MYKOTOXINE

Gene, Gele und Gifte

Molekulare Methoden zum Nachweis mykotoxinbildender
Schimmelpilze

Rolf Geisen (Karlsruhe)

Abb. 1: Schema der Polymerase-Kettenreaktion (PCR).
Das zwischen den Primern lokalisierte DNA-Fragment
wird durch die Taq-Polymerase neu gebildet. Nach dem
ersten Reaktionszyklus konnen die Primer auch an den
kopierten PCR-Fragmenten ansetzten, was zu einer loga-
rithmischen Vermehrung des PCR-Produktes fiihrt.

Viele dieser Pilze sind in der Lage, giftige Sekundirmetaboliten — Mykotoxine — zu
bilden. Man schiitzt, dass 20 % der pflanzlichen Produkte mit Mykotoxinen konta-
miniert sind, also Kontakt mit myktoxinbildenden Pilzen hatten. Zur Abschitzung der
Qualitit eines pflanzlichen Lebensmittels ist daher die Kenntnis des mykologischen Sta-
tus, das heiBt die Kenntnis tber das Vorkommen bestimmter- Schimmelpilzarten im

Pﬂunzliche Lebensmittel sind besonders anfillig gegeniiber dem Verderb durch Pilze.
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Lebensmittel, von grofer Bedeutung.

Ublicherweise erfolgt-die Bestim-
mung von Pilzen in Lebensmittéln-mit
mikrobiologischen: Methoden: Die
Proben - werden  auf. Nahrmedien
ausplattiert; fir mehrere Tage - inku-
biert-und- die -erhaltenen Kolonien
ausgewertet. ‘Dieses Verfahren st
naturgemal sehr zeitaufwendig und
erfordert Kenntriisse in- der-Taxono-
mie von-Pilzen: In der-Regel verge-
hen bis zum Erhalt des Ergebnisses
mehrere Tage.

Modermne . ‘molekularbiologische
Methoden, wie die Polymerase-Ket-
tenreakfion. (PCR), liefern dagegen
das Ergebnis innerhalb von Stunden

und die ‘Auswerung: kann-auch ven
Personen ofine faxonomische Kennt-
nisse durchgefuhrr werden:

Prinzip DER PCR

Bei der PCR handelt-es:sich um
ein indirektes. Nachweisverfahren:
Nicht:def' Schimmelpilz selbst; son-
demn-ein spezifischer Teil séines Erb-
materials, ., der - DNA| - {Désoxyri-
bonucleinsaure), - wird" inachgewie-
sen. In- der PCR:Reaktion’ wird mit
Hilfe derTag-Polymerase, eines Er-
zyms, das zur Synthese von DINA
benotigh wird; sin_bestimmier DNA-
Bereich vermehri - VVelcher DNABe-
reich das.ist:~wird durch zwei Oli-
gonukleotide oder Primer fesigelegt.
Die Primer fungieren fir:das Enzym
quasi -als. Andockstellen, -an-denen

es. mit der -DNA-Vermehrung: be

girint: :Die Abbildung: 1- zeigh ein
Schema derReaktion:

Da die  Reaktion “expontiell ver-
lauft, liegen " die’ entsprechenden
DNA-Bereiche schion nach wenigen
Stunden . in - millionenfacher Kopie
vor. -Dess --PCRProdukt. ' kann- an-
schlieBend : durch - GelElekirophore-

se.oder andere Methoden: hachge-

wiesen werden.
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Abb. 2: Elektrophoretische Auftrennung der
PCR-Produkte verschiedener A. flavus, A.
parasiticus und A. versicolor Stimme avf
einem Agarose-Gel. Die Spuren 6 - 9 zeigen
die PCR-Produkte von aflatoxinbildenden
A. flavus- und A. parasiticus-Stiimmen. Die
Spuren 3 - 5 gehoren zv A. flavus-Stim-
men, die kein Aflatoxin produzieren, wobei
der Stamm in Spur 5 trotzdem die drei frag-
lichen Gene aufweist. Die Spuren 1 und 2
zeigen die Ergebnisse von A. versicolor-
Stimmen. Beide Stimme sind Sterigma-
tocystinbildner, besitzen also die Gene zur
Bildung von Sterigmatocystin, eines direk-
ten Vorlivfers von Aflatoxin. Spur 10:
Groflenstandard.

