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ABSTRAKT

V literarni ¢asti diplomové prace je pojednano o kontaminantech v potravindch
obecné s uz§im zaméfenim na kotfeni. VEtSi pozornost je vénovéana zejména mykotoxi-
num — sekundarnim produktim plisni, zakladnimu piehledu, zplisobiim stanoveni a le-
gislativeé oSetiujici jejich monitoring. Hlavni ¢ast literarni reSerSe je zaméfena na zptisoby
hodnoceni mikrobiologické kvality potravin, na popis metod klasickych i modernich. Je-
likoz pro praktickou ¢ast poslouzily vzorky susené mleté papriky a pepte, je zavér teore-
tické casti vénovan zpisobu zpracovani pepie a papriky. V praktické casti je popsana
metodika jednotlivych kroki pro optimalizaci molekularné-biologické metody. Vystupy
Z jednotlivych kroki jsou pak soucasti vysledki a diskuze, stejné tak jako dalsi vyhlidky

a moznosti do budoucna.



ABSTRACT

Contaminants are described in food generally, with narrower aim to spices in literary
part of thesis. Bigger attention is dedicated to mycotoxins — secundary products of molds,
basic survey, ways of assessment and legislation connected with their monitoring. The
main part of literary searches is focused on methods for microbial quality assessment of
foods, then on description of classic and modern methods. Whereas samples of dried
capsicum and pepper powders served as a samples for practical part, the end of theoretical
part is devoted to individual steps for optimalization of new moleculary-biological met-
hod. The outputs of each steps are then parts of results and discussion, as well as other

prospects and possible ways to future.
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1. UVOD

Ptitomnost mikroorganismii (virt, bakterii, plisni) v potravinéch je pficinou kazeni, které
vétsinou vede ke snizeni obsahu vyzivové cennych latek, znehodnoceni potraviny a také
ke zhorSeni senzorické kvality. Zejména vyznamné jsou pak takové zmény, které vedou
ke vzniku zdravotnich nebezpeci z potraviny. Alimentdrni onemocnéni z potravin jsou
velmi vyznamnou zaleZitosti, vzdyt' je v Ceské republice kazdoro&nd nahlageno desitek
tisic ptfipadl a n¢kolik pacienti v disledku takového onemocnéni ro¢né zemie. Realna
nemocnost je vSak oproti evidenci nékolikrat vyssi. Velka ¢ast pacientil pfi mirnéjSich
klinickych priznacich nenavstivi l1ékaie a infekce tak unika systému hlaseni. Nejvyssi ne-
mocnost je zaznamenavana pak u déti.

V dnesni dob¢ existuje opravdu velky poc¢et metod pro hodnoceni mikrobiologické
kvality potravin a roste tendence metody stale vice objektivizovat. Jiz v roce 1963 padl
navrh finského mikrobiologa Helge Gyllenberga pouzit pro identifikaci bakterii numeric-
kou pravdépodobnostni metodu.

Teorie i1 praxe pravdépodobnostni numerické identifikace se dale vyvijela a byla
hlavné Siroce aplikovana jako automaticka identifikace v mikrobiologickych diagnostic-
kych ptistrojich. Nabizi objektivné ziskané feSeni vyjadiené Ciselné. Numericka identifi-
kace neni jedind metoda pouzivajici vypocetni techniku. Ve vzorcich potravin se obvykle
patogenni mikroorganismy vyskytuji v nizkych poctech a pfi jejich prikazu standardnimi
metodami je nutné je nejprve pomnozit, ¢imz se prodluzuje doba identifikace. Ke slovu
se tak dostavaji molekularné-biologické metody. Pfi jejich pouziti se vyznamné zkracuje
potiebna doba pro stanoveni. Na druhou stranu, stejné€ jako u jinych alternativnich metod,
musi byt pozitivni vysledek (priikaz patogenniho mikroorganismu piimo ve vzorku) po-

tvrzen standardni kultivaéni metodou.
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2. CIL PRACE

Cilem prace je zhodnoceni nejznaméjsich, bézné dostupnych a modernich metod pro po-
souzeni mikrobiologické kvality potravin, nastinéni jejich pozitiv i negativ. V praktické
¢asti pak vyuziti a optimalizace molekularné-biologické metody pro detekci mikrobidlni
kontaminace ve vzorcich kofeni, které byly poskytnuty soukromym subjektem zastupo-
vanym tuzemskou firmou. V posledni ¢asti pak snaha o vylepSeni metody rozsifenim je-

jich aplikaci.
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3 KONTAMINANTY V POTRAVINACH

3.1 Analyza rizika

Kazdy den konzumujeme tisice riznych chemickych latek z potravin. Samoziejm¢ ma
pievazna Cast téchto latek prirodni piivod (nutrienty, naturdlni toxiny), nékteré mohou
ale byt v potravinach ptitomny dusledkem znecisténi zivotniho prostfedi (pak mluvime
0 primarnich kontaminantech) ¢i vznikaji v procesu zpracovani prvotnich surovin (sekun-
darni kontaminanty). Dalsi jsou zase imysIné pfidavany (aditiva) nebo pouzivany ve vy-
robé¢ (veterinarni 1éCiva, pesticidy). VSechny tyto latky maji jednu spolecnou vlastnost:
mohou poskodit zdravi konzumenta.

Pro posouzeni toho, které latky mohou byt zdravi Skodlivé, posouzeni analyzy poten-
cialnich zdravotnich nasledkt a zvazeni ptipadnych dalSich nevyhod a opatieni chrani-
cich konzumenta se pouziva analyza zdravotniho rizika. Analyza rizika zahrnuje tii ne-
dilné soucasti: hodnoceni rizika (risk assessment), fizeni rizika (risk management) a ko-
munikaci o riziku (risk communication).

Vzhledem k tomu, Ze se budou ve zbytku prace pouzivat ¢asto pojmy jako jsou ,,ne-

bezpedi® ¢i ,riziko®, rada bych tyto blize definovala v nasledujici podkapitole.
3.1.1 Hodnoceni rizika

Hodnoceni rizika (Risk assessment) — je védecké hodnoceni pravdépodobnosti vyskytu
znamého nebo potencidlniho skodlivého efektu, ktery je vysledkem expozice urcité latce.
Pii hodnoceni se pouZivaji dva zédkladni pojmy — nebezpeci a riziko, zde je jejich vysvét-

leni:

Nebezpeci (Hazard) — schopnost chemické latky poskodit zdravi,
Riziko (Risk) — odhad pravdépodobnosti vyskytu skodlivého efektu, vazeného podle jeho
zavaznosti, ktery mize byt vysledkem piitomnosti nebezpecné latky v potraving
(ZAPLETAL O. et kol., 2001; VANICEK J. a kol., 2010).
Ugelem identifikace nebezpedi je odhaleni potencionalniho alimentarniho nebezpeti
Vv dané potraving, tedy téch Cinitelti nebo situaci pfi zachazeni s potravinou, které mohou
vést k ohroZeni zdravotniho stavu konzumenta. Takové €initele mohou byt délené na za-
klad¢ jejich povahy na chemickeé, fyzikalni a biologické (KOMPRDA T., 2004).
Legislativnim podkladem v Ceské republice pro nastaveni pozadavki na nezavadnost

potravin tykajici se kontaminantti je vyhlaska Ministerstva zdravotnictvi 298/1997 Sb.,
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kterou se stanovuji chemické pozadavky na zdravotni nezavadnost jednotlivych druhi
potravin a potravinovych surovin, podminky pro jejich pouziti, jejich ozna¢ovani na oba-
lech, pozadavky na Cistotu a identitu piidatnych latek a potravnich doplikii a mikrobio-
logické pozadavky na potravni dopliiky a latky piidatné — Piloha ¢. 3 — Kontaminujici
latky v potravinach. Jako nezadouci kontaminanty jsou v této ptiloze mimo jiné uve-
deny: arsen, cin, hlinik, chrom, kadmium, méd’, nikl, olovo, rtut’, zinek, zelezo, dusic-
nany, alifatické chlorované uhlovodiky, polyaromatické uhlovodiky, A-nitrosaminy, es-
tery kyseliny ftalové, polychlorované bifenyly (PCB), mykotoxiny (Aflatoxin B1, Afla-
toxin Mz, Aflatoxiny (suma B, B2, Gi1, G2), Sterigmatocystin, Deoxinivalenol (DON),

Patulin, Ochratoxin A.

3.2 Chemické kontaminanty

Chemické kontaminace mohou zpisobovat konzervacni latky, rezidua rastovych sti-
mulatorti, fungicidy, pesticidy, herbicidy a jiné latky jako jsou chlorované di-
benzo- p- dioxiny, dibenzofurany, bifenyly, polycyklické aromatické uhlovodiky, ak-
rylamid a ftalaty.

3.2.1. Biocidy

Biocidy jsou latky, které se pouzivaji k tlumeni a omezovani rustu a proliferace skidct

ve vsech oblastech lidské ¢innosti.

Rozdéleni biocida

Dezinfeké¢ni latky
Konzervaéni latky
Ptipravky pro regulaci Skidci (pesticidy, repelenty aj.)

Pouzivani ptipravkd na ochranu rostlin mize vést k vyskytu rezidui aéinnych la-
tek (pesticidli) v potravinach. Témi mohou byt nezménéné G¢inné latky (nejcastéji), je-
jich reak¢ni a rozkladné produkty. Rezidua pesticidi se do potravin dostavaji bud’ piimo,
kdy z oSetfenych plodin ptfechdzi do produkti uréenych k potravindiskym uceltim,
nebo neptimo, kdy dochazi k jejich ptenosu prostiednictvim krmiv nebo opylovact
do produkti pavodu zivocisného (maso, mléko, vejce, med), prostiednictvim pudy do na-
slednych plodin a jejich produktii nebo prostfednictvim vody a vzduchu do riiznych po-

travnich zdrojt.
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Snad nejpouzivanéjsi z nich jsou v tomto ohledu pesticidy — tedy ptipravky a pro-
stiedky, které ve smyslu znéni zékona €. 147/1996 Sb. a smérnice ES ¢. 91/414/EEC jsou
urceny k tlumeni a hubeni rostlinnych a Zivoc¢isnych Sktidcti a k ochrané rostlinnych kul-
tur, stromd, ke, skladovych zasob, vyrobnich zavod, aj. Kromé zminéného pozitivniho
ucinku maji pochopiteln¢ i negativni. Jejich neuvazenym pouzivanim dochazi k zasahiim
do prirody. Pesticidy splachnuté destovymi srazkami z poli mohou zptisobit vazné skody
a predevsim narusit rovnovahu v ekosystému.

V piipadé potravin dovezenych ze tietich zemi (pfevazné africké a asijské staty)
se také Castéji jedna o rezidua v EU neschvalenych pesticidi (hlavné organofosfatové in-
sekticidy - profenofos, triazofos, ethion; z fungicidd napt. procymidon). MLR jsou nej-
Castéji prekraCovany v nezpracované zelenin€ a ovoci (brukvovité a listova zelenina, ¢er-
stvé bylinky - bazalka, petrzel a celer listovy a fapikaty) a ve zpracovanych i nezpraco-
vanych ¢ajovych listech (coz se tyka i bylinnych ¢ajit), divoce rostoucich houbach, koreni
- kmin, ryzi, produktech plodové zeleniny a v suchych semenech lusténin. Jedna
se hlavné o rezidua insekticidi (dimethoat, chlorpyrifos, profenofos, acetamiprid a imi-
dakloprid). Casté je také prekrodeni MLR u nékterych fungicidi (dithiokarbaméty, kar-
bendazim, iprodion, procymidon). (ZAPLETAL O. et kol; 2001; PEPPERNY K., 2015).

3.2.2. Konzerva¢ni latky

Do této skupiny patii latky rdznorodé chemické povahy, které prodluzuji dobu
trvanlivosti potravin a chrani je proti zkaze zptusobené ¢innosti mikroorganismi
(KOMPRDA T., 2004).

3.3 Fyzikalni nebezpeci

Jedna se o cizi pfedméty nebo mechanické necistoty tj. ostré a tvrdé predméty, které mo-
hou poskodit zdravi spotiebitele, pochazejici z prostiedi nebo z provozoven, rozdélujeme
je do dvou dil¢ich skupin; endogenni zdroje — necistoty a predméty pochazejici ze suro-
vin, napf. kameny, skofapky, kosti, chlupy, pisek, hlina a zdroje exogenni — osobni pied-
méty pracovnikli v potravinaistvi nebo stravovacich sluzbach (sponky, nedopalky z ciga-
ret, knofliky, mince. Dale jsou to kontaminace z technologie a pracovniho prostiedi

(sttepy, skla, Sroubky, Casti zatizeni, omitka apod.).

Mleté koteni byva casto falSovano ptidavkem jinych sypkych materiald, naptiklad

Skrobu, barviv nebo hlinky, objevuje se 1 pisek a dokonce jsou 1 popsany zdravi ohrozujici
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ptipady falSovani, kdy byly odhaleny pfimési soli olova v mleté paprice. Pokud jde
0 mletou papriku, setkdvame se také se zamérnym piidavanim cihlového prasku (VOL-
DRICH M., 1999).

Mleta koteninova paprika, kayensky pept ani paprika kofeninova paliva (cela
¢i mletd) nesmé&ji obsahovat zivy ani mrtvy hmyz a plisné. V poslednich letech bylo nej-
vétsim problémem falSovani mletych chilli papri¢ek barvivy Sudan I, Sudan 11, Sudan 111
a Sudan IV (Cerveny Sarlat), ktera nejsou povolena pro barveni potravin. Kromé sudano-
vych barviv bylo zjisténo falSovani i dalSimi syntetickymi barvivy jako je Rhodamine B,
Orange II, Para red, ktera jsou potencionalné karcinogenni a bylo zjisténo i pouziti bixinu,
které je povoleno k barveni jinych potravin. Jejich pfitomnost vSak nedokazeme sami
odhalit, daji se zjistit pouze laboratornimi metodami. Pti dal§im zpracovani se pak nepo-

volena barviva dostavaji do smési, ke¢upii nebo dresinkii (SMELA D., 2015).
3.4 Biologické nebezpeci

Do této kategorie nejcastéji zahrnujeme bakterie, viry (potraviny jsou vektory pienosu),
Vv tivahu pfichazeji také modifikované prionové proteiny. Nejvétsi vyznam maji z kvanti-
tativniho hlediska patogenni mikroorganismy, patogenita je obecna vlastnost bakterie
zpusobit infekéni onemocnéni. Tuto vlastnost urcuje jeji virulence, jez je mirou patoge-

nity (SCHINDLER J., 2008).
3.4.1 Mykotoxiny

Mykotoxiny jsou toxické sekundarni metabolity mikroskopickych vlaknitych hub, vyvo-
lavaji toxické syndromy, které souhrnné€ nazyvame mykotoxikozy. Vyskytuji se na vSech
urovnich potravniho fetézce.

Mykotoxiny fadime mezi prioritni kontaminanty potravin. Z chemického hlediska
jsou vysoce stabilni nizkomolekularni organické slouceniny nebilkovinné povahy.
Ve vztahu posuzovani zdravotnich rizik spojenych s konzumaci potravin fadi odbornici
mikrobialni kontaminaci hned na prvni misto. Kritérii pro zhodnoceni vyznamu jsou pte-
devsim potenciondlni rizika a zdvaznost negativnich uc¢inkd, spolu s frekvenci ptipadi,

kdy dané latka byla priitkaznou piicinou intoxikaci a také casty vyskyt v bézn¢ konzumo-

vanych potravinach (DOLEZAL M., 2012).
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Vznik a vyskyt mykotoxintl je vysledkem slozité interakce mezi genomem toxinogennich
mikrobialnich hub a zevnim prostiedim, véetné druhu substratu, na kterém rostou, klima-
tickych faktort, zptisobu sklizn¢ a skladovani, distribuce a zpracovani.

Mykotoxiny produkované patogenem pomahaji kolonizaci rostliny. Deoxynivalenol
(DON) se naptiklad ucastni aktivace obrannych mechanismii rostliny, které vedou k pro-
dukci ROS a programované bunééné smrti (SALACOVA L. a kol., 2015).

Asi 50 % druht plisni vyznamnych v potravinaistvi produkuje mykotoxiny. Znamo
je vice nez 350 mykotoxind. Pokud uz jednou mykotoxin v potraviné vznikne, neni
mozné jej nijak odstranit nebo zni€it. Proto je potieba vyhybat se potravinam napadenym
plisnémi (OLEJKOVA D., 2001).

Soucasné vyzkumy dokazuji, Ze riziko mykotoxinli existuje na celém svété. Napii-
klad deoxynivalenol (DON) je mykotoxin produkovany plisnémi rodu Fusarium (F. gra-
minearum, F. culmorum), které jsou béznymi patogeny obilnin . DON patii k celosvétove
nejrozsirenéjsim trichothecenim. Béhem vyroby piva deoxynivalenol ptechazi z konta-
minovaného jeCmene do sladu a nasledn¢ do sladiny, jeho pfitomnost, mimo jiné, mize
vést ke vzniku nezadouciho jevu zvaného ,,gushing®, nebo-li pfepénovani piva. Tento
ukaz je velmi komplexni a mize souviset 1 s produkci jinych metabolit — tfeba hydrofo-
bint.

