meiosen
atfoljs i regel av en ytterligare kiirndelning kallad mitos.. Ur dessa atta kidrnor uppstar si
smdningom A&tta askosporer. I vissa fall kan den mitosiska delningen fortsétta och resultera i

16, 32, eller 64 askosporer i en sdck. Man har till och med hittat 128 askosporer i en och

samma séck.

Bild A11: Livscykeln hos en heterothallisk Zygomycet

Bilden &r hdmtad frin "Biologi" (B. Norén).
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4.4 Klamydosporer
Vid sidan om sexuella och asexuella sporer har vissa svampar utvecklat ytterligare en sportyp,

ndmligen klamydosporer.Till skillnad mot de ovan beskrivna sportyperna ir klamydosporer

utpriglade vilosporer och har ingen som helst funktion i svamparnas reproduktionsmekanism,
De bildas ofta i svampens senare tillviixtfas, dd tillviixtvillkor i Svampens omgivning bérjar
forsémras (hdg koncentration av metaboliter, brist pd niring, brist pé livsviktiga komponenter

etc.)
Bild A12: Olika typer av klamydosporer
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B: MYKOTOXINER

1. INLEDNING

Vid ldmpliga forhallanden (i forsta hand tillricklig fuktighet, ldmplig temperatur samt
férekomst av niring) gror sporer av mogelsvampar och vixer i form av smala avlinga
trddliknande celler - hyfer. Hyferna i en mogelkoloni #r ofta rikligt férgrenade och bildar ett
hyfkonglomerat - ett mycelium, Mogelsvamparna som alla andra levande organismer utbyter
under sin tillviixt med sin omgivning materia och energi. De tar upp ofta komplexa energirika
molekyler, som inuti celler bryts ner i enklare molekyler och energi. En del av de nedbrutna
dmnena anvinds av svamparna for att bygga sin egen cellmassa. Resten, tillsammans med
biprodukter frin uppbyggnadsprocesser, avsondras frin celler som metaboliter. Bland dessa
metaboliter kan férekomma alkoholer, aldehyder, organiska syror, firgdmnen, antibiotika samt

giftiga @mnen - s.k. toxiner.
Toxiner kan grovt delas i tre grupper

Phytotoxiner giftiga for plantor
Zootoxiner giftiga for djur

Mykotoxiner giftiga for minniskan och hennes husdjur

I den hir fordelningen och den f6ljande bendmningen finns inbyggd en viss inkonsekvens.
Phytotoxiner #r toxiska for plantor, zootoxiner #r toxiska for djur s& bendmning mykotoxiner
borde innebira dmnen toxiska fér svampar, men sd r inte fallet. Med mykotoxiner menas

dmnen, som bildas av mdgelsvampar och &r toxiska for méinniskor och djur.

Endast en mycket liten grupp av mykotoxiner, s.k. "ergotalkaloider”, orsakar en direkt
forgiftning med ménga glnger mycket vildsamt fﬁrloﬁp. Forsta symptomen av forgiftningen
(svér halsbrinna, krikningar samt buksmirtor) kommer redan ett par timmar efter fortiring
av mykotoxinkontaminerad mat. Man fir abnormala kroppstemperaturer ofta i form av
periodiska véxlingar mellan frossfeber och feberhett tillstdnd. Detta &tf6ljs s& sméiningom av
lingsam puls, periodiskt dterkommande krampryckningar, stora pupiller, hastig andning samt

hallucinationer.
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De flesta mykotoxinerna verkar "smygande". De kommer in i animala organismer med niring
i relativt smd mingder (ng till pg /dygn) utan att ge direkt férgiftningssymptom. Deras
toxicitet ligger i att ménniska och djur inte har mdjlighet att fora dem ut ur kroppen med
samma takt sorn de har kommit in. Detta resulterar i att mykotoxinerna ackumuleras i kroppen
genom att lagras i lever, njurar, vivnader etc.. Deras koncentration stiger med tiden tills den
ndr en nivd, som skadar organismen. ‘Mykotoxiner utgdr ingen homogen grupp toxiner utan
visar olikartade effekter. Vissa mykotoxiner &r cancerogena foreningar (aflatoxiner), andra ir
hallucinogena (ergotalkaloider) eller orsakar njurskador (okratoxiner, citrinin), leverskador
(okratoxiner, luteoskyrin, rubratoxin), skador pd matsméltningssystem (scirpener) och

nervsystem (citreoviridin, slaframin).

Férgiftningar orsakade av ergotalkaloiderna var kiinda redan under romarnas tid, fast de aldrig
kopplades ihop med mégelkontamination. P4 1100-talet gick dessa forgiftningar under olika
spec.icﬂa namn, som ex. S:t Vitus dans eller dragsjuka (som hade att gora med de drabbade
minniskornas beteende) eller S:t Antonius eld (enligt S:t Antonius kloster, dir man lirde sig
att bota denna "sjukdom" eller lindra smirtor). Néigon ging pd 1600-talet upptiickte man

samband mellan epidemierna och konsumtionen av brdd bakat pd ergotkontaminerat mjol.

De flesta idag kéinda mykotoxiner uppticktes forst pd 1960-talet i samband med s.k. "Turkey
X sjukan”, en mystisk sjukdom, som utbrét hos kalkoner i England i bdrjan av ir 1960. Den
overfordes s smaningom #ven p4 andra sorter av fjiderfd som héns och ankor. Inom kort tid
dog 6ver 100 000 husdjur. En snabbt genomford forsta understkning pekade p4 jordn&tsmjil
som den enda gemensamma faktorn vid alla dédsfall. Jordnﬁtsmjﬁlef importerades frin
Brasilien pd grund av foderbrist och anviindes som tillsatsfoder. Den fortsatta understkningen
ledde slutligen till en bekriiftelse att orsaken till dddsepidemin bland fjiderfi var. jordn'titsmjﬁl. .
Extrakt frdn det gav upphov till leverskador och déd hos forsksdjuren. Aret ddrefter
isolerades ett vitt kristalliskt #mne frin jordn&tsmjélet. Det kristalliska dmnet gav samma
toxiska symptom som jordnétsmjol. Férekomst av svamphyfer i jordnétsmjélet ledde till en
hypotes att nigon mégelsvamp kunde vara orsaken till produktion av toxinet. Mdgelsvampen
isolerades och identifierades som Aspergillus flavus, vilken vid senare frsék visade sig kunna
bilda inte bara ett utan ett antal kemiskt nérbesliktade toxiska #mnen, som fick namn

aflatoxiner.

Upptiickten av aflatoxiner var en ordentlig "kalldusch" fér livsmedelsindustrin virlden runt.
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Den satte fart pi hundratals mykologer och kemister i deras spaningsarbete efter "eventuella"

andra toxiska mdégelmetaboliter.

Antalet kiinda mykotoxiner ligger idag dver 200. Det &r drygt hundra olika svamparter, som
kan bilda dem. Deras biosyntes, forekomst, toxicitet samt mdjligheter for en snabb billig

analys r ett stindigt forskningsféremal. - -

2. DEFINITION OCH INDELNING

Mykotoxiner ir en heterogen grupp av kemiska dmnen, vars kemiska struktur varierar kraftigt
frin toxin till toxin. De har endast tre gemensamma kinnetecken, nimligen att de bildas av
svampar, de bildas som s.k. sekunddra metaboliter samt att de #r mer eller mindre giftiga for

ménniskor och djur.

Mykotoxiner dr en grupp giftiga dmnen, som bildas av svampar genom

svamparnas sekundira metabolism.

Denna definition dr enkel, men saknar praktisk betydelse. Den berittar ingenting om
mykotoxinernas kemiska uppbyggnad och egenskaper, dd #ven dessa varierar stort. Den
berittar inte heller om dess toxiska verkan, som ocksd kan variera. Vissa mykotoxiner angriper
" centrala nervsystemet, andra kan verka glattmuskelstimulerande, metaboliskt, hepatotoxiskt,
nefrotoxiskt eller halluéinationsframkallande. I definitionen av mykotoxiner ingdr inte heller
beskrivning av grinsen mellan toxiska och icke-toxiska #mnen. Ar etylalkohol ett mykotoxin

“eller riknas den inte in i denna grupp? Riknas antibiotika till mykotoxiner?

P4 grund av den olikartade kemiska strukturen och de skiftande toxiska effekterna kan dessa
inte anviindas som kriteria for klassifikation av mykotoxiner. Man utgdr i stillet frin deras

________ i o= s

L . 5 EL . [
D105ynISs OCi inaci

derivater av aminosyror
derivater av trichotecen

polyketider
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P4 nésta sida finns ett schema ver katabolisk nedbrytning av monosackarid glukos (bild B1)
med en rad mellanstadier for viktiga mellanprodukter av nedbrytningen.

Aminosyror bildas anaboliskt frin trioser och ir byggstenar for bildning av proteiner under
s.k. primdr metabolism. Vissa svampar kan anvinda dessa aminosyror fér bildning av

ergotalkaloider och amanitatoxiner, som dr mykotoxiner, nir deras metabolism Overgér till den

sekundira fasen.

Mevalonat &r en viktig mellanprodukt, som anviinds av svampar for att bilda terpener under
den primira metabolismen. En rad mé gelsvampar, forst och frimst fran sliktet Fusarium, kan
anviénda mevalonat till att under den sekundiira metabolismen bilda trichotecenderivater, bland

dem ett antal farliga mykotoxiner.

Acetat, som under den primira metabolismen bryts vidare ner i citronsyracykeln till vatten,
koldioxid och energi, kan bli utgdngsimne for bildning av polyketider under den sekundira

metabolismen. Mer &n 70% av mykotoxiner tillhdr denna grupp.

