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UVODEM
Vazeni pratelé,

ve 3. Cisle letosnich Bioprospectu bychom Vas radi se-
znamili s informaci o konani konference ,Nové techni-
ky slechténi” pofadané spolupracujici organizaci Biotrin
z.s. a zaméfené na geneticky modifikované a geneticky
editované potraviny, jejichz vyvoj a praktické uplatnéni
by mélo fesit potravinové problémy na nasi planeté.

Dalsi 4 publikované ¢lanky pfinaseji pfehled zajima-
vych témat Fesenych na 3 dstavech fakulty FPBT, VSCHT
Praha. V pfistich cislech Bioprospectu pocitame s pre-
zentaci dalSich zajimavych biotechnologickych témat
feSenych i na ostatnich Ustavech, ktera jsou prezento-
véana na pravidelnych seminafich konanych na VSCHT.

V tomto Cisle naseho Bioprospectu nemdzeme opo-
menout pfipomenuti vyznamného vyroc¢i zakladatele
genetiky. Johan Gregor Mendl se narodil 20. ¢erven-
ce 1822 v obci Vrazné, ktera je soucasti obce Hyncice.
Proto se bézné uvadi, Zze byl hyncicky rodék. V jeho
rodném domé se pfipravuje muzeum, které navstév-
niky seznami se $ifi jeho zajma. V r. 1856 zahdjil experi-
menty s kfiZzenim rostlin a v r. 1866 formuloval zékladni
zdkony dédi¢nosti. Jeho soucasnici vdak neméli poné-
ti o teorii pravdépodobnosti, a proto Mendelovu praci
ignorovali. Teprve v roce 1900 bylo potvrzeno ze Men-
delova prace vysvétluje dédi¢nost u rostlin a zvifat. Jeho
prace upoutala pozornost az po jeho smrti. Celou tuto
smutnou historii pfipomina brnénska expozice Mende-
lianum. V Brné je také fada dalSich objekt(, které pfipo-
minaji tuto vyjime¢nou osobnost.

Mendelovo vyroci bylo pfipomenuto fadou vyznam-
nych udélosti. Tou nejvyznamnéjsi byla mezinarodni
Mendelova geneticka konference podporovana orga-
nizaci UNESCO (20. 7. 2020 — 23. 7. 2020) za Ucasti
3 nobelistd a kolem 4000 ucastniki zabyvajicich se
Sirokym spektrem genetické problematiky. Geneticka
spole¢nost Gregora Mendela pofada na zamku Slavkov
u Brna ve dnech 5. — 7. 10. 2022 slavnostni konferen-
ci s bohatym védeckym a spole¢enskym programem.
Akci spojenych s oslavou zrodu genetiky zasluhou
J. G. Mendela probéhlo a probiha bezpocet nejen
v Brng, ale i v jinych lokalitach v Cechéch a na Sloven-
sku. Numismatika Ostrava vydala 20. c¢ervence 2022
nasledujici plaketu:

) 2022

Nase biotechnologicka spole¢nost je vdé¢na Vysoké
Skole chemicko-technologické v Praze za trvalou pod-
poru a poskytovani moznosti mit zde své sidlo. Vzajem-
né spoluprace pfi organizovani mnoha mezinarodnich
akci a spolupracich se zahrani¢nimi institucemi jsou
vieobecné znadmy. U piileZitosti 70. vyroci samostat-
né VSCHT bychom chtéli nase ¢leny i ostatni &tenafe
Bioprospectu upozornit na aktivity konané v ramci
tohoto vyro¢i, které jsou uvedeny na webovych stran-
kach VSCHT http://www.vscht.cz a déle na nejriznéjsi
publikace vzniklé k pfipomenuti tohoto vyro&i. VSCHT
vydala ve spolupraci s Narodnim technickym muzem
obsahlou publikaci ,Zaostfeno na chemii” (Kapito-
ly z historie Vysoké 3koly chemicko-technologické).
Autorky publikace Véra Dvofackova a Ivana Lorenco-
va doplnily zajimavy text bohatym ilustra¢nim mate-
ridlem. Vyro&i VSCHT bylo pfipomenuto i v fadé che-
mickych a potravinaiskych casopist. Tyto pfispévky
se snazi pfinést historicky pohled na rdzné uda-
losti spojené s velmi pestrym spektrem chemickych
disciplin a udalostmi, které jejich rozvoj doprovazely.
Napft. http://www.chemicke-listy.cz, (Chem. Listy 116,
589 — 591 (2022), http://www.agral.cz, Potravinaiska
revue 2022/5, str. 96.

Pfipominame, Ze nase stfe3ni organizace CSVTS
organizuje v pfistim roce velmi vyznamnou udélost
»7. svétovy inZenyrsky kongres” (7th World Engineering
https://www.wec2023.com.

V soucasnosti je mozné jiz podavat pfihlasky a abstrak-
ta sdéleni.

o

s> WEC 2023

7™ WORLD ENGINEERS
CONVENTION

PRAGUE, CZECH REPUBLIC
11 - 13 OCTOBER, 2023

Mili ¢tenafi Bioprospectuy,

véfime, Ze jste béhem letnich dovolenych nabrali do-

statek sil a jste pfipraveni se branit opétovném riziku

onemocnéni covidem a ekonomickym problémdm,

které nas cekaji. TéSime se na Vase pfispévky a pokra-
Cujici spolupraci.

Se srde¢nymi pozdravy

Vasi

Jan Kas a Petra Lipovova
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ZPRAVA Z KONFERENCE

NOVE TECHNIKY SLECHTENI (NBT) - NADEJE V BOJI

S KLIMATICKOU ZMENOU

Kamila Zdeiikova, Simona Lencova a Katefina Demnerova
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha, Kamila.Zdenkovd@vscht.cz

SdruZeni Biotrin z.s. pofadalo spole¢né s VSCHT Praha
jiz druhy ro¢nik konference zamétené na téma novych
technik Slechténi rostlin (angl. New breeding tech-
niques, NBT), jejichz cilem je seznamit ucastniky s moz-
nym vyuzitim NBT pfi Slechténi zemédélskych plodin
s zadanymi vlastnostmi. Letosni roc¢nik byl zaméfen
na moznosti vyuziti potencialu NBT v boji s klimatickou
zménou a byl podpofen CropLife Europe a Ceskou bio-
technologickou platformou pro potraviny pfi Potravi-
naiské komore CR.

Klimatickd zména mé vyrazné dopady na zemédél-
stvi a kvalitu Zivota lidi Zijicich zejména v rozvojovych
zemich. Stale casté;jsi extrémy pocasi, zejména extrém-
ni teploty, zéplavy, ¢i sucho a ztraty zplsobené skidci
a chorobami, vyrazné zvysuji jiz tak alarmujici nedo-
statek potravin ve svété. Ten je dale prohlubovéan kon-
flikty, aktualné napf. valkou na Ukrajiné, které ohrozuji
zemédélskou produkci a svétové zasobovani potravi-
nami a krmivy. Kombinace dopadd obou zminénych
faktorCi vede k potravinovému protekcionismu, jehoz
prikladem je zakaz vyvozu v Indii vypéstované p3enice.
Ackoli Indie nepatfi k nejvétsim svétovym exportérim
pSenice, zdkaz by mohl zvednout globalni ceny na nové
vrcholy vzhledem k jiz tak omezené nabidce, coz by
obzvlasté tvrdé zasahlo nejchudsi vrstvu obyvatel v Asii
a Africe. Zakaz byl okamzité odsouzen ministry zemé-
délstvi z primyslovych zemi G7. Pokud by v3ichni pro-
ducenti zacali uplatfovat vyvozni omezeni nebo uzavi-
rat trhy, pocet hladovéjicich by to pravdépodobné jesté
zvysilo. Geneticky modifikované (GM) nebo geneticky
editované (GE) plodiny by mohly vyrazné pfispét k fe-
Seni nedostatku/kvality potravin. Na konferenci o této
problematice pfednéselo a diskutovalo pét kvalifikova-
nych fec¢nikd.

Uvodni prezentace byla pfednesena Dr. Alesem Pe-
&inkou z Ustavu experimentalni botaniky Akademie véd
CR v Olomouci a shrnovala novinky ze svéta GMO. Zmi-
nény byly recentni informace ze Svétového ekonomic-
kého fora z Davosu, kde byly diskutovany i moznosti fe-
Seni klimatickych zmén. Podle informaci OSN se, mimo
jiné, kvili zménam klimatu, konflikthm a pandemii
COVID-19 za poslednich pét let zvysil pocet hlado-
véjicich po celém svété z 80 milionG na 325 miliont
lidi, pficemz je odhadovano, ze navyseni hladovéji-
cich o jedno procento zvySuje migraci o dvé procen-
ta. Dr. Pecinka vyzdvihl potencial GM a GE plodin pro
feSeni svétového nedostatku potravin a zminil néko-
lik zajimavych pfiklad(, napi. GE p3enici odolnou vici
padli ¢i s Upravou zabranujici porGstani obilek semen
v klasech, biofortifikované GE raj¢e s vitaminem D ¢i
Bt lilek. Uvedl| také celosvétové piehledy regulace GM
plodin pfed pandemii COVID-19 a z roku 2022, ktery je
jiz nyni povazovan za pfelomovy z hlediska legislativy

GM organism& (GMO) — zmény se jiz d&ji v Cing, Indii
i Velké Britanii.

Jedinym zahrani¢nim fe¢nikem letodni konference
byl Dr. Frédéric Debode z belgického Walloon Agricul-
tural Research Center (CRA-W) v Gembloux. Ve své pre-
zentaci zaméfené na databaze a detekci GE organisma
Dr. Debode srovnal informace o GE plodinach dostup-
né v riznych databazich, jako jsou EUginius (EUropean
GMO INltiative for a Unified Database Systém), ISAAA
(International Service for the Acquisition of Agri-biotech
Applications) ¢i databazi vznikajici v ramci feseni jejich
projektu GENEDIT (RF20/6342). Database GENEDIT je
teprve v pfipravé, ale od podzimu tohoto roku by méla
byt vefejné pfistupna a informace v ni obsazené budou
uZite¢né nejen pro piehled o GE organismech, ale i pro
planovani strategii detekce a kvantifikace GMO, vcetné
GE rostlin. Pravé na aktualizaci dostupnych metod de-
tekce GE rostlin byla zaméfena druhd ¢ast prezentace.
Byly vybrany hlavné metody analyzy DNA, protoze je Ize
snadno implementovat v kontrolnich laboratofich. Dis-
kutovany byly pfinosy a limity polymerazové fetézové
reakce s restrikénim stépenim amplikon (PCR RFLP),
PCR s fluorescencni detekci v redlném case, analyza
kfivek tani PCR amplikond pomoci softwar( umozriuji-
cich HRM vyhodnoceni (High Resolution Melting), digi-
talni PCR, analytické pyrosekvenovani, vysokovykonné
sekvenovani (HTS) s pouzitim riznych metod oboha-
ceni. Nebyly opomenuty ani metody detegujici protei-
ny a metabolity (chromatografie LC-HRMS, LC-MS/MS
a hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF-MS). Zminéné
metody by mély poskytnout jasny piehled o moznos-
tech odhalovani organismi upravenych pomoci NBT
a poskytnout informovany néazor tvircim politik a kon-
trolnim organdm.

