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Summary

Fibrous micromycetes (moulds) can negatively affect the human or animal health, either
as parasites or organisms producing toxic secondary metabolites or due to reducing the
nutritional quality of the food contaminated. These facts call for necessary development of
new rapid detection techniques, which will be able to reveal the presence of moulds at just
the right time.

For the identification, a standard cultivation method can be employed, where particular
morphological characters are compared with figures in atlas. This procedure is very time
consuming and thus, new molecular-biological, chemical or physical methods are stepwise
being investigated and used for this purpose. The polymerase chain reaction and sequencing
for the detection of specific genes is thus used. The genetic information also characterizes the
metabolism of fibrous micromycetes. It includes a wide spectrum of chemical substances, as
e.g. terpenes, polyketides, non-ribosomal peptides, fatty acids, etc. For the general detection,
typical products can be used, as e.g. ergosterol or chitin. For more selective identification,
it is possible to use volatile organic substances detected by artificial olfactory detectors or
chromatographic methods, or specific fatty acids. In terms of physical methods, there is an
increased interest in methods of the analysis of graphs obtained for different spectral regions,
from the ultraviolet region to the infrared one.

The work offers an outline of these methods and discussion of benefits and drawbacks
limiting their use in practice.
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Souhrn

VIdknité mikromycety (plisné) mohou negativné ptisobit na ¢lovéka ¢i zvitata jako parazité
nebo produkei toxickych sekundarnich metabolitd ¢i snizenim vyzivové hodnoty kontami-
novanych potravin. Tyto dvody vedou k nutnosti vyvoje novych rychlych detekénich me-
tod, které by byly schopny vcas odhalit pfitomnost plisni.

K identifikaci 1ze vyuzit standardni kultivacni metodu, kdy jsou jednotlivé morfologické
znaky porovnavany s atlasy. Tento postup je casové velmi néroc¢ny, proto jsou postupné zkou-
many a vyuzivany molekularné biologické, chemické ¢i fyzikalni metody. K identifikaci je tak
vyuzivana polymerdzova fetézova reakce a sekvenovani pro detekci specifickych genti. Ge-
neticka informace rovnéz udava metabolismus vlaknitych mikromycet. Ten zahrnuje siroké
spektrum chemickych latek, jako jsou napiiklad terpeny, polyketidy, neribosomalni peptidy,
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mastné kyseliny aj. K obecné detekci mohou slouzit typické produkty, jako jsou ergosterol ¢i chitin.
Pro selektivnéjsi urceni lze vyuzit tékavé organické latky stanovené umélymi nosy ¢i chromatogra-
fickymi metodami nebo specifické mastné kyseliny. Z fyzikdlnich metod se zvySuje zajem o metody
analyzy obrazu pofizeného v rtznych oblastech spektra od ultrafialové az po infracervenou oblast.
Prace je souhrnem téchto metod a diskutuje vyhody a nevyhody, které limituji jejich vyuziti

Vv praxi.

Klicova slova: detekce plisni — mykotoxiny — biomarkery — tékavé organickeé latky

UvoD

Plisné, presnéji vlaknité mikromycety, pat-
i k nejstar$im zivym organismiim na Zemi.
V soucasné dobé je znamo vice nez 100 000 kme-
nti plisni, z nichZ nejcastéji se vyskytujici patii
do rodu Aspergillus, Penicillium a Fusarium.
Plisné maji extracelularni traveni, do substratu
vylucuji travici enzymy, které degraduji orga-
nickou hmotu a zpétné pak resorbuji traveninu.
Jejich metabolismus zahrnuje produkci vice nez
200 000 sekundarnich metabolitii.

Mnoho vyssich hub a plisni je ¢lovékem od
pradavna vyuzivano. Jedlé vyssi houby slouzi
casto jako potrava ¢i kofeni, z jedovatych dru-
hti jsou pak ty psychoaktivni konzumovany pro
navozeni halucinaci u toxikomant ¢i pfi magic-
kych ritudlech primitivnich kmend. V piipadé
plisni jsou vybrané netoxogenni kmeny vyuzi-
vany pfi fermentaci asijskych potravin, pii vyro-
bé syrti ¢i nékterych jinych fermentovanych po-
travin. Pfi vyrobé syrti nachazeji své uplatnéni
plisné rodu Penicillium (naptiklad P. roqueforti
¢i P. camemberti), tempeh vznika fermentaci séjo-
vych bobti pomoci Rhizopus oligosporus, oncom
Neurospora sitophila. Své uplatnéni ve vyzivé
nachazi i tzv. quorn, coZ je mykoprotein, bilko-
vina produkovana Fusarium venenatum. Quorn
muze u vegetariant slouzit také jako alternativa
k masu ¢i jiné Zivocisné bilkoviné.

