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1. Cil metodiky

Cilem vytvoreni této metodiky bylo popsat pracovni postup pro rychlou a spolehlivou
detekci mikroskopickych hub z rodt Penicillium a Aspergillus schopnych produkovat
mykotoxiny ochratoxin A a citrinin v obilovinach, pokud mozno pied jejich produkci a
akumulaci, pouzitim polymerazové fetézové reakce (PCR) a moznosti vyuziti téchto postupt
napf. pro hodnoceni zdravotni a hygienickou nezavadnosti rostlinnych produktu.

V priibéhu vypracovavani metodiky byly uvedené postupy vyuzity ke zjisténi kontaminace
skladovaného obili houbami produkujicimi ochratoxin A a citrinin.

2. Vlastni popis metodiky

2.1. Uvod

Mykotoxiny jsou malé organické molekuly s obrovskou diverzitou chemické struktury a
biologické aktivity. Jsou toxickymi slou¢eninami, ob¢as velmi nebezpeénymi pro zvirata a
Clovéka. Hlavnim mistem vyskytu mykotoxint jsou potraviny rostlinného pivodu, které jsou
kontaminovany béhem sklizn¢, dopravy, skladovani a zpracovani, nebo dokonce i na poli.
Jejich ptisobeni na zdravi lidi a zvifat se pohybuje od neurotoxickych, teratogennich,
immunosupresivnich, nefrotoxickych, hepatotoxickych po karcinogenni ucinky.

Okolo 20 riznych mykotoxini poskozuje lidské zdravi, proto stale existuje pozadavek
na rychlé a spolehlivé techniky detekce mykotoxind a jejich producenti.

Ochratoxin A (OTA) je mykotoxin, ktery celosvétoveé ziskava rostouci pozornost diky své
silné nefrotoxicité. Mimo to International Agency for Research on Cancer (IARC) zaradila
OTA doGroup B2, tj. metabolit pravdépodobné¢ karcinogenni pro ¢lovéka.
Podle provedeného prizkumu, jsou potraviny kontaminované OTA hojné nachazeny. Piiklady
jsou obiloviny, kavové boby, kofeni, ofechy, vinné hrozny a fiky. Ochratoxin A je
produkovan houbami rodu Aspergillus a Penicillium. Z rodu Aspergillus produkuji ochratoxin
A a jiné ptibuzné latky druhy ze sekci Circumdati a Nigri. Z rodu Penicilium produkuje
ochratoxin A a jiné ptibuzné latky nékolik druht ze sekce Fasciculata.

Citrinin (CTN) kontaminuje skladované obiloviny, arasidy a ovoce. U obilovin je jeho
pfitomnost Castd jiz pied sklizni. Citrinin ma nefrotoxické, hepatotoxické, kardiotoxickeé,
genotoxické, cytotoxické a teratogenni ucinky. CTN je produkovany bézné se vyskytujicimi
houbami rodi Penicillium, Aspergillus a Monascus. IARC zaradila citrinin do tfeti skupiny
karcinogenti, tedy neklasifikovany. Do dneSka nemél Zadny z provedenych vyzkumi
prukazné vysledky, a proto se neda karcinogenita s jistotou potvrdit. Spolecny vyskyt OTA a
CTN zpisobuje rakovinu jater. Citrinin produkuji z rodu Aspergillus druhy ze sekci Terrei a
z rodu Penicillium nékolik druhti ze sekei Citrina a Fasciculata.

Konvenéni zptisoby izolace a identifikace toxinogennich hub na zaklad¢ morfologickych,
fyziologickych a biochemickych znakd z potravin jsou Casové naro¢né a vyzaduji hodné
znalosti z taxonomie hub. Dokonce i s odbornymi znalostmi z taxonomie je ¢asto identifikace
slozitd u nékterych rodt hub, které zahrnuji velké mnozstvi blizce ptribuznych druht.



Pouzivani technik molekularni biologie mtize pomoci pfekonat tyto problémy, protoze miize
zkratit ¢as z n€kolika dnti na nékolik hodin a umoznit piesnou identifikaci druht.

Polymerazova fetézova reakce (PCR) umoziuje piesnou identifikaci a rychlou detekci
toxigennich druhti hub bez potieby izolace ¢istych kultur.

Cilem tvorby této metodiky bylo umoznit detekci hub rodt Penicillium a Aspergillus
schopnych produkce ochratoxinu A a citrininu v obilninach, pokud mozno pted produkci
téchto toxint.

2.2. Morfologie a fyziologie druhu rodi Aspergillus a Penicillium

Pro druhové rozliSeni druhi hub z rodt Penicillium a Aspergillus jsou z morfologickych a
fyziologickych znakl nejvice pouzivany znaky zjist€éné na Czapekové agaru s kvasniénym
extraktem (CYA, angl. Czapek yeast autolysate agar) a sladinovém agaru pro rod Penicillium
(MEA, angl. malt extract agar for Penicillium spp.). Kultivace probiha pti 25°C a 37°C. Po
sedmi dnech ristu ve tmé je hodnocena velikost vyrostlych kolonii a po 7 nebo 10 dnech jsou
hodnoceny makromorfologické znaky kolonii. Mikromorfologické znaky jsou hodnoceny
U kolonii na MEA mediu.

ASPERGILLUS NIGER TIEGH.

V soucasné dobé je v rodu Aspergillus v sekci Nigri znamo okolo 28 druhti a jsou ¢lenény
do 5kladu. Znich jsou pouze Aspergillus carbonarius, A. lacticoffeatus, A niger a
A. sclerotioniger schopny produkovat ochratoxin A.

