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Néazev bakalaiské prace: Mykotoxiny a lidské zdravi

Predkladdana bakalaiska prace se zabyva nejen obecné, ale soucasné i konkrétné vSemi aspekty
biosyntézy mykotoxind a jejich negativnim pusobenim nejen na clovéka, ale i na domaci a

hospodaiska zvitata z hlediska zivoc¢isné vyroby.

Nejdiive jsou mykotoxiny obecné¢ definovany a piedstaveny jako kontaminujici substance
Vv zivotnim prostiedi Clovéka a rovnéz je zminéno i pfipadné zneuziti mykotoxinl pfi
bioteroristickych akcich. Potom nasleduje obecné pojednani o mikromycetech a jejich vyznamu
nejen jako producentli nebezpecnych mykotoxint,, ale je popsano i pozitivni vyuziti
mikromycetil v potravinafstvi, v modernich biotechnologiich, v biologické ochrané rostlin, ale i
pfi Cisténi odpadnich vod. Velkd pozornost je rovnéz veénovana patogennimu piisobeni
mikromycetil, nebot’ mohou zptisobovat rtiznd mykoticka a alergicka onemocnéni.

Nasleduje kapitola o producentech (zdrojich) mykotoxinii. Prace se zabyva zejména tfemi
Diulezité druhy vramci téchto rodd jsou popsany nejen z hlediska jejich makroskopickych

vlastnosti, ale také i z aspektu jejich mikroskopické stavby.

Vlastni kapitola o mykotoxinech uvadi jednotlivé dilezit¢é mykotoxiny: jejich chemickou
stavbu, ale i fyzikalni vlastnosti, vyskyt v potravinich a krmivech a jejich toxikologické
pusobeni. Potom logicky nasleduje pojednani o stanoveni mykotoxini nejen metodami
instrumentalni analyzy, ale i metodami imunologickymi. Posledni ¢ast prace se zabyva zptasoby

omezeni vyskytu plisni, ale i metodami destrukce (inaktivace) mykotoxini.

Klicova slova: mykotoxiny, mykotoxikozy, mikromycety, analytika mykotoxint
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Title of the bachelor thesis: Mycotoxins and human health

This bachelor thesis deals with all aspects of the mycotoxin biosynthesis and with the negative
effect of mycotoxins not only on the human organism but also on domestic and farm animals
from the point of view of animal husbandry.

In the first part of the thesis mycotoxins such as contaminant substances in the human
environment are introduced and defined and possible misuse of mycotoxins in terrorist attacks is
also mentioned. This is followed by a general description of micromycetes and their
significance not only as producers of dangerous mycotoxins, but also the positive use of
micromycetes in food production, modern biotechnologies, in biological plant protection as well
as in the sewage treatment are also discussed. A great attention is also given to the pathological
effects of micromycetes because they can cause various different mycotic and allergic disorders.

The following chapter deals with the sources of mycotoxins. The thesis particularly deals with
the three most important genera of mycotoxin-producing moulds: Aspergillus, Fusarium and
Penicillium. Important species within the three mentioned genera are described from the point
of view of their macroscopic properties as well as their microscopic structure.

The chapter dedicated to mycotoxins presents the individual important mycotoxins, their
chemical structure, but also physical properties, their occurance in both the human and animal
food as well as their toxicological effects. Consequently, a description of the detection and
determination by the way of instrumental analysis as well as by immunological methods comes
after. The last section of the thesis concentrates on the limitation of mould incidence and on the
methods of the inactivation or the destruction of mycotoxines.
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Zadani — cil prace
Téma zadani mé bakalarské prace zni: ,,Mykotoxiny a lidské zdravi“. Mykotoxiny, jak je
uvedeno ve vlastnim textu prace, reprezentuji heterogenni kategorii latek z hlediska jejich

chemické struktury, ale i z hlediska jejich negativniho ptisobeni na lidsky organismus.

Cilem ptedkladané prace je nejen upozornit na vyskyt mykotoxinii v potravinach a
krmivech, ale také i na jejich $kodlivé pusobeni na zdravi nejen Clovéka, ale i domacich a
hospodaiskych zvirat. Toto téma mne velmi zaujalo, a proto jsem si ho zvolila za predmét své

prace.