Z toxikologického hlediska ma asi nejvétsi vyznam ochratoxin A, ktery ve své mole-
kule obsahuje atom chloru. OTA je sekundarnim metabolitem nékterych mikroskopic-
kych hub rodu Penicillium a Aspergillus JEZKOVA A. et kol, 2009).

3.4.1.1 U¢inky mykotoxinii

Otravy mykotoxiny jsou znamé jiz od antickych dob. Nekteré mykotoxiny (napft.aflato-
xiny) vyznamnym zplisobem kontaminuji produkci potravin v zemich s teplejSim klima-
tem a dostavaji se importem do Evropy. Jiné (napft.ochratoxiny, trichotheceny, fumoni-
siny) mohou byt produkovany ale i ptimo Vv naSich podminkach (ZAPLETAL et kol.,
2001).

Pfi¢inou vzniku alimentarniho onemocnéni jsou tedy toxiny pfitomné v potraving,
mezi vyznamné puvodce alimentarnich intoxikaci patii Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus a Clostridium botulinum. Jak je uvedeno vyse, zdrojem kontaminace potravin

ve vyrobnim procesu mohou byt suroviny, prosttedi nebo 1 ¢loveék. Také nevhodné pod-
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minky skladovani a manipulace s potravinami béhem ptipravy v domécnostech nebo stra-
vovacich zafizenich, kde nejsou disledné dodrzovany zasady spravné hygienické praxe,
mohou negativné ovlivnit zdravotni nezavadnost potravin (JEZKOVA A. et kol, 2009).
Onemocnéni zptusobena pozitim mykotoxinii mohou mit fadu klinickych projevi.
Na ¢lovéka mohou mykotoxiny pisobit hepatotoxicky (aflatoxiny, sterigmatocystin), he-
matotoxicky (aflatoxiny, ochratoxin A, zearalenon, trichotheceny), nefrotoxicky (ochra-
toxin A, citrinin), neurotoxicky a myotoxicky (tremorgeny, citreoviridin), dermatoto-
xicky (psoraleny, trichotheceny), genitotoxicky (zearalenony), genotoxicky (aflatoxiny,
ochratoxin A, citrinin, zearalenon, patulin, trichotheceny, fusarin C), imunotoxicky (afla-
toxiny, ochratoxin A, patulin, trichothecny) a jako toxiny dychaci soustavy (patulin) a za-

zivaciho traktu (T-2 toxin aj.) (BURSOVA S., NECIDOVA L., DUSKOVA M., 2014).
3.4.1.2 Diagnostika mykotoxinii

Detekce mykotoxind V potravingé ptedstavuje znac¢ny technicky problém — rozmisténi
mykotoxinu neni totiZz V surovin¢ vétSinou homogenni, z ¢ehoz vyplyvaji jisté naroky
na zpiisob odbéru a velikost reprezentativniho vzorku k analyze. Nakladné metody in-
strumentalni analyzy (chromatografické metody) jsou v posledni dob& dopliovany rych-
lymi imunodiagnostickymi metodami. (ZAPLETAL et kol., 2001)

Naptiklad ptfimé stanoveni DON ve vzorcich rostlinného piivodu bez jejich predchozi
upravy je vzhledem ke slozitosti matrice velmi obtizné. Z toho diivodu se pouZzivaji riizné
postupy a metody, aby byl vliv matrice eliminovan. Nejéast&ji pouzivanou metodou je
extrakce na tuhé fazi (solid phase extraction - SPE). Pii tomto zplisobu byva s riiznou
vytéznosti aplikovana cela fada sorbentil (aktivni uhli - alumina, iontové vyménné prys-
kyfice, silica, Florisil, grafitizované saze (GCB), MycoSep kolonky a imunoafinitni ko-
lonky). K vlastnimu stanoveni nejen DON v potravinach se v posledni dobé pouzivaji
chromatografické metody, jako je napt. plynova chromatografie s detektorem elektrono-
vého zachytu (ECD) nebo s hmotnostnim detektorem, vysokoucinna kapalinova chroma-
tografie s hmotnostni detekci ¢i superkritickd fluidni chromatografie. Kromé téchto me-
tod jsou Casto aplikovany praveé imunologické postupy, napt. radioimunologicka analyza

(RIA) & enzymové imunoanalyza (JEZKOVA A. et kol, 2009).
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3.4.1.2.1 Imunochemické metody

Ttebaze imunochemické techniky poskytuji extrémné specifické a sensitivni metody
pro studium funk¢nich a strukturalnich vlastnosti antigent z rostlinnych patogennich mi-
kroorganismi, je zde také mnoho zprav o tom, jak jsou tyto techniky aplikovany na iden-
tifikaci mikrobialnich toxinti v rostlinnych tkanich. Pfitomnost mykotoxinl v potravi-
nach rostlinného pivodu mize nastat taktéz pied nebo béhem sklizné. Byly vyvinuty
techniky na detekci mnoha mykotoxint (aflatoxint, ochratoxind, trichothecent aj.). Byly
uspésné aplikovany pii analyze kukutice, pSenice, je¢mene, bavinéného seminka a bur-
skych ofiskda.

e Imunotesty pro detekci aflatoxint
Mnoho rozliénych postupti bylo vytvoteno pro spojeni AFB1 na nosny protein, coz by
m¢élo byt zakladnim krokem metody. Nejbéznéjsi metoda pro produkci protilatek poza-
dovanych komponentii zahrnuje piedevsim slozitou reakci - formaci oximi (MODRA
H., SVOBODOVA Z.;: 2009).

e Imunotesty pro dalsi mykotoxiny
Co se tyce dalsich mykotoxind, zna¢né Usili bylo namifeno na vyvoj metody pro OTA,
zearalenon, sterigmatocystein. RIA a ELISA byly popsany pro determinaci zearalenolu,
dalsi vyzkumy zase na pouziti ELISA pro detekci sterigmatocystinu. Mnoho technik bylo
popsano také pro OTA, vSechny pouzivaji protilatky generované proti konjugéatu vytvo-
feného spojenim toxinu na protein pres funkéni karboxylovou kyselinu. Metoda
pro rubratoxin, fumonisin a fusarochromonon byly také popsany.

e Imunoafinitni chromatografie
Tato unikatni technika byla pouZita pro izolaci specifickych protilatek vyuzivajicich imo-
bilizované analyty. Neddvné usili bylo zaméfeno na imobilizaci protilatek na stacionarni
fazi pro separaci malych molekul. Faze pokrytd protilatkami je umisténa v kolong&, roz-
poustédlo obsahuje specificky analyt, ktery tim protéka. Béhem tohoto kroku zachycuje
analyt, separujici jej od ostatnich komponenta v rozpoustédle. Zachyceny analyt mtize
byt piesunut z adsorbentu disociaci komplexu protilatky s roztokem pufru.

Imunoafinitni technika, kterd ,,chytd do pasti“ mykotoxiny byla pouzita pro AFB1,
AFM a OTA. Toxin mtize byt vylucovan z kolony pro naslednou analyzu, jakou je ELISA
nebo RIA. Afinitni kolona slouZi jako specifické procisténi a nastroj pro zakoncentrovani
mykotoxinu pro analyzu a je vhodny pro zakoncentrovani polarnich latek, které je Casto

velmi tézké koncentrovat z okoli vzorku za pouziti obvyklych resind.
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e Imunochromatografie

Protilatky mohou byt pouzity jako chemicky selektivni detektory nasledujici po HPLC
separaci materiali z komplexu smési latek. Pouziti ELISA bylo vyvinuto jako pokolo-
novy moniturujici systém pro HPLC pro analyzu rozli¢nych skupin trichothecenti. Jed-
notlivé frakce eluované z kolony byly analyzovany ELISA metodou pouzivajicich dru-
hové protilatky proti skupiné trichothecenii A. Timto pfistupem lze nejen identifikovat
kazdou jedinou skupinu trichothecenti A, ale miizeme také urcit jejich koncentraci. Kom-
binace HPLC a imunochemickych metod se prokazala byt velmi efektivni, citliva a spe-
cifickd pro analyzu trichothecent a ostatnich mykotoxinli. Existuje zde vSak jedna limi-
tace, a ta je, Ze k metod¢ neni Zadny on-line imunodetektor umoznujici real-time imuno-
chemické snimani vytoku z kolony. Jak jsou frakce sbirany, rozpoustédlo se musi ménit,

aby bylo kompatibilni s protilatkami a immunoassay funguje pro individudlni frakci

z HPLC (TSUNG-CHE T., 1995).

3.4.1.3 Legislativa pro kontrolu mikroorganismi a jejich toxickych produktu

Kratce po vstupu CR do EU doslo v kooperaci statil k vytvofeni legislativy, ktera byla
snadngji aplikovatelnd nez ta predesld. DoSlo tedy k vydani nafizeni komise
(ES) ¢. 2073/2005 o mikrobiologickych pozadavcich na potraviny, které bylo po dvou
letech novelizovano nafizenim komise (ES) €. 1441/2007. Zakladnim principem téchto
nafizeni, ktera zahrnuji pouze ty mikroorganismy, u kterych lze deklarovat realné nebez-
peci s ohledem na jejich vyskyt a rozsifeni, je, Ze potraviny nesmi obsahovat mikroorga-
nismy nebo jejich toxiny i metabolity v mnozstvich, ktera ptedstavuji nepfijatelné riziko
pro lidské zdravi. Hlavni odpovédnost za dodrZovani tohoto natizeni lezi na provozova-
telich potravinatskych podnikii.

Metody odbéru vzorku a metody analyzy pro Gfedni kontroly mnoZstvi mykotoxini
Vv potravinach jsou dany natizenim 401/2006 (ES). Tento dokument také zahrnuje i opat-
feni v piipad¢ heterogenni distribuce mykotoxinl ve vzorkovaném materialu.

Uplatiiovanim potravinatskych zdkontli v praxi, posuzovanim a sjednocovanim legis-
lativy jednotlivych evropskych zemi, kterd se tyka kontroly vyskytu mykotoxini v potra-
vinach, se zabyva nevladni organizace FLEP (Food Law Enforcement Practitioners -

Sdruzeni zastupci evropskych inspekénich organt).
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Kontrole mykotoxint je ve vétSin€ evropskych zemi vénovana velka pozornost,
pfesto panuji v metodice kontroly i posuzovani rizika zna¢né rozdily. Cilem pracovni
skupiny FLEP je sjednoceni téchto postupt, véetn¢ stanoveni jednotnych limitt.

V Ceské republice existuji jedny z nejpiisngjsich norem pro stanoveni ptipustného
obsahu mykotoxinti v potravinich a Ceska zemédélska a potravinaiska inspekce jejich
vyskyt prubézné monitoruje. Napiiklad posledni ndlez aflatoxinu B1 byl zjistén v zafi
a fijnu lonského roku v pistaciich a ofiscich, které byly okamzité stazeny z prodeje a zni-

¢eny (DEMNEROVA K., 2012; OLEJKOVA D., 2001).
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4 HODNOCENI MIKROBIOLOGICKE KVALITY POTRAVIN

4.1 Objektivni pristup identifikace

Jak jiz bylo zminéno v tivodu, v poslednich 50 letech nartstd snaha metody co nejvice
objektivizovat, zapojit vypocetni techniku a eliminovat chyby zptsobené zejména lid-
skym faktorem. Zlatym stfedem stale zlstava kultivace, takové vySetfeni se povazuje
za klasické. Ma své vyhody i1 nevyhody, o kterych bude pojednano v podkapitole nize.
Pouzivaji se vSak i automatizované ptistroje, o¢kuji se naptiklad i mikrotesty, zatizeni je
inkubuje, posléze pii ukonceni testy samo vyhodnoti, vétSinou fotometricky, a vytiskne
vysledek. Vyhodou takovych objektivnich a automatickych systémi je tspora mezd,
na zaklad¢ vytvotrenych databazi témét bezchybné odecteni vysledkd, identifikace bakte-
rie zabudovanym pocita¢em s velkou pravdépodobnosti a pfipadné i expertni interpretace
z hlediska zavaznosti nalezu. VéEtSinou se dnes takovym pfistrojem stanovi uz i citlivost
k antibiotikim. Tyto pfistroje vSak nejsou nikterak levné (DEMNEROVA K., 2012;
SCHINDLER J., 2008).

4.2 Elektronicky nos

Ptistroje vylepSuji diagnostiku ve spousté smerech. Témét stoletou zkuSenost, Ze né-
které bakterie maji typicky zapach, vyuzivaji diagnostikové k takika neomylnému po-
sudku. Nejde tak ani o0 ucebnicové pachy bakterii, jako je nasladly pach Pseudomonas
aeruginosa nebo kvaskovy pach Escherichia coli, ale o pachy malo intenzivni. Nékteré
bakterie maji pach hub, jiné méku, naftalinu a podobné. PotiZ je v tom, Ze prah vnimani
je individualni. Snaha tyto znaky objektivizovat pfinesla metoda, ktera je oznacovana
jako elektronicky nos. Jedna se o systém, ktery napodobuje ¢ichové ustroji savcu. Analo-
gii ¢ichovych bunék jsou senzory z polymernich materialt, které reaguji na urcité ving,
zachycuji je a pfevadéji na elektrochemické signaly. Senzory reaguji S riznou specifitou
a citlivosti, podle toho jsou seskupeny do pole, pfes néz se prehanéji vySettované pary.
Riznost odpovédi se zpracovava statisticky a kazdému zdroji (bakterii), Se pfifadi urcity
profil odpovédi sady senzorii. Nejvetsi sluzbou elektronického nosu je identifikace bak-

terii ptimo ze vzorku (SCHINDLER J., 2008).
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4.3 Biosenzory

Biosenzor je analyticky systém, ktery prevadi biologickou odpovéd’ na elektricky signal.
Vyuziva kombinaci biotechnologie, technologie integrovanych obvodl a zptsobu jejich
vyroby. Je jich cela fada a aplikuji rizné varianty zakladniho principu. V diagnostice
se pouzivaji DNA biosenzory sestavené do pole, které zachycuje ve vySetfovaném vzorku
malé mnozstvi cilové DNA bakterii. Je-li ve vzorku bakterie pfitomna, vygeneruje
se elektricky signal, ktery se zainteresuje a zpracuje.

Biosenzor, mize byt i mikroorganismus ¢i cela bunka nebo jeji specificka ¢ast
schopna se vazat na mikroorganismy urcitych druhti. Soucasti biosenzoru je i prevadéé
(transducer), ktery ptevadi udalost rozpoznani do métitelného elektrického signalu — op-
ticky, elektrochemicky, thermometricky, piezoelekticky, magneticky a mikromechanicky
nebo jejich kombinace.

Pomoci biosenzorii jsou zkoumany interakce protilatka-antigen, DNA - DNA,
DNA - protein, receptor - ligand, protein - ligand a mnoho dal$ich interagujicich dvojic.

Ptednostmi biosenzort jsou vysoka citlivost a selektivita, méfeni bez specidlnich re-
agencii, rychlost analyzy, nizké ndklady a snadna obsluha. Analyzy probihaji v redlném
&ase. Castou vyhodou biosenzort je jejich mala velikost a pienositelnost, tudiz stadi rela-
tivn€ malé mnoZstvi vzorku a potfebnych chemikalii pro analyzu. Velkym problémem je
sterilizace biosenzort. Nékteré typy pracuji jen v uzkém rozsahu koncentrace analytu,
maji pomalou odezvu, jsou citlivé na elektricky Sum a jejich miniaturizace mize mit vliv
na velikost signalu. Pii pouziti enzymi se obvykle li§i optimalni provozni pH enzymu

od pH prostiedi (POHANKA M., 2009).

4.3.1 DNA biosenzor
Ugelem technologie je najit cilovy oligonukleotid hledané bakterie. Bakterialni ribozo-
mova 16 S RNA se zachycuje na povrchu senzoru zachytnou sondou, coz je praveé odpo-
vidajici nukleotid. Ta (NK) je pak detekovana hybridizaci s detekéni sondou znacena na-
vazanym barvivem — fluoresceinem - na némz je protilatka s oxidoredukénim enzymem.
Cinnosti tohoto enzymu se redukuje dal§i slozka systému — mediétor, vznikne elektricky
proud, ktery se zesili a zaregistruje.

Byl také vyvinut DNA mikroéip pro piimou identifikaci patogenti. Cip je maly, kom-
paktni a vS§echny operace provadi v jedné komirce. Vzorek, v némz se bakterie prokazuji,

se zahieje na 90 °C a hledana DNA se hybridizaci zachyti specifickou sondou, hybridni
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komplex genom-sonda se navaze na magneticka téliska, ktera se poté magnetem oddéli
a navdzand DNA se pouzije pro amplifikaci. Amplifikované useky DNA se zachyti na-
elektrodach, oznaci zlatymi nanocasticemi s galvanicky nanesenym oxidem stfibra a
elektrochemicky se zméfi mnozstvi zachyceného materialu. Jedna se o postup kompli-
kovanéjsiho razu, je avSak dobie fungujici (POHANKA M., 2009; SCHINDLER J.,
2008).

4.4 Kultivacni vySetieni

| ptes velky rozvoj alternativnich a modernich metod se stale nejvice praktikuje kultivacni
vySetieni. Konvenéni kultivaéni metody pouzivané pro detekci mikroorganismut v potra-
vinach jsou dobie zavedené, jednoduché, levné a mohou byt pouzity pro kvantitativni
i kvalitativni analyzu.