3. PRIMAR OCH SEKUNDAR METABOLISM

Mbogelsvampar utbyter produkter med oﬁgivningen under den aktiva delen av sin livscykel.
Ofta tar de upp komplexa, energirika molekyler, som bryts ner i svamparnas hyfer till enkla
dmnen under utvinning av kemisk energi. Denna procéss kallas katabolisk metabolism eller
kortare katabolism. En del av produkterna frin den kataboliska nedbrytningen anvinds av
Svampar som byggstenar vid uppbyggnad av dess egen cellmassa. Denna process kallas
anabolisk metabolism eller kortare anabolism. Rcstprodukter avsdndras genom hyferna till

omgivningen som s.k. metaboliter.

S4 ldnge intag av néringsdmnen #r i jimvikt med uppbyggnaden av cellmassa &r sx}ampens
metabolism i primdr fas. I det 6gonblick di tillvéixthastigheten minskar, dvs. bildning av en
ny cellmassa minskar medan intagning av ndring 4r pA samma nivd som tidigare, vergér

metabolismen i sekunddr fas.

Den priméra metabolismen ir i stort sett densamma for alla mogelsvampar. Vilken sort av
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Bild B1: Schema over glykolysen
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metaboliter de bildar &r endast beroende av niringssammansittningen. Diremot skiljer sig den
sekundéra metabolismen mellan olika slikten och arter. Till och med olika stammar av en och
samma art kan under den sekundira metabolismen bilda helt olika #mnen. Den minskade
uppbyggnaden av egen cellmassa leder till en ackumulation av vissa mellanprodukter under
den kataboliska nedbrytningen i Svamparnas hyfer. S4 sminningom kommer dessa &mnen att
né sddana koncentrationer i svamparnas hyfer att de bérjar verka som inre cellgifter. D4 siitter
svamparna i gdng med alternativa synteser. Dessa biosynteser #r ofta olika for olika svampar.
Bildning av sekundira metaboliter har ingen annan biologisk funktion #n en avgiftning av sina

egna celler.

Bild B2: Samband mellan tillvixt och sekundir metabolism

Mingd
av
cellmassa

Primér metabolism

~

2
/

o/
Sekundir metabolism

——

Tid



-35-
4. FAKTORER SOM  PAVERKAR TOXINBILDNING

Alla faktorer som p& nigot sitt pdskyndar Gverging frin den priméra till den sekundira
metabolismen eller som stressar mogelsvampar i deras tillvéxt kan ha pdverkan pd bildning

av mykotoxiner. Bland sidana faktorer kan man nimna

B Néringssammansittning
kolkilla
kvivekilla
brist pd nigon tillvixtfaktor

nérvaro av en inhibitor i otillricklig koncentration
B Vattenaktivitet

B Temperatur

A pH

B Nirvaro av vissa aminosyror glutaminsyra
aspartamsyra

B Nirvaro av vissa organiska syror propionsyra
citronsyra
mjélksyra

B Nirvaro av vissa tvavirdiga metaller Zn, Mg

B Sammansittning av mikroflora
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4.1 Néringssammansittning
Rétt sammansittning av niring &r viktig for bildning eller icke bildning av de flesta
mykotoxiner. Som exempel kan nimnas att aflatoxinproducerande stammar av Aspergillus
Sflavus och Aspergillus parasiticus sillan bildar aflatoxiner pd vanliga odlingsmedier i
laboratorieforhillanden. Idag vet man under vilka villkor mdgelsvamparna vixer pi ett normalt
sdtt och med vilka medel deras metabolism kan sittas i obalans, Man kan idag komponera
speciella ndringssubstrat for enskilda mdgelsvampar for att f dem att bilda mykotoxiner. Aven
sammansittning av den omgivande atmosfiren har betydelse. Tv4 viktiga faktorer &r syre- och

koldioxidkoncentration.

4.2 Vattenaktivitet och temperatur

Eftersom de flesta biokemiska reaktionernas hastigheter #r temperaturberoende, har
temperaturen en paverkan pd svamparnas tillviixt och bildning av mykotoxiner. Temperaturens
inflytande pi4 mykotoxinproduktion #r direkt sammankopplad med vattenaktivitet. Som
exempel pd detta visas nedan i tabell B1 inflytande av temperatur och vattenaktivitet pd
tillvéixt av Byssochlamys nivea och produktion av patulin.

Tabell B1: Inflytande av t och a,, pa tillviixt av B. nivea och bnldmng av patulin
(uppgifter himtade fran Roland and Beuchat, 1984)

temperatur ' 21°C 30°C 37°C

min. a_ for tillvixt - 0.915 0.886 - 0.871

min. a, for bildn. av patulin  0.978 0.968 0.959
4.3 pH

Det dr visserligen litt att mita pH i substratet, men det ir mycket svirare att studera biIdnihg
av mykotoxiner som funktion av pH. Under sina tillvéixtperioder féréndrar mogelsvampar
substratets pH genom att till sin omgivning avséndra en rad metaboliter. Man studerade
bildning av olika mykotoxiner som funktion ay PH vid odling av m8gelsvampar i pH -



37
kontrollerade fermentorer och fann att produktionen av varje mykotoxin nér sitt maximum vid
ett visst pH - viérde, s.k. optimalt pH. Optimalt pH &r olika for olika mykotoxiner, men &r

ocksd beroende av temperatur, vattenaktivitet samt andra faktorer.

4.4 Nirvaro av vissa syror

Nirvaro av vissa aminosyror kan 6ka produktionen av mykotoxiner. Bildning av aflatoxiner
okar om substratet, pa vilket Aspergillus flavus eller Aspergillus parasiticus vixer, innehéller
sma koncentrationer av glutaminsyra och aspartansyra. Vissa organiska syror som citronsyra

eller mjolksyra inhiberar produktionen av aflatoxiner.

4.5 Nirvaro av tvivirdiga metaller

Zink #r en viktig komponent for mogelsvamparnas metabolism. Spirkoncentrationer av Zn**
stimulerar glykolys. Okning av nedbrytningshastigheten kan leda till ackumulation av vissa
mellanprodukter, som i sin tur kan medféra Sverging till den sekundira metabolismen.

Dessutom vet man att Zn** aktiverar acetyl koenzym A vid biosyntes av polyketider.

4.6 Sammansittning av mikroflora

En rad mogelarter inhiberar genom sin tillviixt bildning av aflatoxiner hos Aspergillus
parasiticus. 1 detta sammanhang kan man nidmna Aspergillus candidus, Aspergillus niger,
Eurotium chevalieri samt Trichoderma viride. Aven bakterier (ex. mjolksyra bakterier) kan
inhibera produktion av aflatoxiner. Dessa mikroorganismer bildar en eller flera metaboliska
féreningar, som avsondras till omgivningen och som har inhiberande effekt pa bildning av
aflatoxiner. Hos A. ni'ger och mjdlksyrabakterier &r det produktion av citronsyra och

mjolksyra.

4.7 Bildning av mykotoxiner i naturen

Bildning av mykotoxiner i naturen ir ett resultat av olika faktorers samspel, som schematiskt
redovisas i bild 3. Mogelsvampar sprider sig till nya vixter i form av sporer eller hyffragment
med hjélp av vind, regn, insckter samt faglar. Luftfuktighet och temperatur dr ofta avgorand
faktorer for groning av sporer och mogeltillvixt. Andra faktorer, som kan pdverka
mégeltillviixt och mykotoxinbildning &r den omgivande mikrofloran, ménniskans ingrepp i
naturen (biocider) samt viixternas egna forsvarssystem. '

Den svagaste punkten i hela livsmedelskedjan kommer efter skérd, d4 vixterna férlorar sin

formAga att forsvara sig. Bearbetas och lagras inte révaran pa ritt sitt, kan mogelangrepp med
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Bild B3: Bildning av mykotoxiner i naturen

VAXT

Insekter

P

KOTT

SKORD
-Fagiar \\ .
G (Svamp | LAGRING
et infektion
Mogel
Mikrobiovlogisk L
vaxelvarkan
Torka/Regn | Nedbrytning
Temperatur ia mikrob.akt.
Fys.-kemiska
Biocider nedbrytning
SVAMPVAXT
och
TOXINPRODUKTIONV
MYKOTOXINER
LIVSMEDEL

/

Toxinlagring

— 1 VviAvnader

Metabolism

MJOLK]

|__. Sekretion

MYXOTOXTIIK KOS

(ménniskor)

MYKOTOXTIZXOS
(djur)




-39-
efterféljande bildnjng av mykotoxiner dga rum. Mykotoxinerna &r for det mesta kemiskt och
termiskt stabila foreningar, som blir kvar i rdvaran dven efter en ldng lagringstid. Mykotoxiner
kan antingen komma direkt till ménniskan via mykotoxinkontaminerade véixtpfoduktcr (mjdl,
bréd, ris, gronsaker) eller via foder och husdjur som m;jélk- och kéttprodukter. Det forsta fallet

kallas f6r primér mykotoxikos, det senare for sekunddr mykotoxikos.

