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ЗАСТОСУВАННЯ ПОЛІМЕРАЗНОЇ ЛАНЦЮГОВОЇ РЕАКЦІЇ ДЛЯ 

ВИЯВЛЕННЯ ТОКСИНОУТВОРЮЮЧИХ ГРИБІВ РОДУ FUSARIUM 
 
У статті наведені результати досліджень щодо виявлення фумонізин-продукуючих 

видів роду Fusarium серед 24 ізолятів, виділених із зерна кукурудзи на території України. 
В результаті проведених досліджень встановлено, що застосування методу 

мультиплексної ПЛР дозволяє визначити наявність токсинпродукуючих мікроскопічних 
грибів роду Fusarium. Серед досліджених 24 ізолятів, виділених із зерна кукурудзи, 
отриманого з Київської, Черкаської та Херсонської областей, 5 ізолятів продукували 
фумонізин (20,8%) та 2 ізоляти – трихотецен (8,3%). 

Застосування ПЛР для визначення токсинпродукуючих мікроскопічних грибів роду 
фузаріум в Україні є важливим для удосконалення заходів профілактики отруєння тварин 
мікотоксинами та покращення якості тваринницької продукції. 

Ключові слова: Fusarium, фумонізин, ПЛР, ізолят, токсигенність. 
 
Вступ. Проблема мікотоксікозів, що виникають в результаті ураження 

рослин або продукції рослинного походження токсіногеннимі грибами, є 
актуальною через поширення в Україні фузаріозу колосу зернових культур  
[1–3]. За літературними даними, 80% партій насіння злакових культур заражені 
фузаріозом. В результаті багаторічного моніторингу товарних партій 
насіннєвого, харчового та фуражного зерна встановлено, що 60% з них були 
вражені, а 12% містили фузаріотоксіни в межах гранично дозволених 
кількостей кількостях [1, 2, 4]. 

Реальною загрозою для більшості свино- і птахогосподарств є забруднення 
зерна мікотоксинами: афлатоксинами, фузаріотоксинами (Т-2 токсином, 
зеараленоном, дезоксиніваленолом, фумонізинами). Ураження зерна 
мікотоксинами відбувається в період його дозрівання на полі – Т-2 токсин, 
зеараленон, дезоксиніваленол, фумонізини, а також при зберіганні – 
афлатоксини, охратоксини. Під час зберігання зерна в несприятливих умовах 
можливе повторне забруднення його фузаріотоксинами, яке іноді перевищує 
початкове ураження. Зерно, що піддалося самозігріванню, в усіх випадках 
уражене аспергілами, серед яких великий відсоток (до 40%) складають 
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токсиноутворюючі види грибів. При підвищеній температурі в процесі 
самозігрівання виникають умови, за яких можливий розвиток токсигенних 
грибів і синтез мікотоксинів. У цей період на зерні переважає ріст відносно 
термостабільних грибів родів Aspergillus, Penicillium, Mucor, Alternaria, 
Rhizopus, Fusarium, Triсhoderma та інші [1, 4–6]. 

Фумонізини володіють нефротоксичною дією, викликають 
енцефаломаляцію і зміни в лейкоцитарному складу крові. Крім того вони 
руйнують клітинні мембрани, що в першу чергу призводить до ураження 
печінки і нирок сільськогосподарських тварин. У птахів фумонізини часто 
призводять до розвитку так званого синдрому токсичного корму, що включає 
рухові порушення і уповільнення росту [10]. 

У сучасних умовах для виявлення мікотоксинів використовують складні 
методи – ВЕРХ та ІФА [11–13]. Застосування нових молекулярно-біологічних 
методів (зокрема полімеразної ланцюгової реакції – ПЛР) дозволяє визначати 
токсин-продукуючі мікроскопічні гриби з високим ступенем достовірності та за 
короткий проміжок часу, що важливо для запобігання контамінації кормів 
мікотоксинами та забезпечення якості кормів та продукції тваринництва. 

Метою роботи було встановлення за допомогою методу ПЛР 
токсинпродукуючих видів роду фузаріум, виділених на території України. 

Матеріали та методи досліджень. Для досліджень використовували 24 
ізоляти грибів роду Fusarium, виділені із зерна кукурудзи, отриманого з різних 
областей України (Київська, Черкаська, Житомирська, Чернігівська).  

Тестові токсинпродукуючи культури F. graminearum та 
F. sporotrichioides, використовували в якості позитивного контролю. 

Виділення та видову ідентифікацію досліджених мікроскопічних грибів 
проводили за мікроскопічними, культуральними, біохімічними властивостями 
загальноприйнятими методами. 

Вивчення культуральних особливостей росту проводили із 
використанням загальноприйнятих мікробіологічних методів на середовищах 
бульйон Сабуро, агар Сабуро та Чапека, які готували згідно рекомендацій 
виробника (Himedia).  