Cilem kvantitativnich metod je stanoveni poctu zZivotaschopnych bunék cilové sku-
piny mikroorganismi. Mezi zakladni techniky patii metoda zaliti, metoda roztéru
a metoda stanoveni nejpravdépodobnéjsiho poctu mikroorganismu (MPN, Most Probable
Number). Stanoveni po¢tu nékterych mikroorganismil (zejména patogenti) miize byt roz-
Sifeno o krok resuscitace, jehoz cilem je zachyceni i poSkozenych bunék. Kvalitativni
stanoveni je pak zaméfeno na prukaz piitomnosti ¢i absence cilového mikroba ve vzorku
kolika navazujicich stupnich — primarni pomnozeni, sekundarni pomnoZzeni, izolace
a konfirmace. Rist cilového mikroorganismu se projevi vznikem kolonii s typickou mor-
fologii. Protoze jenom velmi malo pouZzivanych diferencidlnich zivnych meédii je zcela
specifickych, je nejen pii kvalitativnim stanoveni nezbytné provést vhodnymi metodami
konfirmaci suspektnich kolonii cilovych mikroorganismd.

Klasickym rozborem CPM (Celkovy Poc¢et Mikroorganismui) se nestanovi termofilni
MO, psychrotrofni MO, striktni anaeroby, kultiva¢né naro¢né druhy a né€které kvasinky
a plisné. CPM poskytuje Cisté vzato jen zakladni informace o stupni mikrobialni konta-
minace, z ¢ehoz mizeme usuzovat na zpuisobu zpracovani, technologii a dodrzovani hy-
gienickych podminek pfi sklizni, vyrobé, pteprave a uskladnéni — celkové pii zachdzeni
s potravinou. Metoda stanoveni nezachycuje pocet vSech metabolicky aktivnich bungk,
ale pouze pocet bunék tzv. kolonie tvoficich jednotek (CFU). V jistém slova smyslu vice
selektivni metoda, také zaloZena na pocitani kolonii, je naptiklad stanoveni poctu jedno-

tek psychrotrofnich mikroorganismii (bakterie, kvasinky a plisn¢, které maji schopnost
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rust pii teplotach do 7 °C do 10 dni (rody Pseudomonas, Acinetobacter, Moraxella, Ae-
romonas, Vibrio, Serratia, Bacillus, aj.). Plotnovou metodou se dale stanovi i bakterie
mezofilni (vytvaieji kolonie na tuhé selektivni padé MRS o pH =5,7 po inkubaci
pii 30 °C 72 hodin), jedna se zejména 0 bakterie rodu Lactobacillus, Lactococcus, Strep-
tococcus a Pediococcus. Plotnova metoda je univerzalni mikrobiologickou metodou
pro stanoveni mnohych celedi, pro takovy ucel je pak dle konkrétni ¢eledi upravena.
(BURDYCHOVA P., SLADKOVA P.; 2007).

Prednost kultiva¢nich metod obecné spociva v tom, ze pracujeme s bakteriemi, které
mame piimo pred ofima a v ,,ruce”. Izolace na pidach, které obsahuji to nejlepsi, co lze
bakteriim nabidnout, je jednak metoda velmi citliva a standardni a navic vime, ze zivé
bakterie na pud¢ vzdy vyrostou. Pokud jde o jejich identifikace, nasledné testy ve zku-
mavkach se jiz neprovadéji, protoze jsou pfili§ nédkladné, vyzaduji mnoho prace na pfi-
pravu, mnozstvi chemikalii a pfili§ mista v inkubatorech. Uz mnoho let se pouZzivaji dia-
gnostické soupravy, které umoznuji provadét testy miniaturizované. Vysledky testl se
pak obvykle porovnavaji s tabulkami znakt jednotlivych druht.

Mezi jejich nevyhody, zejména pfi stanoveni patogennich mikroorganismi, patii opét
nezbytnost kultivace v nékolika riznych zivnych médiich, detekce riistu vizualné a po-
tteba provedeni konfirmacnich testil (biochemickych a serologickych). To ma za nasledek
zvySenou pracnost, subjektivni hodnoceni vysledkii a zejména dlouhou dobu stano-

veni (SCHINDLER J., 2008).

4.4.1 Dopliiujici identifikaéni metody po kultivaénim vySetieni

4.4.1.1 Identifikace pomoci biochemickych testii

Kromeé fyziologickych vlastnosti mikroorganismt (pohyblivost, vztah ke kysliku, teploté
aj.) muZzeme urcovat bakterie i na zaklad¢ jednoduchych biochemickych testt, jako dopl-
néni k morfologickym, mikro- a makroskopickym znaktim.

Spousta testl je zaloZena na prikazu enzymi. Mikrobidlni enzymy mohou byt intra-
celularni i extracelularni. Nekteré komplexni latky prilis velké na to, aby mohly vstoupit
do buiiky, musi byt pfedem degradovany. Extracelularni enzymy jsou vétSinou hydro-
lytické povahy. Intracelularni enzymy se ucastni metabolickych pochodii v buiice. Ty
jsou dulezité pro vyrobu energie a udrzeni funkci bunky.

Mezi nejpouzivanéjsi metody, slouzici k zakladnimu rozliseni, patii naptiklad dikaz

amylaz (priikaz hydrolyzou Skrobu), diikaz protedz (hydrolyzou kaseinu), ditkaz lipaz
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(hydrolyzou lipida) ¢i prikaz schopnosti mikroorganismii hydrolyzovat extracelularnimi
protedzami zelatinu. Timto se dokazuji enzymy extracelularni aktivity. Intracelularni en-
zymaticka aktivita mikroorganismu se dokazuje naptiklad schopnosti fermentace sacha-
mohou bakterie tvofit organické kyseliny (octovou, mlé€nou, propionovou) nebo plyny
(CO2, H2) nebo oboji soucasné. Tvorbu kyselin mtizeme pozorovat pomoci vhodného in-
dikatoru, ktery je piidavan piimo do pud (vétsSinou fenolovou Cerven, kterd ma pii neut-
ralnim pH Cervenou barvu a v kyselém prostiedi prechdzi do barvy zlut¢). Konkrétnimi
testy jsou napiiklad ONP test (test na fermentaci laktozy), ¢i O-F test (oxida¢né-fermen-
tacni test). Dal$im piikladem mohou dale byt IMVIC testy (indol, methylova ¢erven, Vo-
ges-Proskauer test, utilizace citratu). Uvedené zkousky jsou postaveny na kultivaci mi-
kroorganismil, v ptipad¢ hydrolyzy Zelatiny se miiZe test provadét kromé toho i1 ve zku-
mavce klasickou metodou vpichu. Inkubace je tak ¢i tak nutna.

Mikroorganismy izolované z ptirozeného prostredi vétSinou nemaji tytéz vlastnosti
jako axenické sbirkové kultury, takze se v jednom ¢i vice znacich neshoduji. Kromé toho
I samotné vyhodnocovani testii vyzaduje praci zaskoleného pracovnika s uréitymi zkuse-

nostmi (BURDYCHOVA S., SLADKOVA M., 2007; BURSOVA a kol., 2014).
4.4.1.2 Identifikace pomoci diagnostickych testii

V praxi se pro praci s diagnostickymi soupravami vyuziva i McFarlandovy zékalové stup-
nice. Pii smichani roztokt chloridu barnatého a kyseliny sirové vznika ve vodé neroz-
pustna srazenina siranu barnatého. Tato sloucenina se stala zakladem pro pfipravu zaka-
lové stupnice podle které 1ze piiblizné€ stanovit koncentraci bakterii v neznamé suspenzi.
Srovnanim zakalu bakterialni suspenze zédkalem BaSO4 této stupnice mizeme orientacné
urcit pocet mikroorganismi potiebnych k provedeni testii. McFarlandova stupnice tak na-
hrazuje nefelometrické nebo turbidimetrické méfeni mikrobialniho zdkalu nebo piimé
stanoveni poc¢tu bun€k v jednotkovém objemu pomoci Biirkerovy ¢i Thomovy komiirky.

Doplinkovym testem pak mtize byt test pohyblivosti, ktery ovétuje pritomnost bicikt.
Mikroorganismy s biciky (Citrobacter freundii) jsou pohyblivé, bez bi¢iki nepohyblivé.
Test se provadi v polotuhém médiu, ve zkumavce. Konzistence média umozni pohyb mi-

krobti. Naockovani se provadi vpichem do média. Jinym doplitkovym testem se zjistuje
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produkce hemolysinli — tedy hemolyticka ¢innost bakterii. Ke zji§téni hemolytické akti-
vity se pouziva krevni agar. Jako kontrolni mikroorganismus k testu je pouzit Strepto-
coccus thermophilus (BEDNAR M., 2012).

4.5 Automatizované systémy vyuzivané priidentifikaci mikroorganismi

Za poslednich par let je snad nejvétsi novinkou identifikace mikroorganismu zaloZzena
na principu hmotnostni spektrometrie (MALDI-TOF), kdy jsou vysledky k dispozici bé-
hem nékolika minut.

Princip systému spoc¢iva ve schopnosti mikroorganismti metabolizovat sacharidové
substraty, kdy jsou umisténé v 96-ti jamkové mikrotitraéni desti¢ce. Pokud naockované
mikroorganismy maji vybaveni na pfeménu danych substratl, dochazi k uvolnéni elek-
trontll ze substratu a probiha oxidace. Tyto elektrony pfijima barvivo trifenyltetrazolium-
chlorid (TTC), ¢imz se redukuje a dochazi ke vzniku trifenylformazanu (TPF), reakce je
I tedy doprovazena zménou barvy. Dostateéné mnozstvi bunék v jamce mikrodesti¢ky tak
zajiSt'uje pozorovatelnou barevnou zménu. Nejdiive se na agaru izoluje €ista kultura, poté
se piipravi inokulum a naockuje se vhodna desticka. Na konci inkubace je mikrodesticka
umisténa do mikrostanice pro analyzu, kde reader (¢tecka) odecte absorbanci (k ode¢tim
se pouziva dvou vinovych délek, 590 nm a 750 nm). Vysledky jsou zaznamenany a Srov-
nany s Sirokou databazi mikroorganismd, ve které je uloZeno ptes 2 000 druhtli. Systémy
existuji bud’ manualni (MicroLog), poloautomatické (MicroStation) — zahrnujici kromé
softwaru i identifika¢ni reader, a dokonce i pln¢ automatické — systém OmniLog (Soft-
ware, inkubator/reader).

Vyhodou je rychld a pomérné ptesnd identifikace mikroorganismu diky Siroké skale
biochemickych reakci obsazenych v mikrodesti¢ce a komplexni databazi mikrobt. Ne-
vyhodou tohoto systému je moznost identifikace pouze kultivovatelnych mikroorga-
nismi, pro vhodny vybér panelu testi se musi pfedem urcit, 0 jakou skupinu mikroorga-
nismu se jednd. Existuje 1 potencidlni riziko kiiZovych reakci, u manuélni verze navic
neni mozné méfit absorbanci (vyhodnoceni je vizualni).

V nejnovéj§im provedeni tohoto systému lze identifikovat na stejném panelu jak
grampozitivni, tak gramnegativni bakterie zaroven, a tim odpada pted vlastni analyzou

barveni dle Grama a dalsi testovani pro vybér vhodného panelu substrati.
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4.5.1 MALDI - TOF

Rychlou a velmi piesnou identifikaci a typizaci mikroorganismti poskytuje hmotnostni
spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za Gi€asti matrice s pruletovym analyzato-
rem (MALDI-TOF MS, Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight
Mass Spectrometry). Diky MALDI-TOF mohou byt identifikovany bakterie a kvasinky
ptimo z kolonii vyrostlych na kultivacnich miskach. Proces urceni spoc¢iva na analyze ri-
bosomalnich a dalSich proteint v bufice. Ribosomalni proteiny ptedstavuji zhruba 20 %
veSkerych bunéénych bilkovin a asi 3 % celkové hmoty. Tyto makromolekuly jsou spe-
cifické pro jednotlivé bakteridlni druhy a diky tomu mohou byt povazovany za vhodné
biomarkery. Hmotnostni spektrometrie je vysoce citliva analyticka technika s detekénimi
limity fadove az desetiny femtomolt (WIESER A, et kol; 2012).

4.6 Imunologické metody

O mensim vyuziti imunologickych metod bylo jiz pojednano v podkapitole
3.4.1.2.1. Imunochemické metody pro detekci mykotoxind.

Imunologické metody jsou obecné zaloZeny na vysoce specifické reakci mezi proti-
latkou a antigenem. Tvoii zaklad celé tady testi, které mohou byt v mikrobiologii potra-
vin pouzity pro detekci specifickych mikroorganismi, predné pak alimentarnich patogenii
a také nekterych toxini. Jako antigen oznacujeme molekulu, kterd je schopna vyvolat
v Zivych organismech produkci specifickych protilatek. Tuto ulohu mohou spliiovat spe-
cifické ¢asti cilového mikroorganismu (napf. lipopolysacharidy v bunééné stén¢ gramne-
gativnich bakterii ¢i bi¢ikové proteiny), nebo toxin a jiny produkt vznikajici pii rustu
mikroorganismu. Protilatky jsou strukturou proteiny produkované bilymi krvinkami (jenz
jsou aktivované B-lymfocyty) zivoc€ichti po infekci cizim mikrobem nebo molekulou.
V mikrobiologii potravin se pouzivaji v testech urcenych k detekci specifickych mikro-
organismt, proteint ¢i toxinil. U n¢kterych mikroorganismt miize dochéazet ke zkiizenym
reakcim jejich somatickych antigent, a proto, i kdyz jsou imunologické metody relativné
specifické, nelze je k potvrzeni pfitomnosti ur¢itého mikroorganismu pouzit samostatné.
Z tohoto diivodu musi byt vysledky imunologickych testli potvrzeny opét konvenéni kul-
tivaci s naslednou konfirmaci sledovan¢ho mikroorganismu.

Pravdépodobné nejrozsitenéjsi metodou detekce specifickych mikroorganismi v po-

travinach je technika ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Vyuziti nachazi
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také metoda imunomagnetické separace, kterd umoziuje oddé€leni cilovych mikroorga-
nismi z homogenatii potravin ¢i pomnozenych vzorki a tim sniZuje negativni vliv potra-
vinové matrice a ostatni doprovodné mikroflory. Bézné se pouziva pii stanoveni
E. coli 0157, kde je nejen soucasti referen¢ni kultivaéni metody, ale i dalSich alternativ-
nich metod.

Vyuziti imunologickych metod pfi vySetieni potravin nese néktera rizika a problémy.
Jednim z nich je doprovodné mikroflora, ktera mtze inhibovat rast sledovaného mikro-
organismu nebo zkiiZen¢ reagovat s pouzitymi protilatkami (fale$né pozitivni vysledky).
Rada technologickych postupti pii vyrobé potravin miiZe zptisobit poskozeni mikroorga-
nismu, které potom nejsou schopny riistu v selektivnich médiich. Z tohoto diivodu je ne-
zbytné zarazeni kroku pomnoZeni vzorku pted vlastni imunologickou detekci. Na trhu je
v soucasné dobé¢ tada testovacich souprav umoziujicich detekci bézné se vyskytujicich

alimentarnich patogenti a jejich toxind.
4.6.1 ELISA - Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

ELISA, znama také jako EIA (Enzyme Immunoassay), se jiz celkem b&Zné& pouziva pro
detekci patogennich mikroorganismu. Je relativné jednoducha, mize byt i poloautoma-
ticka, vysledky poskytuje pomérné rychle. Je to ale stale metoda screeningova, pozitivni
vysledky musi byt potvrzeny klasickym zpiisobem.

ELISA je zalozena na principu specifické vazebné reakce mezi antigenem a protilat-
kou. V ELISA testech se pouzivaji monoklonalni nebo polyklonalni protilatky. Polyklo-
nalni protilatky jsou produkovany pfi imunitni odpovédi hostitele na infekei organismu
relativné velkou molekulou (protein, mikroorganismus), jsou produktem mnoha aktivo-
vanych kloni B lymfocytli. Monoklonalni protilatky jsou produkované jednim klonem B
lymfocyti po styku s jednim konkrétnim antigenem, ptipravuji se na tkanovych kultu-
rach. Ke znaceni protilatek se v ELISA metodé€ pouziva enzym, obvykle schopny kataly-
zovat preménu bezbarvého substratu na barevny produkt (pfipadn€ miize dojit i ke zméné
barvy substratu). Diky tomu je hodnoceni testu vizualni nebo spektrofotometrické. Nej-
Castéji se vyuziva enzym alkalicka fosfatasa reagujici s para-nitrofenyl fosfatem nebo pe-
roxidasa reagujici s tetramethylbenzidinem. Protilatky, ptipadné antigen, jsou v prubéhu
ELISA metody zakotveny na néjakém pevném nosici, nejcastéji se jedna o mikrotitracni

desticky (toto usporadani se pouziva pro stanoveni vétsiho poctu vzorkl) ¢i mikrozku-
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mavky, lze pouZit i papirové membrany nebo polystyrenové ty¢inky. V mikrobiologii po-
travin je detekce obvykle zaméfena na pritkkaz antigenu (bakterie, toxin) pomoci zndmych
protilatek. Pti pouziti polystyrenovych tyCinek (tzv. dipstick) je pevny nosi¢ navrzen tak,
aby byl pfenosny. Antigeny navazané na pevném nosici (ty¢ince) mohou byt prendseny
do riznych zivnych médii (podpora ristu a namnozeni cilovych bungk), po preneseni
do roztoku substratu pravé dojde k barevné reakci. K pevnému nosiéi je ptidan vzorek
obsahujici buiiky mikroorganismu, které interaguji s navazanou protilatkou. Po odstra-
néni nenavazanych slozek nasleduje aplikace druhé protilatky, ktera je znacena enzymem.
Finalni detekce se uskutecnuje enzymaticky, kdy je bezbarvy substrat pfeménén na ba-
revny produkt. Kvantifikace se tak d4 provést méfenim intenzity zabarveni (KLOUDA
P., 2016).

