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ABSTRACT

Detection of microbiological contamination in foodsas always been a challenging
undertaking. Because pathogenic fungi may be ptegermry low levels, they can be difficult
to detect in foods, and components of the foods alsy interfere with their detection. The
only problem needn’t be only the presence of fumgi their products called as mycotoxins
could be also big risk for human health. The mastable spice in Czech Republic is red dry
pepper in milled composition which is used in foodustry as a part of spicy mixtures
especially for meat industry. In these days ar€zech Republic used for detection classical
cultivation methods as a cultivation on the platéhese methods are strict but time
consuming. It is between days and one week. Ome fhe advantages of molecular biology
is sparing time. We used PCR with specific kits i&olation DNA from the samples red
powdered pepper and in next step we amplified DNAnext secvenation and detection of
the concrete contaminant in our sample of red posdipepper. We detected species of
fungusNectria mauritiicola which cause antraktosis of plant. It means thatpéamnder the
investigation shouldn’t be risk for human healthtisT showed that molecular biological
methods could be used for fungus contaminant detedtirectly in powdered pepper.
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UvoD

V dnesni dob, kdy se vesSkeré technologické procesy a nejenasblpotravinéstvi
neustale zrychluji, a proto jefimo nutnosti, zvySovat rychlost kontroly kvalityrguin
vstupujicich do procesu zpracovani. Obrovskou msizn@e v dnesSni deéb stavaji
molekularré biologické metody ve vSech svyaliznych modifikacich. Jejich jednou z mnoha
dalSich pednosti je Uspor&asu i provedeni analyzy a tofipsrovnani s klasickymi
kultivaénimi metodami az dkolikanasobr. V oblasti kdeni se mezi hlavni rizika
biologickych kontaminantradi houby. Nemusi byt nebezpé pouze samotnou svoji
piitomnosti, ale fedevsim latkami, které produkuji, oZpsané jako mykotoxiny jez
v substratu fetrvavaji i @i piipadném uhynu samotného producentaCegké republice
Z procenta vyuzititiznych druli kofeni nese obrovsky vyznatervena paprika v podobn
susSeneho drceného prasku. V dnesSni¢dsd pro detekci hub a to nejen Wpact papriky
pouzivaji klasické kultiveni metody, které ip dodrzeni standardnich postupvaji nekolik
dna az tyden. Ve své praci se zabyvam moznosti vyaiiiekularg biologické metody PCR
(Polymerase Chain Reaction) pro detekci hub ve cigbrsuSené drcengrvené papriky,
pouZzivané jako surovina ve &sich kdeni pro masny @gmysl.

MATERIAL A METODIKA

Materidl:

Pro analyzu byl dodan firmou Trumf Internationak.so. vzorek o hmotnosti 0,5 kg
cervené susené papriky po rozemleti, ktera se paydako hlavni slozka Kenicich snisi pro
masny piimysl. MnoZstvi pro jednotlivé pokusy odebirandtmoto vzorku ndla jednotnou
hmotnost 20 mg.

Metodika:
1) Izolace DNA

Vzorek ¢ervené suSené mleté papriky byl pouzit pro izola®A pomoci dvou
raiznych postuf. Prvnim z nich byla izolace pomoci DNeasy Plantfikmy Qiagen. Tato
souprava je navrzena pro izolaci DNA z rostlin, bién¢ je pouzivana i pro izolaci DNA
z hub. Druhym postupem byla izolace pomoci kitu pekterialni DNA, ktera se ro¢a
pouziva pro izolaci DNA z hub.ifPpouziti DNeasy Plant kit byl vyuZittfpno dodany vzorek
a vzorek homogenizovany v tekutém dusiku. Ziskav@aN& byla @i vymyvani z kolonky
kitu rozctlena do dvou frakci (1 a 2). ProtoZze vysledky zigk@o homogenizaci vzorku
v tekutém dusiku a zimé izolace vzorku ukazaly té&nstejny vytZzek DNA, bylo gi
izolaci pomoci kitu pro bakterialni DNA vyuZito preigimo dodaného vzorku.

2) PCR amplifikace



Pro amplifikaci metodou PCR byly pouzity primerySTinternal transcribed spacer)
oblasti jaderné DNA ato zkolika divodi. Jednd se oginy postup fi amplifikaci
a sekvenovani jak rostlin, tak hub, existuje rolsatatabaze ITS sekvenci na internetu
a primery pro tuto analyzu mame k dispozici — jd@ronery ITS1F a ITS4B, které jsou
navrzeny (na rozdil od obecnych ITS1 a ITS4 proaeyita) speciakpro houby. RedkEzné
vysledky ukazovaly, Zze vzorek neobsahuje ITS z HibdkEZny negativni vysledek se dal
v3ak vys¥tlit tim, Ze primer ITS4B je komplementarni pouzédzidiomyceim. A proto
bylo pouzito paru ITS1F a ITS4 ktery je specifighgo kteroukoli skupinu hub. Po vyuziti
téchto primet, byl jiz detekovan produkt.

Pro ostejSi produkt na gelu byla optimalizovana teplotanemiingu pomoci

gradientové PCR.

3) Sekvenovani

PCR produkty byly purifikovany pomoci Qiagen pu@iniho kitu. Koncentrace
DNA byla znefena na fluorimetru a sekvence vzbrkyla zjiS€na v laboratéi Ustavu
morfologie, fyziologie a genetiky ztt.

