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Uvod

Toxinogenni vlaknité mikroskopické houby (toxinogenni plisné) maji schopnost produkovat mykotoxiny.

Vyznam v potravinach ma asi 70 druh( toxinogennich plisni z celkového poctu vice nez 120 druhd.

K detekci se nejcastéji vyuzivaji klasické mykologické metody. V poslednich letech jsou také vyuzivany molekularné-biologické metody.

Cilem studie je zavedeni, optimalizace a validace kvalitativhi PCR metody k identifikaci vybranych druhl producentt aflatoxint (Aspergillus flavus, A. parasiticus) a ochratoxinu A (Aspergillus
niger, A. carbonarius, A. westerdijkiae, Penicillium verrucosum).
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Material a metody

Klasické mykologické kultivacni metody

MEA agar MEA agar MEA agar MEA agar MEA agar

Sbirkova kultura Inkubace pfi 25°C, 7 dni Aspergillus flavus Aspergillus carbonarius Aspergillus niger ~ Aspergillus westerdijkiae Penicillium verrucosum Spory plisni
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lzolace DNA Stanoveni Cistoty a Redéni DNA

Inkubace spor pri 25 °C, 2 dny

Ultra Clean™ Microbial DNA
medium myceliem Isolation Kit kvantity DNA

Spory plisni Tekuté ivné YES YES medium s narostlym

Druhova identifikace metodou PCR

PCR amplifikaéni podminky

PCR reakce provadéna v celkovém objemu 25 pL obsahujici 30 ng DNA, 1X of Combi PPP mastermix (Top Bio, Czech Republic) and 0,8-1 umol/L kazdého primeru.
Amplifikace byla provedena v termocykleru GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer).

PCR produkty byly verifikovany na 2% agardzovém gelu pomoci elektrofézy (2% agarézovy gel v 1x TAE pufru) (40 mmol/L Tris-HCl and 1 mmol/L EDTA, pH 8.0).
Velikost PCR produktu byla porovnana s délkovym standardem DNA- length standard Ready-to-use 100 bp ladder (Biotium, USA).

DNA fragmenty vizualizovany pomoci barvicky GelRed stain (Biotium,USA).

Vizualizace byla provedena na transiluminatoru (BIO-Print set, Vilbert Lourmat, France).
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Detekce druht producentu aflatoxinu Detekce druhu producentu ochratoxinu A

Aspergillus flavus

Asperqillus carbonarius Aspergillus westerdijkiae

« PCR metoda detekuje sekvenci ITS regionu, specifickou pro Aspergillus flavus « PCR metoda detekuje sekvenci B-ketosyntasy a acyltransferasy, « PCR metoda detekuje sekvenci genu B-tubulinu, specifickou pro

za poutZiti specifickych primera:
FLAL: gta ggg ttc cta gcg agc ¢
FLAZ2: gga aaa aga ttg att tgc gtt ¢

e Amplikon o velikosti ~500 bp

specifickou pro Aspergillus carbonarius za pouZiti specifickych primeru:

AcKS10R: ccc tga tcc tcg tat gat agc
AcKS10L: ccg gcc tta gat ttc tct cac

e Amplikon o velikosti 161 bp

Aspergillus westerdijkiae za pouZiti specifickych primeru:

Bt2Aw-F: tga tac ctt ggc gct tgt gac g
Bt2Aw-R: cgg aag cct aaa aaa tga aga

e Amplikon o velikosti 347 bp

eTeplotni cyklus: 1.95°C 5 min
2.950C 30 sec
3.58°C 30 sec :|» 26X
4.72C 45 sec
5.72°C 5 min
6. 4°C o0

eTeplotni cyklus: 1.95°C 2 min
2.950C 40 sec
3.520C 40 sec } 35x
4.72°C 40 sec
5.729C 3 min
6. 4°C o0

eTeplotni cyklus: 1.95°C 5 min
2.950C 30 sec
3.62°0C 30 sec 45X
4.72°C 30 sec
5.729C 5 min
6. 4°C o0

Aspergillus parasiticus

e PCR metoda detekuje sekvenci ITS regionu, specifickou pro Aspergillus
parasiticus za pouziti specifickych primeru:

PAR1: gtc atg gcc gcc ggg ggc gtc

PAR2: cct gga aaa aat ggt tgt ttt gcg

e Amplikon o velikosti ~430 bp

Aspergillus niger

e PCR metoda detekuje sekvenci ITS regionu, specifickou pro Aspergillus
niger za poutziti specifickych primera:

ITS1: tcc gta ggt gaa cct gecg g

NIG: ccg gag aga ggg gac ggc
e Amplikon o velikosti 420 bp

Penicillium verrucosum

* PCR metoda detekuje sekvenci genu polyketidsyntazy ochraoxinu A,
specifickou pro Penicillium verrucosum za poutziti specifickych primer(:
pksCT-Mp3_for: cca agc ggc gga cag tg
pksCT-Mp3_rev: tgc agc agg gga agt agg

e Amplikon o velikosti 415 bp

» Teplotni cyklus: 1.95°C 5 min
2.950C 30 sec
3.69,3°C 30 sec } 26X
4.729C 30 sec
5.72°C 5 min
6. 49C o0

» Teplotni cyklus: 1.95°C 4 min
2.950C 30 sec
3.66 °C 25 sec } 25X
4,72 °C 40 sec
5.72°C 5 min
6. 49C o0

* Teplotni cyklus: 1.95°C 5 min
2.950C 30 sec
3.60°C 40 sec 35x
4.72°C 30 sec
5.729C 5 min
6. 4°C o0

Vysledky a diskuze

o Zavedeny validované PCR metody ke kvalitativni druhové identifikaci kmenu toxinogennich plisni Aspergillus flavus, A. parasiticus, A. carbonarius, A. niger, A. westerdijkiae, Penicillium verrucusom.
o Specifita primeru byla ovérena na sbirkovych kmenech ze Sbirky kultur hub (CCF) — Aspergillus flavus (CCF1624), A. parasiticus (CCF3058), A. westerdijkiae (CCF6107), A. ochraceus (CCF0512), A. niger
(CCF5598), A. nomius (CCF3086), Penicillium verrucosum (CCF1636), P. expansum (CCF1221).

Na zakladé literarni reSerse byly vybrany, optimalizovany a validovany metody ke kvalitativni identifikaci izolovanych kmenu toxinogennich plisni z potravin. Metody budou vyuzity
pfi analyze vzorku potravin v ramci realizace studie ,HYGIMON — Toxinogenni plisné v potravindch”, ktera je dlouhodobé realizovana v ramci Systému monitoringu zdravotniho
stavu obyvatelstva ve vztahu k Zivotnimu prostfedi (MZSO) na SZU-CZVP v Brné.

Zaver

Podpofeno MZ CR — RVO (,,Statni zdravotni ustav — SzU, IC 75010330%)
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