56 VOJENSKE ZDRAVOTNICKE LISTY

R@NIK LXXVI, 2007, &. 2

BIOSENZORY PRO STANOVENI MYKOTOXIN U

'Miroslav POHANKA, > *Daniel JUN,” *Kamil KUCA
Y0stredni vojensky zdravotni Gstav, Centrum biologickBrany, Bchonin
2Univerzita obrany, Centrum pokiitych studii Fakulty vojenského zdravotnictvi, HemdKrélové
SUniverzita obrany, katedra toxikologie Fakulty wig&ého zdravotnictvi, Hradec Kralové

Souhrn

Mykotoxiny jsou jedovaté sekundarni metabolity pkasvané ekterymi druhy hub. Mohou byf¥ipomny
v rekterych zaplisénych potravinach, neni vS8ak mozno vylbaneuziti mykotoxihv ramci teroristickych
aktivit. Veasna detekce a identifikace mykotaximaje dilezitou roli v ochrad pred gmito latkami. Pro tyto
Ucely bylo v minulosti vytveno rgkolik kometnich aplikaci metod, jako je HPLC nebo ELISA. Nigné
citiva metoda vyuZivajici jednoduchéeposné zézeni s nizkymi gzovacimi a provoznimi naklady stale

Vv

neni @zre dostupnd. Biosenzory se zdaji byt vhodnou an&biaplikaci spiujici vioZzena eekavani. V
tomto souhrnnéndlanku jsou popsany jiz existujici biosenzory, jgau fluorimetrické array nebo SPR,
spolu s &mi pro budoucnost perspektivnimi, jako jsou eledtimmické nebo piezoelektrické.

Kli ¢ova slova:Biosenzor; Imunosenzor; Mykotoxin.

Biosensors for Mycotoxins Assay

Summary

Mycotoxins are toxic fungal metabolites that cammary occur in contaminated food commodities. Gn th
other side we can not exclude the risk of mycosoxirsuse for bioterrorist purposes. The abilityimiely dete-
ction and identification of mycotoxins is one o thain tasks in protection activities. Several cenmumal
methods for mycotoxins assays such as HPLC andASAEwere described. Nevertheless a sensitive mhetho
using a simple, portable, and low cost device,b&en still missing. Biosensors seem to be conviemietnods
for mycotoxin assay that fulfill noticed expectasciln this article the existing biosensors suclilamometric
arrays or SPR biosensors likewise the promisings@ueh as electrochemical and piezoelectric based b

sensors are described.

Key words: Biosensor; Immunosensor; Mycotoxin.

Uvod

Mykotoxiny jsou sekundarni metabolity produ-
kované mikroskopickymiMicromycetes)resp. ma-
kroskopickymi(Macromyceteshoubami, které jsou
schopny vyvolat jak u lidi, tak u teplokrevnych Zzi-
vocicht toxické projevy — mykotoxikozu. Celkem
je znama Siroka skupina mykotogirfasi 300), z
nichz ovSem jsou prakticky vyznamné jerkteré.
Mezi nejdileZitejSi pati skupina aflatoxif (aflato-
xin By, By, G; a G produkované plisnispergillus
flavug, ochratoxiri (produkovany rodyAspergillus
tremorogennich mykotoxin (produkované &kte-
rymi kmeny roduPenicillium) a trichothecein (pro-
dukovany plismi rodu Fusarium nejvyznamgj-
Simi toxiny jsou T2 toxin, nivalenol a deoxyniva-

lenol). Mykotoxiny gredstavuji vyznamné rizikoiip
zpracovani gkterych zemidélskych komodit. Rov-
néZ moznost zneuZziti mykotoxinpro teroristické
Gcely neni zanedbatelnd (1). Schopnosasného
stanoveni fedstavuje vyznamny faktor v ochean
pied £mito toxickymi latkami. V tomto s#ru pred-
stavuji biosenzory vyznamnou alternativu (13).