Bild B4: Primir och sekundir mykotoxikos
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5 MYKOTOXINERNAS TOXISKA VERKAN PA MANNISKA
OCH HUSDJUR
Den toxiska verkan hos mykotoxiner visar en bred variation mellan olika grupper av toxiner.
Vissa mykotoxiner angriper nervsysternet, andra kan angripa lever, njurar, matsmiltnings-
apparat eller verka glattmuskelstimulerande eller hallucinationsframkallande. P4 bilden nedan

ges exempel pd de viktigaste mykotoxinerna och deras toxiska funktioner

Bild B5: Mykotoxiner och deras toxiska verkan
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6. MYKOTOXINERNAS HOGA VARMESTABILITET

Mykotoxiner dr mycket virmestabila féreningar och endast ett fital av dem kan termiskt brytas
ner vid 100°C. Ett exempel pd ett virmekinsligt mykotoxin #r patulin, som kan brytas ned
genom kokning. Mer dn 90% av mykotoxinerna har sméltpunkt dver 100°C och ungefér 70%
har smiltpunkt i intervallet mellan 150 - 200°C. Endast ett litet antal av dessa mykotoxiner,
som kemiskt rena foéreningar, borjar brytas ner termiskt vid sina resp. smiltpunkter.
Mykotoxiner, som férekommer i livsmedel eller foder, skyddas dessutom mot termisk
nedbrytning genom minskning av véirmetransportens hastighet i materia. De flesta industriella
vﬁnnelﬁrocesser ar fullstindigt otillrickliga till att &stadkomma ndgon betydande kon-
centrationsminskning av mykotoxiner dverhuvudtaget. Undantag #@r rostning eller fritering.
Rostning och fritering i 30 minuter vid 150 - 200°C ledde till 40 - 80% minskning av
~aflatoxin B, i jordnétter. Samma virmeprocesser minskade koncentrationen av-okratoxin A

med 90%. I tabellen nedan visas exempel pd graden av den termiska detoxifieringen

Uppgifter himtade frin: "Mycotoxins and Animal Foods" (John. E. Smith and Rachael S. Henderson).

Tabell B2: Virmekinslichet av mykotoxiner i olika typer rdvaror och livsmedel

produkt varmeprocess nedbrytngrad
Aflatoxin B,
Jordnotter rostning (30 min. vid 150°C) 80 %
Jordndétter torrostning 69 %
Jordndtter rosmiﬁg i oljé 65 %
Frukt och kryddor autoklavering (30 min. vid 120°C) 29-39 %
Majsmjol | kokning 28 %
Majsmjol fritering 33-53 %
Majsmjol bakning av muffins 13 %
Aflatoxin M,
Ost virmebehandling 30 min. vid 90°C 9 %
Okratoxin A
Kaffebonor rostning 80-90 %
Kaffebénor rostning 5 min. vid 200°C 100 %
Spannméilsprodukter autoklavering 3 timmar vid 120°C 72-73 %
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7. ERGOTALKALOIDER

Ergotalkaloider dr en grupp N - helerocykliska foreningar, som huvud-

sakligen produceras av mégelsvampar.

De kallas ofta for "dkta alkaloider" och har en speciell stillning bland mykotoxinerna pa
grund av tvd séregna egenskaper. For det forsta bildas ergotalkaloiderna under vérdplantornas
uppvéxtperiod pi fdlten, medan de andra mykotoxinerna bildas efter skoérden. For det andra
dr dessa fﬁreningaf de enda mykotoxiner, som orsakar vildsamma forgiftningar kort tid efter
‘ konsumtion. Redan tvd timmar efter fortiring av mykotoxininnehdllande mat kommer forsta
forgiftningssymptomen:

B abnormala kroppstemperaturer ofta i form med periodiska vixlingar
mellan feberfrossa och feberhett tillstdnd

B periodiskt &terkommande krampryckningar
K l&ngsam puls, stora pupiller samt hastig andning

B hallucinationer

7.1 Toxiska egenskaper
Ergotalkaloiderna har i forsta hand hallucinationsframkallande verkan. Men de har ocksi en

blodkéirlsammandragande verkan, som vid kraftiga forgiftningar helt och hallet kan stoppa
blodcirkulationen och ge upphov till kallbrand med eventuell efterféljande avstStning av

extremiteterna (fingrar eller tir).

7.2 Kemiska egenskaper _ _
Kemiskt kan #kta alkaloider hirledas frin indol, en N-heterocyklisk férening. Via ergolin kan

man komma fram till tre huvudgrupper av ergotalkaloiderna

Lyserginsyra (LSD) och dess derivat
Clavin och dess derivat

Ergotamin och dess derivat

P4 sidan 43 och 44 (bild B6 och B7) finns en schematisk illustration av den teoretiska
hiéirledningen.
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Bild B6: Kemisk hiirledning av ergotalkaloiderna frin indol

INDOL

R CH,R

N—CH,

‘HN H

ERGOLIN DERIVAT AV CLAVINDERIVAT
LYSERGINS YRA

|

R - - - cymIsk pEPTID R---- H

ALKANOLAMID
OH

AMID
EARBINOLAMID




Bild B7: Derivat av ergotamin

ERGOTAMIN | R, =R, = -H
ERGOCRISTIN | R1 = R2 = -CI-I3
ERGOSTIN R, = -H R2 =-CI-I3
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P4 sidan 43 och 44 (bild B6 och B7) finns en schematisk illustration av den teoretiska
hérledningen.

7.3 Forekomst

Enbart ett fital mogelsvampar, varav de flesta hor till sliktet Claviceps, kan producera dessa
toxiner. Langdon 1 sitt arbete (1954) har delat in slikte Claviceps i mer #n 30 olika arter.
Claviceps purpurea &r den viktigaste arten i detta sammanhahg. Det 4r en viixtpatogen svamp,
som dven dr kénd under namnet mjoldrygga. Utsver den kan man nimna ocksd Claviceps
gigantea, Claviceps fusiformis samt Claviceps paspali som potentiella producenter av

ergotalkaloider.

Under storre delen av sin liveykel, d de gror frin sporer och viixer ostért genom bildning av
mycelium och sporer, &r de fullstindigt ofarliga. Men vid ogynnsamma forhéllanden avbryter
de den normala tillvéixten och bérjar bilda s kallade sklerotia, som #r deras dverlevnadsform.
Arvsmassan med néringsupplag avskirmas forst frin resten av svampen och runt omkring den
bildas s& sméningom en hdrd, kemiskt resistent cellviigg. Viggen byggs ofta med hjdlp av
viixtmaterial frin en vixt, pé vilken svampen i friga just parasiterar. Det kan vara spannmadl
(ofta rdg) eller grés. I dessa sklerotia bildas efter hand ergotalkaloiderna. Det #r dessa
sklerotia, smé '(ca'O.S - 1 mm l4nga), hirda partiklar, som #r den toxiska formen av svampen.
Vid dtergng till gynnsamma tillvixtforhdllanden gror sklerotia och dvergar till bildning av

mycelium och sporulering. Didrmed uppgér 4ven svampens toxicitet.

Claviceps purpurea ir den art, som orsakat ett antal kinda forgiftningar i ménniskans historia.
I skillnad till C1. paspali gror och viixer CI purpurea vid ligre temperaturer och hittades vid
 flera tillfdllen &ven i Sverige. Den viktigaste begriinsande faktor #r fuktighet (dvs. vattenaktivi-
tet). Fuktiga forhdllanden pd viren dr nodvindiga for att sklerotia resp. askosporer skall gro.
Den andra nddvéndiga faktorn, som &r viktig frimst for spridning av infektionen till andra
~ platser och andra viixter, 4r parasiterande viixtens blomningstid. Claviceps spp. sporulerar och
producerar méngder av kon_iriie-_pércr bla. i blommornas nektar. Dirifrdn sprids infektionen
vidare via insekter, men &ven av vindar, regn och betande djur. Svampar ﬁ]lhﬁrandé sliiktet
C'laviceps dr i forsta hand parasiter pd griis, men Cl purpurea kan forekomma likaledes pi
rig och ibland dven pa vete. Frin rig via rgmjol ergotkontamineras bréd, som till sist orsakar

forgiftningar.
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Utbver mogelsvampar kan #ven vissa hdgre vixter frin familjen Convulvulaceae bilda

crgotalkaloider, Hir kan man némna Ipomea tricolor och Rivea corymbosa.

8. TRICHOTHECENER

8.1 Definition, kemisk beskrivning samt indelning

Trichothecener dr en grupp av fungala sekundira metaboliter, som &r
kemiskt niirbesliktade genom att de kan hirledas frin en cyklisk sesquiterpen

trichothecan.

Bild B8: Strukturformel av trichothecan

Trichothecener har ytterligare tvd kemiska egenskaper gcmcﬁsamma, nidmligen en dubbel-
bindning mellan kolatomerna 9 och 10 och en epoxidring i position 12 - 13. Man kan dérfor

definiera trichothecener som derivat av 12,13 - epoxitrichothec - 9- en.

Bild B9: Strukturformel av 12,13 - epoxitrichothec -9- en




B
De flesta naturliga trichothecener bildas av svampar tillhérande sliktet Fusarium, varfér man
ofta kallar trichothecener for "Fusariumtoxiner". I mycket liten omfattning bildas trichothece-
ner dven av svampar frdn andra slikten som Cephalosporium, Myrothecium, Stachybotrys,

Trichoderma, Trichothecium samt Verticimonosporium.

Over 60 olika trichothecener finns idag beskrivna i litteraturen (T. Méller et al., 1986). Deras
biokemiska syntes och kemiska egenskaper dr mycket grundligt beskrivna i Mycotoxins,
production, isolation, separation and purification. Av alla dessa ir det forst och frimst T-2
toxin, diacetoxyséhpenol (DAS), deoxynivalenol (DON ként ocksd under namnet vomitoxin)
samt nivalenol som forekommer frekvent i samband med foder och orsakar stora ekonomiska
forluster ( Goto, 1990; Holmberg et al., 1986; Lepschy von Gleissenthal et al., 1989; Méller
et al., 1986; Niessen et al., 1991; Pathre et al., 1979 samt Pettersson et al., 1986).