Druhy A. lacticoffeatus a A. sclerotioniger jsou znamy pouze z tropickych oblasti
z kavovniku a druh A. carbonarius nebyl nikdy zatim zjistén na obilovinach a vyskytuje se
v tropech nebo teplejsich oblastech neZ je Ceska republika. Pouze A. niger je znam ze zrn
obilovin.

Morfologie a fyziologie Aspergillus niger Tiegh.

Kolonie na CYA pfi teplot¢ 25°C jsou po 7 dnech 4,5-5,0 cm velké, hnédocerné
praskovité, reverz svétle krémovy. Kolonie na MEA pii teploté 25°C jsou po 7 dnech 5,0-6,0
cm velké, hnédocerné praskovité, reverz krémovy.

Konidiofory hladké, hnédé zbarvené, 200-2500 um vysoké, konidiogenni hlavice kulovita
15-80 pum S$iroka, biseriatni, metuly pokryvaji vice nez 60% povrchu hlavice, konidiogenni
bunky typu fialida, 3,5-14,5 x 2,5-5,4 um. Konidie skorokulovité az kulovité, drsné, 3,5-5,0
um.

Tento druh se vyskytuje Casto na Cerstvém opadu, semenech (vC. obilovin), suSenych
plodech a ofechach. Byl izolovan z riznych biotopti nejen v Evropé ale i jinde ve svété
(DOMSCH ET AL. 2007, SAMSON ET AL. 2004).

A. niger produkuje dilezité toxické metabolity: naphtho-y-pyrony, malforminy , ochratoxin
A (jen ne€které kmeny). Produkuje riizné organické kyseliny (DOMSCH ET AL. 2007, SAMSON ET
AL. 2004).



Obrazek ¢. 1: Aspergillus niger - konidie Obrazek ¢. 2: Aspergillus niger - konidiogenni
hlavice

Obrazek ¢. 3: Aspergillus niger - lic kolonie na Obrazek ¢. 4: Aspergillus niger - lic kolonie na
sladinovém agaru pro Penicillium spp. sladinovém agaru pro Penicillium spp.

ASPERGILLUS OCHRACEUS A ASPERGILLUS WESTERDIJKIAE

V soucasné dobé je v rodu Aspergillus v sekci Circumdati znamo okolo 27 druhi a jsou
Clenény do 7 kladt. Z nich ochratoxin A mohou produkovat druhy A. affinis, A. cretensis,
A.fresenii, A. muricatus, A. occultus, A. ochraceopetaliformis, A. ochraceus,



A. pseudoelegans, A. pulvericola, A. roseoglobulosus, A. sesamicola, A. steynii a
A. westerdijkiae. Z téchto druhii byly na zrnech obilnin zjistény druhy A. ochraceus a
A. westerdijkiae.

Morfologie a fyziologie Aspergillus ochraceus

Kolonie na CYA pii teploté 25°C jsou po 7 dnech 3,8-4,7 cm velké, na okrajich bilé,
uprostied svétle az krémové zluté, reverz svétle az tmaveé hnédy. Kolonie na MEA pii teploté
25°C jsou po 7 dnech 3,6-4,2 cm velké, na okrajich bilé, uprostied svétle, krémové az Sedivé
zluté. Kolonie na CYA pii teploté 37°C jsou po 7 dnech 1,2-1,9 cm velké.

Konidiofory drsné, hyalinni az hnéd¢ zbarvené, 400-2000 um vysoké, konidiogenni
hlavice kulovita n€kdy protahla 34-65 um S$iroka, biseriatni, metuly pokryvaji cely povrch
hlavice, konidiogenni buiky typu fialida, 9-11,5 X 2,5-4 um. Konidie skorokulovité az
kulovité, drsné, 2,5-4,0 um.

Tento druh se udava, Ze se vyskytuje na riznych druzich rostlin, véetné obilovin a v pudé.
Byl izolovéan nejen v Evropé, vé. Ceské republiky, ale i dalsich ¢astech svéta.

Aspergillus ochraceus produkuje mykotoxiny ochratoxiny, kyselinu penicilinovou a
xanthomegniny (VISAGIE ET AL. 2014, FRISVAD ET AL 2004).

V roce 2004 byl popsan blizky druh A. westerdijkiae a poté (2014) dalsi piibuzné druhy.
Do kladu A. ochraceus patii druhy A. melleus, A. ochraceus, A. ostianus, A. pallidofulvus,
A. sesamicola, A. westerdijkiae a vzhledové nejbliz§imi druhy k A. ochraceus jsou
A. westerdijkiae a pak A. melleus, A. pallidofulvus, A. ostianus a A. roseoglobulosus.
A. ochraceus roste pii teploté 33°C rychleji nez A. westerdijkiae, na mediu DG18 ma olivovy
reverz. RozliSeni uvedenych druhti pomoci morfologickych znakl je obtizné a z tohoto
divodu udaje o vyskytu A. ochraceus z piedchozich let je potieba brat s opatrnosti. (VISAGIE
ET AL. 2014, FRISVAD ET AL 2004, DOMSCH ET AL. 2007, SAMSON ET AL. 2004).