V souwasné dob jsou pro praktické stanoveni
mykotoxini pouzivany chromatografické metody,
piip. imunochemické metody vyuzivajici rekogmni
ni schopnosti protilatek. Co se¢ychromatografic-
kych metod, krom bézné pouzivanych chromato-
grafii jako je tenkovrstva nebo gelov4, se stabe vi
prosazuje afinitni (f@vazé imunoafinitni) chro-
matografie (18). Jako matrice nemusi slouZzit pouze
protilatka, EZné jsou také syntetické receptory (7).
Specifické mohou byt igkteré organické polyme-
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ry (tzv. moleculary imprinted polymers) ve vhodné
konformaci, jak bylo nap publikovano pro ochra-
toxin A (9, 16). Chromatografii Ize U&fre spoijit
také s hmotnostni spektroskopii (12). Zmau ne-
vyhodou ¥tSiny chromatografickych metod je dlou-
h& doba analyzy. Kvalitjgi za&izeni jako HPLC
(High Pressure Liquid Chromatography) sice diky
vySSimu tlaku zkracuji dobu analyzy, na druhou
stranu je v3ak cena takovychtdizani znang vy-
sokd. V metodach zaloZzenych na protilatkach jsou
komekné nejhojréji dodavané ELISA (Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay) kity. Tyto kity
jsou dodavany Sirokou Skalou vyrdbR-biophar-
me, Helica, Phone Diagnostix, International Diag-
nostic Systems Corp., Diffchamb, Neogen, Tepnel,
Tome Laboratories, ELISA-technologies aj.),tkte
jsou na tyto produkty dlouhodslzavedeni. Naif-
klad MycoMonitor Total Aflatoxin Assagd firmy
Helica je kompetitivni ELISA vhodna pro detekci
aflatoxini B;, B,, G; a G extrahovanych 70%
methanolem z &kterych zenidélskych komodit.
Cena ELISA kiti a za&izeni pro jejich vyhodno-
covani je nizSi nez u chromatografickycHizeni,

na druhou stranu chromatografick&izani vyka-
ELISA je moznost satasného stanoveni velkého
mnozstvi vzork (bézné mikrotitr&ni destéky ob-
sahuji 96 jamek, tzn. 96 testovanych vZovketrg
pozitivnich a negativnich kontrol). Z¢&ou nevy-
hodou metody ELISA je nemoznost, resp. obtiznost
jejiho pouziti v kontinualni analyze. MoZnyniip
stupem pro ochranu proti mykotoxim je i sledo-
vani kritického vyskytu hub, které je produkuji.(8)

Moznosti biosenzof

Biosenzory jsou velice perspektivnitzeni pro
stanoveni jak mykotoxintak i jejich mikroskopic-
kych producernit (13). Diky imunogené mykoto-
xini jsou vhodné a také v drtivétéiné pouzivané
protilatky nebo antigen v kompetitivnim uspda-
ni jako biorekognini slozka biosenzoru.dEno po-
dle fyzikalrg-chemického fevodniku je pro kon-
strukci biosenzoru ke stanoveni mykotaxirhodna
vétSina BZn¢ pouzivanych fevodniki. Napojeni
enzymové zngy, piipadré fluorescetni znaky
(pti fluorometrickém ndieni Ize vyuzit i fluores-
cenci vlastnich mykotoxi), na protilatku jsou léty

optické biosenzory je nezastupitelné. Elektroche-
mické biosenzory jsou vysoce citlivarizeni, kte-

rd mohou byt Usfrg pouzita pro imuno-stanoveni
toxickych latek. V tomto s#tu prevaZuji potencio-
metrické LAPS (Light Addressable Potentiometric
Sensor) a amperometrické biosenzory. LAPS bio-
senzor byl nap pouzit pro stanoveni stafyloko-
kového enterotoxinu B s limitem detekce 5 pg/ml
(5), nicmért vSak tyto biosenzory nebyly doposud
ve WtSim nefitku pro stanoveni mykotoxintesto-
vany. Pouzitelné jsou ro¥n i fyzikalné-chemické
prevodniky umo#ujici piimé a nezngené (label-
free) stanoveni: SPR (Surface Plasmon Resonance)
a piezoelektrické QCM (Quartz Crystal Microba-
lance) jsou nepZnéjSimi zastupci této skupiny.
Velkou vyhodou SPR a piezoelektrickych biosen-
zoni je okamzita odezvaipvyskytu analytu (my-
kotoxinu) a moZznost nejjednodussiho usg@ni:
imobilizovana protilatka na povrchu senzoru jako
biorekognéni prvek gimo interaguje s mykotoxi-
nem.