V praimyslové vyrobé slouzi plisné k produk-
ci metaboliti, mezi které patii napiiklad rtizné
enzymy, nizkomolekuldrni organické kyseliny,
antibiotika, steroidni latky, bilkoviny apod. Na-
priklad namel (Claviceps purpurea) slouzi k pro-
dukci namelovych alkaloidi pouzivanych pro
vyrobu 1é¢iv, Aspergillus niger k vyrobé vice nez
99 % celosvétové produkce kyseliny citronove,
Ashbya gossypii pro vyrobu riboflavinu.

Pritomnost plisni miiZze mit také nezadouci
dtisledky pro clovéka. Plisné mohou parazito-
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vat i na savcich a zptisobovat tak mykdzy. Jejich
ptisobenim na substrat dochazi také ke zméné
jeho organoleptickych vlastnosti, jako jsou viiné,
morfologie, barva, chut apod. Kromé toho sni-
zuji nutriéni hodnotu substratu, pfedevsim ami-
nokyselin, sacharidti a tukd. Jesté zavaznéjsi je
v8ak produkce toxickych sekundarnich metabo-
litd — mykotoxinti. Nékteré mykotoxiny mohou
byt dokonce zneuzity jako bojové chemické lat-
ky (Stétina, 2004, s. 128).

VySe uvedené diivody ukazuji nutnost de-
tekce a kontroly pifitomnosti plisni nejen v en-
vironmentalnim prostredi, ale téZ v celém pro-
dukénim fetézci potravin, a to od polniho pfes
skliziiovy a poskliziiovy management. Nelze
opomenout i ¢asto piehlizené nevhodné sklado-
vaci podminky v jednotlivych domacnostech.

Detekce plisni

Plisné stejné jako jiné organismy béhem své
existence produkuji velké mnozstvi metabolitti.
Ovlivnuji téz prostredi, ve kterém Ziji a ze které-
ho cerpaji ziviny. K detekci plisni 1ze tak vyuzit
metody chemické, kdy jsou sledovany jednotli-
vé metabolity, respektive skupiny metabolitti,
metody fyzikalni, kdy jsou detekovany zmény
v absorpci elektromagnetického zareni riiznych
vinovych délek od ultrafialového (UV) az po in-
fracervené (IC). Vzhledem k tomu, Ze tvorba me-
tabolitli a zptisob ptisobeni na okolni prostfedi
jsou kédovany v DNA, nachdzeji zde uplatnéni
také metody genetické, jako je napiiklad poly-
merazova fetézova reakce (PCR).

Mikrobiologicka detekce (kultivace)

Metoda kultivace patfi mezi standardni metody
identifikace plisni. Plisné jsou kultivovany na
rtiznych substratech a nasledné identifikovany
podle morfologickych vlastnosti. Zde se sleduiji
charakteristické makroskopické a mikroskopic-



ké znaky. Sledovanymi makroskopickymi znaky
jsou napriklad velikost kolonii, rychlost riistu,
povrch kolonii, barva mycelia, a to i z reverzni
strany, barva difundujici do okolni ptdy, pri-
tomnost a barva kapek transpirované tekutiny
na vzdusném myeceliu a pfitomnost zvlastnich
atvart viditelnych pouhym okem. Mikroskopic-
ky se pak sleduje zejména charakter mycelia po
strance tloustky vlaken, pfitomnosti sept, zpti-
sobu vétveni, barvy a struktury, dale charakter
konidioforu, jeho délka, tloustka obalti, pocet,
tvar a povrch askospor, piipadné charakter dal-
sich organd. Poté se na zakladé atlast a klica
urcuji jednotlivé rody (Gottvaldova, 2008, s. 1).
Z ¢asového hlediska patii mezi méné vyhodné
metody, zvlasté pokud je nutné znat vysledek ve
velmi kratké dobé. V soucasné dobé se v labo-
ratofich uplatiiuji spiSe molekularné biologické
postupy na zakladé analyzy sekvenci DNA.