ДНК екстрагували за допомогою лізуючого буфера, що містить 20 мл 1 М 
TrisHCl (рН 8,5), 100 мкл Твін 20, 48 мг протеїнази К і 32 мл води для 
молекулярно-генетичних досліджень. Матеріал, колонії мікроскопічних грибів, 
був змитий з чашок Петрі з агара Чапека після культивування протягом  
10–14 діб за температури 20±0,5ºС та інактивований за температури 96°C 
протягом 10 хвилин. Супернатант використовували після центрифугування при 
15 тис об / хв протягом 5 хв. Усі реакції ПЛР проводили, використовуючи ДНК 
в концентрації  не меньше 20 нг/мкл. 
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Продукування токсинів – фумонізину та трихотецену визначали 
молекулярно-генетичним методом ПЛР (класичний метод із елекрофоретичним 
визначенням результатів) із застосуванням трьох наборів праймерів, 
рекомендованих В. Bluhm et al. (2002) [14], представлених в таблиці 1. 
Праймери були розраховані на специфічний фрагмент з гену TRI6, який бере 
участь в біосинтезі тріхотеценів, і гену FUM5, який бере участь в біосинтезі 
фумонізинів. Специфічність праймера визначалася шляхом тестування на 
перехресну активність щодо очищеної геномної ДНК 14 видів грибів, які 
зберігаються в музеї мікроорганізмів ІВМ НААН, які включали різні види 
Aspergillus spp, Alternaria spp., Fusarium spp, та інші. 

Таблиця 1 
Праймери для визначення токсинопродукування грибів роду Fusarium за 

допомогою мультиплексної реакції ПЛР 

Набір 
праймерів 

Сіквенс праймера  (5´ - 3´) 

Фрагмент 
гена, на 

який 
розраховано 

праймери 

Розмір 
продукту 

ампліфікації, 
нп 

Видоспецифічний 
для роду Fusarium 
spp.  

F: AACTCCCAAACCCCTGTGAACATA 
R: TTTAACGGCGTGGCCGC rDNA 431 

Виявлення 
трихотецен-
продукуючих видів  
Fusarium spp. 

F: CTCTTTGATCGTGTTGCGTC 
R: CTTGTGTATCCGCCTATAGTGATC TRI6 596 

Виявлення 
фумонізин 
продукуючих видів 
Fusarium spp. 

F: GTCGAGTTGTTGACCACTGCG 
R: CGTATCGTCAGCATGATGTAGC FUM5 845 

 
Для проведення ПЛР, використовували оптимізований нами режим 

ампліфікації із застосуванням мастерміксу з полімеразою «гарячого старту» 

(NewEngland Biolabs,США) згідно таблиці 2.  
Аналіз продуктів ампліфікації проводили стандартним методом шляхом 

розділення ампліфікованих фрагментів ДНК у 1,5% гелі агарози з бромистим 
етидієм із застосуванням маркеру «100 bp ladder» (NewEngland Biolabs,США).  

Результати експериментальних досліджень оброблені загальноприйнятими 
методами статистики з використанням програмного пакету «R studio». 
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Таблиця 2 
Програма температурного режиму ампліфікатора для проведення ПЛР  

Етап Режим Кількість циклів 

1 94°С – 5хв 1 

2 
62°С – 60с 

35 93°С – 45 с 
72°С – 60с 

3 72°С – 10 хв 1 
4 10°С зберігання 

 
Результати досліджень та їх обговорення. За результатами досліджень 

морфологічних, культуральних та ферментативних властивостей ізолятів 
Fusarium spp. було встановлено, що означені культури протягом 10–14 діб за 
температури 20±0,5ºС за культивування на агарі Чапека та Сабуро утворювали 
характерний для роду ріст у формі ватоподібних колоній із білим повітряним 
міцелієм, які мають переважно легкий червоний відтінок. Гіфи блідо-
оливкового кольору (рис. 1). 

За аналізом результатів проведених мікробіологічних досліджень 
встановлено, що всі досліджені ізоляти володіли основними типовими 
властивостями, характерними для мікроскопічних грибів роду Fusarium spp. 

 

  
 

Рис. 1. Типовий ріст грибів роду Fusarium на агарі Чапека. 
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У проведеному дослідженні використана нами мультиплексна ПЛР 
дозволила виявити серед 24 ізолятів 5, які несуть ген, пов’язаний із 
продукуванням фумонізину (20,8%) та 2 (8,3%) ізоляти – трихотецену. 

Оскільки особливості таргетного гену не дозволяють відрізнити види 
мікроскопічних грибів, що, однак, не є важливим з точки зору визначення 
токсинопродукування, оскільки навіть в межах одного виду можуть 
зустрічатись як продукуючі, так і не продукуючи токсини ізоляти. На 
електрофореграмі (рис. 2) показані характерні смужки ампліконів, отриманих в 
результаті проведених досліджень. 

 

 
           М        1        2        3         4        5       М       6       7        8      9 

Рис. 2. Електрофореграма результатів визначення токсинопродукування 
ізолятів роду Fusarium spp.: 1–2 – тріхотеценпродукуючі ізоляти; 4 – 

нетоксигенний ізолят; 6–8 – фумонізинпродукуючі ізоляти;  
4, 5, 9 – негативний контроль. 