Prezentace Dr. Tomase Moravce (Ustav experimen-
talni botaniky Akademie véd CR v Praze) byla zamé-
fena na piiklady editaci genomu pomoci rostlinnych
geminivirl, zejména viru kadefavosti tabaku (Tobacco
rattle virus, TRV), ktery Ize do rostlin dopravit infekci
Agrobacterium tumefaciens ¢ PVX vektory pfiprave-
nymi z viru X bramboru. Geminiviry jsou rozmanitou
rodinou rostlinnych virG s cirkuldrni jednofetezcovou
DNA. Infikuji rozsahlou fadu rostlin, pfedevsim plevele,
plodiny a okrasné rostliny, ¢imz zpGsobuji ztraty v ze-
médélstvi a zahradnictvi po celém svété. Mimo pouZziti
upravenych rostlinnych virovych vektor( byla vysvétlena
i zajimavd GE metoda indukce transgennich vyhonkd
na rostlinach péstovanych v ptdé (tzv. de novo induc-
tion of meristems), ktera nezahrnuje in vitro regenera-
ci editovanych rostlin. Vektory pfipravené z rostlinnych
vird jsou vykonné, rychlé a efektivni nastroje pouzitelné
pro editaci rostlin, které nejsou zavislé na kultivaru mo-
difikované rostliny. Jejich aplikace byly zatim popsany
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u modelovych rostlin (tabak, husenicek apod.), dosud
v3ak nebyla prokazana uzite¢nost pouziti pfi modi-
fikaci plodin. Jejich pouiziti navic zatim stale vyZzaduje
bud transgenni rostlinu (napf. s Cas9) nebo krok zahr-
nujici tkanové kultury. Vyvoj téchto vektorl pro pouzi-
ti k upravé genomu zemédélskych plodin je zaméfen
na platformu, kterd by nevyZadovala kultivaci in vitro
a/nebo transgenni rostliny.

Dr. Roman Hobza z Biofyzikalniho ustavu AV CR
v Brné se své prezentaci zamyslel nad genetickymi
modifikacemi z pohledu zakladniho i aplikovaného
vyzkumu, a to jak v medicing, tak i v zemédélstvi. Ve vy-
zkumnych laboratofich je v poslednich letech pro edi-
tace nejcastéji pouzivana metoda CRISPR, ve firemnich
laboratofich jsou vysledky zavadéné do aplika¢ni praxe
Casto ziskavany editaci provadénou i pomoci nukleas
navadénych zinkovymi prsty (ZFN) ¢i TALE sekvencemi,
protozZe jsou schopné dosahnout vysoce ti¢inného spe-
cifického zasahu. Ve vyvoji jsou i CRISPR terapeutické
nastroje pro lécbu napf. dystrofii (Duchennova musku-
larni dystrofie, DMD) ¢i cystické fibrozy. Pokud jde
o editace rostlin, v minulosti byli hlavnimi hraci v jejich
vyvoji i aplikaci zastupci Sesti firem: Monsanto, DUPont,
Dow TDCC, Syngenta, BASF a Bayer (GMOs: The Big
Six). V soucasné dobé je je znamo vice nez 100 spo-
le¢nosti vyvijejicich editované rostliny, Zivocichy, lécivé
pfipravky i aplikujicich genové therapie. Nejcastéji jsou
provadény modifikace rostlinného genetického mate-
ridlu vedouci ke zvySené odolnosti vii¢i hmyzim skad-
ctim, herbicidlim a rostlinnym virGm. Viyvijeny jsou vsak
i rostliny/plodiny odolné k suchu nebo uréené k vy3si-
mu zachytu a uchovavani uhliku (ovlivnéni fotosynté-
zy). Velmi zajimava je aktivita firmy Cellectis, jejiz dce-
find spole¢nost Calyxt od roku 2010 pomoci GE metod
vyviji a poté péstuje zdravéjsi rostlinné slozky potravin.
V jejich portfoliu GE rostlin je s6ja s knokautem gen(
FAD2-1 A a FAD2-1 B vedoucich ke zvySeni obsahu mo-
nonenasycenych mastnych kyselin v oleji. Ve tfeti fazi
vyvoje je lépe stravitelna modifikovana vojtéska a pSe-
nice s vysokym obsahem vlakniny. Na zékladé dohody
mezi Minnesotskou univerzitou a firmou Cellectis jsou
vyuZivany patenty vlastnéné Minnesotskou univerzitou.
Calyxt zvolil hlavné TALEN® pro vyvoj svych potravi-
néiskych produktl, spole¢nost dale testuje nové tech-
nologie Upravy gend a vyviji nové metody a pfistupy
k upravé rostlinnych gend. V roce 2021 svou nabidku
modifikovanych rostlin rozsifila i o bioreaktor nazvany
BioFactory, coZ je produkéni systém schopny nepfietrzi-
té vyroby chemickych latek produkovanych rostlinnymi
bunikami. Vyzkumnici z Calyxt véfi, ze jejich produkéni
systém je schopen ulehdit a urychlit vyrobu sloucenin,
které jsou obtizné ziskatelné udrzitelnym zplsobem
nebo které nelze vyrobit pomoci jinych technologii,
jako je tfeba kultivace izolovanych rostlinnych bunék.

Na konci prezentace Dr. Hobza informoval o otevieni
brnénské Aplikacni laboratore pro zemédélské biotech-
nologie (spada pod Biofyzikélni ustav), jejiz je koordi-
natorem (vice info na https://laba.ibp.cz/).

Konferenci zakon¢il RNDr. Slavomir Rakousky s pre-
zentaci o NBT v SirSich souvislostech, ktera piehledné
shrnovala soucasny stav regulaci GE/GMO ve svété.
Jak je jiz vSeobecné znamé, v USA probihaji regula-

ce novych GMO/NBT organismi podle znaku, nikoliv
podle metody poutzité pfi jejich vyvoji. Kritéria pro de-
regulace GE rostlin v USA zahrnuji i rostliny pfipravené
GE technikami s opravou cilového zlomu dsDNA bez
pfitomnosti externé dodaného templatu (nehomolog-
ni spojeni konct, NHEJ), (ii) nahradu konkrétni baze
genomu rostliny, (iii) zavedeni genu, o némz je znamo,
ze se vyskytuje v genovém poolu rostliny nebo zména
v cilové sekvenci, ktera koresponduje se znamou ale-
lou daného genu nebo zndmé strukturalni varianté pfi-
tomné v genovém poolu a (vi) rostliny obsahujici kom-
binaci rostlina-znak-mechanizmus Gcinku jiz posouze-
ny APHIS a uznana za neregulovanou (“I am regulated”
process).

V EU podle rozhodnuti Soudniho dvora z cerven-
ce 2018 spadaji i organismy ziskané novymi technika-
mi mutageneze pod piedpisy o GMO. S tim nesouhla-
si mnoho ¢lenskych statl, zainteresovanych subjektt
(primysl, zemédélstvi, Slechtitelé, védci, atd.), naopak
jej uvitali zastupci ekologického zemédélstvi a aktivis-
té. V lednu 2022 oznamila Velké Britanie zjednoduseni
pravidel pro vyzkum a vyvoj GE rostlin, které umozni
odpoutat se v dané oblasti od EU legislativy a tim by
mélo dojit k urychleni vyzkumu, Slechténi a zavadéni
novych GE odrid. Velka Britanie si od tohoto kroku
slibuje, Ze by se do roku 2030 méla dostat do pozice
velmoci v udrzitelnosti zemédélstvi pratelskému ke kli-
matu a soucasné v uchovani biodiverzity.

EK publikovala v roce 2021 vysledky studie o posta-
veni novych genomickych technik podle prava Unie
(https://ec.europa.eu/food/system/files/2021-04/
/gmo_mod-bio_ngt_eu-study.pdf). Pro tuto studii jsou
«nové genomové techniky” (NGT) definovany jako tech-
niky, které jsou schopny zménit geneticky material or-
ganismu a byly vyvinuty po roce 2001, kdy byla defino-
vana soucasné platna EU legislativa o GMO. V zavérech
zpravy se mimo jiné konstatuje, Zze vyvoj biotechnologii
v kombinaci s nedostatkem definic klicovych termind
mohou vést k regulacni nejistoté. Nékteré z NGT rost-
linnych produktl maji potencial pfispét k cilim EU
Green Deal a zejména ‘Farm to Fork' a strategiim biodi-
verzity a cilim udrzitelného rozvoje. Néktefi zac¢astnéni
namitaji, Ze tyto benefity jsou hypotetické a dostupné
jinak neZ prostiednictvim biotechnologii. Konkrétné
organicky a trzni sektory preferujici vyrobky bez GMO.
Prezentace byla zakon¢ena tvahou, zda se EU vyrov-
na s druhou (posledni?) biotechnologickou Sanci, cela
konference pak pfijemnou diskusi.

Cil konference, seznamit Gcastniky s potencialem
NBT pro zemédélstvi a potravinovy fetézec a s jejich vy-
uzitelnosti v boji s klimatickou zménou, byl beze zbyt-
ku splnén. Prezentace jsou uvefejnény na strankach:
https://www.biotrin.cz/komentar-ke-konferenci-nbt-
-nadeje-v-boji-s-klimatickou-zmenou-aneb-zabrani-
-nbt-hladomoru/. Prezentace z prvniho ro¢niku konfe-
rence konané v roce 2018, na které byly predstaveny
mj. projekty v oblasti vyzkumu NBT v CR a praktic-
ké zkuSenosti s NBT ze zahranici, jsou dostupné na:
https://www.biotrin.cz/nbt-conference/.
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ODBORNE CLANKY

PREHLED METOD POUZIVANYCH PRO ZJISTENI
ZIVOCISNEHO PUVODU KREVNICH STOP

David Straka’, Alena Meledina’, Tatiana Anatolievna Smirnova'?, Stépanka Kuckova':
'WSCHT Praha, Ustav biochemie a mikrobiologie, 2PedF UK, Katedra chemie a didaktiky chemie;

kuckovas@vscht.cz

Uvod

Duilezitou soucasti forenznich biologickych véd je
identifikace plvodu podezielého krevniho vzorku.
V soucasné dobé je velky zajem nejen o schopnost roz-
lisit lidskou a zvifeci krev, ale i identifikovat Zivocisny
druh, z néhoz krevni skvrna pochazi. Identifikace Zivo-
¢iSného druhu z krevniho vzorku se vyuziva u automo-
bilovych nehod, u nelegélniho lovu zvitat, pfi kontrole
krve v dovoznich a vyvoznich pfistavech a u archeolo-
gickych nalezd.

Metody identifikace krevnich vzorku

V prvnim kroku pfi nalezu podezielé skvrny je zapo-
tiebi identifikovat, zda-li se jedna o krevni stopu ¢i ni-
koli. K tomuto tcelu se nejéastéji pouzivaji katalytické
barevné testy, které vyuZivaji pseudoperoxidasové ak-
tivity hemové skupiny hemoglobinu. Pseudoperoxida-
sova aktivita urychluje rozklad peroxidu vodiku, ¢imz
dochazi k oxidaci ¢inidla, které se zménou svého oxi-
dacniho stavu méni i svoji barvu. Jako chromogenni ¢i-
nidla se v ramci téchto test pouziva zna¢né mnozstvi
latek (Tab. I).