Voraussetzung fur die Entwicklung
einer diagnostischen PCR ist die
Identifizierung spezifischer DNA-Se-
quenzen, die nur in dem fraglichen
Organismus vorkommen. Fir myko-
toxinbildende Schimmelpilze bieten
sich die Gene an, die fir die Myko-
toxinbildung verantwortlich sind.

Bisher sind nur wenige Biosynthe-
sewege von Mykotoxinen néher un-
fersucht worden. Die Biosynthese-
wege, von denen am meisten be-
kannt ist, sind die der Aflatoxine und
der Trichothecene. Fir aflatoxinbil-
dende und frichothecenbildende Pil-
ze wurden daher die ersten diag-
nostischen PCR-Methoden beschrie-
ben. Am Beispiel von aflatoxinbil-
denden AspergillusStémmen  wird
im Folgenden die Entwicklung und
Anwendung eines diagnostischen
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PCR-Systems zum Nachweis und zur
Quantifizierung aufgezeigt.

PCR-NACHWEIS VON
AFLATOXINBILDNERN

Die Aflafoxine sind die giffigsten
Mykotoxine, die man kennt. Sie gel-
fen als kanzerogen und schadigen
vor allem die Leber. Aflatoxine wer-
den hauptsachlich von den Schim-
melpilzen Aspergillus flavus und As-
pergillus parasiticus gebildet. Die
Synthese der Giftstoffe erfolgt auch
schon dann, wenn noch kein sicht
bares Wachtum des Pilzes beob-
achtet werden kann.

Die Aflatoxine werden in einem
Fettsaurebiosynthese-ghnlichen Stoff-
wechselweg  gebildef.  Insgesamt

sind circa 20 Reaktionen notwen-
dig, um vom Ausgangsproduki Ma-
lony-CoA zum Aflatoxin zu gelan-
gen. Viele der Gene des Biosynthe-
sewegs sind inzwischen genaver un-

Abb. 3: Flektrophoretische Auftrennung
der PCR-Produkte in verschiedenen pflanz-
lichen Produkten, die mit einem aflatoxi-
nogenen A. flavus Stamm infiziert waren.
Spuren 2 — 4: PCR-Produkte der drei Ziel-
gene einer Kontrollreaktion (A. flavus
DNA wurde einer avfgearbeiteten Probe
zugesetzt); Spuren 5 = 7: DNA avs infizier-
ten Feigen; Spuren 8 — 10: DNA aus infi-
ziertem Weizen; Spuren 11 = 13: DNA aus
nicht infizierten Feigen als negative Kon-
trolle. Spuren 1 und 14: Groflenstandards.

fersucht und ihre Sequenz ist be-
kannt. Die Gene sind in einem so

genannten  Gencluster  lokalisiert,
dos heif¥t alle Gene befinden sich
im Genom in rGumlicher Néhe zu-
einander. Als Zielsequenzen fur die
PCR-Reaktion wurden von uns drei
Gene ausgewdhlt, die jeweils am
Anfang, in der Mitte und am Ende
dieses Genclusters lokalisert sind.
Diese Anordnung der Zielsequen-
zen hat den Vorteil, dass ein Verlust
von Genen im geeigneten Fall mit-
tels der PCR nachgewiesen werden
kann. Weiterhin wird durch die drei
Gene die Spezifitat der Reaktion er-
hoht.

Sind Aflatoxinbildner in einer Pro-
be vorhanden, so erhdlt man nach
elekirophoretischer Auftrennung der
PCR-Produkte ein Gel mit charakteris-
fischen Triplet-Mustern. Abbildung 2
zeigt dies beispielhaft auf. Anhand
dieser Abbildung wird auch der Un-
ferschied deutlich zwischen A. flo-
wus-Stammen, die kein Aflatoxin bil-
den (Spuren 3 und 4) und solchen,
die Aflafoxin bilden (Spuren 69).
Aflatoxin-negative Stamme  zeigen
haufig kein vollstandiges Triplettmu-
ster. Es kommen aber auch Félle vor,
in denen ein TripletrMuster zwar er-



scheint, die Gene also vorhanden
sind, aber dennoch kein Aflatoxin
gebildet wird (Spur 5). Umgekehrt
kann man aber sicher davon ausge-
hen, dass Proben, die das Triplett-
Muster nicht zeigen, auch keine
Aflatoxine bilden.