Beroende dels pd vilka grupper som sitter i position R; - Rs och dels pa ringstorleken idelas
alla trichothecener i fura huvudgrupper (se tabell nedan)

" Tabell B3: Indelning ay trichothecener

Grupp A . ‘
Trichothecenderivat innehiller vanligtvis acetoxi- och hydroxi-
grupper i position R;, R,, R, samt R,. I position R, finns i regel
en viteatom.

Grupp B
I stillet for Ry binder kolatom C; en syreatom och b11dar med
den en karbonylgrupp :

Grupp C
Denna grupp innehdller makrocykliska terpener som roridin A
UJ..I.UI VUl—l_ULdI']Il ﬂ

Grupp D

Denna grupp bestir av diepoxitrichothecener.
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8.2 Fysikaliska och kemiska egenskaper
Trichothecener dr fargldsa, kristalliska, optiskt aktiva foreningar. De dr kemiskt och termiskt
stabila och kan férvaras vid rumstemperatur i dratal utan ndgra forindringar. De kan hettas
upp till 100°C och varmhéllas vid den temperaturen mer &n en timme utan nigon som helst

forlust av sina toxiska egenskaper.

Trichothecener bryts dirfor inte ner genom en vanlig virmebehandling i

samband med matlagning. -

En sammanstillning ver trichothecenernas fysikaliska och spektrala data finns i Handbook
of toxic fungal metabolites (RJ.Cole et al., 1981).

Tabell B4: Lista dver viktiga trichothecener

Mykotoxin Grupp R, R, R, R, R;

Trichothecen bas H H H H H

. Diacetoxyscirpenol (DAS) A OH " OAc OAc H H
7,8 - Dihydroxy DAS A OH OAc OAC OH OH
HT - 2 toxin A OH OH OAc H iv
Monoacetoscirpenol(MAS) A OH OH OAc H H
Monoacetylneosolaniol A OH OAc OAc H OAc
Neosolaniol (= solaniol) A OH. . OAc - OAc .« H ~OH- ...
Scirpenol A OH OH OH H H
T- 2 toxin A OH OAc  OAc H iv
Deoxynivalenol (DON) B OH H OH OH =0
(Vomitoxin) .
Diacetyl DON B OAc H OAc OH =0
Diacetylnivalenol (DAN) B OH OAc OAc OH =0
Monoacetylnivalenol B OH OAC. OH OH =0
(Fusarenon X)
Nivalenol B OH OH OH OH =0

OAc = acetat

iV = isovalerat




-49-
8.3 Toxiska egenskaper ,
Trichothecener kan orsaka allvarliga problem i sarnband med fortdring av mogelskadat
spannmdl och spannmdlsprodukter sivil hos minniska som hos husdjur. Symptomen kan
variera vitt frdn huvudvirk dver kvéljningar och illamdende till svara skador eller d&d.
Trichothecenerna forsvagar immunforsvar, ger upphov till strningar i matsméltningssystem
och blddningar i olika delar av-kroppen som i magsiick och tarmar (ofta med blodig diarré
som resultat), lungor, lever, hjirta. Trichothecenerna #r kiinda som dmnen, som hos miinniska
kan orsaka ATA (Alimentary Toxic Aleukia). Alimentir toxisk aleuki #r en mykotoxikos hos
miénniska, dvs. en sjukdom framkallad genom fortiring av trichothecener. Den har beskrivits
forsta gdngen i Ryssland &r 1913, men sjukdomen kom senare igen mellan iren 1942 och 1947
i form av en stor epidemi med hég dodlighet. I det senare fallet orsakades forgiftningen av
fortiring av mogelinfekterat spannmal (hirs, vete, havre, rig och bbvetc). Spannmdlet angreps
av F. sporotrichioides, F. poae samt C. epiphyllum under overvintring pa filten. Uppgifterna
om vilket toxin eller vilka toxiner, som orsakade epidemin gir hir isir. Den tredje stora
forgiftningen av minniskor intriffade i Japan och ir kiind under namnen Akakabibyo eller

Red mold poisoning.

Den vanligaste forgiftningen med trichothecener intriiffar dock hos husdjur. Det har sin orsak
i att kontrollen betréiffande mykotoxiner 41 mycket stréingare i livsmedel #n i foder. De mest
drabbade &r svin och kor, men férgiftingarna kommer &ven bland héistar, far, hundar samt
fjaderfd. De oftast forckommande toxinerna ir DON, DAS, NIV samt T-2 toxin, men ocksd
Stachybotrystoxiner (makrocykliska trichothecener tillhérande grupp C) bir skulden for
forgiftingar, #iven om det inte hinder si ofta.

- Tabell BS: Exempel pd akut toxicitet av trichothecener .

Mykotoxin Testorganism - LD,
Grupp A: Neosolaniol moss 14.5 mg/kg i.p.
T-2 toxin moss 3.0 mg/kg i.p.
Grupp B: Deoxynivalenol hanméss 70.0 mg/kg i.p.
-honmoss 76.7 mg/kg i.p.
Nivalenol mass 5.0 mg/kg i.p.
Fusarenon hanmdss 3.3 mg/kg i.p.
Grupp C: Roridin A miss 1.0 mg/kg i.v.

Verrucarin A moss 1.5 mg/kg i.p.
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Med undantag av Fusarin C visade ingen trichothecen cancerogena effekter for djur eller
minniska. Diremot observerades en mutagen aktivitet hos flera trichothecener for bakterier
och i vissa enstaka fall dven mot jéstsvampar. I slutet av 80-talet upptiicktes att fusarin C dr
inte bara mutagen mot bakterier utan ocksd mot celler av dédggdjur. Den toxiska funktionen
och mekanismen hos detta toxin &r inte #nnu fullstindi gt kartlagt, men ett antal indicier pekar

pé att fusarin C &ven kan ha en indirekt roll vid utveckling av cancer.

8.4 Forekomst

Huvudparten av trichothecener, som férekommer i naturen, bildas av svampar tillhGrande
 sliktet Fusarium. Av 52 olika arter (CBooth, 1985) dr det endast ett fital, som kan antingen
bilda en eller flera toxiner. Det #r dirfor dessa toxiner ocksi kallas Fusariumtoxiner. 1 tabell
B6 pd nista sida redovisas de viktigaste toxinerna tillsammans med de svampar, som bildar
dem. Begreppet Fusariumtoxiner #r dock lite storre, eftersom i den gruppen dven inglr

toxinerna zearalenon och moniliformin, som #r inte trichothecener.

Makrocykliska trichothecener ingdende i grupp C som roridiner, safratoxiner samt verrucariner
bildas for det mesta av .mﬁgclsvarnpar tillhdrande andra slikten. Hér kan vi nimna bland andra
Mpyrothecium roridum, Myrothecium verrucaria, Stachybotrys atra, Stachybotrys alternans

samt Dendrodochium toxicum.

Mogelsvampar tillhorande sliktet Fusarium ir typiska féltsvampar, som for sin tillviixt kriiver
hégre fuktighet, men i gengéld kan de vixa vid relativt 14ga temperaturer. Ett litet antal kan
till och med viixa under 0°C. Fusariumsvampar 4r dérfér vida spridda &ver hela virlden frin
arktiska omrdden till tropiska linder. Dessa kosmopoliter foredrar dock ett tempererat klimat,
- .vilket resulterar i att de férekommer i stérre utstrickning bl.a: i nordiska linder, Japan,
Ryssland, Polen, Storbritanien, Canada etc. Svamparna i detta slikte #r forst och friimst
vixtpatogener, som véllar en rad sjukdomar framfdr allt pé vete och korn, men éven p4 andra
véixter. Ett litet antal lever som insektparasiter. Fusariumsvambarnas hemvist dr cerealier,
gris, smd tradplantor och jord. I jorden finns de i fﬁrsta hand i form av mycelium och

klamydosporer.

Trichothecener férekommer dirfor naturligt forst och friimst pa spannmal

och spannmélsprodukter,
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Tabell B6: Lista 6ver mogelsvampar, som bildar trichothecener

Trichothecen Mogelar
Acetyldeoxynivalenol | F. culmorum
Deoxynivalenol (DON) F. avenaceum

F. culmorum
F. equiseti

F. graminearum
F. moniliforme

F. poae
F. tricintum
Diacetoxyscirpenol (DAS) F. equisefi
F. graminearum
F. poae
F. tricintum
Fusarin C F. moniliforme
‘Fusaronon - X _ F. tricintum
HT-2 toxin F. equiseti
' F. tricintum
Neosolaniol ' F. poae
- F. solani
F. tricinfum.
Nivalenol : F. nivale

Roridin A Myrothecium roridum

T-2 toxin - F. poae
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9. POLYKETIDER

9.1 Definition, kemisk beskrivning, biosyntes samt indelning
Majoriteten av hittills pavisade mykotoxiner hor tll gruppen polyketider. Polyketiderna ir en

heterogen grupp av foreningar, som endast har tre saker gemensamit, ndmligen

B de dr sekundira metaboliter ay mdgelsvampar
B de &r toxiska mot miinniska och djur

B deras biosyntes ir i bbrjan densamma

Benémning "polyketider" har att gora med deras bildning och grundstruktur och forklaras
senare. Biosyntesen startar frdn tvd enkla féreningar, nimligen dttiksyra (resp. acetat) och
malonsyra (resp. malonat). Bida tva dmnena i form av koenzym A-aktiverade molekyler

- reagerar i fOrsta steget med varandra under bildning av 3-keto-smérsyra och avspjilkning av
en molekyl CO, och en molekyl koenzym A. I steg 2 reagerar koenzym a-aktiverad 3-keto-
smoérsyra med yttcrligafe en molckylr av dttiksyra under bildning av 3,5-diketo-hexankarboxyl-
syra. Aven i detté fall avspjilkas en molekyl CO, och en molekyl koenzym A. Och s4 vidare.
I varje nytt steg reagerar den intermeditira produkten med en molekyl #ttiksyra, varvid
produktens molekyl uttkas med en ketometylengrupp

-CH,-C=0
En schematisk bild av biosyntesens borjan visas i bild B10 pa nista sida.