Vyhodou katalytickych testli je jednoduché poutziti,
velka citlivost (detekce v fadech ng) a moznost pouZiti
pfimo na misté Cinu. Testy jsou ovSem nachylné na vy-
skyt fale3né pozitivnich vysledk, proto se pouzivaji jen
jako ptedbéiné indikatory pfitomnosti krve, kterd musi
byt nasledné potvrzena'?.

Jako potvrzovaci testy se pouzivaji mikrokrystalické
testy, kdy se pod mikroskopem sleduje tvorba speci-
fickych krystald derivatd hemoglobinu, napf. heminu,
hemochromogenu ¢i hematinu. Mikrokrystalické testy
ovsem nejsou schopny rozlisit, zda se jedna o lidskou
¢i zviteci krev.

Vétsina metod, které jsou pouzivany pro identifikaci
ptvodu krevniho vzorku, vychazeji z rozpoznani druhu

ZivoCichl na zakladé rozdilnosti v aminokyselinovém
slozeni jejich hemoglobin(. Jedna se pfedevsim o me-
tody kapalinové chromatografie, Ramanovu nebo infra-
¢ervenou spektroskopii ¢i metody hmotnostni spektro-
metrie>”.

Vlyuzit hemoglobin jako identifika¢ni marker je vyhod-
né predevsim proto, zZe proteiny vykazuji zna¢nou sta-
bilitu. Sensabaugh et al.® prokazal biologickou aktivitu
proteint ve 20 let starych lyofilizovanych vzorcich krve,
40 let starych vzorcich pIné krve a v az 2000 let starych
rostlinnych semenech. Dale tvrdi, Ze agregaci bilkovin
vznikaji vysokomolekularni proteiny, ¢imz se bilkoviny
stavaji méné rozpustné a méné nachylné na odstrané-
ni vodou. Loy® déle ptedpoklada existenci elektrosta-
tickych interakci mezi ¢asticemi ptdniho jilu a krevni-
mi proteiny. Tim dochazi k ¢aste¢né izolaci krve, ptda
na krevni skvrné ochranuje proteiny pfed napadenim
mikroorganismy ¢i odstranéni krevni skvrny podzemni
vodou.

Mezi metody, které pro identifikaci krevniho vzor-
ku nevyuZivaji hemoglobin, patfi napi. DNA analyza
¢i imunochemické metody. V soucasné dobé je DNA
profilovani a nasledné porovnavani vysledkd s databa-
zemi nejhojnéji vyuzivand metoda identifikace plvodu
krevniho vzorku. Tato metoda je ovsem dost Casové
i finan¢né narocna, proto jsou velké snahy o objeveni
novéjsich, levnéjsich a rychlejsich metod™.

Stru¢ny prehled jednotlivych metod pouzivanych pro
identifikaci krevnich vzork a jejich vyhody a nevyhody
jsou uvedeny dale.

Imunochemické metody

Imunochemické testovani je oblibenou metodou pro
identifikaci zvifeciho druhu z krevni skvrny. Principem
této rychlé a citlivé metody je reakce antigenu se spe-
cifickou protilatkou, nejcastéji imunoglobulinem IgG.
Nicméné, pro spravny pribéh reakce je podminéna

Tabulka I. Piehled katalytickych barevnych test pouzivanych ke zjisténi pfitomnosti krve>.

Nazev testu Cinidlo Barvena zména
Benzidinovy test Benzidin Bez barvy — modra
o-tolidinovy test o-tolidin Zluta — modra/zelena

Kastleho-Meyertv test

Redukovany fenolftalein

Bez barvy — rlizova

Leukomalachitova zelen

Redukovana leukomalachitova zelen

Bez barvy — modro-zelena

Hemastix®

3,3'5,5"-tetramethylbenzidin

Oranzova — modra/zelena

Luminolovy test

Luminol

Bez barvy — modra
chemiluminiscence
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znalost a dostupnost specifické protilatky pro kazdy zvi-
feci druh. Dalsim limitujicim faktorem této metody je,
Ze tyto protilatky maji omezenou stabilitu™.

Nejvice pouzivanymi imunochemickymi metodami
pro identifikaci zvifecich druh@ z krevnich vzork( jsou
metody ELISA (enzymova imunoanalyza) a RIA (ra-
dioimunoanalyza).

Pouziti metody ELISA vykazuje vysokou specifitu, cit-
livost a nizky detekeni limit (v fadech nanogramt az
pikogram)™2. Navic pouziti této metody je pomérné
levné a da se pouzit pfimo na misté ¢inu. Je ovsem
nutné podotknout, Ze Uspésna detekce a identifikace
krevnich antigent zavisi na biologické aktivité vzor-
ku, citlivosti antiséra a citlivosti testovaného zvifeciho
druhu'®,

Mezi vyhody pii pouziti RIA metod patii vysoka spe-
cifita, citlivost a nizky detekéni limit'™. Lowenstein et al.
se zabyval identifikaci zvifat z krevnich skvrn pomoci
radioimunoanalyzy™. Studie byla provedena celkem
na 43 vzorcich, mezi které byly zahrnuty i kontrolni sle-
pé vzorky ¢ smési krve dvou rliznych zvifat. Tfi vzorky
vykazovaly falesné pozitivni vysledek, u Sesti vzorku
binarni smési krve byl identifikovan pouze jeden druh
zvitete ze smési. Zbylych 34 vzorkd bylo identifikovano
spravné.

Tato metoda je ovsem pomérné finan¢né naroc¢n4,
nese s sebou zdravotni rizika spojené s praci s radio-
aktivnimi nuklidy a nutnost likvidace radioaktivniho od-
padu™.

V dnesni dobé jsou imunochemické testy pouzivany
pfedevsim pro rozliseni mezi lidskou a zviteci krvi'™.
Hojné jsou také vyuZivany v potravinaistvi k odhalovani
padélani masa a masnych vyrobk( a pro kontrolu kva-
lity vyrobka'”,

DNA analyza
K identifikaci je pouzivdna analyza mitochondrialni

DNA, jelikoZ je ve vzorku obsazena ve vétsim mnoz-
stvi nez DNA nuklearni?®. Viysledky DNA analyzy jsou
nasledné porovnany s referen¢nim vzorkem ¢i s daty
v databazich (GenBank).

Nevyhodou této metody je oviem omezené pouzi-
ti v pfipadé archeologickych nalez. U molekuly DNA
star$i nez 10000 let hovofime o tzv. ancientDNA
(aDNA)?', u niz velmi ¢asto dochézi k degradaci mo-
lekul nukleové kyseliny. Mira poskozeni vzorku zavisi
na geografickém umisténi vzorku, intenzité UV zafeni,
teploté prostiedi a aktivité hmyzu a masozZravc(i??,
Vlivem téchto podminek dochazi k dvoufetézcovym
zlomdm v molekule DNA ¢i oxidativnim modifikacim
nukleotid(i. Postupem ¢asu dochazi ke zniceni vétsiny
molekul DNA?#%5, Dissing et al.?® se zabyval studii sta-
bility DNA molekul v krevnich skvrnach v réiznych pod-
minkach skladovani. Pfi uchovéavani vzorku pfi teploté
do 45 °C a relativni vlhkosti do 93 % uvadi amplifikova-
telnost DNA pouze v fadech mésicd.

DalSim moznym rizikem je kontaminace endogenni
aDNA exogenni DNA. Tato kontaminujici DNA muze
pochézet z bakterii, hub a z populace zivych lidi ¢i zvi-
fat (tzv. moderni DNA)?'?7. V tomto pfipadé je ddlezité
dodrzovani kontroly kontaminace, aby doslo k minima-
lizovani toho vlivu ¢i dokonce k jeho zabranéni?.

Ramanova a infracervena spektroskopie

Nespornou vyhodou téchto metod je moznost rychlé,
nedestruktivni analyzy, coz je vyhodné, zejména pokud
je k dispozici jen stopové mnozstvi vzorku?®3°. Dalsi vy-
hodou je mozZnost analyzy pfimo na misté ¢inu pomo-
ci pfenosnych Ramanovych a infracervenych spektro-
skop@®'.

Nevyhodu obou metod je ovSsem silné interference
signalu substratu se signadlem vzorku, pficemz signal
substratu, na kterém je krevni skvrna vytvorena, muze
byt i vyssi, nez je samotny signal biologického vzorku.
Pro eliminaci interference je doporucovano provadét
korekci ,baseline” spektra, tpravu vinové délky lase-
ru ¢i odecteni signalu homogenniho substratu. PouZziti

vrwr

strat heterogenni ¢i vykazuje fluorescencni aktivitu.5>'32

Kapalinova chromatografie a metody hmotnostni

spektrometrie
V soucasnosti jsou pro identifikaci krevnich skvrn

pouzivany metody kapalinové chromatografie (LC)
na reverzni fazi, metody hmotnostni spektrometrie
a kombinace obou pfistupd.

Studii rozliSeni zvitectho druhu z krevnich skvrn
a krevnich smési na LC s reverzni fazi proved| napfiklad
Espinoza et al.”. Tato studie byla provedena s krevnimi
vzorky asi 50 druhd zvifat ze 14 Celedi. Podle vysledk
je ziejmé, ze asi 50 % aminokyselinovych sekvenci a
a B fetézcl hemoglobinu je stalych, kdezto zbylych asi
50 % sekvenci prochazi neutralnimi substitucemi, coz
umoziuje rozdilnou retenci na koloné a tim i rozdilné
reten¢ni casy. Studie dokazuje moznost rozliseni jed-
notlivych zvifecich druhd pouzitim dané metody, kromé
jedinch celedi medvédoviti, kde nelze rozlisit jednotlivé
druhy v ramci Celedi.

Van Steendam et al. se zabyvala rozlisenim pGvodu
riznych krevnich vzorkd na pfistroji typu LC-ESI-Q-
-TOF (kapalinova chromatografie — ionizace elektro-
sprejem — kvadrupdlovy analyzétor — analyzator doby
letu). Jako identifika¢ni marker krevnich skvrn byla
opét pouzivana rozdilnost a a B fetézcl hemoglobinu
jednotlivych ZivociSnych druhl. Tato studie dokézala
rozlisit hovézi, lidskou a psi krev.

V diplomové praci** se podafilo rozlisit krev ¢lovéka,
husy, kocky, kura, psa, prasete a tura pomoci LC-ESI-
-Q-TOF a MALDI-TOF (matrici asistovanou laserovou
desorpci a ionizaci spojenou s analyzatorem doby
letu). Byly nalezeny charakteristické hodnoty m/z (pro
MALDI-TOF MS) a aminokyselinové sekvence (pro LC-
-ESI-Q-TOF). V praci se také testovaly rizné podminky
Stépeni neupravované a delipidované krve enzymem
trypsinem, a to pfitomnost organického rozpoustédla
isopropanolu o riznych koncentracich. Tento zptsob
identifikace ZivociSného plivodu krve ma fadu vyhod,
napi. je mozné mezi laboratofemi sdilet zjisténé cha-
rakteristické hodnoty a cela analyza a vyhodnoceni je
relativné rychlé a snadné.

