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

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

e Odhad: 200 000 - 800 000 druht, popsano asi 50 000 druhu

Synechococcus Chlamydomonas



Kultivace mikroras

e Polysacharidy: agar, alginaty, karagenan

« Pigmenty - karotenoidy
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Kultivace mikroras

e Polysacharidy: agar, alginaty, karagenan

« Pigmenty - karotenoidy - lososi, kurata, ovocné stavy, etc.

Doplnky stravy a krmiva - kvili hojnosti proteini a PUFA (omega-3)

Farmaceutické produkty
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Kultivace mikroras

e Polysacharidy: agar, alginaty, karagenan

« Pigmenty - karotenoidy - lososi, kurata, ovocné stavy, etc.

Doplnky stravy a krmiva - kvili hojnosti proteini a PUFA (omega-3)

Farmaceutické produkty - antimikrobialni, antivirové, fungicidni,
neuroprotektiva, terapeutické proteiny
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Kultivace mikroras
e Polysacharidy: agar, alginaty, karagenan
e Pigmenty - karotenoidy - lososi, kurata, ovocné stavy, etc.

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

Farmaceutické produkty - antimikrobialni, antivirové, fungicidni,
neuroprotektiva, terapeutické proteiny

Ekohnojiva, Uprava odpadnich vod, biopaliva(?), etc.

Prevzato z: Global Seafood Alliance
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Detekce kontaminaci mikrorasovych kultur

e Problém rozsSireni technologie: ekonomicka naro¢nost
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e Problém kontaminaci: bakterie, viry, houby, rotifera, améby, ale i
necilové mikrorasy



Detekce kontaminaci mikrorasovych kultur

e Problém rozsSireni technologie: ekonomicka naroc¢nost ... sklizeni

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

e mohou znehodnotit kulturu béhem nékolika dnU, riziko Sireni a
perzistence, ztrata produktu + naklady na dekontaminaci — dulezitost
vcasné detekce
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o Mikroskopie: malo efektivni, pracna, narocna na expertyzu




Moznosti detekce

o Mikroskopie: malo efektivni, pracna, narocna na expertyzu

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

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

e Sekvenace: citliva, Ize zachytit i neCekané kontaminanty, zdlouhava
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Moznosti detekce

e Mikroskopie: malo efektivni, pracna, narocna na expertyzu
e Prutokova cytometrie: efektivnéjsi, citlivost nizsi nez u mol. metod
o Sekvenace: citliva, Ize zachytit i neCekané kontaminanty, zdlouhava

e Metody zalozené na PCR: vysoce citlivé, rychlé, lec je tfeba znat
kontaminant, ktery chceme detekovat
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Real-time PCR (qPCR)

Fluorescencni detekce produktu béhem reakce

e Rychla, vysoce citliva i specificka

A. SYBR Green

P L& 2% Primer Extension 35 1% L
m *:} 'ﬂk ﬁ' .)::; —_ ll v, — v — v, S—,

B. TagMan Probe

Prevzato z: microbeonline.com




Real-time PCR (gPCR

Evolu¢né konzervované geny: moznost navrhu primeru specifickych pro
Sirsi skupinu organizmu, napr. Rotifera

4‘.:-(' E»C{' 51 L] EJ.C' E-E»CI 5-:11.':' 5-5-C' E:E»C' 5 a'{' 55{'
Consensus HAGEGTATTT GECTACEAT G GTTCTAAEG GGTAAEGGGGARTEA GGGTTEGATTEE GGA GAG G GAGEAT GAGAAAE G GETAEEACATETAREGGA

dentity F A T HEE - -

1. Ali: Chlorella consensus sequen... -AGGETAGEGGCCTACCATGGTRETAACGGGTEACGGRGEATIAGGGT TCGATTCCGGAGAGGGAGCETGAGAAACGGCTACCACATCIAA-GGA
2. Ali: Cyclotella consensus seque.. -AGHGTATTGGACTECCARCEETHTGACGGET AACCHEEINNG THAGCOERRCAT TMICGCAGAGGEAGCETCAGAGACGGCTACCACATCAA-GGA
3. Ali: Mannochloropsis consensu.,  -AGGGTATTGGCCTAC EATGrlTITAACGrrrAHf’le**TIG’f’TTfGnTT CGEGAGAGGEAGCETGAGABACGGCTACCACATCIAA-GGA

4. Euglena viridis AFDO0868 -GEHCTAGTGCEEACEATGCETETHACAAGTAACGERGALTCAGGETTCGATTCCGGAGAGGGAGCETGAGABACGGCTACCACIIRCEA A - GG

5, ARDO2434 aAGCG-ATETGCCTACCATGGTTGTAACGGGTAACGLEGEAATCAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCATGAGAAANGGCTACCACATC TAACGGA

toti_509_ Mi_33 _

6. MT522627 #AGEG—AC(‘ATGCTTETAAEGC:‘.TAA{'EG:‘:GMTC A GGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCATGAGAANEGGCTACCACATCT -ACGGA
7. KF561097 BAGCG-ATTTOCCTACCATGGT TGTAACGGGTAACGELGAATCAGGGT TCGATTCCGRAGAGGGAGCATGAGAAACGGCTACCACATCT -ACGGA
8, BPU20235 O GCG-ATTTGCCTACCATGGT TETAACGGETAACGEGGAATCAGGGTTCGATTCCGRAGAGGGAGCATGAGAAACGGCTACCACATCT-ACGG

9, BPU49911 BAGCG-ATTTGCCTACCATGET TGTAACGGETAACGGGGAATCAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCATGAGAAACGGLTACCACATCT -ACGGA
10, A¥218119 BAGCG-ATTTOCCTACCATGGT TETAACGGGTAACGELGAATCAGGGT TCGAT TCCGRAGAGGGAGCATGAGAAACGGCTACCACATCT -ACGGA
11. A¥218118 BAGCG-ATTTOCCTACCATGGT TGTAACGGGTAACGELGAATCAGGGT TCGATTCCGRAGAGGGAGCATGAGAAACGGCTACCACATCT -ACGGA
12, KF561096 BAGCG-ATTTGCCTACCATGGT TGTAACGGGTAACGEGGAATCAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCATGAGAAAMNGGCTACCACATCT-ACGGA

13. GO502286



Nanopore sequencing: vyuziti
« |dentifikace mikrorasy kontaminujicich organizmu, které se bézné
vyskytuji v Ceské kotliné

o 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), Iépe v rukavicich
 Vyfoti misto odbéru a ulozi souradnice GPS

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

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

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



Dékuji Vam za pozornost.
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