Chemické metody — biomarkery
Jak jiz bylo zminéno v tvodu, metabolismus
plisni zahrnuje pfiblizné 200 000 rtznych che-
mickych latek. Z toho jen velmi mald ¢ast je to-
xicka. V soucasné dobé€ je znamo asi 450 mykoto-
xint. Vyskyt nékterého jednotlivého metabolitu
¢i skupiny metaboliti mutize byt za specifickych
podminek ditkazem pfitomnosti plisni ve zkou-
maném vzorku. Nejvyznamnéjsimi biomar-
kery uzivanymi pro detekci plisni jsou tékavé
organické latky (Volatile Organic Compounds,
VOC), dale steroid bunécné stény ergosterol,
stavebni polysacharid chitin a mastné kyseliny.
Identifikace jednotlivych druht a kmenti plis-
ni na zakladé stanoveni jediného metabolitu je
nemoznd, nebot produkce danych metabolitii
neni vazana pouze na jeden kmen ¢i druh. Kom-
petitivni plisné produkuji obecné $irsi spektrum
sekundarnich metabolitt v porovnani s rude-
ralnimi. Pro tcely identifikace je nutné stanovit
vice metaboliti rtznych chemickych skupin
(terpeny, polyketidy, neribosomalni peptidy aj.),
které byly kultivovany za pfesné definovanych
podminek (zivné medium atd.). Takto ziska-
né metabolické profily, tzv. ,otisky prsta”, lze
s vyhodou vyuzit k Géeliim chemotaxonomie
(Frisvad et al., 2008, p. 231). K dosazeni tohoto
cile neni mozné pracovat s metabolity, které jsou
pritomné ve vsech druzich plisni, mezi néz patfi
napiiklad pyruvat, acetylkoenzym A, ergosterol
¢i linoleova kyselina. Pro zpfesnéni identifika-
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ce a omezeni spektra moznych kment plisni je
mozné pouzit pouze metabolity, které vznikaji
specificky v reakci na konkrétni abiotické pod-
minky.

K metabolickému profilovani mohou slouzit
standardizované analytické metody, jako jsou
napfiklad tenkovrstva chromatografie, plynova
a kapalinova chromatografie, kapilarni elektro-
foréza. Detekce byva casto zajiSténa hmotnost-
nim detektorem.

Teékaveé organické latky
Produkce tékavych latek plisnémi muze byt
spojena s vylucovanim inhibi¢nich meziproduk-
ta metabolismu, které vznikaji v nepfiznivém
prostfedi. Mohou mit téZ inhibi¢ni efekt na jiné
plisné a regulovat vlastni rtist a vyvoj (Linton,
Wright, 1993, p. 1). Mezi tékavé latky patii na-
priklad degradac¢ni produkty mastnych kyselin.
V ptipadé kontaminace cerealii mohou obsaho-
vat napriklad alkoholy, karbonylové slouceniny,
alifatické i aromatické uhlovodiky apod. Etha-
nol je produkovan za anaerobnich podminek.
Alkoholy vznikaji z aminokyselin Ehrlichovou
syntézou. 1-okten-3-ol a dalsi osmi- a desetiuh-
likaté slouceniny vznikaji oxidaci kyseliny li-
noleové. Odbouravani lipidti lipazami jde pfes
volné mastné kyseliny, ty se oxiduji na -ketoky-
seliny a naslednou dekarboxylaci vznikaji me-
thylketony. Z laktont vznikaji y-ketokyseliny.
Z alkoholti vznikaji reakeci s acetylkoenzymem
A estery. Pyraziny vznikaji kondenzaci acetoinu
a amoniaku, dimethylsufid z methinoninu (Ma-
gan, Evans, 2000, p. 319). SloZeni smési tékavych
latek zavisi na biotickych a abiotickych podmin-
kach rastu plisni (Larsen, Frisvad, 1995, p. 135),
fazi vyvoje plisné a také na médiu. Z tohoto dii-
vodu je mozné vyuzit stanoveni VOC za presné
definovanych podminek kultivace k identifika-
ci druhu, respektive kmene plisné (Zhang, Li,
2010, p. 127).