Mnoho pokust s mykotoxiny bylo provedeno na laboratornich zvifatech, které casto
pfedstavuji vhodné modelové experimentalni objekty. Zaroven je vSak otdzkou, jak mnohé
vysledky pokusti je mozné piimo pienést ¢i aplikovat i na ¢loveéka. Bylo jednoznacné prokazano
na laboratornich zvitatech, ze mykotoxiny se projevuji Sirokym spektrem patologickych ucinku,
které popisuji u konkrétnich mykotoxin v nasledujicim textu. Mnohé mykotoxiny soucasné

vykazuji Siroké spektrum patogenniho ptisobeni na laboratorni organismy.

Velkym nebezpeim je, Ze mykotoxiny se mohou postupné akumulovat v organismu a pii
jejich urcité prahové koncentraci potom dochazi ke zjevnému onemocnéni. Akumulaci
nekterych mykotoxini se rovnéz zabyvala i v Hradci Kralové vyzkumna skupina vedend panem
doc. Malifem ze Zdravotniho ustavu Hradec Kralové. Mykotoxiny nevznikaji v potravinach a
krmivech né&jakymi vnitinimi ¢i endogennimi samovolnymi chemickymi procesy (tedy de
novo), ale jsou vzdy vytvareny uritymi druhy vlaknitych mikromycetd. Proto jsem logicky
Struéné¢ popisuji  makroskopicky vzhled (makrohabitus) jejich kolonii soucasné i
s mikroskopickou strukturou. U nékterych druhti ilustruji vn&jsi habitus kolonii pfislusnymi
makrofotografiemi. Velké nebezpeci kontaminace mikromycetami hrozi jiz pfi samotném
péstovani, sklizni, v prubéhu skladovani a pfi vlastnim technologickém zpracovani

zemedélskych komodit (obilovin, ovoce), v obchodnich sitich a domacnostech spotiebitele.

Mnohé potravinaiské suroviny, polotovary i finalni vyrobky nemuseji byt na prvni pohled
vibec plesnivé, dokonce nékdy ani neni mozné mikroskopicky prokazat piitomnost
mycelidlnich vldken, nebo spor, piesto mohou obsahovat mykotoxiny. Ruznymi
technologickymi procesy a Upravami mohlo dojit k pfedeslé destrukci mycelialnich struktur
mikromycetli. Proto je vZzdy nutné na vsech stupnich prislusnych technologickych procest

zabranit ristu a mnozeni mikromycetil a tim i produkci mykotoxin.

V tomto kontextu se také zminuji o velké odolnosti mykotoxinti k fyzikalnim faktorim
vn¢jsiho prostedi, zejména k teploté. Mnohé mykotoxiny nejsou inaktivovany ¢i destruovany

ani delSim varem nebo i pecenim.
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1 Uvod

Mykotoxiny zahrnuji toxiny, které jsou vytvareny uritymi druhy vlaknitych hub
(vlaknitych mikromicet) za piiznivych podminek jak v pfirodnim prostiedi, tak i pfi jejich
kultivaci v laboratornim méfitku. Mykotoxiny nereprezentuji jednotnou skupinu latek

z chemického hlediska, naopak nalezi do riznych kategorii chemickych sloucenin.

Jesté na pocatku dvacatého stoleti byly mykotoxiny prakticky nezndmé. Urcitd onemocnéni
cloveéka nebo zvifat pfi konzumaci kontaminovanych potravin nebo krmiv se pfipisovala

nejriznéjsim piic¢indm. Rozhodla jsem se proto shromazdit mnohé poznatky a tdaje o

mykotoxinech do piehledné a ucelené formy Vv predkladané bakalaiské praci.

Mnohé potravinaiské suroviny, polotovary i finalni vyrobky pfedstavuji vhodné medium
pro rast plisni. Nékteré druhy plisni vyristaji na povrchu potravindfskych vyrobkt a lze je
rozeznat pouhym okem, jiné jsou jiz makroskopicky méné€ patrné. Nelze si vSak predstavovat,
7e vSechny plisné produkuji nebezpeéné mykotoxiny. U nékterych rodi a druhi nebyla do
soucasné doby prokazéana zadna tvorba mykotoxint. Jiné druhy jsou vSak povazovany za tzv.
potencialné toxinogenni. Tyto druhy totiz syntetizuji mykotoxiny vzdy za konkrétnich
ptiznivych podminek vnéjsiho prostiedi. Pro tvorbu mykotoxinil je rovnéz rozhodujici slozZeni

samotného substratu (potraviny nebo krmiva), jeho vlhkost, teplota a aktualni kyselost.