Morfologie a fyziologie Aspergillus westerdijkiae Frisvad & Samson

Kolonie na CYA pii teploté¢ 25°C jsou po 7 dnech 4,9-5,5cm velké, na okrajich bilé,
uprostied lehce az svétle az krémové zluté, reverz svétle az tmavé hnédy. Kolonie na MEA
pii teploté 25°C jsou po 7 dnech 3,8-4,4 cm velké, na okrajich bilé, uprostied svétle az Sediveé
zluté. Kolonie na CY A pfi teploté 37°C jsou po 7 dnech 0-0,5 cm velké (VISAGIE ET AL. 2014,
FRISVAD ET AL 2004).

Konidiofory drsné, hyalinni, Zluté aZ hnédé€ zbarvené, 260-1200 pm vysoké, konidiogenni
hlavice kulovitd n€kdy az lopatkovitd 22-75 um Sirokd, biseriatni, metuly pokryvaji cely
povrch hlavice, konidiogenni buiiky typu fialida, 9-11,5 x 2,5-4 pm. Konidie skorokulovité az
kulovité, jemné drsné az drsné, 2,5-4,0 um (VISAGIE ET AL. 2014, FRISVAD ET AL 2004).

Tento druh se vyskytuje Casto na semenech rtznych rostlin (v¢. obilovin) v mirném i
tropickém pasmu. Byl izolovan nejen v Evropé, ale i jinych ¢astech svéta (VISAGIE ET AL.
2014, FRISVAD ET AL 2004).

Aspergillus westerdijkiae produkuje mykotoxiny: ochratoxiny, kyselinu penicilinovou,
xanthomegniny, viomellein a vioxanthin (VISAGIE ET AL. 2014, FRISVAD ET AL 2004).



Obrézek &. 5: Aspergillus ochraceus - konidie Obrazek ¢. 6: Aspergillus ochraceus -
konidiogenni hlavice

Obrazek ¢. 7: Aspergillus ochraceus - lic kolonie Obrazek ¢. 8: Aspergillus ochraceus - lic kolonie na
na sladinovém agaru pro Penicillium spp. CYA



Obrazek &. 9: Aspergillus westerdijkiae - Obrazek ¢. 10: Aspergillus westerdijkiae -
konidie konidiogenni hlavice

Obrazek ¢. 11: Aspergillus westerdijkiae - lic Obrazek ¢. 12: Aspergillus westerdijkiae - lic kolonie
kolonie na sladinovém agaru pro Penicillium spp. na CYA



PENICILLIUM VERRUCOSUM

Z druhid rodu Penicillium patficich do sekce Fasciculata produkuji ochratoxin A druhy
P.verrucosum a P. nordicum. Citrinin ztéto sekce produkuji druhy P. expansum,
P. radicicola a P. verrucosum. Druh P. nordicum se vyskytuje na suSeném masu, solenych
rybach, syru a dzemu. Druh P. expansum leze zaznamenat na ovoci a druh P. radicicola
na zeleniné (mrkev, cibule) a bramborach. Pouze druh P. verrucosum se vyskytuje
na obilovinach.

Morfologie a fyziologie Penicillium verrucosum Dierckx

Kolonie na CYA pfi teploté¢ 25°C jsou po 7 dnech 1,0-2,5 cm velké, ostie ohrani¢ené,
na okraji bilé, uprostied zelené, reverz krémovy az zlutohnédy. Kolonie na MEA pii teploté
25°C jsou po 7 dnech 1,0-2,2 cm velké, ostie ohraniCené, na okraji bilé, uprostied zelené,
reverz hnédorezavy. Na CY A pfi teploté 37°C neroste.

Konidiofory drsné, terverticilatni, stésnané, 200-450 pm vysoké. Konidiogenni buniky typu
fialida, 7-9 x 2 — 3 um. Konidie skorokulovité az kulovité, hladké az drsné, 2,5-3,5 pm.

Tento druh se vyskytuje na obilovinach (je¢men, pSenice, Zito, oves) a nékdy syru
V mirném pasmu. Byl izolovan nejen v Evropé ale i Severni Americe. (Domsch et al. 2007,
Samson et al. 2004).

P. verrucosum produkuje citrinin a ochratoxin A, ale také latky, které maji herbicidni
ucinky (verrucolony, pestalotiny) (FRISVAD ET AL. 2004).

PENICILLIUM CITRINUM

Z druhd rodu Penicillium patiicich do sekce Citrina produkuje citrinin 16 druhd, a to
P. christenseniae, P. chrzaszczii, P. citrinum, P. cosmopolitanum, P. godlewskii, P.
gorlenkoanum, P. hetheringtonii, P. manginii, P. nothofagi, P. pancosmium, P. raphiae, P.
ubiquetum, P. vancouverense, P. waksmanii, P. wellingtonense a P. westlingii. Cést z téchto
druhti je znama z tropickych oblasti a vétSina byla zaznamenana z pidy. V obilovinach byl
zjistén pouze druh P. citrinum.

Morfologie a fyziologie Penicillium citrinum Thom

Kolonie na CYA pii teploté 25°C jsou po 7 dnech 2,7-3,3 cm velké, na okraji bilé,
uprostied modro-sedivo-zelené, reverz zlutohnédy, pigment v mediu zluty. Kolonie na MEA
pti teploté 25°C jsou po 7 dnech 1,8-2,5 cm velké, na okraji bilé, uprostied Sedé zelené,
reverz hnédorezavy. Na CYA po 7 dnech pfi teploté 37°C jsou kolonie 2-12 mm velké.

Konidiofory hladké, vétSinou biverticilatni, stésnané, 100-300 um vysoké. Konidiogenni
bunky typu fialida, 7,5-10 x 2-2,5 um. Konidie skorokulovité az kulovité, hladké, 2,0-2,5um.