Jak jsem jiz vySe zminila, v mikrobiologii potravin méa ELISA $irSi uplatnéni, bézné
se pouziva na detekci mikroorganismi a toxind jako jsou: Salmonella spp., Listeria spp.,
E. coli O157:H7, Campylobacter spp., stafylokokové enterotoxiny, diarhogenni entero-
toxiny B. cereus, Shigatoxiny a neurotoxiny C. botulinum. Nej¢astéji jsou to soupravy
na bazi ,,sandwich* ELISA vyuzivajici jako pevny nosi¢ mikrotitraéni desti¢ky. K vizu-
alnimu hodnoceni je k dispozici barevna sablona nebo ¢teci zafizeni mikrotitracnich de-
sticek. Promyvaci kroky lze provadét ru¢né nebo automaticky. Na trhu jsou v dnesni dobé
dostupné i zcela automatizované systémy vyzadujici minimum ru¢ni prace.

Pfi stanoveni patogent v potravinach je obecné poZadavkem detekce 1 bunky ve 25 g
(ml) potraviny, u ELISA testu je to 105 bunék v ml, z tohoto divodu je nezbytné
pied vlastnim ELISA testem provést pfedmnoZeni vzorku ve vhodném Zivném médiu.
Soucasné krok pomnoZeni umoziuje resuscitaci poSkozenych bunék, naptiklad tepelnym
Sokem, pfili§ nizkym pH, aj. MozZnosti zvySeni citlivosti metody je jiZ zminéné vyuziti
imunomagnetické separace. ELISA metody maji dostate¢nou specifitu (diky pouzivanym
protilatkam, které vykazuji nizkou Groven zktizenych reakci s jinymi mikroorganismy).
U né&kterych typt potravin mize dochézet k nespecifickym reakcim, tomu selze vyhnout
jejich vhodnou tpravou pred vlastnim stanovenim.

ELISA umoZnuje praci s vysoce sofistikovanym zafizenim. Na druhou stranu
se jedna o screeningovou metodu, takze pozitivni vysledky musi byt vzdy potvrzeny kla-
sickou metodou. Néklady na provedeni ELISA metody jsou nepochybné& vyssi nez u ekvi-
valentniho konven¢niho testu, na druhou stranu je ale vyvazuji poskytované vyhody

(napft. nizs8i pozadavky na pracovni silu ¢i rychlejsi uvoliiovani vyrobkli s negativnim

29



prikazem sledovaného mikroorganismu ¢i toxinu). Na metod¢ je nicméné stale co zlep-
Sovat a aplikovat ji tak do ostatnich sméra pouziti. Aplikace imunoanalyzy vyrazné pii-
spiva ke kontrole kvality a bezpe¢nosti potravin (KARAMONOVA L. a kol., 2003; SA-
MARAJEEWA U., 1991).

4.7 Metody molekularni biologie

Klasické kultivacni metody ale nepostaci, pokud jsou bakterie sice zivé, ale nelze je kul-
tivovat. Pak ptichazeji ke slovu molekularni metody. A nejen tehdy, o dalSich nespornych
vyhodach bude pojednano v priibéhu kapitoly.

V dnesni dobé je pro rodovou a druhovou identifikaci bakterii k dispozici celd fada
molekularné biologickych metod. Tyto metody jsou zalozené na principu fetézové poly-
merazové reakce (PCR) a znalosti genomu detekovaného mikroorganismu. GI bakterii
se nachazi prevazné v nukleoidl, useky DNA ptedstavuji informaci o slozeni bilkoviny
nebo RNA, ¢i maji regulacni funkci a jsou 0znacovany jako geny. Bakterie mohou obsa-
hovat i1 extrachromozomalni DNA, a to ve form¢ plazmidi. Buiiky plisni pak maji misto
ulozisté¢ své GI — jadro — oddéleno od cytoplazmy dvojitou jadernou membranou
(KALHOTKA L., TESAROVA M.; 2014).

Ke konci 20. stoleti se zacaly velmi rychle rozvijet také genotypové metody. Ty
se zamétuji na studium rozdilnosti (polymorfizmi) v primarni struktuie nukleovych ky-
selin — DNA, RNA. Genotypové metody jsou zaméfeny bud’to na celkovou DNA, na ur-
¢ity tusek DNA ¢1 RNA nebo na analyzu plazmidové DNA. Mohou byt zaloZeny na §té-
peni DNA restrikénimi endonukleasami s naslednou amplifikaci ziskanych fragment po-
moci PCR (AFLP — Amplified Fragment Length Polymorphism), na amplifikaci usek
ohranic¢enych repetitivnimi sekvencemi (REP-PCR, ERIC-PCR) i na amplifikaci frag-
menti nahodnymi primery (RAPD).

Poskytuji vysoce objektivni, pfesné a reprodukovatelné vysledky a umoznuji také
identifikovat nekultivovatelné mikroorganismy. Dale eliminuji specialni ristové poza-
davky a zkracuji ¢as potiebny ke spravné identifikaci. Tyto techniky vyznamné¢ zhodno-
tily kvalitu identifikace mikroorganismti (DEMNEROVA K., 2012).

U nékterych metod je potieba velkého mnozstvi DNA ¢i RNA ve vzorku, nebot’ ne-
dochazi k amplifikaci (namnoZeni) cilovych nukleovych kyselin. Mezi tyto klasické me-

tody fadime napi. Southern blotting a Northern blotting. Oproti tomu amplifika¢ni me-
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tody (zalozené na polymerazové fetézové reakci) se vyznacuji vysokou sensitivitou a spe-
cifitou a jsou dobie funkéni i pfi niz§im mnozstvi cilovych NK v analyzovaném vzorku.
Samotna ptiprava vzorku pro moznost pouziti PCR metody zahrnuje vzdy nékolik za-
kladnich kroki, jako naptiklad izolace nukleové kyseliny, detekce a kvantifikace izolo-
vanych nukleovych kyselin, samotna PCR, stanoveni sekvence a pouziti bioinformatiky
(ERCOLINI D. a kol., 2004).

4.7.1 lzolace nukleové kyseliny prokaryot

Obecny postup ziskani nukleovych kyselin zahrnuje naruSeni bunéénych membran
a uvolnéni bunécného obsahu, odd€leni nukleové kyseliny a v ptipadé izolace DNA také
odstranéni RNA. Pocate¢nim krokem v provedeni genotypovych metod je extrakce nuk-
leové kyseliny a jeji odd€leni od ostatnich slozek butiky. K naruseni bunécné stény se vy-
uzivaji detergenty iontové povahy (napf. soli zlucovych kyselin ¢i dodecylsulfat sodny —
SDS), neionogenni detergenty (napt. Triton X100), nebo fyzikaln¢ - chemické postupy
(napt. ultrazvukova lazen). K oddéleni nukleové kyseliny z roztoku bunééného obsahu
se pouziva denaturace pusobenim tepla, srazeni organickymi rozpoustédly, fenol-chloro-
formova extrakce, vysolovani, chelatacni iontoménicové pryskyfice, silikatové kolonky
nebo paramagnetické nosice. Molekuly RNA je mozné degradovat enzymem ribonukle-
asou, proteiny napf. enzymem proteinasou. Nové&j§i postupy izolaci vyuzivaji fakt, ze
DNA v pfitomnosti tzv. chaotropnich soli adheruje na silikatovy povrch. K roztoku ob-
sahujicimu lyzované buniky se pfiddva chaotropni stil a suspenze silikatovych castic.
Po odstranéni roztoku zlstava na ¢asticich adherovana precisténa DNA. Tu Ize pak z po-
vrchu ¢astic snadno uvolnit pfiddnim vody nebo vhodného pufru, ktery neobsahuje cha-
otropni soli. Po odstfedéni ¢i sedimentaci zlistanou na dné mikrozkumavky pouze silika-
tove Castice, nad nimi je Cisty roztok DNA.

Vyhodou metod zalozenych na ptichyceni na silikat je rychlost a také pohodlnost.
Z tohoto diivodu jsou na nich zalozeny i komer¢ni soupravy — Kity — pro rutinni extrakce
DNA. Kity byvaji vytvofeny na ur€ity typ a mnozstvi vzorku a poskytuji standardizované
vysledky. Kity ¢asto vyuzivaji specialni pryskyfice, namisto silikati. Maji rizné upra-
vené slozeni pufrd, mohou tak napiiklad preferovat adsorpci molekuly DNA urcité veli-
kosti (BURDYCHOVA R., SLADKOVA P.; 2007).
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4.7.2 Detekce a kvantifikace nukleovych kyselin

Mame -li purifikovanou DNA dostate¢né Cistou, tj. zbavenou ostatnich latek, které absor-
buji ultrafialové zatreni (napt. RNA, volnych nukleotid, proteini), 1ze urcit jeji koncen-
traci spektrofotometrickym méfenim absorbance roztoku, a to konkrétné pti vinové délce
260 nm. Tento zptsob byl také pouzit v ramci praktické ¢asti diplomové prace. Mira spe-
cifické absorpce za téchto podminek odpovida koncentraci nukleovych kyselin v roztoku.
Protoze UV zafeni absorbuji DNA i RNA téméf shodné, je podminkou stanoveni kon-
centrace jedné z NK to, Ze z roztoku odstranime druhou slozku.

Jelikoz jsou ale nukleové kyseliny izolovany z bungk, jsou jejich roztoky ¢asto kon-
taminovany také bilkovinami. Ty obsahuji aromatické aminokyseliny fenylalanin a tyro-
sin, které rovnéz specificky absorbuji UV zafeni. Protoze se intenzita absorpce UV zafeni
Ize posoudit z poméru absorbanci pii 230 nm, 260 nm a 280 nm.

Cistota DNA je tedy nejéastéji odhadovana na zakladé poméru absorbanci pii riiz-

nych vinovych délkach:

pro ¢istotu DNA plati pomér Aze0/Azs0 = 1,80 a Azeo/Azzo > 2,00;

pro ¢istou RNA plati pomér Aze0/A2s0 = 2,00

plati, ze pokud je hodnota nizsi nez 1,80, pak je vzorek DNA kontaminovan proteiny, je-
1i vyssi je kontaminaci RNA. Pokles hodnoty Azeo/Azgo pod hodnotu 2,00 znaci ptitom-
nost zbytkli chaotropnich ¢inidel pouZivanych pfti izolaci DNA.

Pro kvantifikace jednovldknové DNA, napf. oligonukleotidovych primerti se rovnéz
pouziva spektrofotometricky piistup. Absorbance 1 roztoku jednovlaknové DNA pii vi-
nové délce 260 nm je v tomto piipadé ekvivalentni koncentraci 30 mikrogrami na ml.
Analogicky pfistup je vhodny i pro kvantifikaci jednovldknové RNA. Absorbance 1
pfi stejné vinové délce odpovida koncentraci RNA 40 mikrogrami/ml (SMARDA J.
a kol., 2008).

Dal§i moZnosti je stanoveni pomoci fluorimetrie, kdy se vyuziva barviv typu
ethidium bromidu, jenZ umoZziuji interkalaci mezi baze nukleovych kyselin a néslednou
detekci v Cerveno-oranzové (590 nm) cCasti spektra po ozafeni ultrafialovym svétlem
(BURDYCHOVA R., SLADKOVA P., 2007).

Od koncentrace purifikované nukleové kyseliny se mohou odvijet i dalsi kroky, jako

je nastaveni teplotnich parametrit PCR metody.
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4.7.3 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Pomoci této techniky, jez je zékladem vétSiny molekularné — biologickych metod, mize
byt za podminek in vitro rychle a velmi selektivné namnozena konkrétni nukleotidova

sekvence obsazena v DNA.

4.7.3.1. Zakladni princip

Principem PCR je opakované kopirovani (amplifikace) templatové (vzorové) molekuly
DNA pomoci enzymu DNA-polymerazy. Syntéza DNA je fizena dvéma kratkymi oligo-
nukleotidy (primery), které se komplementarné paruji s templatovou DNA na pocatku
a na konci amplifikovaného fragmentu, kazdy s jinym vlaknem piivodni dvoufetézcové
molekuly DNA. V priibéhu polymerazové fetézové reakce se opakované stiidaji 3 kroky.
Prvnim krokem je denaturace, kdy obvykle pii 95 °C dojde k uvolnéni vodikovych
mustki a z dvoufetézcové DNA (dsDNA) vzniknou dvé jednotetézcové DNA (ssDNA).
Nasleduje annealing — nasedani (hybridizace) primert k templatové ssDNA. Tim dojde
k ohranicCeni cilové sekvence, ktera bude amplifikovana. Tento krok probiha pii teploté
50 az 65 °C. Ta zavisi na bodu tani primerd (Tm), jejich délce a nukleotidové sekvenci.
Poté nasleduje posledni krok, syntéza nového vlakna DNA (vznik dsDNA), tzv. elon-
gace. Probiha obvykle pfi teploté 72 °C a krom& DNA-polymerasy jsou nutné vSechny
Ctyti 2”-deoxyribonukleosid-5"-trifosfaty (ANTPs). Pfesné hodnoty teploty a dobu trvani
jednotlivych kroku je tieba optimalizovat vzdy konkrétné na dany material. Tyto kroky
se 25 az 35x cyklicky opakuji. Optimalni pocet cykla je zavisly na vychozi koncentraci
templatové DNA. Nové vytvofena DNA se v dal$im cyklu stava matrici (templatovou
DNA). Cely proces amplifikace probiha v pfistroji termocykler, v némz se teplota méni
automaticky v naprogramovanych ¢asovych intervalech. Aby byl zabezpecen spravny
pribéh PCR, je potieba ptipravit reakéni smés (master mix) obsahujici templatovou
DNA, primery, dNTPs, reak¢ni pufr, hofec¢naté kationty, PCR H20 a DNA-polymerasu
(nejcastéji se pouziva termostabilni Taq polymerasa izolovana z termofilni bakterie Ther-
mus aquaticus). Vyslednym produktem polymerazové fetézové reakce jsou amplikony,
useky DNA s definovanou délkou, o velikosti obvykle desitky az tisice parti bazi (bp).
Koncentrace a mnoZzstvi jednotlivych komponent reakéni smési hraje rozhodujici roli pfi
tvorbé PCR produktu a stanovuje se empiricky.

Spravny prubéeh reakce se sleduje systémem kontrol. Ty ndm mohou indikovat napf.

kontaminaci PCR komponent (negativni kontrola) nebo funk¢nost vSech slozek reakce
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(pozitivni kontrola). Pro rutinni provadéni polymerdzové fetézové reakce jsou dostupné
komeréné predpiipravené PCR master mixy (napt. od firmy Top-Bio, s.r.o. ¢i Qiagen,
GmbH) obsahujici DNApolymerasu, reak¢éni pufr, MgCl2, barvivo a aditiva potiebna pro-
detekci amplikond agarézovou gelovou elektroforézou (SMARDA a kol., 2008).

4.7.3.2 Detekce PCR produktii

K analyze produkti polymerazové fetézové reakce mohou byt pouzity rizné metody -
napt. hybridizace, ELISA nebo sekvencni analyza. Nejpouzivanéjsi a levnou metodou je
vSak separace gelovou elektroforézou (ELFO). PCR produkty migruji agar6zovym ge-
lem, ten vytvari molekulové sito. Na zakladé jejich zaporného naboje se pohybuji od ka-
tody ke kladné nabité anodé. Elektroforetickou pohyblivost ovliviiuji i dalsi. Rychlost
pohybu molekul DNA je nepiimo imérna logaritmu jejich velikosti. Pti elektroforéze je
mozné ptimo sledovat polohu jednotlivych fragmentt a tim stanovit jejich velikost. Za-
kladni silou, ktera definuje pohyb DNA je skute¢nost, ze soucasti struktury DNA jsou
zbytky kyseliny fosfore¢né, které davaji molekule DNA celkovy zéporny naboj. Elektro-
foreticka pohyblivost DNA je ovlivnéna mimo vySe uvedené i koncentraci agar6zového
gelu. Cim vyssi je jeho koncentrace, tim hustsi je sit’, kterou musi fragmenty DNA pro-
chazet. Existuji rizné komeréné dostupné druhy agaréz, ale obecné plati, Ze na bézném
agar6zovém gelu (pouzivaji se koncentrace 0,6 % az 3,0 %) lze Gsp&$né rozdélit frag-
menty o velikostech 100 bp az 20 000 bp.