Eine Besonderheit sind noch die
Sterigmatocystinbildner wie Aspergil-
lus versicolor. Das fir den Menschen
weniger gifige Sterigmatocystin st
eine direkfe Vorstufe in der Biosynthe-
se des Aflatoxins. Da die enfspre-
chenden Gene fir die Bildung des
Aflatoxins und des Sterigmatocystins
in den jeweiligen Pilzarten sehr &hn-
lich sind, erhalt man auch mit Sterig-
matocystinbildnern ein positives Er
gebnis (Spuren 1 und 2).

NACHWEIS VON
A. FLAVUS IN
LEBENSMITTELN

Mit Hilfe dieser diagnostischen
PCRReaktion kann A. flavus ohne
Anreicherungskultur direkt aus der
Lebensmittelprobe  nachgewiesen
werden. Die TemplateDNA, also
die DNA, die als Probe fir die PCR-
Reaktion dient, wird direkt aus dem
Lebensmittel isoliert und in die Reak-
fion eingesetzt. Problematisch fir die
Reaktion kdnnen gewisse Lebensmit-
telbestandteile wie Proteine oder Li-
pide sein. Aus diesem Grund muss
die Probenvorbereitung, das heift
die Isolierung der DNA, fir jede Le-
bensmittelmatrix opfimiert werden.

Wichtig fir die Inferpretation des
Ergebnisses ist die Mitfihrung eines
positiven Standards. In diesen Fallen
ist das eine aufgearbeitete Probe,
der ZielDNA zugesefzt wurde. Der
Standard dokumentiert den Einfluss
der Aufarbeitungsmethode auf die
Reakfion. Nach unseren Erfahrun-
gen kénnen mit dieser Methode
103-10* Zellen direkt aus dem Le-
bensmittel nachgeweisen werden.
Abbildung 3 zeigt den Nachweis
von A. flavus aus zwei unterschiedli-
chen Lebensmittelmatrices  (Feigen
und Weizen). In dieser Abbildung

Abb. 4: Typische Reaktionskinetik einer ‘Real-Time PCR’. Wiihrend der Reak-
tion wird in das gebildete PCR-Produkt ein fluoreszierender Farbstoff einge-
lagert und die Fluoreszenz gemessen. Je hoher die Ausgangskopienzahl des
nachzuweisenden DNA-Fragments ist, desto schneller wird ein Grenzwert
iberschritten. Durch den Vergleich mit einem Standard kann die Zahl der
DNA-Kopien und damit die Zellzahl direkt bestimmt werden. In der gezeigten
Reaktion wurde das Gen fiir das Enzym Norsolorinsiure-Reduktase mengen-

miiBig bestimmt.

sind die Einzelreaktionen fir die drei
Gene gezeigt.

QUANTIFIZIERUNG VON
A. FLavUS

Die bisher beschriebene Metho-
de erlaubt nur die Unterscheidung,
ob aflatoxinogene Pilze in einer Pro-
be vorhanden sind oder nicht. Zur
Beurteilung der Qualitat einer Probe
ist aber auch die Kenninis Uber die
Anzahl der mikrobiellen Zellen be-
ziehungsweise der Biomasse des Pil-
zes von Bedeutung. Mit Hilfe eines
speziellen PCR-Verfahrens, der so
genannten ,Real-Time PCR”, kdnnen
Quantifizierungen durchgefthrt wer-
den. Als Ergebnis erhdlt man die An-
zahl der Kopien des Zielgens, also
eines fur die Aflatoxinbildung verant-
worllichen Gens, die naturgemafd
von der Zellzahl des Pilzes abhan-
gig ist.

Das Prinzip der Methode beruht
darauf, dass in das PCR-Produkt
wahrend der Reaktion ein fluoreszie-
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render Farbsfoff eingebaut wird. Die
ansfeigende  Fluoreszenz  wird
wahrend der Reaklion gemessen. Je
hoher die Anfangskopienzahl einer
DNA in einer Probe, das heift je
hoher die Zellzahl des mykotoxinbil-
denden Pilzes, umso schneller steigt
die Fluoreszenz. Abbildung 4 zeigt
eine  typische  Reaktionskinetik.
Durch Vergleich mit einem Standard
kann direkt auf die Kopienzahl der
Zie-DNA und damit auf die Zellzahl
in einer Probe geschlossen werden.

Die Méglichkeit der Quantifizie-
rung mittels Real-Time PCR erhoht
den Wert des geschilderten Verfah-
rens. Bei einer opfimierten Proben-
aufarbeitung und der Verwendung
einer positiven Kontrolle ist die Me-
thode gut zur Abschétzung der Qua-
litat eines pflanzlichen Produktes ge-
eignet. ]
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