Zaver

V soucasné dobé existuje bohatd nabidka rGznych
bioanalytickych metod, kterymi Ize ur¢it Zivocisny ptivod
krve. Vétsina z téchto metod vykazuje fadu nedostatki,
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které ale dokazi prekonat pokrocilé techniky hmotnost-
ni spektrometrie. Napfiklad pomoci MALDI-TOF MS
a LC-ESI-Q-TOF lze rozlisit jednotlivé zvifeci druhy na
zékladé rozdilného proteinového sloZeni krve. Uvedené
metody hmotnostni spektrometrie vyuzivaji charakte-
ristické hodnoty m/z nebo aminokyselinové sekvence
krevnich proteind, které umoznuji snadnou a rychlou
identifikaci Zivocisného plvodu krevnich vzorkl a jsou
pfenosné mezi laboratofemi.
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Straka D., Meledina A., SmirnovaT. A., Ku¢kova $.: Pfehled metod pouZivanych pro zjisténi Zivocisného piivodu krevnich stop
Zatimco zjisténi, jestli podezield skvrna muze byt krevni stopa je dnes jednoduse vyfeSeno pomoci katalytickych barevnych testd, otézka
uréeni Zivocisného plvodu krve stale neni uspokojivé vyfesena, ackoliv se ji pokousi zodpovédét cela fada analytickych metod. V soucas-
né patii mezi nejpopulérnéjsi metody hmotnostné spektrometrické techniky, které v sobé skryvaji zna¢ny potencial.
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Straka D.','yMeledina A., Smirnova T.A., Kuckova $.: Overview of methods used to determine the animal origin of blood traces
While determining whether a suspected stain may be a trace of blood is now easily solved using catalytic colour tests, the question of
determining the animal origin of blood is still not satisfactorily resolved, although a number of analytical methods attempt to answer it.
Currently, one of the most popular methods are mass spectrometric techniques, which show considerable potential.
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HOUBA Monascus A JEJi METABOLITY

Husakova Markéta' a Patakova Petra’

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha; petra.patakova@vscht.cz

Vldknita houba Monascus patfi mezi mikromycety a je
znama piedevsim v nékterych zemich jihovychodni
Asie, napfiklad v Cing, Taiwanu, Japonsku a na Filipi-
nach. Po staleti se zde vyuziva v potravinafstvi k bar-
veni potravin, vyrobé ryzového vina a octa a také v li-
dové mediciné (nyni jako doplnék stravy). Nejcasté;ji je
houba Monascus péstovana na ryzovych zrnech, kdy
vysledkem kultivace je tzv. ¢ervena fermentovana ryze.
V Evropskeé unii, potazmo i v Ceské republice je povole-
no prodavat doplnék stravy, obsahujici tuto ryzi a pou-
Zivat zdravotni tvrzeni ,Monakolin K z ¢ervené fermen-
tované ryze pfispiva k udrzeni normalni hladiny choles-
terolu v krvi”'. Podminkou vsak je vyhovéni limitu pro
maximalni koncentraci mykotoxinu, citrininu, v tomto
vyrobku 100 pg/kg?. Citrinin totiz mdze byt nékterymi
kmeny houby Monascus za vybranych podminek také
vytvaren. V Asii se prasek z c¢ervené ryze nebo extrakt
z mycelia této houby pfidava jako barvici prostiedek
do rlznych potravin jako jsou masné vyrobky nebo
cukrovinky. Specialné pfipravena ¢ervena fermentova-
na ryze se také pouziva jako inokulum a zdroj enzyma
(tzv. koji nebo qu) k produkci ryzového vina, palenky
nebo octa.

Rod Monascus je pfibuzny rodu Aspergillus i Peni-
cillium, nejzndmé;jsi jsou jeho druhy, tvofici pigmenty,
fazené do sekce Rubri, konkrétné Monascus purpu-
reus, Monascus pilosus a Monascus ruber®. Tyto dru-
hy pafi mezi homothalické, saprofytni houby, které se
rozmnozuji nepohlavné konidiemi a pohlavné pomoci
askospor. Asky, ve kterych jsou askospory ulozené, jsou
sdruzené po nékolika do kulovych plodnic, kleistothe-
cii* (Obr. 1). Houbu miZeme zafadit mezi saprofytni
organismy, schopné vyuZivat jak respira¢ni tak fermen-

Obr. 1: Plodnice (kleistothecia) houby Monascus sp. pod mikroskopem (zvétSeni

400x)

tativni katabolické drahy a vytvaiet etanol, organické
kyseliny a sekundarni metabolity podle typu kultivace
a pouzitého kmene. Pro péstovani houby Monascus je
mozné vyuZit rizné mono-, di- a polysacharidové sub-
straty jako je glukosa, sacharosa nebo skrob a kultivaci
je mozné provadét v Sirokém rozmezi pH (2 az 8)5. Vy-
uziva se nejen tradi¢ni kultivace na pevném substratu,
ale i kultivace v kapalném médiu.

Mycelium houby Monascus byva napadné cervené
zbarvené, coz je dano produkci sekundérnich metaboli-
td, oligoketidovych pigmentd. Tyto pigmenty se rozlisuji
podle zbarveni na Zluté, oranzové a ¢ervené a jsou tvo-
feny pfi polyketidové biosyntéze. Zékladni cast struk-
tury pigmentd je vysledkem enzymové syntézy, kataly-
zované polyketid synthasou typu |, pfi které se jako za-
kladni stavebni jednotky vyuZivaji acetyl-CoA, malonyl-
-CoA a S-adenosylmethionin. Tato zakladni struktura je
dotvafena dal$imi enzymy a je k ni pfidavan postranni
fetézec mastné kyseliny®. Takto jsou syntetizovany Zluté
pigmenty (ankaflavin a monascin) a oranzové pigmen-
ty (rubropunktatin a monascorubrin), zatimco ¢ervené
pigmenty vznikaji neenzymové, chemickou reakci oran-
Zovych pigmentl a latek s priméarni aminoskupinou
(napt. aminokyselin) za vhodného pH. Barevnych latek,
vznikajicich jak biosynteticky tak chemickymi reakcemi,
bylo z rGznych kmen® houby Monascus, kultivovanych
za rliznych podminek, izolovano vice nez 100"

Kromé pigment mohou byt tvofeny za urcitych pod-
minek vybranymi kmeny i dal3i sekundarni metaboli-
ty. Jednim z nich je monakolin K, latka se statinovou
aktivitou, kterd je kompetitivnim inhibitorem de novo
syntézy cholesterolu. Dalsi takovou latkou je mykotoxin
citrinin. Jak monakolin K, tak citrinin také patfi mezi
polyketidy®°. Produkci nezadou-
ciho mykotoxinu, citrininu, Ize
eliminovat nebo alespon snizit
vybérem kmene a také vhod-
nych kultiva¢nich podminek.

U pigmentl tvofenych hou-
bou Monascus byly popsany
rtzné biologické aktivity jako je
antimikrobni, protizanétliva, an-
tikancerogenni, antidiabetické
a dalsi®. Tyto aktivity, popsané
rznymi autory, je dosti obtizné
srovnavat mezi sebou vzhledem
k r@znym podminkam pouzi-
tych testl a také vzhledem k vy-
uziti komplexnich, nedostatec-
né charakterizovanych extraktd
k témto testim. Zda se v3ak ne-
sporné, zZe urcitou biologickou
aktivitu tyto sekundarni meta-
bolity maji.

Jednim z moinych vyuZiti
pigmentl z houby Monascus
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je barveni masnych vyrobkl, kde by mohly nahradit
dusitanové soli (kombinace NaNO,/NaNO; a NaCl),
podezielé z kancerogenni aktivity. Dlvodem pfidav-
ku dusitanovych soli do masnych vyrobk( je potlace-
ni kliceni spor Clostridium botulinum a také dosazeni
atraktivni barvy vyrobku pfi vzniku rdzového komplexu
nitroso myoglobinu. Pigmenty z houby Monascus v po-
dobé extraktu z cervené fermentované ryze byly pro-
to testovany v modelové studii zaméfené na potlaceni
kliceni bakteridlnich spor, pficemz bylo prokazéano, Ze
podobné jako dusitany a dusi¢nany, maji v kombinaci
s kuchyniskou soli (NaCl) schopnost zabranit kliceni jak
sporam Clostridium beijerinckii tak Bacillus subtilis™.
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Husakova M., Patakova P.: Houba Monascus a jeji metabolity

Rod vldknitych hub, Monascus, se vyuZiva v asijskych zemich v potravinaiském priimyslu, zatimco v Evropé je malo znamy. Cilem pub-
likace je stru¢né seznameni s houbami tohoto roduy, jejich rozmnozovanim, vyuZitim, produkci sekundérnich metabolitt a s vybranymi
biologickymi aktivitami téchto metabolitd.

Klicova slova: Monascus, ¢ervena fermentovana ryze, polyketidy

Summary

Husakova M., Patakova P.: Monascus and its metabolites

The genus of filamentous fungi, Monascus, is used in Asian countries in the food industry, while it is little known in Europe. The aim
of this publication is to provide a brief introduction to the fungi of this genus, their reproduction, utilization, production of secondary
metabolites and selected biological activities of these metabolites.
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Campylobacter spp.

Bakterie rodu Campylobacter jsou gramnegativni
tenké spiralovité mikroaerobni bakterie Zijici v podobé
komenzalnich mikroorganism@ v prostiedi gastroin-
testinalniho traktu teplokrevnych Zivocich(, predevsim
domaci drlbeze, divokého ptactva a rlznych druhd
savcl'23. U lidi mize vstoupit do stfevni epitelidlni vrst-
vy, coZ ma za nasledek akutni gastrointestinalni one-
mocnéni zndmé jako kampylobakterioza. Nejcastéjsim
ptvodcem kampylobakteriézy je C. jejuni, patogenni
jsou vsak i dalsi termofilni druhy Campylobacter spp.,
a to C. coli, C. lari, C. hyointestinalis, C. fetus a C. upsa-
liensis'. \le vétsiné symptomatickych pfipadl se kampy-

lobakterioza projevuje v podobé lehké gastroenteritidy,
ktera se vyznacuje horec¢kou, zvracenim a bolestmi hla-
vy, po nichZ dochézi k bolestem bficha doprovazenych
vodnatym prijmem, ktery méze obsahovat krev*. Nej-
vyznamnéjsi komplikaci prodélané infekce je Guillain-
-Barrého syndromd, coz je zanétlivé autoimunitni one-
mocnéni postihujici periferni nervovou soustavu, nebo
Miller-Fischerdv syndrom a reaktivni artritida®’.
Kampylobakteriéza je celosvétové nejrozsifenéjsim
alimentarnim onemocnénim c¢lovéka®. Podle EFSA bylo
v EU v roce 2020 potvrzeno celkem 120946 piipadu
kampylobakteriézy. Mezi zemé s nejvy3sim vyskytem
patfi, stejné jako v pfedchozi letech, Ceska republika
s 163,8 piipadll na 100000 obyvatel. V uplynulych le-
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tech 2016 — 2019 bylo v3ak evidovano pfipadli téméf
dvakrat vice, coz Ize ¢astecné vysvétlit zavadénim opat-
feni proti pandemii COVID-19°.