Tento druh se vyskytuje vice v (Sub)tropickém pasmu nez v mirném pasmu, a to v pudg,
vzduchu, uvniti budov a v potravinach. Byl izolovan nejen v Evropé¢ ale i z jinych Casti svéta.
P. citrinum produkuje mycotoxin citrinin (DoMsCH ET AL. 2007, HOUBRAKEN ET AL. 2011,
SAMSON ET AL. 2004).
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Obrazek ¢. 13: Penicillium verrucosum - konidie ~ Obrazek &. 14: Penicillium verrucosum -
konidiofory

Obréazek ¢. 15: Penicillium verrucosum - lic kolonie Obrazek ¢&. 16: Penicillium verrucosum - rub
na sladinovém agaru pro Penicillium kolonie na sladinovém agaru pro Penicillium

11



Obrazek ¢. 17: Penicillium citrinum - konidie Obrazek ¢. 18: Penicillium citrinum -
konidiofor

Obrazek ¢. 19: Penicillium citrinum -
konidiofory
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Obrazek ¢. 20: Penicillium citrinum - lic kolonie Obrazek ¢. 21: Penicillium citrinum - lic kolonie na
na sladinovém agaru pro Penicillium CYA

2.3. Detekce hub rodu Aspergillus a Penicillium molekularnimi metodami

2.3.1. Podstata metody

Aspergillus niger, A. ochraceus, A, westerdijkiae, Penicillium verrucosum a P. citrinum
jsou detekovany v zrnech obilovin. Ze zrn je extrahovana celkova DNA obsahujici DNA
zminénych hub. Fragmenty DNA specifické pro tyto houby jsou namnozeny pomoci PCR.
Produkty PCR jsou detekovany gelovou elektroforézou a barvenim fluorescenénim barvivem
ethidium bromidem.

2.3.2. Metodika vychazi z literatury

DNeasy Plant Handbook, 10/2012 (www.giagen.com); Gonzalez-Salgado et al. (2005):
FEMS Microbiology Letters, 245: 353-361; McKernan et al. (2015): F1000Research, 4: 1422,
Morello et al. (2007): International Journal of Food Microbiology, 119, 270-276; Patino et al.
(2005): International Journal of Food Microbiology, 104: 207-214; Schmidt-Heydt et al.
(2008): Food Additives & Contaminants, 25 (8): 989-996.

2.3.3. Vybaveni laboratore a chemikalie

Pristroje
Centrifuga na zkumavky Eppendorf (1,5/2,0 ml, 20 000 g)
Mikrocentrifuga (PCR zkumavky)
Vyrobnik ledové tiisté
pH metr
Vahy (0,0001 g)
Nadoba na kapalny dusik
Homogenizator
Vodni lazen nebo teplotni blok
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Cykler pro PCR

UV transiluminator

Chladnicka (+ 4°C)

Mraznicka (- 20°C) (ptipadné hlubokomrazici box - 80°C)

Digitalni pipety 0,5 - 10 ul, 2 - 20 pl, 20 - 200 pl a 200 - 1000 pl

Dvé samostatné sady pipet: jedna pro extrakci DNA a pro pipetovani produkti
PCR, druha pro pipetovani reakénich smési a pro pipetovani vzorki DNA
Horizontalni elektroforéza + zdroj elektrického proudu

Elektromagneticka vyhtivana michacka

Mikrovinna trouba

Vortex (mikrotiepacka)

Fotodokumentaéni zafizeni

Autoklav

Material

Tteci misky a tlou¢ky (pramér misek cca 7 cm)
Kapalny dusik

1,5 ml a 2,0 ml zkumavky Eppendorf

PCR zkumavky (podle typu cykleru pro PCR)
Viézenky

Magnetick4 michadla

Spicky k pipetam + krabicky (sterilni, prosté RN4z)
Spi¢ky s filtrem k pipetam (sterilni, prosté RN4z)
Laboratorni sklo (kadinky, odmérné valce, Erlenmayerovy baiiky, autokldvovatelné
reagencni ldhve s uzavérem)

Jednorazové laboratorni rukavice

Permanentni popisova¢ na plast

Chemikalie a roztoky

dH.O (destilovana voda)

sdH,O (sterilni destilovana voda, napt. PCR H0, kat. ¢. P042, Top Bio, s.r.0., Vestec,
Ceska republika)

DNeasy Plant Mini Kit (kat. ¢. 69104, QIAGEN, Hilden, SRN)

Absolutni ethanol (napf. kat. ¢. UN1170, Analytika, s.r.o., Praha, Ceska republika)
(Nepouzivat denaturovany ethanol.)

