Detekce kontaminaci v mikrorasovych kulturach

Cil: vyvinout metodu, kterou budeme schopni rychle a spolehlivé
detekovat kontaminanty v kulturach mikroras

Implementace: Mgr. Lucie Grodecka, Ph.D. a vy

Prevzato z: vutbr.cz



Mikrorasy

e Mikroskopické organizmy; fytoplankton
e Prokaryota i eukaryota
+ fotosyntetizujici, vodni

e Odhad: 200 000 — 800 000 druht, popsano asi 50 000 druh(

Synechococcus Chlamydomonas



Kultivace mikroras

e Polysacharidy: agar, alginaty, karagenan

e Pigmenty — karotenoidy
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Kultivace mikroras

Polysacharidy: agar, alginaty, karagenan
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Pigmenty — karotenoidy — lososi, kurata, ovocné stavy, etc.

Doplnky stravy a krmiva — kvuli hojnosti proteint a PUFA (omega-3)

Farmaceutické produkty
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Kultivace mikroras

e Polysacharidy: agar, alginaty, karagenan
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e Pigmenty — karotenoidy — lososi, kurata, ovocné stavy, etc.

e Doplnky stravy a krmiva — kvuli hojnosti proteint a PUFA (omega-3)

e Farmaceutické produkty — antimikrobialni, antivirové, fungicidni,
neuroprotektiva, terapeutické proteiny
e Ekohnojiva, uprava odpadnich vod, biopaliva(?), etc.
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e Problém rozsireni technologie: ekonomicka narocnost
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e Problém kontaminaci: bakterie, viry, houby, rotifera, ameéby, ale i
necilové mikrorasy



Detekce kontaminaci mikrorasovych kultur

e Problém rozsireni technologie: ekonomicka narocnost ... sklizeni

e Problém kontaminaci: bakterie, viry, houby, rotifera, ameéby, ale i
necilové mikrorasy

e mohou znehodnotit kulturu béhem nékolika dnu, riziko Sireni a
perzistence, ztrata produktu + naklady na dekontaminaci - dulezZitost
vCasné detekce
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e Mikroskopie: malo efektivni, pracna, narocna na expertyzu
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e Mikroskopie: malo efektivni, pracna, narocna na expertyzu

e Pritokova cytometrie: efektivnéjsi, citlivost nizsi nez u mol. metod
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Moznosti detekce

e Mikroskopie: malo efektivni, pracna, narocna na expertyzu
e Pritokova cytometrie: efektivnéjsi, citlivost nizsi nez u mol. metod

» Sekvenace: citliva, Ize zachytit i necekané kontaminanty, zdlouhava
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Moznosti detekce

Mikroskopie: malo efektivni, pracna, narocna na expertyzu

Pratokova cytometrie: efektivnéjsi, citlivost nizsi nez u mol. metod

Sekvenace: citliva, I1ze zachytit i neCekané kontaminanty, zdlouhava

Metody zalozené na PCR: vysoce citlivé, rychlé, lec je treba znat

kontaminant, ktery chceme detekovat
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Real-time PCR (gPCR)

Fluorescencni detekce produktu béhem reakce

e Rychla, vysoce citliva i specificka

A. SYBR Green

,::{. *31* # Primer Extension ﬂf ﬂ’t {}
{:} R 7 m— . S— 7 S— 7 S
B S — B B R T

B. TagMan Probe
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Real-time PCR (gPCR)

v

Evoluéné konzervované geny: moznost navrhu primeru specifickych pro
SirSi skupinu organizmu, napr. Rotifera

430 500 510 520 530 =40 SEQ 560 570
Consensus SAGEGTATTT GECTACEAT GGTTGTAALGGCTAAEGGCGAATEA GG GTTEGATTEE GGAGAGGGAGEAT GA GAAALE GGETACCATATETA,
dentity T EHATIIT - TEEE--TI I T .
1. Ali; Chlorella consensus sequen... -AGGETAGHEGCCTACCATGETEETAAC GGG TRACGORGEATIAGGGT TCGAT TCCGRAGAGGEAGCETGAGAAACGGITACCACATClA
2. Ali: Cyclotella consensus seque... -AGEGTATTGGACTEC CARGEETETGAC GGG T AACCHERINNG THAG t'"-t'.nTT.t"'"HfAFL' AGCETGAGABACGGCTACCACATCHEA,
3. Ali: Mannochloropsis consensu.. -AGGGTATTGEGCCTACCATGE ITITAHfﬂuxT*'f’(.F**T.G GETTCGATTCCGRAGAGGEAGCETGAGABACGGLTACCACATCEA
4, Euglena viridis AFD90868 -GEEGTAGTECH A CEATGCETETHACGAGT AACGAEGAATCAGGET TCGATTCCGGAGAGGEAGCETGAGAGACGGCTACCACIIECHEA.
5 ARDD2434 CAGCG-ATETGCCTACCATGETTETAACGGETAACGGEGAATCAGGETTCGATTCCGRAGAGGEAGCATEAGALMIGGCTACCACATCTA,

Roti 548 P
Rati_S00_F Roti_534_P A5 el aha R
6. MT522627 oA GCG-ATETGCCTACCATEGT T TAAC GGG TAACGOGGAATCAGOGT TCOAT TCCOGAGAGGGAGCATOAGAMMBGGCTACCACATCT -,
7. KF561097 BAGCG-ATTTGCCTACCATGGT TG TAACGGGTAACGGGGAATCAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCATGAGAAACGGCTACCACATCT-
8. BPUZ29235 WAGCG-ATTTGCCTACCATGGT TG TAACGGGTAACGGGGAATCAGGGT TCGATTCCGGAGAGGGAGC ATGAGAAACGGCTACCACATCT -,
9. BPU49911 A G-ATTTGCCTACCATGGT TG TAAC GEGTAACGGGGAATCAGGGTTCGAT TCCGGAGAGGRAGC ATGAGAAACGOCTACCACATCT -,
10, AY218119 BAGCG-ATTTGCCTACCATGGT TGTAACGGGTAACGGGGAATCAGEGT TCGAT TCCGGAGAGGGAGCATGAGAAACGGCTACCACATCT -
11 AY21E118 BAGCG-ATTTGCCTACCATGGT TGTAACGGGTAACGGGGAATCAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCATGAGAAACGGCTACCACATCT -
12, KF561096 A GCG-ATTTGCCTACCATGGT TGTAACGGGTAACGGGGAATCAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCATGAGAAANGGCTACCACATCT -

13. GQ502286



Nanopore sequencing: vyuiitl'
 |dentifikace mikrorasy kontaminujicich organizmd, které se bézné
vyskytuji v Ceskeé kotliné

e Potrebujeme vzorky vody, které jsou bohaté na mikrorasy a tedy i na
jejich predatory



Nanopore sequencing: pokyny

Kazda skupina:
e dostane jednu 1,5 L vycisténou lahev (10% HCI)
e Odebere ve svém okoli vzorek eutrofické vody (1,5 L), |épe v rukavicich
 Vyfoti misto odbéru a ulozi souradnice GPS

e Uchova vzorek pokud mozno v chladu (cca 4° C) a nejpozdéji dalsSi den
mi donese na Biofyzikalni Ustav AV CR, Kralovopolska 135, Brno —
ZabovFesky, heslo pro vratného: ,sklenik”

e Terminy donasky: vzdy po 3 skupinach v téechto dnech:

e 29.9,,30.9,,1.10., vzdy mezi 9. a 12. hodinou



Dékuji Vam za pozornost.