Tékavé organické latky je mozné vyuzit také
k detekci plisnovych onemocnéni lidi. Napfi-
klad pro detekci patogennich vlaknitych hub je
typicka a témér specificka produkce 2-pentyl-
furanu. Vyznamné mnozstvi tohoto metabolitu
je produkovano plisnémi A. fumigatus a Fusari-
um ssp., mensi mnozstvi pak A. flavus, A. niger,
A. terreus a Scedosporium ssp. Uspésnost zachytu
pacientti s plisnovym napadenim detekci 2-pen-
tyl-furanu v dechu ¢ini pfiblizné 77-78 %, proto



bylo navrzeno pouziti této latky k monitorovani
pribéhu 1écby pacientt pii invazi Aspergillus fu-
migatus (Chambers et al., 2011, p. 54-61).

Ergosterol

Ergosterol je latka steroidni struktury produ-
kovana omezenym poctem organismd. V jejich
bunkach slouzi zejména k zajisténi spravné
funkce bunécnych membran. Tvorba komple-
xu s ergosterolem ¢i inhibice jeho biosyntézy je
postatou funkce vétsiny antimykotik a fungi-
cidnich latek. Je také provitaminem D2, ktery je
dutlezity pro spravny metabolismus mineralnich
latek a tvorbu kosti u savct a ptakt. Ve své na-
tivni podobé je neaktivni. Aktivizuje se nejprve
ozafenim UV zéfeni a naslednou metabolizaci
v jatrech a poté v ledvinach na vitamin D. Pte-
hledovy c¢lanek o ergosterolu a jeho vyznamu
v riznych oblastech védy byl otistén v casopise
Kontakt (Dohnal et al., 2008a, s. 449).

Omezeny vyskytu ergosterolu je mozné vy-
uzit pro detekci a eventualné i kvantifikaci or-
ganism, které jej syntetizuji. Mezi producenty
ergosterolu se fadi zejména kvasinky a plisné.
Proto v prostredich, kde je pfitomnost kvasinek
minimalni, je mozné ergosterol pouZit jako mar-
ker pritomnosti plisni. Od roku 1977, kdy tym
kolem Seitze navrhnul vyuziti ergosterolu jako
indikdtoru plisniové kontaminace obilovin (Seitz
et al.,, 1977, p. 1207), stale roste pocet publika-
ci zabyvajicich se touto problematikou. V roce
2004 byl ergosterol dokonce navrhnut jako novy
parametr kvality raj¢at a produktti z nich vyro-
benych (Kadakal, Artik, 2004, p. 349).

Stanoveni obsahu ergosterolu bylo z vyse uve-
denych diivodi zvoleno v Ceské republice jako
metoda vhodna pro monitorovani stavu vybra-
nych druhti trav na konci vegetacniho obdobi.
Pravé na podzim dochazi k masivnimu rozvo-
ji hub v porostech picnin. Cilem praci autorti
(Dohnal et al., 2007, s. 9; Skladanka et al., 2008,
p. 320) bylo ovéfit tuto myslenku sledovanim
ozimych (srha lalocnatd, Dactylis glomerata a Fes-
tulolium, kfiZenec Festuca arundinacea a Lolium
multiflorum) a jarniho druhu trav (ovsik vyvy-
seny, Arrhenatherum elatius). Ozimé druhy trav
jsou schopny rtst i pfi nizkych teplotach.

Z méfeni vyplynulo, Ze obsah ergosterolu je
nejvyssi ve vzorcich sklizenych v prosinci a byl
registrovan rtizny obsah pro rtizné picniny, tedy
rtizna odolnost jednotlivych picnin viéi napa-
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deni plisnémi. Ziskana data dale prokazala, Ze
metoda stanoveni obsahu ergosterolu je vhodna
jako marker stupné kontaminace materialu plis-
némi. Nelze jej vSak pouzit k odhadu mnozstvi
mykotoxind, jejichz produkce je vazana prede-
vsim na priznivéjsi biotické a abiotické podmin-
ky v obdobi letnim, kdy je zejména teplota vyssi
a vhodna pro produkci toxickych sekundarnich
metabolitt (Skladanka et al., 2011, p. 37).