Pies vysokou celosvétovou prevalenci C. jejuni je tato
bakterie povazovéana za kiehky a naro¢ny organismus.
Laboratorni experimenty ukazaly, Ze je relativné citlivy
na vlivy okolniho prostiedi, jakymi jsou nizka teplota
(C. jejuni se neni schopen rozmnozovat v teplotach
pod 30 °C), zvySena koncentrace kysliku (C. jejuni se
nejlépe rozmnozuje v atmosféfe obsahujici 5 % kysli-
ku, 10 % oxidu uhli¢itého a 85 % dusiku), osmoticky
stres a pouZiti dezinfek¢nich prostiedkd'™"'2'3, Navzdo-
ry tomu prokazana pfitomnost C. jejuni v rtiznych vod-
nich systémech (vodovodni i moiska voda, soukromé
studny, feky, atd.) naznacuje, ze C. jejuni mulze pieZi-
vat v celé fadé zdanlivé nepfiznivych podminek pro-
stfedi'®.

Z toho vyplyv4, ze bakterie vyvinula strategie, jak se
vyhnout nebo odolavat témto nepfiznivym podminkam
mimo hostitele. Jednou z moznosti je vyuZiti potencial-
niho rezervoéru v Zivotnim prostredi. Vzhledem k tomu,
Ze jsou améby pfirozené odolné vici riznym vnéjsim
podminkam, které jsou pro Campylobacter spp. smr-
tici, mohou byt vhodnym hostitelem zvySujicim Zivo-
taschopnost této jinak citlivé bakterie. Oba tyto organis-
my navic plsobi ve shodném ekologickém prostiedi'®.

Acanthamoeba spp.

Acanthamoeba spp. patii mezi nejcastéji se vysky-
tujici prvoky v Zivotnim prostiedi'®". Jsou v podstaté
viudypfitomné, vyskytuji se jak v ptidé, tak ve vodnim
prostiedi, kde se Zivi pfedevsim mikroorganismy’’.
Byly izolovany z Siroké Skaly zdrojd, jako jsou vefej-
né vodovody, bazény, balena voda, ventila¢ni kanaly,
puda, ale také z chirurgickych nastrojii a kontaktnich
Cocek?021222324 Doposud bylo identifikovano vice nez
24 rdznych druh@ Acanthamoeba spp., z nichz vétsina
byla spojena s lidskymi infekcemi?. Akantaméby byly
izolovany z rGznych casti téla, véetné lézi lidské kaze,
rohovky a plicni tkéné?27. Nejcastéji izolovanymi druhy
zpUsobujicimi lidské infekce jsou Acanthamoeba cas-
tellanii a Acanthamoba polyphaga. Je znémo, Ze u lidi
zpuUsobuji dvé riznd onemocnéni: granulomatozni
amébovou encefalitidu nejastéji diagnostikovanou
u imunokompromitovanych jedinct, a amébickou ke-
ratitidu?®2°,

Améby maji ve svém zZivotnim cyklu dvé stadia: aktiv-
ni trofozoitové stadium, ve kterém projevu;ji vegetativni
rGst, a dormantni stadium cysty s minimalni metabo-
lickou aktivitou, do kterého prechazeji, kdyz jsou v ne-
pfiznivém prostiedi*®. Cysta s dvojitou sténou je vysoce
odolna vaéi chloru, antimikrobidlnim a dezinfekénim
prostiedklim, zménam pH a osmolarité.

Kromé toho se ukazalo, Ze cysty mohou pfiezit zahta-
ti az na 95 °C a teploty pod 10 °C. KdyZ jsou podmin-
ky prostiedi pfiznivé, mizZe se améba z cystické formy
vrétit do svého trofozoitového stadia. Améby obsahuji
jednu nebo vice kontraktilnich vakuol, zaZivaci vakuo-
ly, lysozomy a vakuoly obsahujici glykogen3'32333435,
Soucasti jejich buné¢né membrany jsou vybézky zvané
akantopodie, které améba pouziva k pohybu, k zachy-

ceni kofisti a také k uchyceni k povrchu. Kofist je pak
pohlcena endocytdzou a smérovana do potravnich va-
kuol, kde améba uvoluje travici enzymy?.

Nékteré bakterie jsou vsak schopny zabranit své de-
gradaci v amébéach a navazat s ni symbioticky vztah.
Vyznam interakci mezi amébou a bakteriemi byl poprvé
podrobné popséan T. J. Rowbothamem na zacéatku 80.
let. Ten zjistil, Ze Legionella pneumophila (ptvodce le-
gionaiské nemoci) muze vyuzit amébu k ochrané, ¢imz
zajistuje své preZiti za nepfiznivych podminek3s. Jiné
bakterie, které mohou s amébou podobné interagovat,
zahrnuji druhy Listeria monocytogenes®, Mycobacteri-
um spp.*® a mnoho gastrointestinalnich patogend, ja-
kymi jsou napf. Vibrio cholerae*#, Salmonella spp.?,
Shigella spp.** a Campylobacter spp.**.

Interakce mezi Acanthamoeba spp.
a Campylobacter jejuni

Na téma interakci améb s kampylobaktery bylo pub-
likovano nékolik ¢lankd s ponékud rozpornymi vysled-
ky. Obecné plati, ze schopnost prezivani Campylobac-
ter jejuni se v piitomnosti Acanthamoeba spp zvySuje.
Neni viak jasné, jakym mechanismem k tomuto posile-
ni Zivotaschopnosti dochazi.

| kdyz vétsina vyzkum( uvadi, Ze C. jejuni je schopen
prezivat uvniti améb?#454647484950 nékteré udavaji, ze
bakterie pfeZiva jako asociovana k buné¢nému povr-
chu, tedy mimo samotnou bunku32535455,

Tyto rozporné vysledky Ize vysvétlit pouzitim rGznych
izolatl Campylobacter jejuni a rliznych druht Acantha-
moeba spp., pfipadné odliSnymi metodologiemi vyzku-
mu.

V roce 2005 bylo poprvé uveiejnéno, zZe bakterie
C. jejuni je schopna infikovat A. polyphaga in vitro
a mlze se mnoZzit uvnitf tohoto hostitele®. Autofi pub-
likace se zaméfili na prezivani rGznych kment C. jeju-
ni uvnitf bunék améb pfi teplotach od 4 °C do 30°C
a na jejich rozmnozovani pfi 37 °C béhem kultivace
spole¢né s A. polyphaga. Interakce mezi organismy
pak byla sledovana pomoci mikroskopu s fazovym kon-
trastem. Ctyfi rizné kmeny C. jejuni byly schopny agre-
govat na urcitych mistech bunécné stény A. polypha-
ga, coz potvrdilo schopnost bakterii pfilnout k tomuto
hostiteli. Kromé toho po inokulaci byly nalezeny zivé
a pohyblivé bakterie uvniti vakuol ve viech testovanych
teplotach. Autofi vyvodili zavér, ze si bunky C. jejuni
zachovaly Zivotaschopnost béhem podstatné delsiho
obdobi, kdyz se nachézely uvniti vakuol améby, nez
kdyz byly samotné v kultivacnim médiu. Obecné z vy-
sledkd vyplyva, Ze pfi nizké teploté (typické pro pfirodni
vodni zdroje) je C. jejuni schopen pronikat do améb
a zachovavat si v nich Zivotaschopnost.

Nasledné byla popsana metoda spole¢né ko-
-kultivace  Acanthamoeba-Campylobacter*®.  Cilem
tohoto vyzkumu bylo zjisténi kinetiky rdstu rGznych
druh@ Campylobacter spp. pfi jejich spole¢né kultivaci
s A. polyphaga. Podle autord byly veskeré kmeny Cam-
pylobacter spp. schopny dostat se dovniti bunék proto-
zoi béhem 24 hodin, kde se déale mnozily.

Stejna skupina védct provedla dalsi experiment,
ve kterém spole¢né kultivovali A. polyphaga a C. jeju-
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ni v mléce a v dzusu®. Spolecna kultivace prodlouZzila
dobu pfezivani bakterii v obou médiich, pficemz nej-
vyraznéjsi ucinek byl pozorovan u stavy uchovavané pii
pokojové teploté.

Ve dvou publikacich z roku 2010 byly uveiejnény tda-
je o vlivu pfirozeného stresu na vzdjemné pUsobeni
mezi C. jejuni a A. polyphaga. Axelsson-Olsson a dal-
$i zkoumali, zda ma internalizace C. jejuni do A. poly-
phaga vliv na schopnost bakterii pfezivat v nizkém pH.
Vysledky ukazaly, ze kdyZ se buriky C. jejuni kombino-
valy s A. polyphaga v kyselém prostiedi, bakterie piezi-
valy neobvykle dlouho i ve velmi nizkém pH (20 hodin
v prostfedi s pH 4 a 5 hodin pfi pH 2). Inkubace C. jeju-
ni spolu s A. polyphaga tedy zvysuje jeho Zivotaschop-
nost oproti kultivaci v samotném kultiva¢nim médiu+’4e.

Baré a dalsi se ve svém vyzkumu zaméfili na vliv tep-
loty a kysliku na vzajemné plsobeni rlznych kmend
C. jejuni a jiného zastupce Acanthamoeba spp., a to
A. castellanii. Pro testovani schopnosti nékolika kment
C. jejuni piezivat a replikovat se v tomto hostiteli byly
ko-kultury inkubovéany za aerobnich a mikroaerobnich
podminek pfi 25 a 37 °C po dobu 2 tydnd. Vysledky
ukazaly, ze ko-kultivace nezvy3ovala populaci C. jejuni,
ale vedla pouze k pomalejsimu poklesu Zivotaschop-
nosti. U kampylobakter( doslo také ke zlepSeni dlou-
hodobého piezivani (az o 6 dni), zejména za mikroae-
robnich podminek. Pfi pokusech na kulturach ziskanych
pfi teploté 25 °C v aerobnich podminkach byly pomoci
konfokalni laserové skenovaci mikroskopie pozorovany
buriky C. jejuni spojené s burikami améb jiz po 30 mi-
nutach inkubace®'.

Experimenty s lidskymi epitelialnimi  burikami
a C. jejuni prokazaly, ze bakterialni Zivotaschopnost je
dalezita pro proniknuti do buriky hostitele, coz vedlo
Olofsson a dalsi ke zkoumani, zda bakterie musi byt
zivotaschopné také pro internalizaci do améby. Bakteri-
alni suspenze s Zivymi a tepelné inaktivovanymi kmeny
C. jejuni 81-176 byly pfidany do kultury A. polyphaga
a byly inkubovany pfi pokojové teploté po dobu 1 az
96 hodin. Pro kvantifikaci adherovanych a internali-
zovanych bunék C. jejuni byl pouZit kit pro detekci
bakterialni Zivotaschopnosti. Pro stanoveni intracelu-
larni lokalizace C. jejuni v A. polyphaga byly bakterie
a amébové lysozomy obarveny roztokem CTC (5-kya-
no-2,3-ditolyl tetrazolium chlorid) a dextranu. Vysledky
ukazaly, Ze béhem spole¢né inkubace s A. polyphaga
byly internalizovany Zivotaschopné i tepelné usmrcené
bakterie, ale Ze kinetika internalizace a celkovy pocet
internalizovanych bakterii byly vy3si u pravé bakterii
zivotaschopnych. Co se tyce jejich lokalizace, zpocat-
ku byly bakterie pfitomny jak v netrévicich, tak v travi-
cich vakuolach, ale s postupem ¢asu se Zivotaschopné
bakterie nachazely ve vy3$sich mnozstvich v netravicich
vakuolach. Inaktivované bakterie byly vétSinou shroma-
zdovany v jedné velké travici vakuole uvniti améby, ¢as-
to umisténé pobliz membrany, zatimco Zivotaschopné
bakterie byly pfevazné lokalizovany v malych vakuolach
distribuovanych po celé amébé, kde byly bakterie pev-
né zabaleny. Autofi dospéli k zavéru, Ze zZivotaschopné
i tepelné usmrcené bakterie byly zpracovény pro degra-
daci v kyselych vakuolach, ale Zivotaschopné bakterie
jsou schopny se této degradaci vyhnout*.