Amplikony jsou obarveny napf. ethidium bromidem, mén¢ rizikovou variantou je
barveni PCR produkti pomoci latky Midori Green, kterd emituje zelenou fluorescenci.
Podle velikosti amplifikovaného fragmentu, uréené porovnanim s markerem, tj. velikost-
nim standardem obsahujicim rizné dlouhé fragmenty DNA, usuzujeme na ptitomnosti
specifického genu ve vzorku (BURDYCHOVA R., SLADKOVA P.; 2007; KLOUDA
P., 2016).

4.7.3.3 Real-time PCR (qPCR)

Dnes velmi vyuzivanym typem polymerazové fetézové reakce je real-time PCR (qPCR),
ktera umoziuje primou detekci a kvantifikaci PCR produktu ,,v redlném case* (v prabehu
celé PCR reakce), nikoliv aZ po jeho skonceni a byla taktéz pouzita v rdmci praktické
¢asti této prace. Pii stanoveni PCR produktl se vyuziva sledovani fluorescencniho sig-
nalu. Jeho intenzita je permanentné snimana a analyzovana specialnim pfistrojem, ve kte-

rém zaroven probihd PCR. Tim je tato technika zjednoduSena a urychlena. Vyuziva
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se také pro studium exprese genil (zejména studium transkripce — zda je a v jaké mife
dany gen piepisovan z DNA do mRNA). Pfednosti metody qPCR je zejména rychlost
bez nutnosti detekce PCR produktu (vysledek do nékolika hodin), jednoduchost prove-
deni, piesnost a citlivost. K detekci vznikajiciho PCR produktu lze vyuzit fluorescen¢ni
barviva, fluorescen¢né¢ znacené hybridizacni sondy nebo fluorescencné znacené primery.
V prvnim ptipadé se pouzivaji barviva (napf. SYBR Green I), které fluoreskuji po vazbe
na dsDNA. Fluorescené¢ni signal se zvySuje se vzristajicim mnozstvim PCR produktu.
Druhy zpiisob detekce amplikont je prostfednictvim fluorescenéné znacenych hybridi-
zacnich sond (kratké oligonukleotidy), které se komplementarné vazou na vnitini ¢ast
amplifikované sekvence. Cyklus, ve kterém je jiz PCR produkt detekovatelny se nazyva
jako prahovy cyklus Cr (treshold cycle). A pravé tato kvantifikace mize byt provadéna
metodou qPCR, ktera zaznamenava vznik amplikont v prabéhu celé reakce (DEMNE-

ROVA K., 2012).

4.7.3.4 Aplikace PCR metody v rostlinné patologii, detekce a diagnéza patogent

Dostupnost nukleotidovych sekvenci mnoha rostlinnych patogenti umoznila rozvoj PCR
metody pro detekci a diagndéza mnohych viroidd, vird a ostatnich patogenti. Protoze je
vysoce citliva, poskytuje PCR dobrou alternativu ostatnim diagnostickym metodam
a muze zrychlit diagnézu, redukuje pozadovanou velikost vzorku a ¢asto eliminuje nut-
nost radioaktivnich prob. Detekce bakterii a plisni pomoci PCR méla velky dopad na di-
agnostickou praxi, epidemiologické studie. V r. 1990 se objevila zprava o detekci viroida
v kutikule jablka z kompletniho extraktu nukleovych kyselin pomoci RT-PCR amplifi-
kace. Ve stejném roce byla RT-PCR technika Gspé$né pouZita pro detekci RNA rostlin-
nych virl a virdlnich RNA satelitli z infikované tkang.

Kombinace PCR amplifikace sekvence 16 S rRNA genu s RFLP analyzou amplifi-
kovaného produktu byla poprvé pouzita uz po roce 1990. Diky Amplifikaci houbové
DNA sekvence pomoci PCR se Ize vyhnout potieb¢ kultivovat houby za ucelem identifi-
kovat, detekovat ¢i klasifikovat druh a isolat.

Amplifikace nasledovana klonovanim specifické DNA sekvence byla uspésné pou-
zita pro konstrukci DNA prob pouZitelnych k identifikace a diferenciaci naptiklad Pseu-

domonad, Corynebakterii aj. jiz v osmdesatych letech 20. stol. (HADIDI A. et kol.; 1995).
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Dnes se jiz pouzivaji miniaturizované a automatické PCR systémy, které mohou kon-
stantn¢ pracovat od extrakce vzorku az po real — time PCR (HIGGINS a kol., 2003; LEE
a kol., 2006)

4.7.4 Stanoveni sekvence DNA

Cilem je stanoveni primarni struktury neboli pofadi nukleotidi v molekuldach DNA. Me-
tody, které¢ umoziuji rychle a spolehlivé stanovit sekvenci nukleotidd hraji klicovou roli
V analyze genomu a umoznuji Iépe porozumét molekularni podstaté zakladnich biologic-

kych procesti.

V soucasné dob¢ jsou k sekvenovani DNA pouzivany dvé odlisné metody s riznymi
obménami. Prvni je zaloZena na specifické degradaci fetézcti nukleovych kyselin pomoci
chemickych sloucenin a je proto oznacovana jako chemickd metoda nebo téz dle jmen
autorti jako Maxamovo-Gilbertovo sekvenovani. Druha metoda vyuziva specifickou
inhibici enzymové syntézy fetézci DNA a je oznaCovana jako enzymova metoda nebo
téZ podle jména autora Sangerovo sekvencovani. (SMARDA J. a kol.; 2008).

[ kdyz se obé metody diametralné lisi, je v obou pfipadech zakladnim pozadavkem
pro zahajeni sekvenovani ptiprava molekul DNA s pfesné definovanymi konci. Nejcastéji
pouzivanym vychozim materidlem jsou proto restrik¢éni fragmenty, naklonované ve vhod-
ném klonovacim vektoru, nebo fragmenty ziskané PCR. DalSim spole¢nym rysem obou
metod je rovnéZ splnéni nékolika technologickych pozadavki;
definovani jednoho z konct fragmentu DNA, u né¢hoz sekvenci stanovujeme,
vytvofeni souboru jednofetézcovych molekul DNA, jejichz vzajemna velikost se 1isi o je-
dinou bazi,
rozdéleni tohoto souboru fragmenti elektroforézou s takovou rozliSovaci schopnosti,
kterd umoZznuje navzajem oddélit fetézce DNA liSici se svou délkou o jedinou bazi.

Posledni faze spociva ve vyhodnoceni ziskanych sekvenci s vyuzitim pocitacl a spe-
cidlnich programi, o ¢emz bude pojednano v dalsi kapitole.

Vyznamného pokroku ve stanovovani sekvenci DNA enzymovou metodou bylo do-
sazeno po zavedeni pfistrojui pro automatické sekvencovani DNA. Pii ném se pro separaci
reakénich produktli, detekci, shroméazdéni dat z reakce a analyzu potadi bazi pouzivaji
plné€ automatizované aparatury. Tento pfistup umoziuje stanovit a nasledné i zpracovat

sekvence DNA mnohem rychleji nez pfi standardnich postupech.
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V posledni dob¢ se do poptedi dostava také pyrosekvenovani a dal$i metody, jez sli-
buji zrychleni i zlevnéni celého procesu. Ziskané data poskytuji velkou variabilitu vybéru
porovnavanych vlastnosti. Nicmén¢ je tato metoda a piedevsim pak nové rychlé variace
velmi draha a tudiZ nevhodna k rutinni typizaci bakterii. Do budoucna v§ak metody celo-
genomové sekvenace budou predstavovat jedinou moznost, jak v kratkém case zjistit
0 daném patogenu co nejvice informaci a tim zrychlit diagnostiku a typizaci pfi Setieni
hromadnych vyskyti (BURSOVA S. a kol., 2014; CANTOR R.C., SMITH C.L., 1999;
RACLAVSKY V., 2003).

Maximalni diskriminac¢ni schopnost pak poskytuje celogenomové sekvenovani. Tyto me-
tody umoznuji ziskani detailnich informaci o genetické stavbé bakterii, odpada pii tom
tedy vybirani nejvhodnéjsich cilti analyz. Za Géelem ziskat kompletni genomovou sek-
venci je nezbytné provést sekvenaci mnoho vice parii bazi, nez jaka je totalni délka ge-
nomu. Proto existuji hned dva diivody; jedna jsou DNA fragmenty sekvenovany nahodné,
takze musi byt mnoho fragmentt sekvenovano, abychom se ujistili, Ze vSechny oblasti
genomu byly sekvenovany nejméné jednou. Druhym diivodem je determinace spravného
potadi, ve kterém piekryvajici se sekvence musi byt uspotradany tak, aby postupné shro-

mazdily cely genom (CRAIG L. N. a kol., 2014).

4.7.4.1 Vyhledavani funkénich oblasti

Dtlezitou otazkou ziistava, jak lze detekovat kddujici oblasti. Mezi klicové prvky, které
jsou vyhledavany pocitacovymi metodami, patii iniciacni a termina¢ni kodony, mista
sestiihu, promotory a terminatory transkripce, polyadenyla¢ni mista, vazebna mista
pro ribozomy (RBS), vazebnd mista pro topoizomerazy typu II, mista §tépeni pro topoi-
zomerazy typu I a vazebnd mista pro transkripéni faktory. Takovato mista se nazyvaji
signaly. Vedle toho existuji metody pro vyhledavani delSich usekli genomu s variabilni
délkou jako napt. exony, introny, repetice nebo geny pro funkéni RNA, které tvoii obsa-
hovou slozku genomu.

Predikce kodujicich oblasti se lisi podle druhu mikroorganismi. U prokaryot je mozné
lokalizovat vétSinu genli jednoduchym hledanim otevienych ctecich ramcti doplnénym
napt. hledanim signall pro vazebna mista ribozému. U eukaryot jsou pouzivany pro roz-
liSeni kodujicich oblasti genomu od nekddujicich statistické modely frekvenci nukleotidt

a zavislosti pfitomnych ve struktufe kodonii (SMARDA J. a kol.; 2008).
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Znalosti ziskané z vytvareni bilionit DNA barkdodi pro DNA-enkddované chemické
databaze mohou poskytnout mnohem hodnotnéjsi zkusenost pro dekédovani obecné. Mi-
mojiné ndm to umozni pracovat s informacemi efektivnéji a informace mohou byt psany
a ¢teny s vysokou piesnosti (GOODNOW R. A, Jr., 2014).

Vétsina detekénich metod houbovych patogenti zalozena na detekci DNA pocita
s vSudypfitomnymi geny nebo distan¢nimi nukleotidy jako jsou ITS — intergenic
transcribed spacers. S tim, jak je vice genomu sekvencovano, volba novych gent se
stava jednodussi. Je dulezité mit dostatek polymorfizmu ve vybranych genech, aby doslo
k zamezeni kiizové reakce a faleSnému pozitivizmu — ¢im vice polymorfizmu, tim Iépe.
Ptitomnost inzertti nebo deleci vysoce napomaha vytvoreni specifickych PCR primeri
nebo hybridizacim oligonukleotidiim. Je také velmi dilezité mit sekvence téch uzce sou-

visejicich druhti pro vytvoreni vysoce specifického testu.

4.4 Bioinformatika

Jedna se o novou disciplinu na rozhrani pocitacovych véd, informacnich technologii, ma-
tematiky a biologie a zahrnuje studium na praktické uchovavani, vyhledavani, zobrazo-
vani, manipulaci a modelovani biologickych dat. Vyvoj vysoce vykonnych technologii
jako je napf. automatické sekvenovani, MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie a NMR
spektroskopie ¢i proteinova krystalografie, umoznujicich ziskdni molekularné biologic-
kych dat pfispél k jejich dramatickému nartstu a tim soucasné zvysil naro¢nost jejich

zkoumani a hodnoceni ve vztahu k biologickym otazkam.
4.4.1 Vyhledavani podobnosti sekvenci

Abychom stanovili podobnost v sekvencich nukleotidi v NK a aminokyselinach, pouzi-
vame proto nastroje pro sefazeni (,,alignment®) téchto sekvenci. Po sekvenovani novych
gend je tieba urcit, zda-li je nalezena sekvence podobna nebo shodna s jiz znamou a vy-
skytuje se v sou¢asnych databazich. Rovnéz pii sestavovani sekvenci rozpracovanych ge-
nomu do ucelenych ,.kontingi“, a v kone¢né fazi celych genomi, se vyuziva hledani
shodnych, prekryvajicich se useki ndhodnych fragmentl sekvenci nukleovych kyselin.
Nejcastéji pouzivané algoritmy pro piipady takového setazeni sekvenci jsou velmi rychlé
algoritmy programi BLAST nebo FASTA, které hledaji useky sekvenci vykazujicich

nejvyssi stupent podobnosti. K posouzeni vyznamnosti shody nalezenych usekti se pou-

ziva numerickd hodnota oznacovana jako ,,skore sefazeni sekvenci® (S), ktera popisuje
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celkovou kvalitu sefazeni sekvenci na zdkladé porovnédni pravdépodobnosti vyskytu na-
lezenych segmentl o urcité sekvencni podobnosti s pravdépodobnosti, Ze se takova po-
dobnost vyskytne mezi dvéma nahodnymi sekvencemi. Pokud je toto ¢islo vyssi, zna-
mena to 1 vyssi podobnost. Jak sada programtit BLAST, tak FASTA umoznuji 1 dal§i moz-
nosti srovnani nukleotidovych nebo aminokyselinovych sekvenci s udaji v databazich
vcetné porovnani translaénich produktti vsech ¢tecich ramcti dotazované sekvence

nebo celé databaze (SMARDA J. a kol., 2008).
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5. ZPRACOVANI PAPRIKY A PEPRE, MOZNE VSTUPY MIKRO-
ORGANISMU DO RETEZCE

5.1 O Kofreni obecné

Pod pojem kotfenim rozumime ¢asti rostlin jako kofeny, oddenky, kira, listy, nat’, kvéty,
plody, semena, nebo jejich Casti, v nezbytné mife technologicky zpracované a uzivané
Kk ovlivnéni chuté a viing potravin. Kofeni se ziskava z riznych druhti rostlin, z nichz vét-
Sina ma blahodéarné U¢inky na lidsky organismus a tak i kofeni mize ovlivnit nase zdravi.
Nékteré druhy koteni obsahuji latky s antimikrobialnimi vlastnostmi - esencialni oleje -
a dalsi aktivni latky obsazené v kofeni napomahaji kontrolovat mikrobialni ¢innost. Jsou
to predevsim silice - plisobi hlavné na kvasinky a plisn€é, méné na bakterie. Vzhledem
k mensimu mnozstvi kotfeni uzivaného k vyrobé potravin neni Gplné¢ mozné, aby se pro-
jevily jejich antimikrobialni vlastnosti, do jisté miry se vSak mohou projevit pii sklado-
vani vétSiho mnoZstvi kofeni.

Vonavé lodyhy, semena, kvéty, kotfeny 1 dalsi ¢asti rostlin se zacaly v jidelnicku na-
Sich prapfedkt objevovat pomérné brzy. Objevy z pravékych sidlistnich vrstev dokladaji,
ze se uz v téchto dobach pouzival kmin, pland majoranka, ale i mata a petrzelka. Obliba
kofeni naristala i ve starovéku, nezmizela ani ve stiedovéku a dnes mizeme s jistotou
fici, Ze si bez n&j neumime pi¥ipravu jidel uz ani predstavit (HNILICOVA J., 2009; PET-
TER, 2004).

5.2 Paprika (Capsicum)

Archeologické nalezy potvrdily, ze domovem paprik byla Jizni Amerika, kde se konzu-
movaly jiz v letech 7 500 pt. n.l. Povazuji se za prvni zdomacnélou zeleninu v Americe.
Chilli, Capsicum frutescens a C. annum, jsou péstovany v Jizni Americe po poslednich
5000 let. Poté Columbus rozsitil plody po celé Evropé a do kazdé ¢asti Spanélskych a por-
dale prodavali Turktim, Turkové jej rozsifili po celém Balkan¢ a z Persie se dostaly do se-
verni Indie a Kasmiru. Chilli je pfidavano jako velmi vyrazné kofeni a levna zelenina

do celosvétového jidelnicku. Chilli ma rado teplo a péstuje se velmi dobte v nadmoiskych
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vyskach okolo 2000 m. Obrovsky pocet riiznych druhi chilli je zptisoben ¢astecné stabil-
nimi hybridy produkovanymi cizospragnosti a &aste¢né kultivaci. Cim mensi chilli je a ma
tenci duzinu, tim vice je protahnuty tvar do konce a chilli tim bude palivéjsi. Barva neni
zadny ukazate, je-li chilli nezralé, zelené, cervené nebo zluté Ci zralé dofialova, ovlivni
to sice chut’, ale ne palivost (NORMANN J., 1989; PAZDERA 1., 2007).

Mleta kotfeninova paprika jsou pak ususené a jemné umleté sladké lusky papriky
rocni. Jeji barva ptechazi podle druhu (paprika lahtidkové, sladka nebo guldSova) od oh-
nive ¢ervené, syté¢ cervené az po hnédocervenou. Ani viin€ a chut’ tohoto oblibené¢ho ko-
feni nejsou vzdy stejné. Objevuji se v celé Skale od intenzivni aromatické az po nevyrazné
kotennou, chut pak od sladké, nepatrné nahotklé¢ ¢i palivé az po mirné palivou
(SMELA D., 2015).