Uppbyggnad av polyketider sker pl ett multienzymkomplex, vilket pdminner om bildning av
fetter (dven de framstills frin acetat). Likhef.en dr mer &n en analogi. Megi hjiélp av multien-
zymkomplexet bildas mer eller mindre langa molekyler av polyketometylenféreningar.
Hirifrdn kommer bcniimning polyketider. Lingden av molekylkedjan kan variera mellan 4

ketometylengrupper och upp till éver 10 ketometylengrupper.

Polyketider iir derivater ay polyketometylen foreningar, som bildas ay mogelsvam-

par som sekundiira metaboliter och som ir toxiska mot djur och ménniskor.,
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Bild B10: Bildning av polyketometylenforeningar i borjan av polyketidernas biosyntes

COOH
2 HC/ O
CI'IS'C~ ' — f’ 2N %"
S”COA C*s_ccA
' .
/ S CO, HS-CoA
© 0
CH3'C'C 2- N
S-CoA N COOn
szc\ ",O
| - S-CoA
\ 4
i \» C¢2 HS- CoA
2 .9 0
{3‘CV'CH2"C'CH2'C

*S-CoA
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Utgdende frin molekylked;jans langd resp. frin antalet ketometylenheter i molekylen indelas
polyketiderna i tetraketider, pentaketider, hexaketider och si vidare upp till decaketider och
mer (se tabell B7). Bildning av molekylens baskedja & gemensam for alla polyketider och
sker pd likartat siitt hos alla mogelsvampar, som producerar polyketider. Nir uppbyggnaden
av baskedjan ir firdig undergar molekylen en rad andra reaktioner som metylering, klorering,
oxidatio-reduktion samt intermediir kondensation. Dessa reaktioncr dr redan specifika for olika
mdgelarter och resulterar i framstéllning av olika toxiner. Den intermedidra kondensationen
leder exempelvis till bildning av cykliska polyketider som zearalenon och dess derivat. Vid
bildning av citrinin undergér en tetraketidmolekyl reduktion och oxidation, som &tf6ljs av en
~ metylering och avslutas med en cyklisering. I metyleringen ay polyketometylenféreningar,
liksom i de flesta rnetylcﬁﬁgari biologiska system, fungerar S-adenosylmetionin som donator
av metylgrupper. Biosyntes av okratoxiner har en ldng syntesvdg gemensam med citrininet
som visas i bild B11. Framstillning av baskedjan, reduktionen och oxidationen samt
metyleringen &r likartade, men sedan birjar syntesen av okratoxiner g4 sin selektiva viig, Forst
kopplas fenylalanin till den intermedidra molekylen och sedan undergdr produkten en
klorering. Den firdiga molekylen &r okratoxin A. |

Bild B11: Biosyntes av citrinin och okratoxin A

OH OH o

o CH, CH,

CH; cH,

CITRININ

OCKRATOXIN A

Biosyntes av ett annat toxin, penicillinsyra, visar p4 ett antal specifika reaktioner. Pcnicillinsy—
ran bildas frén orsellinsyra, som ir den enklaste aromatiska polyketiden och som &r en vanligt
férekommande metabolit hos en rad svampar och lavar. Orsellinsyrans toxicitet #r praktiskt
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taget forsumbar. P4 slutet av den serie reaktioner, som leder till framstillning av penicillinsyra,
finns ett intermediért ketonderivat, vars ring 5ppnas oxidativt. En sidan mekanism fér &ppning

av aromatiska strukturer ingdr sannolikt i flera biosynteser.

Biosyntes av sterigmatocystin och aflatoxiner har en gemensam viig. Frin en decaketidmolekyl
via versicolorin bildar A. flavus, A. parasiticus samt A. versicolor sterigmatocystin
(S.Gatenbeck, 1975). A. versicolor avstannar vid bildning av sterigmatocystin, medan A. flavus
och A. parasiticus fortsitter vidare till syntes av aflatoxin B,. T.E.Cleveland lyckades 1987
isolera ett cnzymSystem, som katalyserar omvandling av sterigmatocystin till aflatoxin B,.
Biosyntesen av aflatoxinet &r i dvrigt fortfarande oklar, men man kan i dess syntesvig tydligt
urskilja 4 steg: bildning av antrakinonderivat, bifuranoantrakinon, bifuranoxanton samt

bifuranokumarin. Nista bild dskddliggdr biosyntes av de bada toxinerna med de evanbe-

skrivna intermediira stadierna.

Bild B12: Biosyntes av sterigmatocystin och aflatoxin B,

0 0 0 0 00 HO O HO O HO O HO OH
Icssonpinisoes 0,
Polyketide Nors.olonmc Acid l Averantin
OH O OH HO QO OH
isoes — SOOE)
HO 0-Me HO 0 HMe
/ Averufin Averufanin
HO 0 OH HO O OH
-OO 0~ OH ~0~“Me HO 5 0A~o
Versiconal Hemiacetal Acetate Versicolorin A h
Z
0 Sy OMe OH
< i —
0 0
I ~ w me ey L
Allatoxin B) 0 -Methylsterigmatocystin Sterigmatocystin

Bilden &r héimtad frin "Mycotoxins and Animal Foods" (J.E.Smith et al., 1981).
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Tabell B7: Lista dver de viktigaste polyketiderna

Grupp

Mykotoxin

Mogelart

Tetraketider

Pentaketider |

Heptaketider

Oktaketider

Nonaketider

Decaketider

Patulin

Penicillinsyra

Citrinin

Okratoxin A

Viomellein

Luteoskyrin
Rubroskyrin

Islandicin

Citreoviridin

Zearalenon

Viridicatumtoxin

Aflatoxiner

Sterigmatocystin

Aspergillus clavatus
Penicillium expansum
Penicillium vulpinum
Penicillium grisegfulvum
Penicillium roqueforti

Penicillium aurantiogriseum
Penicillium simplicissimum
Penicillium fennelliae
Aspergillus niveus
Penicillium citrinum
Penicillium expansum
Penicillium verucosum

Aspergillus ochraceus
Penicillium verrucosum

Aspergillus melleus
Aspergillus ochraceus
Penicillium aurantiogriseum
Penicillium islandicum
Penicilliurmn islandicym
Penicillium islandicum
Aspergillus terreus
Penicillium citreonigrum
Eupenicillium ochrosalmoneum

Fusarium graminearum

Penicillium simplicissimum
Penicillium aethiopicum

Aspergillus flavus
Aspergillus parasiticus

Aspergillus versicolor
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I tabell B8 nedan &r en lista finns ndgra viktigaste polyketiderna och deras toxiska funktioner.

Tabell B8: Polvketider och deras toxiska verkan

Mykotoxin Toxisk verkan Biologiskt mal

Aflatoxin hepatotoxisk och fjéderfd, svin,

(B,, By, Gy, G,, cancerogen fér, kor, hundar

M, samt M,) (lever, magsick,njurar) katter, ménniskor

Citrinin nefrotoxisk svin, huridar,
(njurskador) fjaderfd

Okratoxin A nefrotoxisk svin, hundar
cancerogen i njurar fjaderfd, minniskor
(lever- och njurskador) rengbdgslaxar

Patulin Bl6dning i lungor fglar, fjaderfd
Stém. i matsméltnings- katter, kor, kaniner
systemet.

Penicillinsyra

Sterigmatocystin

Zearalenon

Paralys av motoriska
nerver

Lever- och njurskador

cancerogen, hepatotoxisk

Ostrogen

kycklingar

svin, mjélkkor, lamm,
kycklingar, kalkoner,
marsvin
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9.2 Aflatoxiner
Aflatoxiner 4r en grupp polyketider med mycket niira liggande kemisk struktur. Aflatoxinernas
grundstruktur visas nedan

lOJ\ 0

OH-

Forsta aflatoxinet uppticktes i borjan av 1960-talet av ‘en ren slump. Dérefter borjade en jakt
efter liknande toxiska féreningar. Arbetet underlittades genom att aflatoxinerna fluorescerar
intensivt i ultraviolett ljus. Snart isolerades och beskrevs ett antal aflatoxiner. Till de viktigaste
rdknas aflatoxinerna B,, B, och B,,, som fluorescerar j UV- -ljus med ett blétt sken, G,, G, och
Gh, som fluorescerar i UV-ljus med ett gront sken, M, och M,, som hittades i mjélk och
mj6lkprodukter, aflatoxiner P, och Q, samt aflatoxicol. Aflatoxinemna B,, B, , G,, samt G, #r
sekundira metaboliter av mégelsvampar. Frin dessa aflatoxiner bildas alla andra genom en
omvandling i animala kroppar Aflatoxin P, &r ett resultat av animal metabolism och hittades
1 smd mingder i urin frin olika djurarter. Aflatoxin Q, &r en av huvudprodukterna vid
metabolisk omvandling av aflatoxin B, i lever hos minniskor och apor. Aflatoxinernas
strukturformel visas i bild M13 p4 nista sida.