Surface Plasmon Resonance Biosenzory

SPR vyuziva faktu, zZefpuréitém uhlu dopadu
swétla na povrch tenké kovové vrstvy (zlaty film)
vznika zhaSiva vina (evanescent wave) elektromag-
netické povahy prostupujicitgs kovovou vrstvu.
Na film se z vajSi strany chemicky navazuje spe-
cifick& protilatka, kter4 vaZze mykotoxin, nebo se n
vazuje mykotoxin a ten nasledlhompetuje s my-
kotoxinem v analytu ofidanou protilatku. Druha
moznost je nevyhodna #lr vy3Si spoteke dra-
hych protilatek. Vazba protilatky se projevi @mu
Uhlu lomu a intenzitou odraZzenéhasta. Vyrobci
SPR zé#izeni udavaji nejmensi detekovatelnou mo-
lekulovou hmotnost analytu 10 kDa. Pokud by hmot-
tieba pouzit pravnékladijSi kompetitivni uspo-
fadani. Molekulova hmotnost protilatek (IgG 160
kDa, IgM 900 kDa) je dostateé pro vznik silného
signalu. Nejastji uzivané jsou 2 typy SPR: Bia-
core od firmy Biacore AB a Spreeta od Texas In-
struments. Limitujicim faktorem pro vyuziti SPR
biosenzol je cena, ktera s&adow pohybuje na
stejné vySi jako cena chromatografickych aparatur.
SPS biosenzor byl vyvinut pro aflatoxin ). Au-
tori zvolili kompetitivni uspéadani, picemz kon-

zavedené postupy uzivané v imunochemickych me- jugat aflatoxin B — bovinni albumin, soéZil s vol-

todach a jejich vyuziti pro elektrochemické, resp.

nym aflatoxinem B ve vzorku o paratop na poly-
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klonalni protilatce. Limit detekce pro tuto analyzu
byl 3 ng/ml. Obdobny iistup byl zvolen pro de-
tekci aflatoxinu B, zearalenonu, ochratoxinu A, de-
oxynivalenolu a fumosinu (4) s pouZzitim monoklo-
nalnich protilatek.

Piezoelektrické biosenzory

Piezoelektrické biosenzory jsou zaloZeny na
aplikaci piezoelektrického jevu, ktery se projevuje
u rekterych anizotropnich krystal(krystaly bez
centra symetrie). NeffingjSim je pra¢ kiemen
(quartz). Tyto krystaly i mechanickém namahani
reaguji tvorbou orientovaného dip6lu. Jev funguije i
v obraceném smyslu, mechanicka deformadéem
byt zpisobena fivedenim elektrického nap. Fi
privedeni stidavého nafti zaiind krystal oscilo-
vat. Dojde-li k navazani jakékoli latky na povrch
krystalu, krystal snizi svoji osciai frekvenci a
opané. Tohoto jednoduchého principu vyuzil Shons

v sedmdesétych letech 20. stoleti ke stanoveni al-

buminu (15). DneSni dir¢ dostupnécisté QCM
vhodné ke konstrukci biosenzoru majiédelaté
elektrody a zakladni frekvenci kmitani 10 Mhz,
mozné je vSak koupit i senzory s dvojnasobtiou
polovieni zakladni frekvenci. Citlivost 10 Mhz sen-
zoru je 3 ng/Hzpticemz i levigjSi frekvergni ¢ita-
¢e jsou schopny zaznamenat rozdil minirsdirHz.
Stejre jako SPR, tak i QCM mohou pracovatiz+
nych médech, fiéemz pro stanoveni mykotoxin
je nejjednodussi a praggpbdobré nejvhodrjsi pii-
ma detekce, kdy je na povrch biosenzoru imobili-
zovéana protilatka.

