Zavérecna zprava projektu specifického vyzkumu — zakazka ¢.2118/2012

Nazev projektu: Stanoveni mykotoxinu ochratoxinu A
pomoci ELISA testu

Specifikace FeSitelského tymu

Odpovédny rFeSitel: Ing. Vladimir Dvorak, Ph.D., katedra biologie, PtTF UHK
Student PFF UHK: Jan Mysak (ID20073), P-SBN, 5. r., PtF UHK

Anotace:

Mykotoxiny jsou toxické sekunddrni metabolity produkované Sirokou Skalou
mikroskopickych vladknitych hub. Hlavnim cilem tohoto projektu bylo zavést metodu méteni
Ochratoxinu A pomoci piistroje - detekéni soupravy ELISA. Z analyz vzorka bylo ziskano
dostatek vysledkl, pouzitelnych pro zjisténi citlivosti daného pfistroje. Ve spolupraci se
Zdravotnim ustavem v Hradci Kralové byly testy provedeny na vybranych vzorcich, kde byl
ochratoxin A jiz byl prokdzan metodou méteni pomoci HPLC. Timto zpisobem je mozné
definovat citlivost pouZitych testovacich sad a ziskat dualezita data také pro publika¢ni vystup
tohoto projektu. Do projektu byl také zapojen student patého roc¢niku magisterského
studijniho oboru ,,Systematicka biologie a ekologie®.

Celkova ¢astka pridélené dotace: 75 000,- K¢
Stru¢ny popis postupu pri feSeni projektu

Pti produkci ochratoxinti se uplatituji pfedevsim vlaknité houby Aspergillus ochraceus
(v tropickych a subtropickych oblastech) a Penicillium viridicatum (v chladnych oblastech),
ktery produkuje nejtoxi¢téjsi mykotoxin této skupiny, ochratoxin A, ktery je nejvyznamné;jsi
zastupcem této skupiny. Pfirozené se vyskytuje v ceredliich a cerealnich produktech, v
zelenych kavovych bobech a hojné v silazich. Jde o termostabilni toxin, tudiz neni destruovan
pti tepelné tprave krmiv a potravin. Vedle rostlinnych produktl 1ze nalézt Ochratoxin A téZ v
organech hospodaiskych zvifat. Stopové koncentrace byly prokazany v mase. Urcitou
vyhodou z hlediska bezpeCnosti potravin je, ze se jen nepatrné¢ kumuluje v zivociSnych
tkanich, takze potraviny ZzivociSného ptivodu nepiedstavuji pro Clovéka vazné zdravotni
ochtaroxinem A je nefrotoxicita, genotoxicita a karcinogenita. U cloveka je expozice
spojovana s balkanskou endemickou neuropatii a nadory ledvin. Pfi provadéném prazkumu
byl zjistén Casty vyskyt ochratoxinu A v krevni plasmé u 50 % testované populace.

Na naSem pracovisti jsme noveé vybaveni ptistojovou sadou ELISA test od firmy Bio-
Tek, s moznostmi kvalitativniho 1 kvantitativniho stanoveni mykotoxinu ochratoxinu A.
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V ramci tohoto projektu byl stanoven mykotoxin Ochratoxin A u vzorkd biologického
charakteru. Byly vybrany rizné vzorky potravin a také vzorky lidskych sér. Vlastnimu
stanoveni mykotoxinu ochratoxinu A ptedchazi nckolik na sebe navazujicich kroki, na
kterych se aktivné podilel také jmenovany student. Jsou to - odbér a uprava vlastniho vzorku,
jejich extrakce, precisténi a vlastni identifikace a kvantifikace.

Splnéni cili a prinos projektu

Hlavnim cilem tohoto projektu bylo zavést tuto metodu meéfeni ochratoxinu A u
nového pfistroje. Dale ziskat dostatek kvalitnich testovacich sad a také mnozstvi namétenych
vysledkli pro stanoveni citlivosti daného piistroje. VSechny zadané cile projektu se podatilo
splnit. Pfistrojovd sadou ELISA test od firmy Bio-Tek byla UspéSné zprovoznéna, pfi
opakovanych méfenich byla také otestovana promyvacka a programové vybaveni. Pro vlastni
analyzy byly pofizeny kvalitni testovaci sady, které maji podle dostupnych udaji jednu z
nejvysSich citlivosti. Ve spolupraci se Zdravotnim tstavem v Hradci Kralové byly ziskany
vysledky u stejnych vzorkli také metodou meéfeni pomoci kapalinové chromatografie.
Shodnych vysledkl bylo ziskano u vice nez 100 méfenych vzorkda.

Ochratoxin

2,000

1,800

0,800

0,600

0,400

0,200

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

Graf ¢. 1: Ukazka vysledki méreni standardni latky pomoci sady ELISA test
Splnéni kontrolovatelnych vysledki FeSeni

V soucasné dobé se pfipravuje publikacni vystup, ktery vyhodnoti ziskané vysledky
statisticky jako podklad pro publikaci s IF (spoluprace s doc. Malifem a doc. Dohnalem.)
Predpokladany publikacni vystup bude v Analytical Letters (ISSN 0003-2719).