VYSLEDKY A DISKUZE

Vytézky izolace DNA pi pouziti kitu pro rostlinnou DNA fimo dodaného vzorku
cervené suSené mleté papriky a vzoglarvené susSené mleté papriky homogenizovaného
v tekutém dusiku byly srovnatelné. Vysledna kon@aet DNA se po agarozove elektroforéze
jevila jako cast&én¢ degradovana, homogenizace v kapalném dusiku¢migzek zvysila.

U takto izolované DNA olima metodami vSak nelze kvantifikovat pormDNA papriky
a DNA pipadre ptitomné houby (obr. 1).

VytéZzek izolace DNA s pomoci kitu pro bakterialni DNAyl bv porovnani
s predchozim postupem slabsi, byl zde aledpoklad, Ze izolovana DNA nalezi vyhradn
houke (obr. 1).



Obr.1 Izolace DNA

Zleva doprava: 1 kb DNA Ladder 250 ng (Invitrogene); DNA izolovana kitem pro izolaci
rostlinné DNA po homogenizaci vzorku tekutym dusikem (frakce 1); DNA izolovana kitem
pro izolaci rostlinné DNA po homogenizaci vzorku tekutym dusikem (frakce 2); DNA
izolovana kitem pro izolaci rostlinné DNA pfimo z dodaného vzorku (frakce 1); DNA
izolovana kitem pro izolaci rostlinné DNA pfimo z dodaného vzorku (frakce 2); DNA
izolovana kitem pro bakterialni DNA v pfimo dodaném vzorku.

Pri amplifikaci s vyuzitim primet ITS1F a ITS4B fedkzzné vysledky ukazovaly, Ze
vzorek neobsahuje houbovou ITS. Negativni vysleskeldal vSak vysilit tim, ze primer
ITS4B je komplementarni pouze k bazidiomyicet A proto bylo pouZito paru ITS1F a ITS4
ktery je specificky pro kteroukoli skupinu hub. Rguziti ttchto primeti, byl jiz detekovan
produkt, coz byl dkaz gitomnosti houbové DNA (obr. 2)

Obr. 2 Amplifikace DNA

Zleva doprava: 1 kb DNA Ladder 250 ng (Invitrogene); primer ITS1 a ITS4, izolace kitem pro
rostlinnou DNA, s homogenizaci tekutym dusikem; primer ITS1 a ITS4, izolace kitem pro



rostlinnou DNA pfimo z dodaného vzorku; primer ITS1 a ITS4, izolace kitem pro bakterialni
DNA pfimo z dodaného vzorku; primer ITS1F a ITS4, izolace kitem pro rostlinnou DNA,
s homogenizaci tekutym dusikem; primer ITS1F a ITS4, izolace kitem pro rostlinnou DNA
pfimo z dodaného vzorku; primer ITS1F a ITS4, izolace kitem pro bakterialni DNA pfimo z
dodaného vzorku.

Pomoci gradientové PCR byla zvolena optimalni tepdmnealingu, ipkteré byl PCR
produkt na gelu nejos|Si. A to je 55C (obr. 3).

Obr. 3

Zleva doprava: 1 kb DNA Ladder 250 ng (Invitrogene); 53,1 C; 54,4 <C; 57,5 C; 61,4 C;
65,6 C; 67,8 C.

Vysledkem sekvenovani byla zjigh tato sekvence:
GGGATCTTAGCTAGCTTTCTTTCTCTGATGACCGGGAACCTTAAAAAATT® GGG
TTTCACGGCGTGGCCGAGCCGCTCTCCGGTGCGAGGTGTGCTACTACGCABGGA
GGCTGCGGCGCGACCGCCACTCAATTTGGGGGACAGGGGCCCGGAGGCCKEA
TCCCCAGCACCAGGTCCCCCCCGAAAGGGGGTCCTGAGGGTTGAAATGA@I CG
GACAGGCATGCCCGCCGGAGTGCCGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTGA
TGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTATCATC
GATGCCAGAGCCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTTGTTTLCGGGC
TTTCGCCCCTCAGAGATTCACAATAAAATCAGAGTTTGGTTGTCCCCGGCGACG
CCCGGAGCCCGGAGGCACCGCGCGCTGAGCCCGCCGAGGGAACGATAGGIAT
TCACAATGGGTTGGAGAGCCTAGGGCACTCTGGTAATGATCCCTCCGCTGE CA
CCAACGGAGACCTTGTTACGACTTTTACTTCCTCTTAAATGACCAAGA

Pfi  porovnani zjis&iné sekvence sdatabazi NBCI byla #Zpst s 99%
pravdEpodobnosti shoda s jedinym druhem hotdegtria mauritiicola. Tato houbavyvolava
antraknozu papriky (Cornelius 2008). To wfitwje pritomnost DNA tohoto organismu ve



sledovanych vzorcich. Tedy tato houba byla uZz nHdzeskych plodech i@d jejich
zpracovanim.

Analyzou DNA vzorkwervené suSené papriky po rozemleti se plodientifikovat
houbu a porovnanim jeji sekvence v databazi ji naracky gifadit. Zvolenym postupem
vS8ak nelze tuto houbu ve vzorku kvantifikovat, ariit jeji Zivotaschopnost. Kvantifikovat
by pravé&podobré bylo mozné pomoci RT-PCR, ktera bude nasledov [@alSi etapa
vyzkumu.

ZAVER
Ziskané vysledky prokazaly, Ze je mozné izolovattDNimo ze vzork susené mleté
cervené papriky, technologicky vyuzivané ve vgrddorenicich smisi pro masny m@mysl,

a pomoci molekulagnbiologické metody PCR dokazat kontaminaci konkrétinoubovym
organizmem.
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