Enligt undcrsﬁklﬁngen pd dagsgamla ankungar, som framgér av tabell B, (data himtade frin
"Mycotoxins, production, isolation, separation and purification"; V Betina, 1984) visar
aflatoxin B, den hogsta akuta toxiciteten av de fyra aflatoxinerna. Diarefter fljer G,, B, samt
G,.

Tabell B9: Akut toxicitet av aflatoxiner testade  pd dagsgamla ankungar

Aflatoxin | LD;,
B, 18.2

G, - 39.2

B, : 84.8

" G, 172.5

LDy, uttryckt i mg toxin per kg kroppsvikt.
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Bild B13: Strukturformel for de viktipaste aflatoxinerna

0 0 0 0
0 0
0 0 OCH; 0 OCH,
Alfatoxin B, Aflatoxin G, Aflatoxin M,
0 0 ‘ 0 0 _ 0 o]
0 I j ' ; 0 I ]
OH %
0 0 OCHj4 o] (ol OCH;4 0] 0 OCH4
Aflatoxin B, ‘ Aflatoxin G, Aflatoxin M,
0 0 : O OH
0 o] ‘
OH
0 0 0CH4 0 0 OCH]4
Aflatoxin Q, Aflatoxicol
0 0 o

"HO"N0 N0 OCH3  HO N0 “ o OCH4 0 OCH,

Alfatoxin B,, Aflatoxin G,, Aflatoxin D,

Aflatoxin B, har dven en akut hepatotoxisk och cancerogen verkan (bildning av tumdr i lever).
Forhallandet mellan den akuta hepatotoxiciteten hos de fyra aflatoxinerna B,, G,, B,, samt G,
dr approximativt 100%, 50%, 20% och 10%. Den hiéga toxiciteten i lever oéh cancerogena
egenskaper hos aflatoxin B, har att géra med dess omvandling i méinniskans lever till 2 hogt

reaktiva dmnen, nimligen aflatoxin B, - 2,3 - epoxid och aflatoxin B,, (se bild B14 pa nista
sida).
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Bild B14: Omvandling av aflatoxin B, i lever

Bilden ar bamtad frin "Mycotoxins: Formation, Analysis and Significance” (J.E.Smith et al., 1985)
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P4 grund av sin epoxidring &r det elektrofila aflatoxinet B, - 2,3 - epoxid- instabilt och
undergir snabbt.reakﬁoner med foreningar innehallande nukleofila centra, speciellt med RNA
och DNA, men #ven med en rad viktiga enzym. Aven aflatoxin B,, #r hogtoxiskt genom sin
hoga reaktivitet med proteiner. Irreversibel omvandling av aflatoxin B, till M,, som
exempelvis sker hos mj&lkkor, leder déremot till kraftigt minskade mutagena och cancerogena

egenskaper.

Flera olika mykotoxiner har cancerogena egenskaper, men inget av dem #r si noga undersokt
som aflatoxiner. Man vet sedan linge att aflatoxin B, #r ett hdgcancerogent dmne och en
viktig bakomliggande faktor, till levercancer hos ménniskor och djur. Regelbundet intag av
smd méngder av detta toxin leder hos djur till férsimrad viktékning och minskad mjolk- och
dggproduktion. Aflatoxin B, orsakar stérningar i leverns funktion genom minskning av syntes
av lechSpcciﬁké proteiner, leverblédnin g samt storning av lipid- och proteinmetabolism. Olika
djur reagerar dock pd olika siitt, nir de utsitts fér samma dos aflatoxin B,, vilket pekar pi att
det &r flera olika faktorer, som pdverkar aflatoxinets toxicitet. Allt detta framgdr tydligt av
nista tabell

Tabell B10: Cancerfrekvens hos olika d jur som funktion av exponering for

aflatoxin B,

Djurart Dos observ.tid tumor

pg toxin/kg foder frekvens
Anka 30 14 mé.nadcf 8/11 (72%)_
Forell 8 12 méanader 27/65 (40%)
Nibbmus 24-66 mg totalt 36 ménader 9/12 (‘75%)
Silkesapa 5 mg totalt 24 ménader 2/3 (66%)
Apa 100-180 mg tot. >24 manader  3/42 (7%)
Rétta 100 54-88 veckor 28/28 (100%)
Mus 150 80 veckor 0/60 (0%)

Data ér himtade frdn "Mycotoxins: Formation, Analysis and Significance" (J.E.Smith et al., 1985)
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Det finns inget linjért samband mellan mingden aflatoxin B, som intagits och bildningen av
cancertumdr i lever, vilket dskidliggérs med data i tabell B11 frin en undersdkning utférd pé

hanrittor.

Tabell B11: Samband mellan intag av aflatoxin B, och bildhing av tumor i lever

hos hanrittor

Dos Observ.tid Frekvens
pg toxin/kg foder | (veckor) av tumér
0 74 - 109 018 0%
1 | 78 - 105 2/22 9%
5 ' 65 - 93 1/22 5%
15 69 - 96 4/22 18%
50 | 71- 97 2025  80%
100 54 - 88 28/28 100%

Data &r hamtade frin "Mycotoxins: Formation, Analysis and Significance" (J.E.Smith et al., 1985)

Forekomst

. Aflatoxiner produceras  huvudsakligen av 2 mogelarter, Aspergillus flavus och Aspergillus
parasiticus. Forekomst av aflatoxiner i vegetabila rivaror &r beroende av tillvixtvillkor for
dessa tvd arter. Typiska viixter, som invaderas av A. flavus och A. parastticus och som darfor
kan inneh4lla aflatoxiner &r nétter (paranitter, valnétter, jordnétter, samt pistaschnétter), mayjs,
bomullsfron, kaffebénor, kakaobénor, vita och gula bdnor, kryddor (paprika, chili, kummin,
~ sesamfron), foder samt produkter baserade pﬁ. ovanndmnda révaror. Data frén en undersokning
om forekomst av aflatoxiner i hela virlden (underéﬁkningcn utfordes 1982-1988 och
sammanstilldes av FDA) finns redovisade i tabell B12.

Aflatoxiner f6rekommer &ven i animala produkter, dér aflatoxin B, konsumeras av husdjur och
i forsta hand omvandlas till aflatoxin M,, men éven till andra aflatoxiner som M,, P, Q, etc.

Hir kan némnas i forsta hand mjolk, mjolkprodukter och kott (se tabell B13).
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Tabell B12: Forekomst av aflatoxiner i naturen

Livsmedels- Totalantal Andel i % Andeli % Max.konc.

produkt prov - med detekt. med konc.  [ng/g]
aflatoxin > 20 ng

Mandel och mandelmassa 44 : 0.5 0.5 372
Notter (fran Brasilien) 176 . 11 6 619
Chilli 14 - 78 7 30
Produkter fran kakao 58 3 - 37
Spannmal och

spannmélsprodukter 32 22 3 129
Hasselnotter/kastanjer 181 1 1 257
Marsipan 10 10 10 30
Melonfron _ 155 21 12 299
Muskotnot 48 23 12 37
Paprika (krydda) 53 p) 0 3
Jordnotter 197 14 7 273
Jordnotsprodukter 333 32 18 803
Pistaschnotter 72 28 18 298
Pumpafrén 207 11 6 123
Sesamfron 202 2 0.5 22

Solrosfron och mjol 26 8 4 179

Tabell B13: Forekomst av aflatoxin M, i mjolk och mjolkprod. i vissa europeiska linder

Land Typ Antal - Andel Konc.
livsmedel prov positiva[%] [ppb]
Storbrit. mijolk 2718 - 23 0.03-0.52
Spanien mjolk 47 30 0.02-0.1
Holland mjolk 95 78 0.09-0.5

Data ar hamtade frin "Mycotoxins: Current situation” (T.Gofo, 1990)
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9.3 Okratoxiner
Okratoxiner, derivat av dihydro-isokumarin, fick sitt namn efter Aspergillus ochraceus, den

mogelart som man forst férknippade med bildning av dessa toxiner.

o g
CHy —CH—NH—¢

0
CHjx
RZ
Toxin _ R, R,
Okratoxin A H Cl
Okratoxin B . H H
Okratoxin C CH, - CH, Cl

Den allménna strukturformeln finns pé bilden ovan. Okratoxin A ir det mest toxiska av de 3
derivaten, medan toxicitetcn hos okratoxin B och C har visat sig vara férsumbara, si i
praktiken #r det toxikologiska intresset riktat endast mot okratoxin A. Biosyntes av okratoxin
visas schematiskt i bild M11 P4 sidan 49. Utéver A. ochraceus &r-det Penicillium
verrucosum, som har formiga att bilda detta toxin. Okratoxin A ir ett nefrotoxiskt &mne, som
férst och frimst dstadkommer stora irreversibla skador pd njurar (skadliga férdndringar i
njurens huvudkanal fubuli). Njurar, som skadats av okratoxin A brukar fi ett avvikande
utseende. De har ovanligt Ijus firg och hdgre vikt, sa kallade nefropatinjurar. 1 Danmark har
man utfért omfattande undersskningar pd forekomst av Olcratox_jn A i foder och njurskador pa
olika typer husjdur (fjiderfs, svin) (E. Pedersen, P.Krogh,). P.Krogh et al. undersSkte Hven
forekomst av okratoxin A i svenska cerealier. Sju av 84 prov var positiva med avseende pi

toxininneh&ll i konccntranonsmtervall mellan 16 och 410 pg/kg. Kartliggning av njurskador
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hos svin utférdes i Sverige av L .Rutqvist och EJbsefssan (1979). I det senare arbetet har man
totalt analyserat njurar frin 90 grisar. Njurama visade redan vid en visuell understkning ett
avvikande utseende. Okratoxin A pdvisades i 24 njurar (27% positiva prov). Den hdgsta halt
man fann var 88 pg/kg. Femton av de defekta djuren kom frin en och samma gard. Agaren
uppgav att grisarna hade utfodrats med korn frin 1977 4rs skord, d4 skordeforhallandena och
torkningsmojligheterna var svéra. En analys av korn visade sig inneh&lla 3 100 pg okratoxin

A per 1 kg korn. Okratoxin A forekommer ofta &ven i bonor.

