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Wstepne badania dotycezace detekeji grzybow termoopornych
z wykorzystaniem lancuchowej reakeji polimerazy (PCR)
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Grzyby termooporne sa czynnikami wystepujacymi w glebie. ktore mogg po-
wodowac psucie przetwarzanych termicznie produktow. Ze wzgledu na odpor-
nos¢ tych grzybow na wysoka temperature sq one w stanie przetrwaé proces pa-
steryzacji przemyslowe). Dlatego tez jedynym sposobem zapobiegania rozwoju
tyeh mikroorganizmow w produkceie jest odpowiednie selekcjonowanie surowca
poprzez prowadzenie badan w Kierunku obecnosci grzybdw termoopornych. Sto-
sowanie tradycyjnych metod hodowlanych jest dlugotrwale i w zwiazku z tym nie
znajduje zastosowania podezas selekcjonowania surowedw. Natomiast czas jest
decydujacym czynnikiem w ocenie mozliwoscei przyjecia lub odrzucenia danej
partii surowcea, ze wzgledu na koniecznosé przetworstwa surowcea $wiezego.

Ze wzgledu na skape pismiennictwo w zakresie szybkich technik detekeji
grzybow termoopornych w surowcach rolniczych celem przeprowadzonych badan
byfa ocena skutecznosci reakeji PCR w detekeji grzybow Neosartorya.

Badania obejmowaly sprawdzenie dzialania starterow dedykowanych do de-
tekeji V. fischeri literaturowych (Yaguchi i in., 2012) oraz zaprojektowanych w
Laboratorium Mikrobiologii Molekularngj i Srodm\'iskowej Instytutu Agrofizyki
PAN. Detekeja z wykorzystaniem starterow literaturowych opierata si¢ o gen
kalmoduliny. natomiast startery wiasne zaprojektowano dla genu kodujacego
podjednostke beta syntazy FI ATP. Badania przeprowadzono na czystych kultu-
rach grzybow strzgpkowych. Do badan wybrano szczep wzorcowy zakupiony z
migdzynarodowej kolekeji DSMZ Neosartorva fischeri (DSM3700) oraz wlasne
izolaty srodowiskowe Neosartorya sp. (G48/12 i G106/14), Penicillium sp.
(G4/14), Aspergillus sp. (G6/14), Byssochlamys sp. (G8/14), Byssochlamys nivea
(G49/11), Penicillium olsoni (GS55/11) 1 P. camemberti (G30/11).

Przeprowadzone badania wykazaly specyficznos¢ gatunkowa N. fischeri star-
terow literaturowych oraz rodzajowa Neosartorva starteréw wilasnych. Obie pary
starterow nie dawaty pozytywnej reakcji amplifikacji z pozostatymi szezepami.

Yaguchi T. et al., 2012, Method for identifying heat-resistant fungi of the ge-
nus Neosartorva. J. food Prot., 75, 10: 1806-1813.

Badania finansowane przez Narodowe Centrum Nauki (Polska). projekt: DEC-
2012/07/D/NZ9/03357
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Preliminary study on detection of heat-resistant fungi using
polymerase chain reaction (PCR
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Heat resistant fungi are soil borne factors that can cause spoilage of thermally
processed products. Because of the resistance of the fungi to high temperature,
they are able to survive the industrial pasteurization process. Therefore, the only
way to prevent the development of these microorganisms in the product is suita-
bly selecting of the raw materials. It is possible using tests for the presence of heat
resistant fungi. The use of traditional methods is long lasting, and therefore does
not apply in raw materials selection. In contrast, time is a decisive factor in as-
sessing the possibility of acceptance or rejection of the batch, due to the need for
fresh raw material processing.

Due to the sparse literature in fast detection techniques of heat resistant fungi
in agricultural raw materials the aim of this study was to assess the efficacy of
PCR in the detection of Neosartorya.

The study included verification of primers dedicated to the detection of N.
Jischeri. We tested two pairs of primers: literature (Yaguchi et al., 2012) and de-
signed in the Laboratory of Molecular and Environmental Microbiology, Institute
of Agrophysics PAS. Detection using literature primers were based on the cal-
modulin gene, and own designed primers were based on the gene encoding the
ATP synthase F1 beta subunit. Tests were performed on pure cultures of filamen-
tous fungi. For testing the following strains were used: reference strain purchased
from the DSMZ International Collection Neosartorya fischeri (DSM3700) and
our environmental isolates Neosartorva sp. (G48/12 and G106/14), Penicillium
sp. (G4/14), Aspergillus sp. (G6/14), Byssochlamys sp. (G8/14), Byssochlamys
nivea (G49/11), Penicillium olsoni (G55/11) and P. camemberti (G30/11).

The study showed species specificity (V. fischeri) of the literature primers and
generic specificity (Neosartorya) of own primers own. Both pairs of primers did
not give a positive amplification reaction of the other strains.

Yaguchi T. et al., 2012, Method for identitying heat-resistant fungi of the genus Ne-
osartorya. ). tood Prot., 73, 10: 1806-1813.

The study was supported by The National Science Center (Poland), grant: DEC-
2012/07/D/NZ9/03357

309



