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Inledning

Vid utredningar av sjukdomar orsakade av
mogelsporer dr det visentligt att veta vilka
svampar som forekommer i luften samt i
vilka halter. Karaktiriseringen utférs van-
ligtvis genom odling pa ett specifikt medi-
um, varefter svampen karaktariseras morfo-
logiskt. Odlingstekniker ar ofta svéra att ap-
plicera vid bestimning av antalet sporer i
luftprover innehédllande en blandning av
okinda svampar. Vissa svampar speciellt
phycomyceter, vixer mycket snabbt pa
maltextraktagar och ticker pi kort tid mer
lingsamt vixande svampar eller inhiberar
deras tillvaxt. Detta resulterar i for liga
halter nir antalet kolonibildande enheter
bestaims. Fér att eliminera dessa problem
har polymera tvifassystem applicerats {or
att separera olika arters sporer frdn varand-
ra for odling.

Artbestaimning av mogelsvamp baserar
sig vanligtvis pd morfologiska kriterier av
olika svampstrukturer. 1 vissa klasser har
svamptaxonomien orsakat problem pé
grund av liknande strukturer hos svampar-
na. Dessa problem ar speciellt uttalade nir

det giller asymmetriska Penicillium svam-
par. Korrekt identifiering av dessa svampar
ir bland annat viktigt nér det giller analys
av mykotoxiner. For att undvika de svarig-
heter som morfologiska metoder uppvisar
har olika kemiska metoder som pyrolys-
gaskromatografi, pyrolysmasspektrometri,
gaskromatografi av fettsyror, elektrofores
mm anvints tidigare. [ projektet har fordel-
ning i polymera tvfassystem anvints for att
karaktirisera mogelsvamparna. Polymera
tvafassystem har tidigare anvints {6r sepa-
ration och rening av nukleinsyror, prote-
iner, celler, cellorganeller, bakerier mm.

Syfte
Att utveckla en metodik fér separation och

karaktérisering av mégelsvamp baserad pi
sporernas kemiska egenskaper.

Experimentellt

Fassystemen bestod av 6% Dextran 500,
5% Ficoll 400, 4 % polyetylenglykol 8000
samt buffert och salter. Till en serie fassy-
stem sattes 0,5 % dietylaminodextran (fas-



system A) till en annan serie 0,5 % natrium
dextransulfat (fassystem B). Fassystem C
innehdll 12 % Ficoll 400, 6% polyetylen-
glykol 3 % trimetylamino-polyetylenglykol.
Fassystem D bestod av 5% Dextran 500,
4 % polyetylenglykol 8000 samt 10 mM ka-
liumfosfatbuffert.

Dextran, polyetylenglykol och substitue-
rade polymerer vigdes in i provror varefter
sporerna uppslammade i sterilt vatten till-
sattes tillsammans med buffert och salter
till totalt 4 g. Fassystemet blandades genom
att vinda det upp och ner 30 ginger. Diref-
ter fick det vila i 20—45 minuter for fasse-
paration. 1 ml toppfas avsdgs och spaddes
med 2 ml destillerat vatten. Till det reste-
rande fassystemet sattes 2 ml destillerat
vatten. Absorbansen registrerades med
spektrofotometer vid 560 nm varefter %
sporer i toppfas beriknades.

[soelektriska punkten bestimdes genom
att fordela sporer frin mogelsvampar vid
tre olika pH i fassystem A respektive fassy-
stem B. Procenten i toppfas plottas mot
pH. Skiarningspunkten for de tva kurvorna
sammanfaller med isoelektriska punkten.
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Figur 1. Korsférdelning av Penicillium pi-
ceum.

Resultat

Separation av snabbvixande svampars spo-
rer frin lingsamt vixande svampars spo-

rer. Vid 0 mM natriumtiocyanat i fassystem
D férdelar sig ca 60—70 % av sporangiospo-
rerna frin de snabbvixande svamparna och
90-100% av konidierna frin de &vriga
svamparna i toppfasen. Vid 80 mM nat-
riumtiocyanat i fassystem D férdelar sig
sporangisporerna  fran nabbvixande
svampar till grinsytan eller bottenfasen me-
dan konidierna fran de lingsamt vixande
svamparna till 80 & 95% fordelar sig till
toppfasen. Séledes ar det maijligt att forst
separera, olika‘..rnégélgrj;é:rs ‘sporangiosporer
eller konidier fran: varandra och ‘dérefter
odla pa specifika medier.

Separation av svampsporer inom samma
eller mellan olika slikten. Genom att vari-
era sammansittningen pa fassystem C var
det méijligt att skilja olika arter (Penicillium-
och Aspergillus-svampar) frén varandra. Vi-
dare var det-mdjligt att separera svampar
inom en art.

Korsférdelning for taxonomisk bestim-
ning. Bland andra Pernicillier inom viridica-
tum-gruppen ir svira att sarskilja pd basis
av morfologiska kriterier. Genom att odla
svamparna P piceum, F crustosum, P camem-
bertii Il och P camembertii III pa olika me-
dier och direfter korsférdela dem erhélls en
serie korsfordelningar som beskriver svam-
parna. Genom att analysera korsfordel-
ningarna med SIMCA-pattern recognition
kunde svamparna karaktiriseras.

Slutsats

Polymera tvifassystem har i undersékning-
arna visat sig vara ett virdefullt hjilpmedel
vid analys av mikrobiella luftprover. For att
utveckla metodiken till praktiskt tillampli-
ga dndami3l kravs ytterligare studier.

Rapporten

Analys av mogelsvamp (15 sid) kan bestil-

las frin Arbetsmiljdinstitutet, Kemiska en-
heten, Box 6104, 900 06 Umes.
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