Teplotn¢ stabilni DNA polymeraza véetné pufru a MgCl, (napf. kat. ¢. 501-050, GeneAll
Biotechnology Co., Ltd., Songpa-gu, Republic of Korea)

Smés ANTP (napft. kat. ¢. U1420, Promega, Madison, WI, USA)

Primery (syntetizované oligonukleotidy) (napt. od Generi Biotech, s.r.o0., Hradec Kralove,
Ceska republika): tabulka 1

Agaroza pro elektroforézu DNA (napf. kat. ¢. 50000, Cambrex, Charles City, 1A, USA)

TRIS (napf. kat. ¢. 37190, Serva, Heidelberg, SRN)

EDTA (napf. kat. ¢. E5134, Sigma-Aldrich, Inc., St. Luis, MO, USA)
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Ledova kyselina octova (napf. p.a., PENTA, Chrudim, Ceské republika)

Hydroxid sodny (napft. kat. ¢. 0583, Amresco, Solon, Ohio, USA)

Ethidium bromid (napf. kat. ¢. H5041, Promega, Madison, W1, USA)

Ficoll 400 (napf. kat. &. 17-0400-02, Pharmacia, Uppsala, Svédsko)

Orange G (napf. kat. ¢. O-3756, Sigma-Aldrich, Inc., St. Luis, MO, USA)

Xylene cyanol (napt. kat. &. 95600, Fluka, Buchs, Svycarsko)

EtBr destaining bags (napft. kat. ¢. 5459.25, Genesee Scientific Corporation, CA, USA)
Savo (Bochemie, a.s., Bohumin, Ceska republika)

70%-ni ethanol (denaturovany)

EDTA (0,5 M, 200 ml)
EDTA 37,22 g
sdH,0 doplnit do 200 ml
Upravit pH na 8,0 pomoci NaOH (cca 4 g).

TAE pufr (50x, 150 ml)

TRIS 36,39
Ledova kyselina octova 8,6 ml
EDTA (0,5 M) 15 ml

Doplnit sdH,O do 150 ml.

Ethidium bromid
Zasobni roztok: 10 mg/ml dH,0
Pracovni roztok: 0,5 pg/ml dH,O

Ethidium bromid je latka, ktera se vadZe na Sroubovici nukleovych kyselin, kde pak
pod UV-lampou (312 nm) intenzivné rizove fluoreskuje.

Ethidium bromid je silny mutagen, proto se veSkeré manipulace s nim provadéji
Vv jednorazovych rukavicich v digestori. Agar6zové gely, vySetfovaci rukavice a plasty
kontaminované ethidium bromidem se skladuji oddélené v silnych PE pytlich a likvidaci
provadéji specialni firmy zabezpecujici likvidaci nebezpeéného odpadu. Roztoky a pufry
dekontaminujeme ptimo v laboratofi pomoci specifickych adsorp¢nich kolon nebo sackd.

Barva pro nanéseni vzorkt (produkti PCR) do gelt
0,1% xylencyanova modf a 0,2% oranz G ve 20% Ficollu 400, nebo napi. Blue/Orange
Loading Dye, 6x (kat. ¢. R0611, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)

Ficoll Loading Dye (FLD) 10x

Ficoll 400 20
0,5M EDTA (pH 8,0) 1,25 ml
Xylene cyanol FF (0,1%) 10 mg
Orange G (0,2%) 20 mg

doplnit sdH,0 do 10 ml
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Standard molekulové hmotnosti pro elektroforézu

napf. GeneRuler ™ 100bp DNA Ladder (kat. &. SM0241, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA), Lambda DNA/HindIIl Marker (kat. ¢. SM0101, Thermo Fisher Scientific, MA,
Waltham, USA)

Pracovni roztok:

100 pl GeneRuler™ 100bp DNA Ladder nebo Lambda DNA/Hind!1l Marker
100 pl 6x Loading Dye Solution
400 pl sdH,0

Tabulka 1: Sekvence specifickych oligonukleotidovych primeri pro detekci a identifikaci hub
schopnych produkovat ochratoxin A a citrinin, o¢ekavana délka DNA fragmentu a ptivod
primert

o, Nazev Sekvence Délka .
Cilovy druh primera (5°—3" amplikonu Zdroj
Aspergillus | ITS1 | TCCGTAGGTGAACCTGCGG 420b Sa"lnzzfzet
niger NIG | CCGGAGAGAGGGGACGGC P J
al., 2005
Aspergillus | OCRAL | CTTCCTTAGGGGTGGCACAGC Joob | PAtiR0 et
ochraceus | OCRA2 | GTTGCTTTTCAGCGTCGGCC P al, 2005
Aspergillus | Bt2Aw-F | TGATACCTTGGCGCTTGTGACG 347 b Morello et
westerdijkiae | Bt2ZAw-R | CGGAAGCCTAAAAAATGAAGAG P al., 2007
Penicillium | PcF1 | GATTTTCCAAAATGCCGTCT - Z:rnan o
citrinum PcR1 | GCTCAAGCATTAACTTAGCTA P L 2015
pksCT-
Penicillium Mi’i—;‘fr CCAAGCGGCGGACAGTG . i(;h?t'itt
verrucosum | P TGCAGCAGGGGAAGTAGG P y
Mp- al., 2007
3 rev

2.3.4. Extrakce celkové DNA z rostlinnvch pletiv pomoci DNeasy Plant Mini Kit

Dulezita upozornéni pied za¢atkem extrakce:

- Vsechny centrifugace provadime pii pokojové teploté (15-25°C).

Je-1i to nutné, rozpustime srazeniny v koncentratech pufri AP1 a AW1.
Do koncentratii pufra AW1 a AW?2 pridame ethanol.

Vodni l4zen nebo teplotni blok piedehfejeme na 65°C.

1. Na analytickych vahach odvazime 20 mg rostlinného materialu. V misce v kapalném
dusiku diikladné vzorek rozdrtime tlouckem. Jemny prasek pieneseme Spachtli do sterilni
2 ml zkumavky. Nedovolime, aby vzorek roztal. Thned pokra¢ujeme krokem 2. Vzorky je také
mozné rozdrtit pomoci elektrického homogenizatoru (vibratniho mlynu), napt. Mixer Mill
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MM 400 (Retsch, Haan, SRN). Ke vzorku do zkumavky ptidame ocelovou kuli¢ku (pramér
5mm). Drzak zkumavek peclivé uzavieme a upneme do Celisti homogenizatoru. Vzorky
homogenizujeme 1 minutu pti 30 kmitech za vtetinu.