 
Результати оцінки чутливості методу мультиплексного ПЛР-аналізу 

дозволяють провести виявлення за найменшої концентрації збудника в пробі не 
менше 104 КУО. Вказана концентрація легко досягається при субкультивуванні 
збудника на звичайних поживних середовищах( середовище Сабуро) протягом 
24 годин після інокуляції. Це значно скорочує витрати часу на отримання 
достатньої кількості культури для проведення досліджень. 
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Висновки та перспективи подальших досліджень: 
1. В результаті проведених досліджень встановлено, що застосування 

методу мультиплексної ПЛР дозволяє визначити наявність токсинпродукуючих 
мікроскопічних грибів роду Fusarium. 

2. Аналіз результатів досліджень показав, що серед 24 ізолятів, виділених 
із зерна кукурудзи 5 ізолятів продукували фумонізин (20,8%) та 2 (8,3%) 
ізоляти – трихотецен. 

Застосування ПЛР для визначення токсинпродукуючих мікроскопічних 
грибів роду фузаріум в Україні є важливим для удосконалення заходів 
профілактики отруєння тварин мікотоксинами та покращення якості 
тваринницької продукції. 
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ПРИМЕНЕНИЕ ПОЛИМЕРАЗНОЙ ЦЕПНОЙ РЕАКЦИИ ДЛЯ ВЫЯВЛЕНИЯ 

ТОКСИНОПРОДУЦИРУЮЩИХ ГРИБОВ РОДА FUSARIUM / Захарова О.М., 
Тарасов А.А., Янголь Ю.А. 

 
В статье приведены результаты исследований по выявлению фумонизин-

продуцирующих видов рода Fusarium среди 24 изолятов, выделенных из зерна кукурузы на 
территории Украины. 

В результате проведенных исследований установлено, что применение метода 
мультиплексной ПЦР позволяет определить наличие токсинпродуцирующих 
микроскопических грибов рода Fusarium. Среди исследованных 24 изолятов, выделенных из 
зерна кукурузы, полученного из Киевской, Черкасской и Херсонской областей 5 изолятов 
продуцировали фумонизины (20,8%) и 2 (8,3%) изолята – трихотецены. 

Применение ПЦР для определения токсинпродуцирующих микроскопических грибов 
рода фузариум в Украине является важным для совершенствования мер профилактики 
отравления животных микотоксинами и улучшения качества животноводческой 
продукции. 

Ключевые слова: Fusarium, фумонизин, ПЦР, изолят, токсигенность. 
 
USE OF POLIMERASE CHAIN REACTION FOR DETECTION OF 

TOXINPRODUCING FUNGI OF FUSARIUM GENUS / Zakharova O., Tarasov O., Yangol Y. 
 
Introduction. The mycotoxicosis issues due to the  wide area of dissemination of toxinogenic 

fungi is relevant because of the spread of poisoning animals with fusariotoxins. According to the 
published data, 80% of cereals are contaminated with fusarium toxins. As a result of long-term 
monitoring of micotoxins containmination of seed, food and grain, it was found that 60% of them 
were containminated, and 12% contained fusariotoxins. 

The goal of the work was to detect of toxin-producing species of the genus Fusarium 
isolated in Ukraine by polymerase chain reaction (PCR). 

Materials and methods. It was used 24 isolates of Fusarium genus fungi from museum of 
the Institute of veterinary medicine NAAS. Studies of morphological and cultural properties were 
performed using conventional microbiological methods.  

The fusariotoxin produsing isolates were determined by multiplex PCR test (conventional 
method with electrophoretic reading of results) using three sets of primers recommended by Bluhm 
et al. (2004). The assay parameters were optimized by us. 
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The results of experimental studies are processed by conventional methods of statistics. 
Results of research and discussion. According to the analysis of the results of 

microbiological studies, it was found that all the studied isolates had the main typical properties 
characteristic of microscopic fungi of the genus Fusarium spp. 

In our study, the multiplex PCR we detected among the 24 isolates isolated from corn grain 
obtained from Kyiv, Cherkasy, Zhytomyr and Chernihiv regions, 5 isolates were carrying the gene 
associated with the production of fumonisin (20.8%) and 2 (8.3%) isolates were associated with 
trichothecene production. 

Conclusions and prospects for further research: 
1. As a result of research, it was found that the use of multiplex PCR allows to determine the 

presence of toxin-producing microscopic fungi of the genus Fusarium. 
2. Analysis of research results showed that among 24 isolates isolated from corn grain 

obtained from Kyiv, Cherkasy and Kherson regions, 5 isolates produced fumonisin (20.8%) and 2 
(8.3%) isolates – trichothecene. 

The use of PCR to detect toxin-producing microscopic fungi of the genus Fusarium in 
Ukraine is important for improving measures to prevent poisoning of animals with mycotoxins and 
improve the quality of livestock products. 

Keywords: Fusarium, fumonisine, PCR, isolate, toxigenic strain. 
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