V ptipad¢ koteninové papriky se plody susi na vzduchu, pak se v susarnach dosouseji
a zpracovavaji se na moucku. Takto zpracovand paprika ma riizné typy chuti i1 barev,
od oranzové po tmavé ¢ervenou (DIENTSBIER, VLCKOVA, 1998).

Zdrojem palCivosti palivych paprik se stavaji semena a prepazky lusku, zatimco duz-
nina dava kazdé odriid€ charakteristickou chut’ a je to zplisobeno palivymi sloZkami tvo-
fenymi predevsim kapsaicinoidy. Barva zralych luskt mtze kolisat od tmavé¢ az nacernale
cervené pies oranzové zlutou do Zlutozelené stejné jako jejich velikost (10-120 mm,
pfi¢ny primér 4-50 mm). V mleté podob¢ jde o prasek velmi kolisavé barvy, od tmavé
ervené, pres oranzové zlutou do svétle zelené (SMELA D., 2015).

Pokud jde o chemické slozeni, paprika ma jen velmi malo esencialnich oleji. Oleore-
siny jsou tmavé Cervené. Jejich barva je ddna obsahem karotenoidd, jenz se pohybuje
0d 0.3-0.8% v plodu a sestavaji se z 35-60% capsanthinu, 18% capsorbinu, 8-23%
a a 3 karotenu, 8-10% zeaxanthinu, 3-5% cryptoxanthin a 8-10% luteinu. Paprika obsa-
huje déle vitamin A, vitamin C, niacin and draslik, hot¢ik, sodik, fosfor a vapnik
(RAGHAVAN S., 2000).

Z rostlin papriky (konkrétné¢ druhy Capsicum fastigiatum a Capsicum frutescenc)
se také ziskava chilli neboli kayensky pept. Ma svétlejsi barvu (Zlutou az svétle oranzo-
vou) nez klasicka paprika a o mnoho ostiejsi chut’ (DIENTSBIER, VLCKOVA, 1998).

Nov¢ zajem o papriky vzrostl nedavno i z toho divodu, ze se vytazky z nich mohou
pouzit v kombinaci s dalsi latkou i jako seletivni anestetikum. V oblasti konzumace

I v oblasti 1ékatské védy je rozhodujici, jak velky obsah palivych latek (kapsacinoidd,
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jednotkach, kde 1500 jednotek SHU odpovidd obsahu kapsaicinu 0,01%.
Do rodu paprika (Capsicum) se zatazuje celkem 25 druhti a na svété se péstuje piiblizné
kolem 3000 odrud. V papri¢ce Bhut Jolokia se v opakovanych testech namétilo pies mi-
lion SHU jednotek — ,,Scoville heat units*.

Existuje jeSté dalsi parametr, podle néhoz lze usuzovat na kvalité papriky. Tyka
se barvy a je jim stupnice barvivosti podle ASTA (American Spice Trade Association -
Americka asociace obchodu s kofenim). Cislo ASTA vyjadiuje tzv. extraktivni barvivost,
tedy kolik barviva se z papriky uvolni do oleje. Vysledky se vyjadiuji na $kale od 30 do
180. Plati, ze ¢im je ¢islo vyssi, tim jsou barvici schopnosti kotfeni lepsi a spolu s tim
stoupa i jeho cena. Tento parametr mé vyznam pro papriku lahtidkovou a sladkou. Udaj

ASTA nepatii mezi povinné informace na obalech (PAZDERA J., 2007).
5.2.1 Zpracovani

Plody paprik se sklizi ru¢né. Plody jsou omyty, vizualn¢ kontrolovany a rozdéleny podle
barvy a velikosti. Poté jsou odstranény stonkové ¢asti, jadro plodu, semena a ostatni ne-
chténé Casti. Dale se pfidavaji sifiCitany pomoci spreje, slouzi ke konzervaci a eliminaci
mikrobialni kontaminace. Mimo jiné zabranuji i ztraté barvy. Pavodni Giprava plodi bylo
suSeni na slunci, dodnes se jest¢ na nckterych mistech praktikuje. Takovym suSenim
se vlhkost sniZi az na 10 %.

Pomoci novéjsich metod se dosahuje vlhkosti 5 %. V soucasné dob¢ bylo suSeni na
vzduchu nahrazeno suSenim mrazem nebo v horkovzdusnych susarnach. Papriky se nej-
Castéji susi v horkovzduSnych susarnach. Pokud jsou plody vétsi ¢i duznatéjsi, je mozné
je nakrajet na platky. Nekteré papriky jsou vSak suSeny vcelku i se semeny. Pocate¢ni
teplota suseni by méla byt okolo 80 °C, preferovanéjsi je mezi 70—-60 °C, pfi této teploté
vykazuje kofeni nejlepsi zachovani barvy. Cim je suseni kratsi, tim si vysledny produkt
zachovava lepsi chut’ a barvu.

Z modernich metod bych jest¢ zminila pouziti kryogennich podminek, kterych
se vyuziva pifi mleti. Mleti zahrnuje mlyny zaloZené na principech fyzikalnich procest.
Moderni mlyny na kofeni jsou schopné zvladnout velké objemy, bylo u nich optimalizo-
vano dodavani materialu a zaroven sniZena produkce prachu. Pro mleté vzorky je dilezité

zvolit spravny typ baleni, aby byla zachovana jeho kvalita a funkéni vlastnosti béhem

skladovani (polyethylenové sacky). Musi byt zabranéno negativnim efektlim pii absorpci
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vlhkosti, svételnych efektti, oxidaci na vzduchu a vliviim teplot (PRAKASH V., EIPE-
SON W.E., 2003).

Viiné celych luska 1 mletych forem musi byt silna, s vyrazné pal¢ivym podtonem,
drazdicim nos, chut’ pak zvlast’ ostie paliva. SuSenou papriku je nutné uchovavat v dobte
uzavienych nadobach na suchém, chladném a tmavém misté. Jen to zaruci stalost jeji
ving i chuti. Ptili§ dlouhym skladovanim (po 6-10 mésicich) ovSem mleta paprika rychle
ztraci svou chut’ 1 viini, hnédne a ziskava zatuchlou pfichut’. Proto se nevyplati nakupovat
vetsi mnozstvi do zasoby. Znamkou cCerstvosti plodl je pruznost, vétsi lusky si ji zacho-
vavaji déle nez mensi. Nékdy mohou byt zaprasené, coz ale neni zplisobeno jejich starim,

ale pra§nym prostiedim balirny. (SMELA D., 2015)
5.3 Pepr (Piper sp.)

Pepi ¢erny (Piper nigrum) je z tropické rodiny trvalek, které pochazi z vychodniho po-
biezi Indie. V Indii se také dodnes péstuje. Uz za starovékého Rima se rozsifil po celé
Evropé. Dalsi hlavni péstitelské oblasti jsou Indonésie, Sri Lanka, Thajsko aj. Jedna se
0 popinavy ket s 6-7 m dlouhymi vétvemi. Kofeni se vyrabi z nevyzralych plodd, které
zaCinaji Cervenat. Susi se vcelku i s duzinou a K urychleni se mohou ponofit do horké
vody nebo se spafi. Kromé ¢erného pepie je znam také zeleny a bily. (DIENTSBIER,
VLCKOVA, 1998; NORMANN J., 1989).

Pepi méa obvykle bezbarvé &i svétle zelené esencialni oleje. Cerny pepi obecné obsa-
huje 1-2.6% esencialniho oleje, maximaln¢ az 5%, bily pept méné nez 1.0%. Sklada se
primarn¢ z monoterpentt (80%), jako je sabinen,a-pinen, B-pinen, limonen a 1,8-
cineol,vSechny tyto slozky jsou zodpovédné za jeho typické aroma. Béhem skladovani
ztraci cerny pepi spoustu monoterpentl. Sesquiterpeny tvofii dalSich 20% (beta-caryo-
phyllen, humulen). Hotkost a aroma v ¢erném a bilém pepfi je primarné dana obsahem
netékavych alkaloidd, piperinu a chavicinu. Odli$né poméry téchto slozek davaji za vznik
prave odlisnym aroma. Mnozstvi piperinu je okolo 98 % ze vsech alkaloidti v obou dru-

zich pepre, ostatni tvofi piperittin a piperylin (RAGHAVAN S., 2000).
5.3.1 Zpracovani

Cerny pept se sklizi t&sné pied dosazeni zralosti. Nejéastéji, kdyz prvni kuli¢ka v hroznu

zacne Cervenat. Poté se nechaji jeden den pfi pokojové teploté, aby probéhla fermentace
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podobné¢ jako u ¢aje, kavy, nebo kakaovych bobii. Fermentace je oxidace tfislovin a dal-
Sich latek v obalu plodu a zapficini z€ernani povrchu pepie. Druhy den zacinad suseni
na slunci a zadvérecné Cisténi a zbaveni nezddoucich primési. Susi se veelku i s duzinou
a k urychleni se mohou ponofit do horké vody nebo se spafi.

namaceji bud’ v moiské vodé, nebo ve vapenném mléce, piipadné se nechaji nekolik dni
fermentovat, a to z ditvodu odstranéni duziny. Nésledné se pepi susi. Pod pojmem zeleny
pepi se oznaduji nezralé bobulky, které se nakladaji do soli &i octa (DIENTSBIER, VLC-
KOVA; 1989; JURMAN O., 1991)

5.4 Osetreni a skladovani koreni

Zpusobi osetfeni kofeni je hned nékolik. Jednim z nich mize byt pascalizace, coz je
technologie vyuzivajici vysokého tlaku v rozmezi hodnot 100 - 1000 MPa. Prodluzuje
trvanlivost vyrobkt, uchovava cerstvost a nutri¢ni a biologické hodnoty. Zistavaji zacho-
vany i senzorické vlastnosti.

Ozatovani ionizujicim zafenim je upraveno vyhlaskou MZd ¢. 133/2004 Sh. o pod-
minkach ozatovani potravin. lonizujicim zafenim rozumime zareni, jenZ je tvorené Casti-
cemi nabitymi, nenabitymi nebo obojimi, schopnymi pifimo nebo nepiimo ionizovat.
K oSetfeni potravin ionizujicim zafenim Ize pouzit tyto druhy ionizujiciho zafeni: zafeni
radionuklidd °Co a ¥ Cs, rentgenové zafeni o energii nepfevysujici 5 MeV a v nepo-
sledni fad¢ urychlené elektrony o energii neprevysSujici 10 MeV. Ozéfeni ultrafialovym
zafenim vymezuje tataz vyhlaSka. Pro ucely této vyhlasky se rozumi ultrafialovym zare-
nim zéafeni o vinové délce 250 — 270 nm a davce 250 — 300 Jm. UV zafeni ni¢i mikroor-
ganismy na povrchu kofeni, ale nenic¢i je v jeho zahybech, kam nepronikne.

Oseti‘eni vodni parou o teploté¢ 100 — 140 °C patii také mezi novéjsi metody. Na-
sledns je kofeni suseno v kontinualni susici jednotce s proudénim vzduchu. Uéinek parni
sterilace se projevi nejen ve sniZeni Cetnosti mikrobd, ale také ve snizené aktivité enzymu
Vv kofeni. Dalsi moznosti by bylo oSetieni kofeni vysokym tlakem (100 - 1000 MPa). Do-
sahne se tim ucinku podobného sterilaci bez nutnosti potravinu zahiivat nebo v kombinaci
s velmi Setrnym zahfevem.

Alternativou finan¢né naro¢nych metod pouzivanych k odstranéni kontaminujici mi-

kroflory kotfeni by se mohla stat aplikace extraktli nebo silic s antimikrobialnim u¢inkem
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z vybranych rostlin (eugenol, tymol, anetol, o-metoxycinamaldehyd jsou latky s inhibic¢-
nim G&inkem) (KALHOTKA L., 2014; KOPACOVA 0., 2002).

5.5 Kontaminace Kkoreni

Jiz pti vyvijeni rostliny ze seminka mohou byt ohrozeny béhem kliceni ndstupem vlhnuti.
Oroseni, mokvani a nasledné zaplisnéni je zpisobeno komplexem plivodné pidnich ne-
specializovanych saprofytickych hub Botrytis cinerea, Fusarium spp, Phoma spp., Rhi-
zoctonia solani, Verticillium spp. a oomycety Phytophthora spp., Pythium spp. Tyto
druhy ovliviiuji kofenové a stonkové baze klicicich rostlin a zpiisobuji nasdknuti vodou,
tmavnuti a svrasténi vlaken stonku na povrch zemé¢, takze horni ¢asti rostlin ztraci svoji
stabilitu a ocitaji se na povrchu zeminy a umiraji.

Na rostlinnych zbytcich se také mohou vyskytovat oportunni patogeny, které jsou
znamy produkci mykotoxini (zjm. Aspergillus flavus).

Uz ze svého stanovisté, at’ uz v ptirodé nebo na poli, si pfinaseji rostliny vice ¢i méné
rozsahlou sbirku mikroorganismi, které se za ptiznivych podminek mohou snadno po-
mnozit. Nadzemni ¢asti rostlin jsou osidleny fylosférni (epifitni) mikroflorou (zdrojem je
predevsim pida). Z hygienického hlediska je mimofadné kritické hnojeni rostlin fekali-
emi a jejich nechranéné suseni na volném vzduchu. Fylosférni mikroflora je po kvantita-
tivni strance bohatd. Dominantni jsou zde bakterie, zastoupeny vSak i mikromycety, kva-
sinky a kvasinkovité mikroorganismy, jejich pocet se zvySuje nevhodnym skladovanim
(PETRZELOVA 1., 2014; RIHOVA AMBROZOVA J., 2009).

Pocet mikroorganismt kontaminujicich kofeni je proménlivé (od desitek do cca
10°/g). Z mikroorganism@ byvaji v kofeni vyznamné zastoupeny sporulujici bakterie,
zejména bacily skupiny subtilis — mesentericus, dale sporulujici anaeroby, zejména ter-
mofilni, mikrokoky, pseudomonady, flavobakterie a streptokoky. Z patogenii je Castéjsi
I pifitomnost salmonel. Staphylococcus aureus se vyskytuje malokdy, ¢astéjsi byva pii-
tomnost Clostridium perfringens a Bacillus cereus.

Velky vliv na skladbu a pocet mikrobi (véetné plisni) ma pochopitelné také vliv jeho
poskliziiové upravy, zpisob zpracovani a podminky skladovani, tj: pouzité zptsoby sta-
bilizace (teplem, odvodnénim, zmrazenim) a suSeni (pfimym teplem ve stinu, ¢i v susar-
nach). SuSeni musi ovSem probihat tak, aby neutrpéla jakost suroviny, teplota suseni
se proto pohybuje do 40 °C. Dalsimi kroky (mleti aj.) je dale ovliviiovano jak slozeni

obsahovych latek tak mikroorganismd. Nejen, Ze se pii $patném skladovani ztraci koteni
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aromaticky dilezité latky a také svou urcujici barvu, tuky v ném obsazené mohou zluk-
nout, muze také prejimat nezadouci pachy a v neposledni fad¢ také dochézi k pomnoZeni
mikroorganismu v kofeni, at’ jiz jde o bakterie nebo o mikromycety, nasledné pak mize
byt kofeni napadeno nékterymi skladistnimi $ktdci (KALHOTKA L., 2014; KOPA-
COVA 0., 2002).

Néktera kotfeni mohou vyznamné ovlivnit mikrofloru (zejména proteolytickou) po-
traviny, do které byla pfidana. Pokud jde o plisné, jejich po¢ty mohou v piepoétuna 1 g
koteni dosahnout hodnot od 1 az do 108. Napiiklad poéty 10? — 10%/g jsou uvadény pro ko-
riandr, kmin, bobkovy list, muskatovy kvét, majoranku, nové koteni, ¢erny i bily pept a
tymian a 10%/g pro bazalku, estragon, zazvor a hiebitek. Plisné jsou na rozdil od bakterii
vSeobecné pfizplisobivéjsi na urcité extrémni podminky prostiedi, 1épe sndsi nizsi hod-
noty pH, niz$i obsah vyuzitelné vody a niz$i teploty. Nejcastéji se vyskytujicimi rody
plisni na kofeni jsou Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Cladosporium, Alternaria, Cul-
vularia a Rhizopus.

Jak jiz bylo pojednano v kapitole o mykotoxinech a jejich producentech, ze zdravot-
A. parasiticus, trichoteceny a zearalenon, produkované nékterymi druhy rodu Fusarium
respektive nékterymi penicilii a aspergily. Mykotoxiny produkuji i zastupci roda Rhi-
zopus, Mucor, Alternaria a Cladosporium. Vétsina z nich byva Casto pfitomna také v ko-
feni. Z vyse uvedeného vyplyva, Ze koteni, jako surovina pouZivana v potravinaistvi a ve
farmacii, je vyznamnym vehikulem mikroorganismi (popf. jejich metabolitl), které mo-
hou negativné ovlivnit kvalitu vyrobkd.

Kofeni je také ¢astym zdrojem kontaminace masnych vyrobki. V tomto piipadé jde
o kontaminaci sekundérni, kdy dochazi ke kontaminaci vyrobkt naptiklad pti nevhodném
uchovavani ingredienci nebo pfipravé pokrmt pfi pidavani koteni do jiz hotového a dale
Jiz tepelné neopracovaného pokrmu.