2. Khomogenatu piidame 400 pl pufru AP1 a 4 ul RNazy A (zasobni roztok 100 mg/ml).
Smés dikladné promichame na vortexu a inkubujeme 10 minut pii 65°C. V prubéhu inkubace
smés 3-4 krat promichame pfevracenim zkumavek. Lyzat centrifugujeme 5 minut pii 14 000
otackach. Supernatant preneseme pipetou do nové 2 ml zkumavky.

3 Klyzatu piidame 130 pl pufru P3, promichame ptevracenim zkumavek a inkubujeme
5 minut na ledu. Lyzat centrifugujeme 5 minut pii 14 000 otdCkach. Supernatant pfeneseme
pipetou do nové 2 ml zkumavky.

4 Lyzéat preneseme pipetou do kolonky QIAshredder (fialovd) umisténé ve 2 ml jimaci
zkumavce. Centrifugujeme 2 minuty pii 14 000 otackach.

5 Vodnou fazi proslou pfes kolonku pieneseme do nové zkumavky, tak abychom neporusili
usazeninu. Piidame 675 pl pufru AW1 a smés jemné promichame pipetou. Fialovou kolonku
S usazeninou vyhodime.

6 Pipetou preneseme 650 pl smési do bilé kolonky DNeasy Mini Spin Column umisténé
ve 2 ml jimaci zkumavce. Centrifugujeme po dobu 1 minuty pii 10 000 otackach. Vylijeme
obsah jimaci zkumavky a do bilé kolonky pfeneseme zbytek smési. Centrifugujeme kolonku
po dobu 1 minuty pfi stejnych otackach.

7 Kolonku se zachycenou DNA umistime do nové 2 ml jimaci zkumavky a pfiddme 500 pl
promyvaciho pufru AW2. Centrifugujeme po dobu 1 minuty pii 10 000 otackach. Vylijeme
fazi proslou kolonkou.

8 Pifidame dalsich 500 pl promyvaciho pufru AW2. Centrifugujeme po dobu 2 minut
pti 14 000 otackach.

9 Kolonku se zachycenou DNA pieneseme do novych 1,5 ml zkumavek. Piimo
na membranu kolonky pfidame pipetou 100 pl predehiatého pufru AE. Pét minut inkubujeme
pii pokojove teploté. Centrifugujeme po dobu 1 minuty pii 10 000 otackach. Vyhodime bilou
kolonku. Faze prosla kolonkou obsahuje rozpusténou DNA.

Kvalitu a koncentraci izolované DNA ovétujeme elektroforézou v 1% agarézovém gelu.
K 10 pl vzorku DNA piiddme 1 pl nanaseciho pufru a smés naneseme na gel. Celkovd DNA
je vizualizovand po obarveni ethidium bromidem (viz. Vizualizace produkti PCR
po elektroforetické separaci) na UV transiluminatoru. Koncentrace DNA je odhadnuta
srovnanim se standardem Lambda DNA/HindlIl Marker (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA).

2.3.5. Polymerazova retézova reakce pro amplifikaci specifickych sekvenci
toxinogennich hub

17



Priprava pracovniho prostoru

Pracovni plochy otfeme Cerstvé pripravenym 20% roztokem Sava a 70% denaturovanym
ethanolem. Je uzitecné vystavit pracovni plochy germicidnimu zafeni UV lampy po dobu
minimalné 15 minut.

Priprava chemikalii
Vsechny roztoky uchovavané v mrazdku musime predem rozmrazit bud’ (a) pti laboratorni
teplote, v tomto piipad¢ musime ukoncit rozmrazovani ihned po rozpusténi posledniho tuhého
kusu, nebo (b) Vv lednici/na ledu. Obsah zkumavek promichavame jejim pievracenim a
kratkym vortexovanim. Nakonec vSechny chemikalie kratce sto¢ime na mikrocentrifuze.

Slozeni reak¢ni smési je uvedeno v tabulce 2.

Tabulka 2: Podminky PCR s pouzivanymi primery

Nizev primer Reakéni MgCl, dNTPs DNA
P podminky (mM) (mM) polymeraza
95°C 4 min;
[95°C 30 s, 66°C
ITS1 255s,72°C40s] x 2 0,2 1U
NIG
25;
72 °C 5 min
95°C 4 min 30 s;
[95°C 30s, 63°C
OCRA1 o .
OCRA? 30 s, 72°C 1 min] 2 0,1 1U
x 30;
72 °C 3 min
95°C5 min;
[95°C 30 s, 62°C
Bt2Aw-F o
BI2AW-R 30s, 72°C 30 s] x 2 0,2 1U
45;
72°C 5 min
95°C 2 min, [95°C
PcF1 20 s, 55°C 10s,
PcR1 72°C 30 s] x 35, 2 0.2 U
72°C 5 min
95°C 5 min;
[95°C 30s, 55°C
ksCT-Mp-3_f
PKSCT-Mp-3_for |\ 720c 30 5] x 3 0,1 1U

pksCT-Mp-3_rev

35
72°C 5 min
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Pracovni postup

1. Chemikalie pottebné pro PCR nechame roztat, jemné je promichame a kratce
centrifugujeme. Chemikalie uchovavame na ledu pii teploté 1-4°C.