Opakem vy3se uvedenych nazor( je, Ze bakterie jsou
schopny piezivat ve spole¢né kultufe jen extracelular-
né, a nikoli uvniti améby. Téméf viechny souvisejici
experimenty v3ak byly provedeny vyhradné s A. cas-
tellanii, coz mohlo zpUsobit rozdil ve vysledcich. Jeden
z vyzkum0 byl proveden Buim a dalSimi v roce 2011
a byl zaméfen na zachovani Zzivotaschopnosti C. jeju-
ni uvniti bunék A. castellanii pfi teploté 25 °C a 37 °C
v aerobnich podminkéch. Pokus byl provadén s pfidav-
kem gentamicinu, ktery inhiboval veskeré extracelularni
bakterie. Bunky byly nasledné pozorovany konfokalnim
mikroskopem, ktery umoziiuje zobrazeni intracelular-
niho prostoru améb. lhned po o3etieni gentamicinem
(0 hodin) bylo pfi 25 °C vyznamné procento pohybli-
vych bakterii internalizovano uvniti vakuoly. Avsak po
5 a 24 hodinach po osetfeni gentamicinem se pocet
internalizovanych bakterii vyznamné snizil. Vypada to,
ze ackoli bakterie zlstavaji intracelularné Zivotaschop-
né po dobu 5 hodin, nakonec se ve vakuolach rozpad-
nou. Stejny experiment byl proveden pfi 37 °C, kdy vsak
po 24 hodinach od oSetieni gentamicinem nebyly po-
zorovany zadné internalizované buriky C. jejuni®*.

Méreni koncentrace rozpusténého kysliku v kultiva¢-
nim médiu ukézalo, Ze v pribéhu kultivace A. caste-
llanii dochazi k poklesu hladiny kysliku, a to nezavisle
na pfitomnosti C. jejuni. Tato modifikace patrné nasled-
né podporuje prezivani a reprodukci C. jejuni.

Dal3i vyzkum Buiho a spol. byl zaméfen na zkoumani
uc¢inku rdznych environmentalnich stresti na absorpci
a intracelularni prezivani C. jejuni v A. castellanii**. Tes-
tovany byly vlivy teploty, nizkého obsahu Zivin a oxidac-
niho a osmotického stresu. A. castellanii byla kultivova-
na spole¢né s buiikami C. jejuni, které byly nejprve vy-
staveny rGznym stresovym podminkam. Spole¢né kul-
tury byly poté inkubovany po dobu 3 hodin pfi 25 °C za
aerobnich podminek a intracelulérni preziti bylo sledo-
vano lyzi améb v ¢ase 0, 5 a 24 hodin po oSetieni gen-
tamicinem. Pocet vnitrobunéénych bakterii ziskanych
po 5 hodinach od o3etieni byl nizsi u hladovéjicich,
tepelné oSetfenych a osmoticky stresovanych bakterii
nez u kontrolniho vzorku, zatimco oxida¢ni stres nemél
zadny vliv. Pfestoze obé studie naznacuji, ze C. jejuni
nemUze prezit uvniti améby déle nez 5 hodin, i kratka
doba, kdy si C. jejuni mGze zachovat Zivotaschopnost
uvniti tohoto hostitele, mize stale zvySovat riziko infek-
ce ¢lovéka.

Mimobunécné prezivani C. jejuni v pfitomnosti
A. castellanii bylo také potvrzeno studii Dirkse a Quin-
lanové>. Buriky A. castellanii byly smichany s burikami
C. jejuni NCTC 11168, poté byly inkubovany po dobu
2 hodin pfi pokojové teploté a osetfeny gentamicinem.
Integrita améb byla potvrzena trypanovou modfi. Vy-
sledky prokazaly, ze v nékterych kokulturach s A. cas-
tellanii byly naméfeny vyssi bakteridlni pocty (56 %
spole¢nych inkubaci), coz naznaduje internalizaci bak-
terii a ochranny Gc¢inek améby, zatimco u nékterych
kokultivaci nebyly detekovany zadné Zivotaschopné
bakterie, a tudiz zadny ochranny tcinek améby (39 %
spole¢nych inkubaci). Tyto vysledky se tedy lisi od vy-
sledkd nékolika pfedchozich studii, které ptedpokla-
daly, Ze internalizace je konstantni jev. ProtoZe vsak
ve velkém poctu experimentl autofi skute¢né proka-
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zali obnoveni C. jejuni po oSetfeni gentamicinem, tato
studie podle naseho nazoru potvrzuje moznost intra-
celuléarniho pfteziti C. jejuni v Acanthamoeba, a nikoli
pouze extracelularni preZiti.

Zavér

Z vy3e uvedeného vyplyva, ze pfezivani kampylobak-
terd se v pfitomnosti améb zvySuje, i kdyz zatim neni
jasné, zda k ochranné interakci dochazi intracelularné
nebo extracelularné. | kdyby Campylobacter spp. z0-
staval v amébé Zivotaschopny pouze po omezenou
dobu, stéle se jedna o epidemiologicky vyznamné ri-
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Souhrn

Shagieva E., Demnerova K., Michova H.: Interakce Campylobacter jejuni s Acanthamoeba spp.

Campylobacter jejuni je dlouhodobé oznacovan jako nejcastéjsi plivodce potravinami pienasenych gastroenteritid. Nejvyznamnéjsimi
zdroji infekce jsou nedostatec¢né tepelné upravené driibezi maso a kontaminovana voda. Tyto mikroaerobni bakterie jsou vétsinou cit-
livé vigi stresu. Nicméné v nékterych pfipadech jsou schopny odoléavat nepfiznivym podminkdm a dlouhodobé perzistovat v okolnim
prostiedi ¢i v hostiteli bez ztraty Zivotaschopnosti nebo virulence. Nékteré studie naznacuji, Ze pfenosu a prezivani tohoto bakterialniho
patogena mohou napomahat volné Zijici protozoa rodu Acanthamoeba. Je zdokumentovéno, Ze améby zastavaji roli hostitele pro rGizné
patogenni bakterie, véetné C. jejuni, které chréani pied drsnymi podminkami prostfedi. Nicméné molekularni mechanismy podilejici se
na interakcich mezi bakteriemi a Acanthamoeba spp. nejsou dobfe znamy. Zatimco nékteré studie naznacuji schopnost C. jejuni piezi-
vat uvnitf prvokd, jiné publikace uvadéji pouze extracelularni zplisob pieZivani. U¢elem tohoto ptehledu je shrnuti aktualnich znalosti
o C. jejuni a Acanthamoeba spp., a o jejich vzdjemnych vztazich.

Klicova slova: Campylobacter jejuni, Acanthamoeba spp., vodni prostfedi

Summa

ShagievarEy.. Demnerova K., Michova H.: Interaction of Campylobacter jejuni with Acanthamoeba spp.

Campylobacter jejuni is continuously ranked as the most common cause of foodborne gastroenteritis. The most important sources
of infection are undercooked poultry meat and contaminated water. This microaerobic bacterium is generally sensitive to stress. Howe-
ver, in some cases, it is able to withstand harsh conditions and persist in the environment or in a host for a long time without the loss
of viability or virulence. Some studies suggest that protozoa of the genus Acanthamoeba may contribute to the transmission and survival
of this bacterial pathogen. It is known that this amoeba hosts various pathogenic bacteria, including C. jejuni, protecting them from harsh
environmental conditions. However, the molecular mechanisms involved in interactions between bacteria and Acanthamoeba spp. are
not well known. While some studies suggest C. jejuni can survive within the protozoa, other publications report only extracellular survi-
val. The purpose of this review is to summarize current knowledge about the relationship of C. jejuni and Acanthamoeba spp.
Keywords: Campylobacter jejuni, Acanthamoeba spp., aquatic environment

VYUZITi PLYNOVE CHROMATOGRAFIE
S OLFAKTOMETRICKYM DETEKTOREM PRO ANALYZU
VONNYCH LATEKV POTRAVINACH

Iveta Sistkova, Martina Malkova, Helena Ciikova
Ustav konzervace potravin, Fakulta potravindiské a biochemické technologie,
Vysoka skola chemicko-technologickd v Praze; iveta.sistkova@vscht.cz

Uvod

Prvnim krokem pro celkové hodnoceni jakékoliv po-
traviny, at uz jeji vizualni, chutové ¢i ¢ichové piijatelnos-
ti; zjisténi senzorického defektu potraviny; nebo porov-
nani, zda je potravina senzoricky shodna se standar-
dem (kvalitativné i kvantitativné) je senzoricka analyza.
Vysledky senzorické analyzy, jako je popis a intenzita
vnimani viné, chut ¢i pachu, hraji klicovou roli v na-
sledné cilené instrumentalni analyze. V dnesnim svété
modernich technologiich Ize kromé klasické senzorické
analyzy vyuzit pro senzorické hodnoceni viiné a chuti

i moderni analytické metody s rGznymi typy snimacd
jako je elektricky nos ¢i jazyk nebo spojit instrumental-
ni a senzorickou analyzu v jedno, ¢imz ziskéme metodu
plynové chromatografie s olfaktometrickym detekto-
rem (GC-0).™

Pojmy jako olfaktometrie, olfaktometr, olfaktogram
maji zaklad z latinského olfacto (Cichat), olfactus (Cich).
Slovnik pro senzorickou analyzu® definuje olfaktometrii
jako méfeni odezev posuzovatell na cichovy podnét
a pojem olfaktometr jako pfistroj pouzivany k predlo-
Zeni Cichového podnétu posuzovatel@im za reproduko-
vatelnych podminek.
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Olfaktometrickou analyzou ve spojeni s plynovou
chromatografii je mysleno vyuZziti lidského cichu k de-
tekci latek vychazejicich z chromatografické kolony.
Jednoduse feceno, GC-O znamend pouziti lidského
nosu jako GC detektoru.

Tento pfispévek ma za cil seznamit ¢tenafe s moz-
nostmi vyuZiti metody GC-O pro analyzu vonnych té-
kavych latek v potravinach porovnani instrumentalni
metody GC-O s klasickou senzorickou analyzou.