Polysacharidy - chitin, mannany, -glukany
Jsou hlavnimi strukturnimi slozkami bunécné
stény plisni, kde chitin je umistén pfevazné na
vnitfni strané stény, zatimco mannany na vnéj-
§i strané. Chitin je z chemického hlediska poly-
N-acetyl-D-glukosamin. Po celuléze je druhym
nejrozsifenéjsim polymerem na svété. V prirodé
se nevyskytuje pouze v plisnich, Ize jej nalézt na-
priklad v krunyftich korysi ¢i vajickach hadatek.
Stanoveni obsahu téchto polysacharidii bylo po-
uzito pro sledovani ristu plisni (Whipps et al.,
1982, p. 385).

Mastné kyseliny

Mastné kyseliny patfi mezi zakladni slozky bu-
nécnych membran. Vyskytuji se zejména ve for-
mé esterti jako fosfolipidy, acylglyceroly, sfingo-
lipidy aj. nebo ve vyjimecnych pripadech i jako
ethery. Celkové mnozstvi volnych a esterifikova-
nych fosfolipidti mtize byt vyuzito pro detekci
mikrobialni a fungalni biomasy v padé (Froste-
gard, Baath, 1996a, p. 59; Sakamoto et al., 2004,
p- 1827). U zivych organismt jsou fosfolipidy
lokalizovany v bunéénych membranach. Po bu-
nécné smrti dochdzi k lyze bunék a uvolnéné
enzymy zpusobuji hydrolyzu téchto fosfolipidit
za vzniku diglyceridii. Indikatorem piitomnos-
ti plisni mohou byt napfiklad nesubstituované
mastné kyseliny s dlouhym fetézcem (Wells et
al., 1996, p. 6223) (24:0 a 26:0) ¢i linolova kyseli-
na (18:2w6) (Frostegard, Baath, 1996, p. 59), dale
s ni 18:3w3 a 18:3w6 (Frostegard et al., 1996, p.
55) ¢i v pripadé arbuskularnich mykorrhizalnich
hub 16:1w5 (Kelly et al.,, 1999, p. 1455), 18:1w9,
20:1w9 a 20:4, kde 20:1w9 je doporucovana pro
kvantifikaci externich hyf (Gigaspora rosea) (Sa-
kamoto et al., 2004, p. 1827). V kontrolovaném
prostfedi je mozné pouzit pro identifikaci Giga
margarita 18:1w9¢c, 20:1w9¢c, 20:2w6ec a 22:1w9c
(Madan et al., 2002, p. 125).



Stanoveni mastnych kyselin se provadi rutin-
né zpravidla po esterifikaci metanolem (Fatty
Acids Methyl Esters, FAME) metodou plynové
chromatografie.

Geneticka identifikace

V soucasné dobé je pro identifikaci plisni vyu-
zivano jejich genetické informace. Metody jako
polymerazova fetézova reakce (PCR) nebo PCR
s reverzni transkripci (RT-PCR) se stavaji alter-
nativnimi testy k casové narocnym mikrobiolo-
gickym a chemickym metodam detekce a iden-
tifikace producenttt mykotoxinti (Niessen, 2007,
p- 38). Vyvoj PCR metod probiha ve vinach, vzdy
jsou vyvijeny specificky pro stanoveni aktualné
sledovanych producenti mykotoxinti. Prvni
PCR metody byly vyvinuty pro detekci A. flavus,
producenta aflatoxint (Tang et al., 1993, p. 1313).
Aflatoxin B1 je nejsilnéjsim znamym lidskym he-
patokarcinogenem. Nasledovaly dalsi metody

pro detekci producentt trichothecend, fumoni-
sinti, patulinu aj. V soucasné dobé jsou dostup-
né testy pro detekci vSech nejvyznamnéjsich
toxinogennich plisni. V nékterych pripadech 1ze
identifikovat i jednotlivé kmeny (Stakheev et al.,
2011, p. 462).