2. Pro kazdy vzorek si pfipravime a popiSeme jednu sterilni 0,5 ml PCR zkumavku. Jedna
zkumavka je urcena pro kontrolu reakéni smési (premixu) - misto templatové DNA piidame
odpovidajici mnozstvi sdH,O a jedna zkumavka je uréena pro pozitivni kontrolu (DNA z ¢isté
kultury houby).

3. Do sterilni 1,5 ml zkumavky Eppendorf pfidime v daném potadi jednotlivé slozky reakéni
smési (Tabulka 1). Celkovy objem reakéni smési vypocitame podle vzorce V = Vi X (n + 1),
kde V; je objem premixu pro 1 reakci, n je pocet vSech vzorka v¢etné obou kontrol a jednoho
vzorku navic kvili chybé pipetovani.

4. Premix dikladné¢ promichame po dobu minimaln¢ 10 vtefin (obraceni zkumavky,
vortexovani).

5. Premix rozdélime po 24,0 ul do pfipravenych 0,5 ml PCR zkumavek. Nejprve ptiddme
do kontroly premixu 1,0 ul sdH,0, do kazdé dalsi zkumavky pak piidame 1,0 pl templatové
DNA jednotlivych vzorkd. Pozitivni kontrola (DNA houby) se do premixu piidava jako
posledni.

6. Zkumavky kratce sto¢ime v mikrocentrifuze. Vzorky vlozime do cykleru pro PCR a
zahajime amplifikaci za podminek uvedenych v tabulce 2.

2.3.6. Analvza produktu PCR

Kontrolu produkti PCR provadime pomoci jejich elektroforetického rozdéleni
v agar6zovém gelu, obarveni ethidium bromidem a vizualizace na UV transiluminatoru.
Fragmenty DNA se elektroforeticky déli na zdklad¢é svych naboji a molekularni hmotnosti.
Délka elektroforetické separace je zavisla na pozadované délce migrace, protékajicim proudu,
pouzitém elektroforetickém pufru a na koncentraci agardzy v gelu. Ethidium bromid se
navaze do DNA a pifi excitaci UV zéafenim vyzafuje oranzové fluorescencni svétlo.
Pro kontrolu velikosti délenych produkti PCR pouzivame délkovy standard DNA.

Piiprava agarézového gelu

Zasobni roztok 50x TAE pufru nafedime sdH,O v poméru 1:50. Takto nafedény pufr
uchovédvame maximéln¢ 14 dnid. Podle poctu vzorkli navazime agarézu. Objemy pufru a
navazky agardzy jsou uvedeny v tabulce 3.

Tabulka 3: Slozeni agar6zového gelu podle mnozstvi vzorka

Pocet vzorku

TAE pufr (1x) [ml]

Koncentrace gelu

Agaroza [g]

40

1,5%

0,6

1-20

80

1,5%

1,2

vice nez 20
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Pracovni postup

1. Ve vazence navazime na analytickych vahach potfebné mnozstvi agarézy. Navazenou
agarozu piresypeme do Erlenmayerovy banky a piilijeme potfebny objem 1x TAE pufru.

2. Baniku s pufrem a agar6ézou umistime do mikrovinné trouby, nastavime stupeni ohifevu
agarozu nékolikrat krouzivym pohybem promichdme. Dbame na to, aby var nebyl skryty a
agardza nevykypéla a nevytekla mimo baiiku.

3. Ohiev ukon¢ime po 1 minuté varu. Bailkku vyjmeme z mikrovinné trouby a opatrné jeji
obsah jesté jednou promichame krouzivym pohybem.

4, Banku postavime na elektromagnetickou michacku v digestoii a vlozime do ni magnetické
michadlo.

5. Béhem michani agar6zového gelu si pfipravime formu na gel s hiebinkem pro vytvoteni
nanasecich jamek v gelu.

6. Kdyz teplota agardzy v batice klesne pfiblizné na 60°C (baiiku Ize udrzet v ruce), vyjmeme
pomoci magnetické hllky magnetické michadlo z baiiky a jest¢ horkou tekutou agar6zu
nalijeme do formy na gel a nechame vychladnout. Pfiblizné za 30 az 45 minut dojde
ke ztuhnuti gelu. Dbame na to, aby po naliti do formy neztistaly v agaréze bublinky vzduchu.
7. Po ztuhnuti a vychladnuti gelu z n&j opatrné vyjmeme hiebinek. V gelu zlstanou jamky
pro nandseni vzorku.

Elektroforeticka separace fragmenti DNA
Pracovni postup

1. Do kazdé zkumavky pifidame po probéhlé PCR 2,8 pl nandSeciho pufru, nejprve
do kontroly premixu, poté do vzorkti a nakonec do pozitivni kontroly.

2. Ptipraveny elektroforeticky gel vlozime do elektroforetické vany a pfevrstvime ho 1 x
TAE pufrem (ptiblizné 2-3 mm).

3. Do prvni drahy naneseme 2,5 pl délkového standardu GeneRuler'™ 100bp DNA Ladder.
Do dalSich drah nandSime vZzdy 10 pl kazdého vzorku v pofadi od kontroly premixu
po pozitivni kontrolu. Pfed nanesenim do jamky kaZzdy vzorek promichdme 5x natazenim
do s$picky pipety.