Predstaveni GC-0

Pouze nékteré tékavé latky pfispivaji k vini napojt
a jidla a vliv jednotlivych latek na celkovy profil viiné
je velmi rozdilny. Slou¢eniny vyskytujici se ve stopo-
vych koncentracich maji nezfidka vétsi vliv na senzoric-
ké vlastnosti vyrobku nez ty, vyskytujici se ve vysokych
koncentracich. Analyza vzorkd pomoci plynové chro-
matografie s olfaktometrickym detektorem (GC-O) ma
za cil urcit mezi tékavymi latkami vzorku latky senzoric-
ky aktivni, tj. ty, které pfispivaji k celkové vini vzorkuy,
a stanovit jejich relativni pfispévek na vysledné vnimani
viné. To je umoznéno diky paralelnimu zapojeni ana-
lytického detektoru (hmotnostni spektrometr) a olfak-
tometrického portu (smyslové hodnoceni) viz obrazek
(Obr. 1). V délici toku je eluat délen tak, Ze analyty do-

Vhodnost hodnotitelii k detekci
a rozliSovani vini

Smyslové vnimani kazdého jedince je velmi subjek-
tivni. Cichovéa schopnost je ovlivnéna hodnotou prahu
vnimani konkrétnich pachl (néktefi hodnotitelé jsou
citlivéjsi na vybrané druhy vonnych latek, k ostatnim
latkam tak citlivi nejsou (tzv. hyper- a hyposmie), zdra-
votnim stavem, psychickym rozpoloZenim, dechovou
frekvenci a v neposledni fadé zkusenostmi s olfakto-
metrickou analyzou. K nékterym latkam muze mit je-
dinec specifickou anosmii, tzn. neschopnost danou
latku citit (napf. fialkovou vini slouceniny B-lonon neni
schopno citit az 42 % lidské populace).

Je nutné pamatovat, ze ¢lovék je u GC-O detektor,
proto je nutné minimalizovat viechny faktory, které
mohou ovlivnit hodnotitele a nasledné vysledky olfak-
tometrické analyzy. Stejné jako u klasické senzorické
analyzy by hodnotitelé nejméné hodinu pied prove-
denim analyzy neméli jist, pit, koufit a neméli by byt
ten den ni¢im navonéni.” Vybér hodnotiteli pro senzo-
rickou analyzu, je proveden na zékladé jejich citlivosti,
paméti a schopnosti rozpoznavat viing, zéaroven jsou
vSak vybirani tak, aby jejich c¢ichové dovednosti nebyly
pfili§ nadprimérné, nebot tito hodnotitelé maji repre-
zentovat lidskou populaci.'” Pozadavky pro hodnotitele

pro olfaktometrickou analyzu jsou

INJEKTOR DETEKTOR (MS, FID)

KOLONA VYHRIVANA TRUBICE

\

DELIC TOKU

PLYNOVY CHROMATOGRAF VLHCENY VZDUCH

OLFAKTOMETRICKY PORT (LIDSKY NOS)

GENERATOR SIGNALU

! né = spravné oznaceni a popsa-

PC SOFTWARE

vy$si, hodnotitelé musi dosahovat
urcité citlivosti na analyzované
latky, musi byt schopni soustiedit
se po celou dobu analyzy a byt
schopni pamatovat si a v dany
moment rozpoznat a uréit vnima-
ny pach. Hodnotitelé pro olfak-
tometrickou analyzu musi dale
splfiovat kritéria opakovatelnosti
a pfesnosti’®, tzn. pfi opakovani
analyzy v pribéhu casu vykazovat
stejné vysledky, které jsou sprav-
ni vjemu. Toto se nejlépe testuje
na vzorku smésného standardu

Obr. 1: Schéma GC-olfaktometru (pfevzato a upraveno dle4)

putuji k detektordm (MS a nos hodnotitele) zaroven,
ve stejny cas, to umoznuje vzajemné porovnani zazna-
ma z detektord. Cast eluatu, ktery jde do olfaktometric-
kého portu, prochazi vyhfivanou trubici, aby nedocha-
zelo ke kondenzaci tékavych latek na sténach kapilary.
Na konci trubice je olfaktometricky port, tj. sklenény
nastavec konického tvaru, ktery pasuje na tvar nosu ¢i
celého obliceje. Hodnotitel zaznamenava cichovy viem
ru¢né pomoci generatoru signalu, tj. tlacitka (On-Off
spina¢ — zaznam ANO/NE) ¢i posunovace (Fingerspan,
zdznam intenzity a doby), ktery je pfipojen k pocitaci
a signal je vyhodnocen pomoci softwaru. Ziskany chro-
matogram a aromagram (olfaktogram) je porovnan
a jsou identifikovany senzoricky aktivni latky, popis
jejich vani a intenzit. Jako senzoricky aktivni latku Ize
oznadit latku, ktera se vyskytuje ve vzorku v koncentraci
vy$si, nez je prah vnimani dané latky.'

vonnych latek o dané koncentra-
ci, ktery je opakované predlozen
hodnoatiteli.

Pfi analyze je tfeba myslet na pohodli hodnotitele
a podpoiit provedeni analyzy bez rozptyleni. Labora-
tof, kde je umistén GC-O, musi byt prostéa cizich vini
a zvukd a musi zajistovat konstantni teplotu pro zajis-
téni psychické a fyzické pohody hodnotitelt. Cichani
horkého vzduchu vychézejiciho z olfaktometrického
portu zplsobuje vysusovani nosni sliznice hodnotite-
le, z tohoto diivodu je doporuceno pfipojit zafizeni pro
zvlh¢ovéni vzduchu.! Oproti klasické senzorické analyze
se musi hodnotitel vypofadat s rozdilnymi pachy obje-
vujicimi se pouze po dobu nékolika sekund v nepravi-
delnych intervalech chromatografické analyzy. Z tohoto
ddvodu by olfaktometrickd analyza neméla trvat déle
nez 25 — 30 minut pro snizeni rizika ovlivnéni ziskanych
vysledkd Gnavou i ztratou soustiedénosti a ostrazitosti
hodnotitele.” Pro minimalizaci odchylek mezi hodnoti-
teli je nutné zajistit konstantni podminky analyzy pro
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Obr. 2: Ukazka chromatogramu a aromagramu ziskany jednim hodnotitelem pfi testovani hodnotitelii
na smési standardii Pozn.: Cisla latek na chromatogramu odpovidaji detekci latek na aromagramu. Latky ozna¢ené

jako a, b a ¢ nebyly danym hodnotitelem detegovany.

vdechny hodnotitele (mj. stejné potadi vzorkd, stejna
Skala pro hodnoceni intenzity).

Na obrazku (Obr. 2) je zaznam chromatogramu a aro-
magramu jednoho z hodnotitel ziskany pfi testovani
hodnotiteld na smésném standardu 13 latek.

Metody GC-0

Pro vyhodnoceni dat ziskanych pfi olfaktometrické
analyze byly vyvinuty metody, které Ize rozdélit do tfi
skupin: metody detekce frekvence, c¢asové-intenzitni
metody a metody ziedovaci.”®

Metody detekce frekvence (Detection frequency
methods) jsou zalozeny na analyze stejného vzorku
skupinou hodnotiteltl a zaznamenanim detekce vjemi
tékavych latek." Tzv. NIF (Nasal Impact Frequency) tech-
nikou se vypocita procento hodnotiteld, ktefi zazname-
naji (detekuji) vonnou latku v dany reten¢ni ¢as. Latky,
které jsou detekovany Castéji nez jiné, jsou povazovany
za dulezZitéjsi, s vétsim vlivem na vini daného vzorku.
NIF technika nevyzaduje trénovany panel hodnotitell
a piekonava i problematiku malého poctu hodnotiteld
(optimalni pocet hodnotiteld je >6, optimalné 8 - 12;
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pocet analyz jednoho vzorku: 6-24).%'° Kazdy z n hod-
notiteld pfispiva 1/n k finalnimu vysledku, pokud
NIF = 1, tj. 100 %, pak viech n hodnotiteld detekovalo
danou latku.” Varianty metody NIF je SNIF (Surface of
Nasal Impact Frequency), ktera navic zohlediuje dobu
trvani ¢ichového vjemu. Vyhoda metody je v jednodu-
chosti, diky ¢emuz nejsou vyZzadovani specialné kvalifi-
kovani hodnotitelé, mensi ¢asové naro¢nosti a v opa-
kovatelnosti. Vysledky odrézeji rozdil v citlivosti jednot-
livych hodnotitel?.'37°

Metody detekce frekvence se ¢asto kombinuji s me-
todami nasledného odhadu intenzity (Posterior
intensity methods), které jsou zalozené na zazname-
nani odhadu vnimané intenzity viiné hodnotitelem dle
pifedem dohodnuté stupnice intenzity po eluci piku.
Toto az nasledné zaznamenavani intenzity viiné muze
zpUsobit zna¢né odchylky mezi hodnotiteli.™ Viysledkem
je skdre intenzity, tj. prGmér intenzit ziskanych od jed-
notlivych hodnotiteld. Takto dosazené vysledky obecné
dobfe koreluji s vysledky ziskanymi metodami detekce
frekvence, avsak v mensi mife s metodami ziedova-
cimi." Propojenim téchto metod je tzv. MF (Modified
Frequency), metoda, ktera zohlednuje intenzitu vjemu
na zédkladé dohodnuté stupnice (1 = minimalni - 5 =
= maximalni) bez ohledu na jeho trvani. Vypocet MF
je na zékladé rovnice: MF(%)=+DF(%)xI(%), kde DF
(%) je procento hodnotitel(, ktefi detegovali danou
latku; a | (%) je primérna intenzita vyjadiena jako pro-
cento maximalni intenzity.®

Casové-intenzitni metody (Time-intensity methods)
jsou zaloZzené na zaznamenani intenzity a trvani vni-
mané viné zaznamenavané soucasné s eluci chro-
matografického piku a jeji popis, tzv. metoda OSME
(osme=tecky viing, pach, zapach)'" ¢ FSCM (Finger
Span Cross-Modality matching method).® Hodnotite-
I[é pomoci posuvniku zaznamenavaji intenzitu vjemu
a ¢as posunu oznacuje délku trvani viemu. Pomoci této
metody Ize v ramci jedné analyzy ziskat profil senzoric-
ky aktivnich latek, jejich intenzit a dobu trvani vjemu
(v pfipadé OSME). Velké rozdily mezi hodnotiteli uka-
zuji na nutnost pouZiti panelu zkusenych a trénovanych
hodnotitelt (optimum 3-10 hodnotiteld; pocet analyz
jednoho vzorku: 6-30)."3%°

Metody ziedovaci (Dilution analysis methods) jsou
zalozené na postupném ziedovani vzorku (napfi. 1:2,
1:4,1:8, 1: 16 a tak déle) az po dosazeni prahu vnimani
vSech latek, tzn. Zadna viiné jiz dale neni vnimana hod-
notitelem." Mezi pouzivané metody patii AEDA meto-
da (Aroma Extract Dilution Analysis) a CHARM metoda
(Combined Hedonic Aroma Response Measurement).
Pomoci AEDA se zjistuje nejvyssi fedéni vzorku, pfi kte-
rém je latka hodnotitelem detekovatelna a vyjadiuje se
jako faktor fedéni FD (Factor Dilution), pfipadné jako
OAV (odor activity value), tj. pomér koncentrace dané
latky ve vzorku k prahu vnimani dané latky. Pfi pouZiti
metody CHARM se zaznamenava i doba trvani vjemu.
Nevyhodou téchto metod je ¢asova naro¢nost, nebot je
nutné pfipravit fadu fedéni jednoho vzorku a nasled-
né je analyzovat, a tim omezena moznost vyuZiti vice
hodnotitelt (bézné 1-3, pocet analyz jednoho vzorku:
10-36), coz mUze vést k méné pfesnym a subjektivnim
vysledkd@m.'372" Stoji za zminku, Ze pfi pouziti head-

space SPME (HS-SPME) jsou metody fedéni na praho-
vou hodnotu jesté pracnéjsi, protoze postupné fedéni
vzorkll vyZaduje pro dosazeni ptesnych vysledki opti-
malizaci extrakéniho procesu pro kazdé jednotlivé po-
uzité fedéni.®

Vyhody a nevyhody GC-0

Nejvétsi vyhodou spojeni plynové chromatografie
a olfaktometrické analyzy je moznost kvalitativniho
i kvantitativniho hodnoceni senzoricky aktivnich latek.
Dalsi vyhodou je moZnost detekce mnohem nizsich
koncentraci senzoricky aktivnich latek nez fyzikalné-
-chemickymi detektory a v neposledni fadé snadna
instalace ke véem systémim plynové chromatografie.
Nevyhodou GC-O je ¢asova naro¢nost a vliv lidského
faktoru (psychicky a fyzicky stav hodnotitele). Uska-
lim je i interpretace vysledkd u komplexnich smési,
tj. spravné sparovani eluované tékavé latky z chromato-
gramu k ziskanému senzorickému vjemu.