9.4 Citrinin

Citrinin férekommer ganska ofta i samband med bildning av okratoxin A. Biosyntesen av detta
toxin f6ljer néstan samma vig som vid bildning av okratoxin (se'bild B11 och text pd sidan
54). Strukturformeln av citrinin finns nedan |

Citrinin bildas av tvd mogelarter, Penicillium citrinum och Penicillium verrucosum. P. ver-
rucosum har dessutom formaga att producera #ven okratoxin A, vilket ger en naturlig .
forklaring till, varfor dessa tvd toxiner ofta férekommer tillsammans. Aven citrinin har

nefrotoxiska egenskaper, som ger njurskador hos foretridesvis fiderfd, hundar och svin.

9.5 Patulin _

Patulin (strukturformeln .ﬁnns pé nista sida) dr en av de enklaste mykotoxinerna. Det finns
ytterligare en egenskap hos patulin, som ger det en siregen stillning bland mykotoxinerna.
Patulin #r nimligen det enda mykotoxinet, som #r virmekinsligt och som kan brytas ner
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termiskt genom en virmebehandling redan vid 80° C. Patulin har ocksd antimikrobiella
egenskaper mot bide gram-positiva och gram-negativa bakterier,

Bild B14: Strukturformeln av patulin

Efter upptiickten av penicillinets "mirakulgsa” egenskaper borjade man underséka &ven andra
fungala metaboliter och i samband med det uppticktes dven patulin, som i borjan togs for ett
antibiotikum., Bctydhgt senare omvirderades patulinets roll i manmskans hilsa och patulin

hamnade d& p4 en lista §ver mykotoxiner.

Patulin bildas av flera olika arter av sliktena Aspergillus och Penicillium som A. clavatus,
P. vulpinum, P. griseofulvum, P. roqueforti, P. patulum, P. claviforme, men huvudparten av
toxinet, som bildas i naturen &r producerat av Penicillium expansum. Patulin férekommer ofta

pa frukt, bir och foridlade produkter av dessa sdsom torkad frukt, sylt, juice etc.

Patulinets toxiska verkan observcrades forst i samband med matforgiftningar. Vid toxikologis-
ka undcrsokmngar efterdt visade patulin en relativt hog akut toxicitet hos rittor (LDs, = 25.5
mg/kg i.v.). S4 sminingom upptiickte man att patulin dven har cancerogena egenskaper. Flera
unders&kningar betriiffande férekomsten ay patulin i svenska livsmedel utfrdes mellan &ren
1976 och 1986 av SLV (EJosefsson, K Akerstrand sarﬁt T.Moller). De hittade bl.a. sma
| koncentrationer av patulin i dppledrycker, lite higre toxinkoncentrationer i en parti djupfrysta
blabér, som misstinktes orsaka diarré, Patulinbildande svampar hittades i samtliga tio
analyserade prov av blabdr och i 3 av dem fanns 4ven toxinet. Ar 1986 undersiktes dppel- och
pérondrycker med avseende p4 forekomsten ay toxin och smd halter av patulinet hittades i
samtliga 38 proven (koncentrationen versteg ej 10 pg/).
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9.6 Zearalenon

Zearalenon och dess derivat bildas av en enda mégelart, némligen Fusarium graminearum,

kiind #ven under den teleomorfiska bendmningen Gibberella Zeae.

Zearalenon och dess derivat har en 'dstrogen verkan huvudsakligen mot svin, men forgiftningar
med dessa toxiner upptiicktes dven hos hiistar. Zearalenon har rapporterats huvudsakligen frin
USA och Kanada, dér de férekommer i cerealier (forst och friimst majs, korn och havre, men |
iven i vete och sorghum). Toxinet visade ingen akut toxicitet mot méss, rittor och fjaderfd
vid dos mellan 5 och 20 mg/kg kroppswkt. Zearalenon orsakade stora ekonomiska forluster
i samband med fortiring av toxmkontanuncrat foder hos svin.
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C: KVANTIFIERING AV MOGELSVAMPAR

1. INLEDNING |
Sedan medeltiden har minniskorna kint till att mégel i fﬁda_ och foder kan orsaka en rad
skador. M&gelsvamparnas Sporer ir vl anpassade till att spridas via luft, \;attcn och jord, och
de kan ddrfor 14tt kontaminera sivil rdvaror som fa'rdiga livsmedelsprodukter. Dessutom har
mogelsvamparna av | alla mikroorganismer den storsta toleransen till liga vattenhalter.
Mogelangrepp leder till siinkt livsmedelskvalitet i form av minskat néringsvirde, missfirgning,
smak- och Iukﬁ“disﬁmﬂng och innebéir 4ven potentiella risker for toxinbildning,

For att minska de ekonomiska forlusterna och hilsoriskerna kriivs ‘bland annat ldmpliga
metoder for att bestimma den mikrobiologiska hygienen hos révaror och livsmedelsprodukter
och for att kontrollera livsmedelsprocesser,

Kvantifiering av mdgelkontamination har alltid tillhdrt de svirare uppgifterna vid en
livsmedelsanalys. Resultaten iir ofta belastade med betydande fel. De #r for det mesta svéra
att tolka och de kan ibland vara #ven mycket subjektiva,

2, MYKOLOGISK ANALYS AV LIVSMEDEL

2.1 Allmint _
Varje kvantitativ analys kan grovt delas in i 5 moment

Provtagning
Pfovfﬁrvaring (inkl. transport)
Provberedning

Mitning (detektionsteknik)
Utvfirdering (tolkning av resultat)

Vart och ett .av dessa moment #r lika viktigt och bér ej under- eller Overvérderas. Det totala
felet hos ett analysresultat &r summan av fe] frdn de fem enskilda momenten. Hur mycket man
4n férfinar ndgot av dessa moment blir det slutliga analysresultat aldrig bittre &n det, som det

svagaste momentet tillter.
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2.2 Oversikt av kvantifieringsmetoder

De metoder med vilkas hjilp man miter mdogelkontamination i livsmedel kan

grovt indelas
enligt féljande '

MIKROBIOLOGISKA CFU-metoden

HGMF-teknik (Hydrophobic Grid Membrane Filters technique)

FYSIKALISKA HMC (Howard Mould Count)
Fludrwcensmikroskopi (som ex. DEFT = Direct Epiflucrescence
Filter Technique)
Bestimning av myceliets torrvikt

KEMISKA Bestimning av nigon cellviggskomponent (ergosterol, kitin)

Bestdmning av nigon metabolit (olika kemiska detektionsme-

toder som GC, MS, kolorimetri,
impediometri kan komma till
anviindning)

Bestimning av nigon enzymatisk aktivitet (pektinesteras)
Bestimning av nukleotider (ATP)

IMMUNOLOGISKA Elisa

Latexmetoden (AsPen - bestimning av 1-5-B-D-galaktofuranosid - en

avnnnlvoan Lot s

exopolysackarid, som ingdr i hyfviiggama hos alla svampar
tillhérande slaktena Aspergillus och Penicillium)
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3. CFU-METODEN

3.1 Allmén beskrivning ‘
Bestimning av CFU (Coloﬁy Forming Units), ofta kallat mogeltal, hér till en ay de &ldsta
metoderna f8r kvantifiering ay mdgelsvampar. Den bygger pa p]attspxidningépﬂncipcn, som
hirstammar frin forra seklet. Med denna metod detekterar man levande Svampmaterial som
hyfer och olika typer av mogelsporer. Provet homogeniseras i en fysiologisk 16sning och siitts
sedan i olika konécnnaﬁoncr P& nigon typ av fast od]ingssubstrat. Efter en viss inkubationstid
viljs platior med ritt provkoncentration ut och antalet bildade kolonier riknas, Resultatet
uttrycks som antalet CFU per volym- eller viktenhet av provet. Metodens tillviigagingssitt
visas i bild C1 pi niista sida.

Som fysiologisk 16sning for homogenisering och spddning av prover viljs vanligen en
vattenldsning, innehillande 0.85% natriumsalt och 0.1% pepton. I fa]] av en hég koncentration
av "torra" sporer, som ex. vegetativa sporer av Aspergillus och Penicillium, kan 0.1% av
Tween 80 tillsiittas for s.’inklﬁng. av ytspdnningen och didrmed bittre mdjligheter for
homogenisering av prov. Det kan dock uppstd problem med skumning, om man tills#tter for
mycket Tween 80 eller anvinder for kraftig homogenisering. o

Torra prov kan innehilla Svampmaterial, som #r fast bundet tll provets pa.ru.ldar F&r att fa
det loss bor provet uppfuktas, Uppfuktningen minskar fven risker fr skador av stomacherpd-
sar under homogeniseringen av proy innehdllande hirda, vassa partiklar. Uppfuktningen
vanligtvis utférs genom att blanda provet med fysiologisk 16sning i forhallandet 1:9 (ofta 30
» gram prov blandas ihop med 270 ml spadningsvitska) och att ata blandningen sti 30 minuter.