Dalsim vysledkem projektu bylo vyuziti ¢asti vysledk pro prezentaci ve spole¢né
publikaci na mezinarodni konferenci: 7th Conference of The World Mycotoxin Forum and the
XIIth TUPAC International Symposium on Mycotoxins and Phycotoxins in Rotterdam, the
Netherlands, on 5-9 November 2012. Konference se za UHK zucastnil doc. Malif a uvedl zde
piispevek ve formé posteru a prispévku do sborniku s nazvem ,,The level of ochratoxin A in
blood serum of pregnant women in the Czech Republic.* Piispévek je uvetejnén ve sborniku
konference a podle pfislibu organizatorti bude zajiSténo, Ze piispévky budou uplatnitelné
v RIVu.



Cerpani finan¢nich prostiedki v K¢

Polozka Plan Skutecnost
Stipendia 6000,- 3000,-
Odmény a DPP, DPC 4000,-v¢.pojisténi

Zakonné zdravotni a socidlni pojisténi

Celkem osobni naklady 10000,- 3000,-
Spotieba materialu celkem 64000,- 57368,-
Drobny hmotny a nehmotny majetek - -

Sluzby celkem 1000,- 14902,-
Cestovné celkem - -

Celkové naklady 75000,- 75270,-

Celkové naklady projektu ve vysi 75 000 K¢ byly prekroc¢eny o 270 K¢. Pfekroceni bylo zplsobeno
drobnymi neoc¢ekdvanymi zménami v cenach spotifebniho materialu.

Sumar vystupti feSeni projektu

Typ vystupu Plan Skutecnost | Poznamka (napfr.
vyslo, pfijato,
v redakénim fizeni
apod.

Pocet clenli Fesitelského tymu cerpajicich 3 2

mzdové prostredky

Z toho studenti 2 1

Pocet dizertacnich praci - -

Pocet diplomovych praci - -

Zarazeno do kategorie excelence

Jimp - vystup v impaktovaném ¢asopisu 1 V pfipravé

J — ostatni odborna periodika

B — odborna kniha

C - kapitola v odborné knize

D - clanek ve sborniku 1 Bude uznatelny
v RIV — v jednani

F — uzitny vzor aj.




Podrobny rozpocet vydaju projektu:

1. osobni naklady: nevyplaceny

Osobni naklady feSitele projektu nebyly vyplaceny, z diivodi odstoupeni jedné studentky
z prace na projektu a zruSeni jednoho planovaného stipendia.

2. stipendium student 3 000,- K¢
Bc. Jan Mysak (ID20073), P-SBN 5. r., PiF UHK 3 000,- K¢

Priibézna prace na odbérech a zpracovani vzorki, prace na separacich, podil prace na vlastnim
meéfeni ochratoxinu A. Bylo vyplaceno stipendium pouze jednomu studentu, ktery se
pravidelné ucastnil uvedené ¢innosti. Plivodné navrzena druha studentka se prace na projektu
nezucastnila z divoda Gcasti na zahrani¢ni stazi.

3. materialové naklady 57368.- K¢
Testovaci sady ELISA test 32869,- K¢
Chemikalie, drobné pomticky, ochranné pomucky 24499,- K¢

Pro provedeni testll je nutné pofidit nezbytné testovaci sady ELISA test, dale chemikalie
k separacim, drobné pomiicky apod.

4. dalsi provozni naklady nebo vydaje a jejich stru¢né zdiivodnéni nejsou
5. naklady nebo vydaje na sluzby 14 902.- K¢
Sluzby (€isténi laboratorniho obleceni apod.) 910,- K¢
Analyza Ochratoxinu A zadané v ZU HK 13 992,- K¢&

6. doplikové (rezijni) naklady v souladu s pFislusnym ridicim aktem UHK nejsou

7. cestovné a jeho stru¢né zdivodnéni nejsou

Celkovy vvsledek rozpoctu projektu: 75 270.- K&

Celkové néklady projektu ve vysi 75 000 K¢ byly ptekroceny o 270 K¢. Piekroceni bylo
zpusobeno drobnymi neo¢ekavanymi zménami v cendch spotfebniho materidlu.

V priibéhu feeni projektu byla podana dne 25. 6. 2012. ,,Zadost 0 zménu rozpoétu projektu*.
Zadost byla podéana z toho diivodu, Ze b&hem &erpani projektu se ukazaly nékteré skuteénosti,
kvili kterym bylo nutné né€které polozky pietadit v rdmci rozpoctu. 22. 11. 2012 byla podana
,Zadost o zménu rozpodtu projektu a slozeni fefitelského tymu* z ditvodu vytazeni jedné
studentky z feSeni projektu.

Pii porovnani vlastniho vyuicétovani s vysledovkou tcetniho programu Magion nebyly
zjistény rozdily mezi jednotlivymi poloZkami vlastniho predloZeného vyuctovani.
Vysledna ¢astka vysledovky vykazuje piekroceni nakladi presné o 270,36 K¢.



Prilohy zavére¢né zpravy:
- vysledovka z ekonomického informacniho systému Magion — vyictovani dotace (3 strany)

- dvé kopie zadosti o zménu rozpoctu.

V Hradci Kralové dne 3. 1. 2013 Ing. Vladimir Dvoték, Ph.D.

Katedra biologie PfF, UHK