Proces identifikace zac¢ina izolaci DNA z bio-
masy s naslednou kontrolou jeji cistoty gelovou
elektroforézou. Poté je pfistoupeno k vybéru
vhodnych primerti a amplifikaci ¢asti genu, kte-
ry je témito primery vymezen. K tomuto tcelu
slouzi pravé PCR. Cistotu produkti PCR je
vhodné ovérit opét pomoci gelové elektroforézy,
kdy je potvrzena délka sekvence amplifikované
c¢asti DNA. Pro tipIné potvrzeni identity je nutné
provést sekvenaci produktti PCR, kdy je zjisténo
poradi nukleovych bazi v sekvenci.

Vyhody a nevyhody mikrobiologické a che-
mické detekce plisni jsou shrnuty v tabulce 1.

Tabulka 1 Vyhody a nevyhody mikrobiologické a chemické detekce plisni

Metoda Popis

Vyhody

Nevyhody

Kultivace plisni Plisné jsou kultivovany
na zivném médiu.
Kvantifikace na zakladé
poctu kolonii.

—nizka cena

— médium, ¢as, teplota kultivace
ovliviiuje, které druhy plisni budou
kultivovany

— ne vSechny plisné mohou byt
uspésné kultivovany (faleSné
negativni vysledky)

— podhodnoceni po¢tu pomalu
rostoucich plisni

— mozné interakce mezi jednotlivymi
druhy

— mozna kompetice
s bakteriemi

— vliv objemu vzorku na detekéni
limit

Stanoveni Poskytuje odhad celkové
ergosterolu fugalni biomasy.
kapalinovou

chromatografii

— citlivéjSi nez méreni
suché biomasy

— nerozliSuje mezi rody ¢i kmeny
— neni presnym vyjadfenim hmoty
biomasy

Kvantitativni PCR

Ze vzorku je extrahovana
DNA, jsou pouzity vhodné
primery a provedena
kvantifikace pomoci PCR
analyzy.

— citliva a specificka
metoda

— rychlost, moznost
analyzy v realném
Case

— nutnost pfedchozi identifikace
kmena ¢i rodd

— moznost faleSnych pozitivnich
vysledkl
u mrtvych bunék

Detekce gen ¢i
proteinu

Detekce genl
metabolickych drah
mykotoxinG. Detekce
specifickych proteint
pomoci Western Blot
techniky.

— uzite€na pomucka
k morfologické
identifikaci
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Metoda Popis

Vyhody

Nevyhody

PFimé pozorovani | Optickym &i elektronovym
mikroskopem,
taxonomicka identifikace

pomoci morfologie.

—nizka cena

— subjektivni identifikace; nemozné
pro nesporulujici druhy ¢&i druhy
nesporulujici v dobé odbéru
vzorku

— Casto pouze identifikace rodu

Hmotnostni Vzorky jsou smichany
spektrometrie s matrici a laserovym
(identifikace) pulzem ionizovany

(MALDI). Zaznamenavana
jsou hmotnostni spektra.

— vysoka presnost,
citlivost a rychlost

— vyZaduje kompletni databaze

Prevzato, upraveno a doplnéno (Sonigo et al., 2011, p. 19)

Elektronické (umélé) nosy

Elektronické nosy (artificial noses) sestavaji ze
dvou zdkladnich casti — a to z nékolika jedno-
tek az desitek senzord, které jsou schopny de-
tekovat mnozstvi tékavych organickych latek
v plynném skupenstvi, a z ¢asti, ktera je schopna
naméfeny signal vyhodnotit. Kazdy jednotlivy
senzor ma rtiznou citlivost a odezvu vaéi jednot-
livym tékavym organickym latkdm. Vzhledem
k tomu, Ze specifita takového jednoho senzoru
je velmi nizka, jsou volena feseni, ktera obsahuji
vice rtznych nespecifickych senzort. Odezvy
takového ,pole” senzort tvori vektor slozeny
z hodnot ziskanych z jednotlivych senzorti. Ta-
kové vektory jsou mnohem vice specifické pro
konkrétni analyty a po statistickém zpracovani
i pro identifikaci jednotlivych tékavych latek,
respektive jejich skupin. V ptfipadé, Ze je po ka-
libraci senzorti nalezen vektor (tedy kombinace
signalti) charakteristicky pro vzorek kontami-
novany plisnémi, je tento vzorek vyhodnocen
jako pozitivni na kontaminaci plisnémi. K vy-
hodnoceni méfenych signala a jejich klasifikaci
se pouzivaji rizné statistické metody, jako jsou
metoda parcidlnich nejmensich ctverct, linearni
diskriminantni analyza ¢i umélé neuronové sité
(Dohnal et al., 2008b, s. 66).