Porovnani senzorické a olfaktometrické analyzy pro
potvrzeni rozdilu ve vini mezi vzorky nealkoholického
napoje (kontrolni vzorek vs. defektni vzorek) s nasled-
nym zjiSténim pfi¢iny nezadouciho pfipachu dle zkuse-
nosti ziskanych b&hem méieni na Ustavu konzervace
potravin, VSCHT Praha v letech 2015 - 2022 je uvedeno
v tabulce (Tab. I).

Aplikace GC-0

V potravinaiském prmyslu a kontrole potravin na-
chazi GC-O vyuZziti k ziskani:

1) profilu viiné a k zjisténi vztahu mezi vini a che-

mickym slozenim tékavé frakce potravin a napojd;

2) zmény viné v disledku zpracovatelskych technik
¢i zmén ve slozeni, technologii vyroby;

3) rozdily ve viini mezi podobnymi napoji ¢i potra-
vinami a k identifikaci pfipadného senzorického
defektu.’

Metoda GC-O ma Siroké vyuziti nejen v potravi-
naiském primyslu, ale i na poli environmentalnim
(napf. analyza ovzdusi), ve farmacii, v mediciné ¢i che-
mickém prdmyslu. Vice o tomto pojednavaji dostupna
review.3,7,9,1l,12-15

Tabulky (Tab. Il a Tab. IllI) nize uvadi pfiklady vyuziti
plynové chromatografie s olfaktometrickych detekto-
rem na Ustavu konzervace potravin, VSCHT Praha v le-
tech 2016 - 2022.

Zaver

Olfaktometrickd analyza je G¢innym néstrojem pro
hodnoceni senzorickych vlastnosti, a to nejen potra-
vin. M4 vsak i svd omezeni, a to pfedevsim v nutnosti
vyuZiti proskolenych a na dané latky dostate¢né cit-
livych hodnotiteld, nebot to je nejvétsim uskalim pro
zisk spravnych, presnych a opakovatelnych vysledkd
a jejich nasledné interpretace. Je vhodné kombinovat
GC-0 metodu s klasickou senzorickou analyzou, nebot
pouze jejich kombinaci Ize ziskat ucelené vysledky sen-
zorického hodnoceni - hodnoceni vzorku jako celku
(senzoricka analyza) a zisk jednotlivych latek odpovéd-
nych za vysledné aroma (GC-0).
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Tab. I: Porovnani senzorické a olfaktometrické analyzy pro potvrzeni rozdilu viiné mezi vzorky nealko-

holického napoje (kontrolni vzorek vs. defektni vzorek) s naslednym zjisténim pFiciny nezadouciho
pripachu

Senzoricka analyza Olfaktometricka analyza
(trojuhelnikova zkouska, (SPME-GC/MS-O, NIF
3 opakovani) hodnoceni)

Potfebny pocet hodnotitell 10 10
Celkova délka pfipravy vzorku 30 min 30 min/vzorek
Délka trvani analyzy hodnotitelem 10 min 20-30 min/vzorek
Pocet vzorkd hodnocenych 1 hodnotitelem 3 opakovani 2 (kontrolni, defektni)
Celkovy cas trvani analyzy 1 hodnotitele 10 min 90 min
Cas potiebny pro vyhodnoceni 30-60 min 120 min — dny
Hodnoceni vice hodnotiteli zéroven ANO NE
Moznost vratit se ke vzorku (vjemu) ANO NE
MozZnost pauzy mezi vzorky ANO NE
Pravidelny interval mezi vzorky (vjemy) ANO NE
\Ijzr(a)\rlli(clijelnost/ovlivnitelnost ¢asu a délky cichani ANO NE
Potieba skolenych hodnotitel( ANO ANO
Vliv zkusenosti hodnotitele na vysledek NE ANO
Moznost ur¢eni konkrétni pficiny defektu NE ANO
gltljjtt]g?::] I’dc?(!:iiecl?tlljaboratornich stanoveni pro ANO NE/ANO
Shoda hodnotitelti velka malé—st:etilI;chlfozrllildéenosti
Interpretace vysledkd snadna, srozumitelna naroc¢na interpretace
Hodnoceni kvalitativni kvalitativni i kvantitativni
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Tab. II: Pfiklady vyuiiti GC-O k ziskani profilu senzoricky aktivnich liatek na Ustavu konzervace potravin,

VSCHT Praha
Ukol GC-MS GC-0
Cilem bylo u souboru 5 komer¢nich e 63 latek e metoda NIF,

vzorkd mineralnich vod s citronovou
pfichuti zakoupenych v trzni siti
identifikovat latky citronového aroma
a urdit, které z nich jsou senzoricky
aktivni.'

citronového aroma

¢ 7 hodnotitelq,
¢ 20 senzoricky aktivnich latek

Cilem bylo u souboru 14 komer¢né
dostupnych jahodovych sirupti
zakoupenych v trni siti identifikovat
latky jahodového aroma a urdit,
které z nich jsou senzoricky aktivni.”

e pies 150 latek
jahodového aroma

e metoda NIF,

¢ 4 hodnotitelé,

e 13 senzoricky aktivnich latek

e identifikovany markery pro prikaz
piirodniho ptvodu aroma
jahodovych sirupt

Cilem bylo u souboru u 14 vzorkd
fepkového medu z rliznych oblasti
Ceské republiky identifikovat tékavé
latky fepkového medu a urcit,

které z nich jsou senzoricky aktivni.’®

e 21 tékavych latek
fepkového medu

e metoda NIF,

¢ 6 hodnotiteld,

* 8 senzoricky aktivnich latek

* nebyl prokazan vliv skladovani
na profil tékavych latek

Cilem bylo u cerstvého nezrajiciho
syru ovéfit vliv zmeény receptury
(snizeni obsahu soli) na profil tékavych
a senzoricky aktivnich latek.”

« 22 tékavych latek
cerstvého syru

e metoda NIF,

¢ 7 hodnotiteld,

* 13 senzoricky aktivnich latek

* nebyl prokazan negativni vliv
sniZeni obsahu soli na profil tékavy
a senzoricky aktivnich latek

Cilem bylo charakterizovat latky
zodpovédna za zdpach pochazejici
cistirny odpadnich vod syrarny.2

o typické produkty
oxidace lipidQ
¢i mikrobialni
degradace mlécné
suroviny

e metoda NIF, AEDA
¢ 4 hodnotitelé (2 opakovani)

* 20 senzoricky aktivnich latek (NIF)
» AEDA - pouze 6 latek detegovano
v fedéni 1:2, nejvyssi FD (2048):
oktanol, nonanol, hexanal

a okten-3-ol
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Tab. I1I: Pfiklady vyufiti GC-O k identifikaci senzorického defektu vzorku na Ustavu konzervace potravin,

VSCHT Praha

Ukol

GC-MS

GC-0

Cilem bylo u vzorku nealkoholického
napoje s jahodovou pfichuti

s nepfijemnou stiplavou chuti

a chemickou pachuti na zadni ¢asti
jazyka a patra identifikovat pficinu
senzorického defektu.

o defektni vzorek
napoje oproti
kontrolnimu vzorku
navic obsahoval
bifenyl a dva jeho
derivaty: 2-methyl-l,
I'-bifenyl
a 4-methyl-,
I'-bifenyl

e metoda NIF,

¢ 7 hodnotiteld,

* 16 senzoricky aktivnich latek

e uréen plivodce pfipachu:
2-methyl-l, I'-bifenyl
a 4-methyl-l, I'-bifenyl (NIF = 1)

¢ identifikace plvodu defektu:
konzervac¢ni latka benzoan sodny
kontaminovéana bifenylem

Cilem bylo u vzorku balené pramenité
vody s nepfijemnym mastnym
pfipachem identifikovat pficinu
senzorického defektu.22

e defektni vzorek
napoje oproti
kontrolnimu
vzorku navic
obsahoval nonanal
a 2,4-dakadienal —
produkty oxidace

e metoda NIF,

¢ 4 hodnotitelé,

e uréen plivodce pfipachu:
2,4-dakadienal

¢ identifikace plivodu defektu:
nevhodné skladovani balené
pramenité vody

tukd

(kuchyné restaurace)
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Souhrn

Sistkova 1., Malkova M., Cizkova H.: Vyuziti plynové chromatografie s olfaktometrickym detektorem pro analyzu vonnych
latek v potravinach

Plynova chromatografie s olfaktometrickym detektorem (GC-O) je technika zaloZzena na senzorickém hodnoceni eluétu z chromatogra-
fické kolony s cilem detegovat aroma aktivni latky vyskytujici se v potravinach. GC-O umoziiuje urcit, zda latka opoustéjici chromato-
grafickou kolonu je senzoricky aktivni v dané koncentraci, tzn. jestli se vyskytuje ve vzorku v koncentraci vy$si, nez je prah vnimani dané
latky; a jakou ma viini (popis vjemu), stejné tak jak dlouho vjem trva a jakou ma intenzitu. V referatovém ¢lanku jsou popsany metody,
vyhody a omezeni kvalitativniho a kvantitativniho hodnoceni viiné potravinaiskych vzorkl a sdileny zkuSenosti z pracovisté autord.
Klicova slova: plynova chromatografie, olfaktometricka analyza, olfaktogram, analyza potravin

Summa

Sistkova :‘.YMélkové M., Cizkova H.: The use of gas chromatography with an olfactometric detector for the analysis of aroma-
tic substances in food

Gas chromatography with an olfactometric detector (GC-O) is a technique based on the sensory evaluation of the eluate from a chro-
matographic column in order to determine the aroma of the active substances in food. GC-O enables to determine whether the sub-
stance leaving the chromatographic column is sensory active at a given concentration i.e. if it is present in the sample at a concentration
higher than the odour threshold of the given substance. Moreover, at the same time determine what kind of odour it has (description
of the perception), as well as how long the perception lasts and how intense it is. The review describes the methods, advantages and
limitations of qualitative and quantitative evaluation of the odour of food samples and shares the experience of the authors’ workplace.
Keywords: gas chromatography, olfactometric analysis, olfactogram, food analysis
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