Zakon uklada prodejclim nabizet pouze kofeni bez ptitomnosti Skiidcti a neZadoucich
pfimési. Ma byt suché, s typickou viini podle druhu. Kofeni se musi spravné skladovat uz
Vv prodejné, tedy v suchu a temné¢jsich koutech. (KALHOTKA L., 2014; HNILICOVA J.,
2009; STEINHAUSER L., 1995).

Mleta paprika, pept a ostatni koteni byly takeé blize sledovany SZPI v minulém roce.
U 39 vzorki se stanovily aflatoxiny, paprika a pept byly jednimi z nich. U 5 vzorki pak

byla dokonce potvrzena pfitomnost ochratoxinu A. Naméfena mnozstvi se pohybovala
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vrozmezi 6,46 do 13,9 pgkg?! . Limit 15 pgkg? podle nafizeni Komise (ES)
¢. 1881/2006 ze dne 19. prosince 2006, kterym se stanovi maximalni limity nékterych
kontaminujicich latek v potravinach ptekroc¢en nebyl. (SCHNEEWEISS, 2016).
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6. MATERIAL A METODIKA

Vzorky pro praktickou ¢ast byly poskytnuty firmou TRUMF International s. r. o.,
jednalo se o vzorky papriky mleté a pepie ¢erného (viz piiloha ¢. 1). Pivod a zdravotni
nezavadnost tohoto kofeni byla deklarovdna pravodnimi bezpecnostnimi listy.
Pro ukazku je opét uvadim v ptilohach (viz ptiloha ¢. 2 - 11). Vzorky byly dale pouzity
pro izolaci DNA. Navazka u kazdého ¢inila 50 mg, coz se ukazalo jako optimalni vaha,
aby se zbyte¢né nepietézoval pouzivany kit. Pept byl jesté pted navazkou homogenizovan
do prislusného praskovitého stavu. l1zolace DNA byla provedena s vyuzitim komercéné

dodavaného DNeasy Plant mini kitu vyrabéného firmou Qiagen (QUIAGEN, 2012).

6.1 lzolace DNA

Pro izolaci DNA z rtznych biologickych vzorkli jsou pouzivany odlisné postupy
(z divodu odlisného slozeni, napt. zivoc€isnych tkani ¢i rostlinnych pletiv). Vzorek izolo-
vané DNA v naSem piipad¢ obsahuje komplexni sm&€s DNA nejen vzorku kofeni,
ale i stopy DNA dalsich organismt obsazenych ve vzorku. Pouzita souprava je uzplso-
bena pro izolaci DNA rostlin, taktéZ se ale ukazal jako vhodny kit pro izolaci mikrobialni
plisnové DNA. Poskytuje rychlou a snadnou purifikaci DNA na silikdtovém podkladé.
DNA byla izolovana ptimo ze vzorku. Cely postup byl dan jiz v DNeasy Plant Hand-
book. Ziskana DNA byla dale podrobena zkousce kvantity a kvality, a to pomoci pfistroje
Picodrop. Jedna se o UV — spektrofotometr s automatickou pipetou. Pouzivaly se vzorky
0 objemu 2pul. Méteni probihalo pfi vinové délce 260 nm a 280 nm. Vyhodnoceni probiha
metodou kalibra¢ni kiivky proti slepému pokusu. Vzorky byly do dal§iho zpracovani
uchovavany v mrazéku o pfiblizné teploté -18 °C, aby bylo zabranéno ptipadné nezadouci

degradaci DNA.

6.2 PCR amplifikace a klonovani DNA

Pro PCR amplifikaci byla pouzita reak¢éni smés deionizované vody, pufru, dANTP, primeru

vvvvvv

V., 2009.
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Pro PCR amplifikaci byly pouzity primery pro ITS (Internal Trancribed Spacer) ob-
lasti. ITS oblasti jsou doporucovany jako univerzalni sekvence pro mikroskopické houby,
zéaroven vSak vykazuji vysokou variabilitu u jednotlivych druht.

PCR amplifikace byla vyhodnocovana pomoci gelové elektroforézy na 1 % a 2 %
na agarzovém gelu a vizualizovany ethidium bromidem.

V nasledujicim kroku probéhlo klonovani amplifikované DNA. Pro tento tcel byl

vyuzit pPGEM — T vektor.

Xmnl 1994
Seal Nael
1875 \ 2892
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1 cri 1 1 stan
Apal 14
Aatll 20
N Sphl 26
Amp' BstZI 31
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Notl 62
BstZl 62
Pstl 73
Sall 75
Ndel 82
Sacl 94
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Nsil 112 z
1126 =
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Obr. 1: pGEM-T vektor (PROMEGA, 2012)

Pied ligaci probéhla jesté purifikace DNA. K objemu vzorku, ktery byl 10 ul, se pii-
dal ,,Binding Buffer*. Po centrifugaci se aplikovalo jesté 10 ul ultracisté vody a provedla
se jesteé dalsi centrifugace. Pro kontrolu byly vzorky jesté opét podrobeny gelové elektro-
foréze. Pti snimani gelu se kontroluje oproti velikostnimu markeru ptitomnost banda
o0 velikosti 600 bp, coz je velikost ITS oblasti u hub.

Dale nasledovala samotna ligace s pGEM-T vektorem (PROMEGA, 2012). Pro li-

gaci bylo pouzito 5 ul vzorku. Pomér inzertu a vektoru se pocita podle vzorecku:

hmnotnost vektoru (ng) x velikost inzertu (kb)

1 .
, X — = hmotnost inzertu (ng)
velikost vektoru (ng) 3

Optimalni pomé&r vektoru a inzertu pro ligacni reakci je 1:3. Vektor mé v naSem pfi-

pad¢ 3 kb a do reakce ho bylo ptidano 25 ng.
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Amplifikovana DNA hub obsahuje smés jednotlivych druhli nachézejicich se
ve vzorku. Pii ptimé sekvenaci by byla DNA necitelna v dusledku piekryvani (DNA od-
lisnych druhti se lisi). Pfi pouziti klonovani jsou ¢teny jen jednotlivé tseky a dojde
k ,,vytfidéni“ jednotlivych druhii. Ke klonovani se pouzivaji zivé buniky bakterie
Escherichia coli.

DA restrikéni enzym

1.

3
bunka )

bakterie "\ o <

)Gen | < <
<

_DNA _ Plasmid v restrikcni enzym

L4 2. v
hakterie Plasmid

Obr. 2: Vyuziti plazmidu pro klonovani (iBiotech; 2012).

Introdukce pozadované sekvence DNA do plazmidu E. coli probihd pomoci elektro-
porace. Vzorky - mix amplikond a ligaéni smési - byly pomoci mikropipety pieneseny
do sterilni kyvety. Kyveta byla umisténa do eletroporatoru a reakce probé&hla
pii 12,5 Kv/em, 25 pF a 400 Q. Poté bylo ke vzorku ptidano 1 ml SOC média a byl pie-
nesen do sterilni mikrozkumavky. SOC médium obsahuje glukozu a chlorid hofecnaty.
Tyto kroky byly opakovany pro vSechny vzorky. Mikrozkumavky pak byly kultivovany

30 minut pro regeneraci a pfeneseny na orbitalni tfepacku pii 60 rpm a 37°C .
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6.3 Kultivace bakterii

Pro kultivaci bakterii bylo pouzito médium LB s kvasni¢nim extraktem a selekci pro am-
picilin (100 pg/ml) a komponenty pro modro-bilé (blue/white) zabarveni bakterii (Xgal —
20 pg/ml, IPTG 0,1 mM). Na medium v Petriho miskéach bylo naneseno po 100 ul bakte-
rialni kultury. Suspenze bakterii byla rozetfena sklenénou ty¢inkou. Misky byly uzavieny,
zapaskovany a nasledné kultivovany pies noc pii 37 °C dnem vzhtru.

Po tomto kroku jsou selektovany rekombinantni kolonie. Tyto rekombinantni kolonie
obsahuji vzdy jen jednu kopii houbové DNA a slouzi jako templat pro sekvenacni reakei.

Vysledkem je potom piectend primarni sekvence klonovanych usek.

Obr 3.: Bakterie po kultivaci na Petriho misce

Nasledujiciho dne pak byly jehlou ve sterilnich podminkéch ,,vypichavany* pouze
bilé kolonie, ve kterych doslo k ligaci. Kolonie byly pfeneseny do mikrotitracni desticky
s ptedptipravenou smési pro PCR. Amplifikované pozadované produkty z téchto kolonii
byly odeslany na sekvenaci do firmy Macrogen Europe (Nizozemi). Pro vlastni sekvenaci

je zde pouzivana kapilarni elektroforéza.
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6.4 Vyhodnoceni

Pro postup vyhodnoceni uvadim nazorny piiklad. Nejdiive je tieba zhodnotit, zda je sek-
vence vubec Citelna. To lze vidét na nasledujicim obrazku. Poc¢atecni a koncové sekvence

jsou nekodujici a neni s nimi pracovano.
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Obr. 4.: Vystup ze sekvenace

Pokud je sekvence dobie ¢itelna, mizeme ji rovnou vyhodnotit. V sekvenci si na-
jdeme pocatecni a koncovou sekvenci vektoru pGEM-T (ta by méla byt vzdy stejna —
kromé necitelnych ¢asti na zac¢atku a konci). Klonovana sekvence je ohranic¢end primery
pouzitymi pro amplifikaci insertu. Naklonovany insert mize byt v ,,sense* nebo ,,anti-
sense‘ orientaci. Pokud méame sekvenci v antisense orientaci (za¢ina ,,reverse primerem®,
je vhodné ji prevést do sense orientace (HANACEK P., 2016, tistni sd&leni). Pro ukazku

vkladam vyhodnoceni prvniho vzorku.
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CCACECEECCCECACTAGTEATIC T TGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCG-

TAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACTGTGATT-
TATATCTTATACACATGCGTGAGCGCACCAAACACCTAAAATTG-
TAATACTAATTGTCAGTAAGTTTTAACAAAACAAAACTTTCAACAACGGAT-
CTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAGCGCAGCGAAATGCGATACCTAGTGT-
GAATTGCAGCCATCGTGAATCATCGAGTTCTTGAACGCACATT-
GCGCCCCATGGTATTCCATGGGGCATGCCTGTCTGAGCGTCGTTTCCTTCTT-
GCGCAAGCAGAGTTGAGAACAGGCTATGCCTTTTTCGAAATGGAACGTCGT-
GGACGAAGTGAACTAAACATTTAGCACGCTTTGGCCGCCGAACTTT-
TAACTAAGCTCGACCTCAGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACT-
TAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAATCCCGCGGCCAT-
GGCGGCCGGGAGCATGCGACGTCGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGGTTCG-
TATTAAAACATGATCCCAATGAAACATCCCCTCGAT-
GGCCGCCGGGAGGCGGTGATGGCGGGCCGGGAGCACGCTATGGCCTGAT-
CCAATAAAAAAAGGGCCT

Pocatecni hrani¢ni sekvence pfi sekvenovani primerem SP6 je oznacena fialovou bar-
vou. Za touto sekvenci za¢ina jeden z primert pro amplifikaci insertu - ,,forward primer*
insertu ITS1- F je v tomto pfipadé oznacen zelenym pismem. Koncova sekvence je ozna-
¢ena zluté. Pred ni je jeden z primert pro amplifikaci insertu — ,,reverse complement.

Sekvence insertu je nasledné porovnana s databazi GenBank pomoci algoritmu
funkce BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). Vystupem jsou nalezené sekvence
Vv datab4zi s ur¢itou mirou identity a pak 1 textovy vystup, znazoriujici lokélni setazeni
sekvenci s identickymi bazemi nad sebou, vlozenymi mezerami a maskovanymi misty
s nizkou komplexitou (n). Fragmenty o kratSich velikostech indikuji podbnost spise
s kvasinkami, del8i fragmenty pak spiSe s houbami. Pti identifikaci po vystupu z BLAST
je nékdy potieba zahrnout do bioinformatické analyzy i ten vysledek, ktery nema s danym
vzorek pfili§ velkou podobnost. Je to z toho diivodu, ze vzorky byly smésné, byla zde

piitomna také DNA papriky/pepte (VYHNANEK T., 2017, tstni sdéleni,)
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7. VYSLEDKY A DISKUZE

Po izolaci DNA byla stanovena primérnd koncentrace papriky 27,09 ng/uL o Cistoté
1,349 a pepie 10,8 ng/uL o Cistoté 0,666. Pokud by byla koncentrace pfili§ nizka, musela
by se nasledna amplifikace pomoci PCR metody upravit jak v po¢tu cyklu, tak i v teplot-
nim profilu (BURDYCHOVA R., SLADKOVA P., 2007). Vytéznost nelze porovnat,
protoze pouzitd souprava je optimalizovana pro rostliny a pro izolaci z mladych listu.
Pro DNA mikroorganismii v. DNeasy Plant Handbook (QIAGEN, 2012) nejsou uvedeny
koncentrace. Timto krokem vSak nemizeme urCit pomér plisnové DNA a DNA papriky.
Zaroven nemuzeme urcit, zda se u plisnové DNA jedna o NK Zivotaschopnou ¢i ne.

Pii nasledné PCR amplifikaci, na kterou navazovala gelova elektroforéza, byly dete-
kovany produkty houbové DNA o pozadované velikosti 600 bp. Kontaminanty jsou tak
identifikovany na zaklad¢é porovnani fragmentu, velikost 600 bp je typicka pravé pro ob-
last ITS. Pro identifikaci se pouzila oblast ITS1-2 organizatoru jadérka (NOR - Nucleolar
Organizer Region), ktera se standardné pouziva pro DNA barcoding u hub. Oblast
ITS1- 2 se vyskytuje u vSech eukaryotnich organismi, tedy zivocichti, hub 1 rostlin.
Pro amplifikaci DNA byly pouZity primery specifické pouze pro houbovou DNA.

Ke klonovani byl pouzit pPGEM-T plazmidovy vektor. Ten byl zaveden pomoci elek-
troporace do bakterie E. coli. Nasledovala kultivace bakterii. Jejim vysledkem byl nartist
bilych, modrych a modrobilych kolonii. Usp&sné vloZeni do vektoru se projevilo naris-
tem kolonie bilé barvy. Tam, kde spojeni nebylo zcela tispéSné se objevila kolonie mod-
robila a celkové neuspésné kolonie pak indikovala barva modra. Z kazdé Petriho misky
byly odebrany vzorky bilych kolonii, namnozily se pomoci PCR a pozadovana DNA byla
odeslana na sekvenaci do firmy Macrogen Europe v Nizozemi. U nékterych vzorkd nebyl
dostate¢ny nartist kolonii, mohlo se jednat o subletalni poSkozeni bakteridlnich bunék pti
elektroporaci a taktéz lidské zavinéni.

Po pfijeti sekvenci bylo vidét, Ze v kazdém vzorku koteni bylo nalezeno n€kolik
druhti hub a spektrum mikroorganismu bylo skutecné pestré. Pro ptehled uvadim tabulku
nalezenych druhti mikroorganismu. U kazdého vzorku se pro vyhodnoceni vybrala z da-

tabaze NCBI ta sekvence, ktera vykazovala nejvyssi stupent shody. Pokud byla jiz jednou
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sekvence uvedena u jednoho vzorku, u dalsiho pak byla vybréana ta sekvence, ktera méla

podobnost jako druha v poradi.

Oznaceni Popis [Podobnost Vyznamny za-
Poradifvzorku (SarZe) [vzorku|(%) Patogenni organismus (rod) stupce
IAlternaria,
Pichia, Galactomyces, Cla- Fusarium, Pichia
Paprika dosporium, Alternaria, Fusarium, |Cladosporium, Al-
1 [pP1182 sladka | 100-99 [Geotrichum ternaria, Fusarium
Symmetrospora, Sporobolomyces,
Galactomyces, Pichia, Candida,
Cryptococcus, Cladosporium, Geo-|Pichia, Candida
Paprika trichum, Botryotinia, Botrytis, Sclerotinia, Botry-
2 |P1183 sladka 99  (Sclerotinia tis
Pichia, Candida,
Botryotinia, Botrytis, Penicillium, |Eurotium, Asper-
Pichia, Tiletia, Candida, Ga- gillus, Penicillium
Paprika lactomyces, Eurotium, Asper- Sclerotinia, Botry-

3 [p1184 sladka 99 gillus, Scletotinia tis, Tilletia
Pichia, Malasse-
zia,

Galactomyces, Geotrichum,
Paprika Botryotinia, Botrytis, Pichia, Scle- |Sclerotinia, Botry-

4 Ip1185 sladka | 99-100 |rotinia, (84% Malassezia) tis

Paprika Cryptococcus, Pichia, Candida,
5 |p1830 paliva | 99-100 |Galactomyces, Geotrichum, Pichia, Candida
Paprika Pichia, Cryptococcus, Galactomy- |Pichia
6 |P1831 sladka | 99-100 |ces, Cladosporium, Geotrichum |Cladosporium
Penicillium, Alter-
Penicillium, Alternaria, Scopulari- |naria
7 [201605031-1 Paprika| 99-100 |opsis lAlternaria
Alternaria, Cryptococcus, Cla- IAlternaria, Cla-

8 1201605031-2 Paprika] 99-100 [dosporium dosporium
Candida, Issat-
chenkia, Malasse-
zia

Colleotrichum, Malassezia, Can- |Colletotrichum,
PepF dida, Issatchenkia, Cryptococcus, |Cladosporium, Be-
cerny Beauveria, Bjerkandera, Thana- |auveria, Thana-

9 1037CD-SR cely 99 tephorus, Ganoderma tephorus

g:?nry I Aspergillus, Cyberlindbera, Pichia, |Aspergillus, Wall-
10 [11BPWONT150118 |cely 99-100 ((87% Wallemia) emia

Tabulka 1.: Detekce patogennich mikroorganismii — bioinformaticka analyza
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Cervenou barvou jsou vyznaéeni potencialni producenti mykotoxintl. Ty nejvyznam-
né&jsi budou popsany nize. Modrou barvou jsou zvyraznény patogenni organismy, které
sice byly pomoci BLAST také identifikovany, nevykazuji ale takovou podobnost a jejich
uréeni muze byt spiSe dusledkem chyby lidského faktoru. Napiiklad Malassezia je mi-
kroorganismus souvisejici s lidskymi chorobami kiize, zptisobuje tieba i seberhoeickou
dermatitidu (ANGELIS DE Y.M., a kol., 2007). Na vzorky se mohl dostat z rukou pra-
covnika pfi manipulaci. Naproti tomu Wallemia nalezi do Basidiomycet a ¢asto se vy-
skytuje také v pudé, odtud je cesta na kofeni uz velmi snadna (ZALAR P. a kol, 2005).