Elektronické nosy jsou pouzivany v celé fadé
odveétvi, napriklad k identifikaci bakterialni kon-
taminace potravin, detekci onemocnéni lidi ¢i
v poslednich letech k detekci onemocnéni rostlin
(Zhang, Li, 2010, p. 127).
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Spektralni metody - fluorescence,
hyperspektralni metody, UV-IR

Dalsi z metod detekce napadeni vzorku plisné-
mi je vyuziti zaznamu absorp¢niho spektra po-
fizeného v oblasti 400 az 1 000 nm, tedy ultra-
fialové az infracervené. Metody analyzy obrazu
nabyvaji v poslednich letech na vyznamu, coz se
odrazi i na zvysujicim se po¢tu odbornych pu-
blikaci v tomto odvétvi. Po nasnimani spekter
je klicova kalibrace a vytvoreni matematického
modelu, kde hraje zfejmé nejvyznamnéjsi roli
vybér nejvhodnéjsich vinovych délek zareni vy-
uzitych pro tvorbu modelu.

Spektralni metody byly uspésné vyuzity pri
detekci plisni u kukufice, kdy se napadeni plis-
ni Aspergillus niger, respektive Aspergillus flavus
podafilo identifikovat jiz 48 hodin od inokulace
(Del Fiore et al., 2010, p. 64). Také spektrosko-
pie v blizké infracervené oblasti byla vyuzita
pro hodnoceni pritomnosti klasovych fuzariéz
(Fusarium head blight disease), deoxynivaleno-
lu a ergosterolu u jednotlivych pSenicnych zrn.
Na zakladé kalibrace naméfenymi spektry bylo
mozné rozlisit mezi zdravymi a kontaminova-
nymi zrny (Dowell et al., 1999, p. 573). Stejna
metoda byla pouZita Petterssonem a Abergovou
pro detekci deoxynivalenolu u psSeni¢nych zrn
infikovanych plisni Fusarium culmorum (Petter-
son, Aberg, 2003, p. 229). K modelovani bylo
pouzito spekter v oblasti 670 az 1 100 nm jako
vstupnich dat. Model vytvofeny pomoci meto-
dy parcialnich nejmensich ¢tvercti (Partial Least



Squares, PLS) s 11-13 PLS faktory a valida¢nim
setem Citajicim 20 vzorkd. Standardni chyba mo-
delu ¢inila 381 ug DON/kg.

Jin et al. (2009, p. 158) Gspésné vyuzili hyper-
spektralni zobrazeni ke Kklasifikaci toxinogen-
nich a netoxinogennich kment Aspergillus flavus.
Data byla nejprve redukovana a nekorelovana
metodou hlavnich komponent (PCA) s nasled-
nou selekci hlavnich komponent pomoci gene-
tickych algoritmt a klasifikaci pomoci metody
Support Vector Machine (SVM).

ZAVER

Plisné svou pritomnosti zdsadné a casto ne-
gativnim zplisobem ovliviiuji prostfedi nebo
substrat, na kterém ziji. Proto je jejich detekce
velmi dulezita. Clanek shrnuje metody nejen

standardné pouzivané, naptiklad kultivaci ¢i
polymerazovou fetézovou reakci, ale vénuje se
i metodam vyuzivajicim zmén chemickych ci
fyzikalnich vlastnosti. Vyznam sledovani che-
mickych biomarkert, jako jsou tékavé organické
latky, ergosterol, polysacharidy ¢i mastné kyse-
liny, stéale roste. V soucasné dobé je nejvice vyu-
zivano stanoveni obsahu ergosterolu. V pripadé
tékavych latek nelze opomenout vyuziti umeé-
lych nosti, u kterych lze predpokladat vétsi vy-
uziti naptiklad ve skladistich potravin ¢i krmiv.
V soucasné dobé je pozornost vénovana i me-
toddm nedestruktivnim, zaloZenym na analyze
obrazu pofizeného v rozsahu ultrafialové az
mikrovinné casti elektromagnetické ¢asti spek-
tra. Vyvoj v oblasti detekce sméfuje k rutinnim
a rychlym metodam.
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