Efter uppfuktningen, som ofta sker direkt i stomacherpésar, homogeniseras provet 2 minuter
i en stomacher. Dérefter spids provet upp till -5 i en spAdningsserie, dir varje spﬁdnihéssteg
spéds i proportionen 1:9, Frin vaﬁc Steg tas upp 2 x 100 pl prov, som Gverfors till 2 plattor
ﬁrdiégjuma med ett limpligt substrat (100 pl per platta) och sprids med ‘en mcklé Over
éga:ytan. Plattorna inkuberas rittvinda vid rumstemperatur i 5-7 dygn. Plattor, som innehaller
mellan 10 och 100 kolonier anvinds for utvéirdering. Fér utvirdering br man ej anviinda
Plattor, déir antalet kolonier dverskrider 100.
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e Bild C1: Kvantifiering av mogelsvampar med hjilp av CFU-metoden
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3.2 Val av ett limpligt odlingssubstrat _
- Ett idealt odlingssubstrat f5r kvantifiering av svampar bdr uppfylla foljande kray

B Inhibera bakteriell tillvixt
B Begriinsa tillviixthasti gheten for snabbvixande Svampar som Zygomyceter,

- Trichoderma, vissa Penicilliumarter etc.,

B Begriinsa kolonistorlek s& att antal kolonier gr att riikna
B Tillata alla Svampar att viixa ut

Ett sddant medium finns tyvvir inte ! Man maste kompromissa genom att anpassa val av
medium till provets befintliga flora. En mycket viktig faktor vid ett val av odlingsmediet &r

provets vattenaktivitet, Svampar, som har en hég resistens mot laga vattenaktiviteter och

férmodas befinna sig i relativt torra produkter, véxer ganska l&ngsam. Dessa svampar &r ofta
utkonkurrerade pd vanliga medier ay andra svampar. Detta kan resultera i att man inte hittar
de svampar, som kan utgéra ett problem i just den produkten.

Ett lampligt generellt substrat &r DRBC (Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol agar). Detta
medium inhiberar tillviixt av de flesta bakterier. De bakterier, som #nda vﬁicr Pé det (som
Prareu& mirabilis, Proteys vulgaris), bildar mycket sma kolonier, vars diameter ofta €j
évérskzider- 0.1 mm. Det inhiberar tyvvédr dven tillviixt av vissa Svampar som ett fital
Zygomyceter, men dessa Svampar &r ofta ej viktiga ur industriell Synpunkt. Svampar, som
véxer pd detta substrat, bildar vl avgrinsade kolonier. Till nackdelar ay DRBC kan riiknas

B att man ej kan direkt identifiera
B " att svampar kan under tillvéixten p4 detta medium skadas och gir ¢j att
omympas fér eventuell forvaring eller artbestimning .

& att DRBC i kiinsligt for direkt solljus. Om detta medium utsatts for pa-
Om detta medium utsiitts for pa-

verkan av solljus bildas giftiga dmnen, som inhiberar mogeltillvaxt 11

DRBC skall endast anvindas som ett substrat for kvantiﬁering "




e 8
h&gt bakteriellt uﬂubmonsspckmnn kriivs en kombmanon av minst tv4 olika antibiotika. CDA
rekommenderas av Statens livsmedelsverk som allméngiltigt medium for kvantifiering av

mdgelsvampar.: Czapek-Doxagar har foljande fordelar

B de flesta svampar viixer p4 det _ ,

B plattorna kan direkt anvéndas dven till kvalitativ analys’ (identifiering
av ev. forekommande potentiella toxinbildare)

B tillviixt av de flesta bakterier himmas

Tiil nackdelarna kan réknas att ett fital Zygomyceter inhiberas.

For kvantifiering av mogelsvampar anviinds fortfarande i stort utstriickning Sabouraund agar,
sorﬂ #r ett rikt odlingsmedium, vilket medfor att svampar med en hdg tillviixthastighet tillats
att snabbt viixa pd detta medium och under mycket kort inkubationstid ticka hela agarytan.
Detta i sin tur inneb#r att Iﬁngsamt vixande svampar, som ofta #r viktigare ur hygienisk
synpunkt, ej hinner att utveckla kolonier.

Anvind aldrig Sabouraud agar for kvantifiering av mogelsvampar !!!
Sabouraud agar #r ldmplig endast for kvantifiering av jéstsvampar.

Selektiva kvantifieringsmedier
For kvantifiering av vissa grupper viktiga svampar anviinds selektiva medier, som gynnar

tillvéixt av dessa och ofta mer eller mindre inhiberar tillvéixt av ‘andra svampar.

For kvantifiering av xerotoleranta och moderat xerofila svampar (vissa arter av Penicillium
och Aspergillus, Eurotium ssp., Wallemia sebi etc.), som kriiver liga vattenaktiviteter for sin |
tillviixt rekommenderas DG18 (Dichloran Glycerol 18%). Vid férekomst av extremt xcroﬁla
arter som Chrysosporiiem ssp. eller Xeromyces b bisporus bor MY50G anviindas (Maltextract

Yeastextract 50% Glucose agar; Pitt & Hocking, 1985)).

For kvantifiering av svampar fran sliktet Fusarium brukade tidigare anviindas PCNB (Penta
Chloro Nitro Bensen agar; Nash & Snyder, 1962), men detta medium wsade 51g ha
canccrogena egenskaper. I stillet rekommenderas idag att i friga om Fusarium anviinda DCPA
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(Dichloran Chloramphenico] Pepton Agar; Andrew & Pitt, 1986).

3.3 Metodens nackdelar

Mogeltal &r formellt lika bakterietal, men har till skillnad fréin det mycket siimre noggrannhet
och &r ofta svérare att tolka, Den inbyggda osiikerheten i mogeltalet &r orsakad bland annat
av att resultaten &r starkt beroende ay provstorlek och provberedning (forst och frimst
homogenisering). Nya kolonier bildas inte bara av olika typer av mégelsporer som asexuella,
sexuella samt vilogporer utan dven av fragment av hyfer under fo'rutsﬁtmi_ng att varje sidant
hyffragment innehiller &tminstone en cellkiirna. Anvinder man en k:rafug homogenisering
under lingre tid fir man stérre antal hyffragment och dérmed storre antal kolonier #n j fallet
med mildare homogenisering under kortare tid. Skillnader i homogenisering kan resultera i en
skillnad pd flera potenser i antalet CFU.

Ett annat osidkerhetsmoment ir att det i de flesta fall &r omdjligt att uppskatta proportionen
mellan kolonier bildade fran sporer och kolonier bildade frin hyfer, vilket forsvarar tolkning
av resultat.

Trots alla sina nackdelar anviinds CFU-metoden fortfarande i stort utstrdckning. En férklaring
dr att det inte finns nigon annan generellt tillimpbar metod for kvantifiering av mbgelsvam-
par. Alla de andra metoder, som niimns Pé sidan 69 #r mer eller mindre selektiva och kan
endast anviindas inom ett smalt omride,

Mer omfattande beskrivning av olika kvantifieringsmetoder finns i "Kvantifiering av
- ~mogelsvampar i livsmede]" - (Birgitta Bergstrém & -Petr Adamek, SIK-Dokument - or, 80,

1990).
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Bilaga: ODLINGSSUBSTRAT - RECEPT

Czapek Dox agar (CDA):
NaNO,
KC “
Magnesium glycerofosfat
FeSO,
K,S0,
sackaros
agar (Oxoid L13)

vatten

Slutligt pH = 6.8

Dichloran 18% Glycerol (DG18);

Pepton
Glukos

KHPO,

MgS0,.7H,0

Dichloran (0.2%-ig i0sning i etanol)
Glycerol .

Chloramphenicol
Agar

Vatten

20g
05g
05g

0.01g
0.35g
300¢g
120 g

1 000 mi

g 16sning av mjtlksyra
frin Oxoid (code CM97).

50g
100 g

L 1og

05¢g
1.0 m1
2200 g

Ol1g
150g

*1 000 ml

Slutligt pH = 5.6 +/- 02

'Vig in alla ingredienser med undantag av glycerol. Tillsktt vatien, blanda ordentligt och sm#lt
1 vattenbadet. Tillsitt direfter glycerol. Autoklavera 15 minuter vid 121°C. Detta medium %r

kommersiellt.ﬁllgﬁngligt (Oxoid).
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Dichloran rose bengal chloramphenicol agar (DRBC):

Pepton 50¢g
Glukos 100 g
KH,PO, ' 10g
MgS0,.7H,0 ~05g |
Dichloran (0.2%-ig 16sning i etanol) 1.0m
Rose Bengal 0025 g
Chloramphenicol 0.1g
Agar 150¢g
Vatten 1 000 ml

Slutligt pH = 5.6 +/- 02

Vig in och blanda ihop alla komponenter med vatten och smilt blandningen i ett vattenbad.
Autoklavera 15 minuter vid 121°C. Detta medium #r kommersiellt tillgingligt (Oxoid, code

CM549).

Dichloran chloramphenicol peptone agar (DCPA):

Pepton ' 150¢g
KH,PO, 10g
MgS0,.7H,0 0.5
Chloramphenicol ' : O0lg
Dichloran (0.2%-ig 10sning i etanol) 1.0mi
Agar 150 g
Vatten 1 000 ml
Slutligt pH =

Vig in och blanda ihop alla komponenter med vatten och smilt blandningen i ett vattenbad.
Autoklavera 15 minuter vid 121°C.

Maltextract yeastextract 50% glucose agar (MY50%G):

Maltextrakt (pulver) 100g
Jistextrakt (pulver) , 25¢g
Glukos 500.0 g
Agar - 100g
Vatten 500 ml

Slutligt a, = 0.89
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