Optické biosenzory

Optické biosenzory pro detekci mykotokiny-
uzivajici protilatky nesouci fluoresgan zna&ku
pati mezi¢asto pouzivané. Tyto biosenzory byvaji
v uspdadani array, kdy na vhodné désé je na-
vazano i velké mnozstviiznych antigefi (myko-
toxind). Vyhodou je moznost multikanalovéha@m
feni, kdy nfize byt sotiasré megfeno vice vzorg,
piip. Ize stanovit salasré vice druli mykotoxini
a vzijemd je rozliSit hem jediného wfticiho
cyklu. V tomto parametru mohou fluoreséeharray
biosenzory konkurovat metddELISA. Zaroveé
v3ak [Febiraji i rekteré nevyhody, které jsou pro
tuto metodu typické, obzvlaStechnicka obtiznost

automatického kontinuélniho monitoringu. Pro vy-
hodnoceni intenzity emitovanéhoreai u miniatu-
rizovanych z#izeni nmize poslouzit opticky CCD
snima& propojeny diky vhodnému software do po-
Citate. Jeden z takovychto biosenzdayl schopen
simultanni detekceitanalyfi (17): ricinu, stafylo-
kokového enterotoxinu B afantigenu z mikroor-
ganismuYersinia pestisProtilatky proti uvedenym
analytim byly imobilizovany na povrch jamek skle-
néné destiky. Stanoveni bylo sendidvé — jako
préba poslouzila Gyznaena protilatka specificka
mitu detekce bylo dosaZeno pro stafylokokovy en-
terotoxin B: 5 ng/ml. Skala aflatoxirbyla deteko-
vana automatizovanym fluorometrickym biosenzo-
rem jiz od 0,1 ppb (2). Tento biosenzor bylo moz-
no pouZzit opakovani stokrat. Fluorometricky array
biosenzor byl testovan pro s@sné stanoveni dva-
nacti vzorki véetrg mykotoxinu fumonisinu a byl
publikovan v roce 2003 (6). Usfsmani pouzité pro
tento biosenzor bylo sendwavé nebo kompetitiv-
ni. V obou pipadech bylo dosazeno nizkého limitu
detekce 0,5 ng/ml. Ochratoxin A byl stanovovan i
jako methanolovy extrakt z cerealii &terych na-
pojt (11). Kompetitivni uspigdani obsahovalo imo-
bilizovany analog ochratoxinu A. Limit detekce pro
ochratoxin A byl v rozmezi 4-100 ng/g prizné
ceredlie a 7-38 ng/g pro napoje. Kompetitivni uspo-
fadani bylo rovi&Z pouZito pro stanoveni deoxyni-
valenolu (10). Komplex deoxynivalenol-biotin byl
zachycen naigdem imobilizovany avidin. Imobi-
lizovany na povrch biosenzoru a volny deoxyniva-
lenol ve vzorku kompetovaly o fluoresée zna-
¢enou monoklonalni protilatku. Limit detekce pro
deoxynivalenol v pufru byl 0,2 ng/ml. Array bio-
senzor v kompetitivnim uspédani byl vyvinut i
pro aflatoxin B (14). Cy zna&ena monoklonalni pro-
tilatka byla gidavana ke vzorku. Nalezeny limit de-
tekce byl 0,3 ng/ml.

Zaveér

PouZiti biosenzdr pro stanoveni mykotoxin
ptindSi mnohé vyhody oproti dosu@dZo¢ pouzi-
vanym metodam. Zejména nizkaijovaci cena
pro WtSinu pouZzitych pevodniki v kombinaci se
snadnou aplikaci ptocné analyzy umatiji pou-
Ziti biosenzai pro kontinualni monitoring ifitom-
nosti mykotoxird.
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