Casto identifikovan byl rod Pichia, ktery patii ke kiisotvornym kvasinkam. Produ-
kuje rtizné estery, které jsou V potravinach zdrojem cizich pachii. K tvorbé pachovych
produkt také ptispiva vlastni rozklad kvasinkovych bunék. Tim dochézi k znehodnoceni
potravin nebo vyrobku po senzorické strance.

Z kvasinek byl dale také identifikovan rozsahly rod — Candida - s mnoha druhy.
Zahrnuje druhy vyhradné saprofytické i potencidln€ patogenni, které mohou zptisobit my-
koticka onemocnéni ¢lovéka a zvitat. Na prvnim misté je nutné uvést druh Candida albi-
cans, jenz je fakultativnim patogenem a za urcitych podminek je schopen vyvolat one-
mocnéni.

Plisn¢ rodu Cladosporium se hojné vyskytuji v pid¢, objevuji se také na potravinach,
skladované zeleniné€ nebo obili, rovnéz parazituji na mnoha rostlinach. U druhti rodu Cla-
dosporium nebyla prokazana produkce mykotoxinii (KLABAN V., 2011).

Vyznamnym identifikovanym rodem je rod Alternaria. Rod tvofi charakteristické vi-
cebunécné spory s podélnymi i pficnymi piepazkami. Nékteré druhy tohoto rodu jsou
parazitické na rostlinach, jiné na nich parazituji pouze pfilezitostné nebo ziji epifyticky
na povrchu listt, stonkd a plodt riznych rostlin. Spory rodu Alternaria se vyskytuji ¢asto
v ovzdusi 1 v potravinafskych provozovnach, mlékarnéch, sklepich, ve skladistich ovoce
nebo zeleniny. Co se tyka kofeni, nékteré¢ druhy mohou zptsobovat i skvrnitost paprik.
Druhy rodu Alternaria (nebo Bipolaris, konkrétnéji Helminthosporium) produkuji jedno
z nejvétsich mnozstvi fytopatogennich toxinil. Fytopatogenni toxiny, které jsou produko-
vany rostlinnymi patogeny, jsou klasifikovany do dvou typu; nespecifické, které tak
ovlivituji vétsi mnozstvi rostlinnych druhli nez patogen, ktery je produkuje a specifické,
které tak ovlivni pouze stejného hostitele, jako je patogen. (LUKE H. H., BIGGS R. H.;
1976; NASEHI et al., 2014).
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Z plisni byl dale identifikovan rod Fusarium. Plisné tohoto rodu jsou zna¢né rozsi-
fené v piirodé, zejména v pidée, ale také ve vodé a v ovzdusi. Druhy rodu Fusarium zpt-
sobuji vadnuti a padani mladych rostlin v mnozirnach, tracheomykézy dospélych rostlin
projevujici se jejich Zloutnutim a odumiranim 1 skladistni hniloby ulozenych plodii. Pro-
dukuji i zna¢né nebezpecné mykotoxiny. Diive byl rod Fusarium povazovan za nepato-
genni pro ¢lovéka, v soucasné dob¢ jsou vsak popsany piipady mykotickych onemocnéni
osob se snizenou imunitou nebo jinak oslabenych. Tyto infekce maji casto velmi zdvazny
prabeh a odolavaji 16cbé bézné aplikovanych antimykotickych preparat. Podobné i né-
které dalsi saprofytické plisn¢ mohou v souc¢asné dob¢ zptisobovat pomérné tézka one-
mocnéni. Je zde patrny posun od saprotrofie k potencialni patogenité.
je jméno plisné, které se v souc¢asné dob¢€ odvozuje od jejiho askosporového stadia Euro-
tium amstelodami. Vyskytuje se v pidé, ale také napt. na skladovaném obili (KLABAN
V., 2011). Nekteré druhy rodu Eurotium produkuji velmi nebezpeéné mykotoxiny.
(SAMSON et al., 2004).

Z vyse uvedenych mikroorganismu byly jako producenti mykotoxint identifikovany
po tstni konzultaci s doc. Safrankovou (2016) tyto:

e Alternaria alternata

e Aspergillus glaucus

e Aspergillus ruber

e Beauveria bassiana

e Fusarium equiseti

e Penicillium camemberti

e Penicillium communae

e Penicillium solitum

e Wallemia muriae
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Nalezené mikroorganismy byly také rozdéleny do skupin na zakladé¢ jejich mozného pfi-

stupu ke kofeni;

Pravdépodobna doba kontaminace identifikovanymi mikroorganismy

V priibéhu
Béhem vegetace Béhem’slflado- dalSich manipu- BliZe neiden,t M-
vani . kovatelné
laci
Alternatia spp. Alternaria spp. Aspergillus spp. Alternaria spp.
Aspergillus spp. Aspergillus spp. | Cladosporium spp. Botrytis spp.
Beauveria spp. Botrytis spp. Malassezia Bjerkandera sp.
Botryotinia sp. Candida spp. Penicillium spp. | Cryptoccocus spp.
Botrytis spp. Cladopt;EIophora Pichia spp. Ganoderma sp.
Candida spp. Cladosporium spp. Wallemia spp. Symmztr:ospora
Cladosporium spp. Eurotium spp. Monilia sp.
Colletotrichum spp. Malassezia spp. Tilletia sp.
Cordyceps sp. Cyberlindnera sp.
Cryptococcus spp. Penicilliumspp.
Cyberlindnera sp. Pichia spp.
Eurotium spp.
Fusarium sp.
Galactomyces spp.
Geotrichum sp.
Issatchenkia sp.
Malassezia spp.
Penicillium spp.
Sclerotinia sp.
Scopulariopsis spp.
Sporobolomyces spp.
Thanatephorus sp.
Tilletia sp.
Wallemia spp.

Tabulka 2.: Pravdépodobna doba kontaminace identifikovanymi mikroorganismy
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Ke vzorktim koteni byly firmou TRUMF International s.r.o., poskytnuty protokoly
0 zdravotni nezavadnosti, kde se uvadi, ze vzorky nejsou nebezpecné pro ¢loveka. Para-
metrem KTJ (CFU) je stanoven v 1 gramu vzorku obsah MO méné nez 10° KTJ. V labo-
ratofi vSak nebyla pouzita stejnd metodika jako pro stanoveni mikroorganismui v ramci
praktické Casti této prace, tedy urCovani mikroorganismii na zaklad¢ jejich DNA.
Nicméng, ani tato metoda neni schopna zhodnotit, zda je nalezena DNA ve vzorcich Zi-
votaschopna, tedy 1 schopné produkce mykotoxinil. Miizeme tedy pouze kvalitativné vy-
hodnotit, zda je pfitomnd DNA schopna produkce mykotoxint.

Ve smésnych kulturach, tedy naptiklad i na koteni, produkuji mikromycety méné
mykotoxinil nez jako Cisté kultury. Proto samotna piitomnost toxigennich druhl plisni
V potravinach jesté neznamena pfitomnost mykotoxinl. Pokud je ov§em mykotoxin v po-
travin€ jiz vyprodukovan, miize v potravinové matrici pretrvavat jeSté dlouho poté,
co jeho producent zde uz davno neni pritomen. V prubéhu suseni a ostatniho osetieni ko-
feni (viz kapitola 5.4 Osetfeni a skladovani kotfeni) se totiz vétsi ¢ast MO odstranuje.
Moznosti, jak zjistit, zda je nalezena DNA (tedy i mikroorganismus) Zivotaschopna, je
pouziti zivnych pud (identifikace pak probiha na zakladé porovnani s axenickou kulturou)
a sledovani nartistu kolonii nebo aplikace molekularné biologické metody, na kterou by
navazovala RT-PCR.

V soucasné dobé se na Ustavu biologie rostlin zatim testuje metoda, ktera byla také
aplikovana na vzorky z praktické ¢asti této prace. Vyuziva metodiky, kdy se za pouziti
specialni assay pro identifikaci DNA da urcit, zda je nalezend NK zivotaschopna. Assay
je v8ak délana jen na konkrétni patogeny. Nejc€astéji se vyskytujicimi rody plisni na koteni

jsou Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Cladosporium, Alternaria, Culvularia a Rhi-

wvewr

vV

mykotoxini (KALHOTKA L., 2014). Testovana metoda byla tedy pouzita praveé pro sta-
noveni zivotaschopné DNA rodu Aspergillus a Penicillium. Assay (q PCR assay) se spolu
s mikrobidlni DNA neché podrobit real-time PCR reakci. Reakce je zahajena primery
pfitomnymi ve smési. Vystupem jsou grafy, na zdklad€ nichz lze urcit pfitomnost Zivota-

schopné DNA, a to diky specialné vyvinutému barveni.
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Amplification
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D02 SYBR AT Unkn 3A 3251
D04 SYBR A/C Unkn 3A 3253
D05 SYBR AC Unkn 3C 33.62
Da6 SYER A/C Unkn 3C 33.81

Obr. 5.: Vystup z RT-PCR, paprika

Na grafu vyse se jedna o vzorky papriky sladké s hodnotou ASTA 100, oznacené
V bezpecnostnim listu kédem P184. Tento vzorek byl vybran zdmérn€ z toho diivodu, ze
piedchozi bioinformatickou analyzou byla zjisténa pfitomnost patogena rodu Penicillium
(Viz tabulka 1.: Detekce patogennich mikroorganismii — bioinformaticka analyza). Dule-
zitym identifikacnim bodem je tzv. ,,cross point™ — jednd se o nastaveny parametr, ktery
vypovida o schopnosti reakce. (cross point je terminologie firmy, ktera poskytla vyba-
veni. Ekvivalentem je ,,cycle treshold Ct “). Vzorky jsou udé€lany tak, aby vstupovalo
do reakce vzdy stejné mnozstvi z divodu porovnani — pokud vim, Ze do reakce bylo vlo-
zeno 30 ng (100 %), mohu kvantifikovat usmrcenou a zivotaschopnou DNA (RT-PCR
samo o sob¢& nevypovida, jetli je DNA Zivotaschopna. To Ize zjistit pouze pomoci aditiv-
nich latek a unikatniho barveni) V misté, kde mi Ct linie protiné vzristajici kiivky, lze
z rozdilu mezi dvéma kiivkami vypocitat koncentraci Zivotaschopné DNA.
Pted samotnou reakci jsou vzorky specialn¢ upravovany podle protokolu QUIAGEN,

2015. Podle protokolu vstupuji do reakce varianty vzorku s neusmrcenou a usmrcenou
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DNA. Neusmrcena je v tomto piipad€ oznacena pismenem A, usmrcena pak C. V posled-
nim sloupecku (a na ose x v grafu) je pocet cykl reakce. Rozdilem mezi kivkami v grafu

mohu urcit zivotaschopnou DNA.

Amplification
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Obr. 6.: Vystup z RT-PCR, pepr
Zde se jedna o vzorek pepfe s oznacenim R 10715 1 1B WONT 150118. V tabulce
S nalezenymi mikroorganismy si mizeme povSimnout, ze jednim z ptitomnych patogenti
byl i zastupce rodu Aspergillus. Z tohoto diivodu byl opét vybran tento vzorek pro reakci

s kitem vytvofenym na kombinaci Asp/Pen.
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8. ZAVER

Houby jsou nejcastéjsimi ptivodci chorob rostlin ze skupiny LAKR (KALHOTKA L.,
2014). Ty tvoii pestrou skupinu heterotrofnich eukaryotnich organismu. Z fytopatologic-
kého uhlu pohledu maji parasitické druhy velky vyznam, nicméné, dokonce spoustu
saprofyti muze zpusobit za uréitych podminek chorobu ¢lovéka.

Riizné druhy bakterii, patogenni i nepatogenni, si mohou byt podobné velikosti, tva-
rem a schopnosti se obarvit. Mikroskopické a kultivacni vysetfeni ma malou citlivost
i specifi¢nost. Proto se musi bakterie z odebraného vzorku izolovat, ptipadné provést pri-
marni pomnozeni a teprve pak se jimi naockuje agarova plotna. Po inkubaci se z kazdé
odli$né kolonie odebere vzorek, ten se obarvi a pozoruje se v mikroskopu. Tim se uréeni
jiz z0zi na konkrétné&jsi skupiny — tfeba na grampozitivni koky, nebo grampozitivni ty-
¢inky. K pfesnému urceni izolovaného mikroba je pak nutno jeste zjistit jeho fyziologické
parametry, nejcast¢ji jeho biochemickou aktivitu. Po dalsi inkubaci, ktera trva zhruba je-
den den, lze jiz vétsinou druh bakterie rozpoznat a odeslat jen predbézny vysledek. Dalsi
den trva vysetieni citlivosti na antibiotika. Zkracen¢ fe¢eno — a¢ stale jedna z nejbézngj-
Sich metod, je potfad velmi ¢asove narocna a z hlediska moznych chyb pii vyhodnocovani
¢lovék snad 1 ne zcela spolehliva. Kromé toho, klasickym rozborem CPM se nestanovi
vSechny metabolicky aktivni buniky, tedy buiiky schopny produkce toxinii. Neni se tak
¢emu divit, ze Usili vyvinout spolehlivou a rychlou metodu neklesa. Metody moderni mi-
krobiologie vyuzivaji princip biochemie, biofyziky, imunochemie i molekularni biologie
a umoziuji rychlejsi stanoveni mikroorganismi Ve srovndni s klasickymi kultivacnimi
metodami. Zavedeni téchto technik do mezinarodnich ISO norem doporuéovanych legis-
lativou pro mikrobiologickou kontrolu potravin je zdlouhava prace a zavisi na vysledcich
fady validacnich studii potvrzujicich spolehlivost namétenych vysledki. Metoda pouzita
této v praci vyuziva identifikaci mikroorganisml na zdklad¢ znalosti jejich genomu, kon-
krétn€ znalosti oblasti ITS. Po naklonovani pomoci E. coli z divodu nedostacujicich vy-
sledkti po PCR amplifikaci byly produkty sekvenovany a ziskané sekvence vyhodnoceny
pomoci databaze NCBI a funkce BLAST. Vystupem je identifikace druhii a rod mikro-
bialnich hub, jejich rozdéleni na skupiny podle vstupu do fetézce a vyznaceni producentti
mykotoxind, ktefi se nachdzeli mezi jinak neskodnymi druhy. Jak bylo jiz zminéno v Ka-

pitole 7. Vysledky a Diskuze, pouzita metoda nemtize pfesn¢ ur¢it mnozstvi ani Zivota-
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schopnost nalezenych mikroorganismti. Zptsob, jak to Ize urcit, jsou bud’ axenické kul-
tury (umisténi vzorkl na Petriho misky s zivnou ptidou) nebo aplikace metody moleku-
larni biologie se systémem QUIAGEN, 2015 zalozené na pouziti RT-PCR a specidlni
technologie. V budoucnu by se tato metoda mohla oficidlné uznat Veterinarni spravou
jako nova metodika pro kontrolu mikrobiologické kvality a zdravotni nezavadnosti po-

travin, nebot’ dosavadni vysledky jsou velice slibné.
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10. SEZNAM ZKRATEK

BLAST - Basic Local Alignment Search Tool
DON - deoxynivalenol

ELISA — enzyme linked immunosorbent assay
FASTA — Fast Alignment

Gl — genetické informace

ITS —internal transcribed spacer

LAKR — 1éc¢ivé, aromatické a kofeninové rostliny
MLR — maximalni limit rezidui

MPN — most probable number

NMR — nuclear magnetix resonance (spektroscopy)
OTA - ochratoxin

PCR — polymerase chain reaction

RFLP — restriction fragment lenght polymorphism
RIA — radioimunologicka analyza

ROS - reactive oxygen species

RT — PCR - real time polymerase chain reaction

T — 2 (TOXIN) — trichothecenovy 2 (toxin)
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11. PRILOHY

Pfiloha €. 1: Vzorky kofeni papriky mleté a pepre ¢erného

Pfiloha €. 2 — 12: Bezpecnostni listy kofeni
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