4. Po ukonceni nanaSeni vzorkll uzavieme elektroforetickou vanu vikem a nastavime hodnotu
elektrického napéti (pro 1,5% gel 3-5 V / cm vzdalenosti elektrod).

5. Elektroforéza probiha 60 az 90 minut (Dokud barva orange G nedorazi na konec gelu.).

6. Po rozde¢leni vzorkli vypneme zdroj a odpojime elektroforézu od elektrického proudu. Gel
vyjmeme i s formou z vany a opatrné ponofime do roztoku ethidium bromidu (0,5 pg/ml). Gel
nechame barvit 5 minut.

7. Obarveny gel si prohlédneme na UV transiluminatoru a dame ho na 20 minut odbarvovat
do destilované vody. Potom gel vyfotime fotodokumenta¢nim zafizenim.

Vizualizace produkti PCR po elektroforetické separaci

Detekce produkti PCR po elektroforetické separaci probiha pomoci jejich obarveni
ethidium bromidem a vizualizace UV zafenim. Hledany produkt vidime v UV svétle v podobé
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sviticiho prouzku. Délku prouzku ur¢ime srovnanim jeho pozice s pozici fragmenti DNA
délkového standardu. Délka PCR amplikont jsou uvedeny v tabulce 1.

Vysledek

Pozitivnim vysledkem je fluoreskujici prouzek (“band*) odpovidajici velikosti. Prouzky
porovname s velikostnim standardem a pozitivni kontrolou. Negativni kontrola (voda) nesmi
obsahovat zadny prouzek. Pozitivni kontrola musi obsahovat prouzek odpovidajici velikosti
(tab. 1). Jestlize tomu tak neni, test opakujeme.

2.4. Zavér

Metodika detekce a identifikace 5 druhti toxinogennich hub z rodd Aspergillus a
Penicillium zaloZend na polymerazové fetézové reakci S druhoveé specifickymi primery v
zrnech obilovin se ukazala jako spolehlivou a vhodnou metodou pro zjisténi ptitomnosti
uvedenych mykotoxinogennich druh. Nevyhodou této metody ve srovnani s klasickymi
metodami je jeji v&tsi naro¢nost na piistrojové vybaveni.

3. Srovnani novosti postupii

V ptedlozené metodice jsou optimalizovany postupy spolehlivé detekce a identifikace
druhti rodt Aspergillus a Penicillium pomoci druhové specifické PCR, ktera je mén¢ odborné
obtiznd a ¢asové narocna nez diagnostika na zdklad¢ standardnich mykologickych klic¢t. Dalsi
prednosti je, Ze 1ze pritomnost hub zjistit uz v casnych fazich infekce.

Krom¢ piivodnich védeckych praci publikovanych ptfedevsim v anglickém jazyce, které
obsahuji dil¢i vysledky vyzkumu, nebyly kompletni metodické postupy diagnostiky téchto
toxinogennich hub v ¢estiné publikovany.

V metodice je nové zavedena kombinace detekce a identifikace toxinogennich hub rodi
Aspergillus a Penicillium pomoci PCR s druhové specifickymi primery s rychlou extrakci
celkové DNA ze zrn obilovin pomoci kitu DNeasy Plant Mini Kit od firmy Qiagen. Metoda
extrakce DNA byla modifikovana s cilem zlep$it spolehlivost a opakovatelnost detekce
uvedenych hub. Modifikace spociva v pouziti automatického homogenizatoru a zatazeni
dalSich centrifugaci.

4. Popis uplatnéni metodiky

Metodika je uréena pro diagnostické laboratofe Ustiedniho kontrolniho a zkugebniho
ustavu zeméde€lského a pro védeckd a vyzkumnd pracoviSté zabyvajici se fytopatologii,
skladovanim rostlinnych produkti a zdravotni a hygienickou nezavadnosti rostlinnych
produkta.

Metodika je uplatnéna prostiednictvim firmy AGRITEC, vyzkum, §lechténi a sluzby, s.r.o.
se kterou je uzaviena smlouva o uplatnéni metodiky.
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5. Ekonomické aspekty

Néklady na stanoveni 5 druhti hub v 1 vzorku se pohybuji klasickymi i molekularnimi
technikami okolo 500 K¢&. Pouzivani metodiky vSak umozni zvysit vykonnost diagnostické
laboratofe a produktivitu prace v ni.

Vycisleni neekonomickych piinost v penézich je velmi obtizné. Z pohledu ochrany zdravi
spotiebitele je v soucasnosti hlavnim celospolecenskym piinosem metodiky snizeni vyskytu
toxickych latek produkovanych druhy rodu Aspergillus a Penicillium v obili a nizsi zatizeni
zdravi lidi a hospodaiskych zvifat mykotoxiny.

Pouzivani molekularnich technik umozni eliminovat chyby, které vznikaji pii identifikaci
hub pomoci kultiva¢nich a nasledné¢ mikroskopickych metod.

Metodika je dobie rutinné aplikovatelnd, pfi¢emz analyza od pftijeti vzorkii do laboratofte,
ptes extrakci DNA az po samotné stanoveni piitomnosti toxinogennich hub trva pouze 2-3
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k obvyklé kapacité centrifugy je jeden pracovnik schopen extrahovat okolo 40 vzorkt denné.

Zjisténi ptitomnosti toxinogennich hub uz v ¢asnych fazich infekce umozni vyuzit
napadené obili k jinym neZ potravinaiskym nebo krmnym ucelim, tak aby se mykotoxiny
nedostavaly do potravniho fetézce lidi a hospodaiskych zvifat.
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