Vyskyt a toxické ¢i patogenni pisobeni mykotoxind na zdravi ¢lovéka nebo domacich a
hospodaiskych zvifat nelze podceniovat. Mykotoxiny se vyznacuji nejriznéjsim toxickym
pusobenim, mohou nepfiznivé ovliviiovat napfiklad ¢innost nervové soustavy,
gastrointestinalniho systému, ledvin, jater, tvorbu krevnich elementl, reprodukénich organi
nebo snizovat imunitu organismu. Pfi dlouhodobé expozici mohou mykotoxiny vykazovat

karcinogenni nebo mutagenni efekt.

S 24

jejich vlastnosti a zdravotni rizika spojena s konzumaci potravin, které jsou jimi
kontaminovany. V této souvislosti soucasn¢ také uvadim dilezité rody a druhy vlaknitych
mikromycet, jez jsou prave potencialnimi (neboli fakultativnimi) producenty téchto toxickych

sloucenin.
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2 Mykotoxiny a jejich vyznam pro ¢lovéka
V soucasné dob¢ je znamo témét 400 mykotoxinti produkovanych vice nez 350 druhy hub a

i nadale jsou objevovany a chemicky charakterizovany dal§i mykotoxiny. V lidském okoli se

vyskytuje ve vyznamnych mnozstvich pfiblizné 20 druhti mykotoxint [1; 10; 72].

2.1 Negativni dopad mykotoxinii na pracovni a Zivotni prostiedi

C¢lovéka

2.1.1 Mykotoxiny jako puvodci onemocnéni ¢lovéka a zvirat

Mykotoxiny, sekundarni metabolity mikroskopickych hub, piedstavuji celosvétovy
problém od nepaméti. Zptsobuji celou fadu onemocnéni zvanych mykotoxikozy u ¢lovéka a
hospodaiskych zvitat prostfednictvim celé stupnice akutnich, chronickych i pozdnich toxickych
ucinkt. Z tohoto hlediska je zejména v posledni dob¢ aktualni ¢lenéni mykotoxint dle jejich
toxicity Kk cilovym organim. Mohou totiZ specificky pusobit na nékteré organy a organové
systémy. Napiiklad aflatoxiny a ochratoxin A jsou hepatotoxické, trichotheceny postihuji
primarné travici trakt, ochratoxin A plisobi mimo jiné nefrotoxicky, zearalenon vykazuje
estrogenni aktivitu a pasobi tak negativné na reprodukéni organy. Jiné mykotoxiny vystupuji
jako imunotoxiny, hematotoxiny, dermatotoxiny a genotoxiny. Je prokadzano, ze néktera
onemocnéni maji jasnou pfi¢inu v mykotoxinech, u jinych mohou byt mykotoxiny jednim
z jejich moznych ¢initelu [3; 4; 7; 8; 11; 10; 70].

Na druhou stranu, ne vSechny kmeny vlaknitych mikromycetli jsou toxinogenni, avSak
byla-li zjisténa produkce ur¢itého mykotoxinu u nékterého kmene urcitého druhu mikromycett,
lze vSechny kmeny tohoto druhu povazovat za potencialné toxinogenni, tj. schopné produkovat

ur¢ity mykotoxin za konkrétnich podminek [4; 7].

U tady mykotoxind se hodnoti nebezpeci (idaj o toxicité) a jsou stanovovany narodni

limity v potravinach a krmivech (vyhlaska MZ CR 53 / 2002 Sb. a 298/1997 Sb.) [4; 7; 8; 73].

2.1.2 Mykotoxiny jako kontaminanty Zivotniho prostiedi ¢lovéka

Mykotoxiny kontaminuji a znehodnocuji krmiva, osiva a potraviny a snizuji tak jejich
biologickou hodnotu. Piedstavuji tedy stalé riziko pro zdravi ¢lovéka v disledku dietarni
expozice. Mykotoxiny mohou byt také obsaZeny ve sporadch mikromycetti a predstavuji timto
velké riziko profesiondlni inhalacni expozice pii nedodrzeni zasad spravné vyrobni praxe
napiiklad pfi zpracovani cerealnich produktl. Potraviny napadené vlaknitymi mikromycetami

podléhaji kazeni, méni tak i svoje senzorické a organoleptické vlastnosti [2; 3; 4; 5; 7].
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2.1.3  Zneuziti mykotoxini jako biologickych zbrani

Urcitou hrozbou zistava vyuziti mykotoxint jako ,,levnych® biologickych zbrani zejména
pti sabotaznich akeich teroristickych skupin. Mohou byt zneuzity k otravé potravin, vodnich
zdroji a v omezenych prostorech zivotniho prosfedi. Cilem statnich kontrolnich organt,
napiiklad SUICHBO (Statni tstav jaderné, chemické a biologické ochrany), je eliminovat riziko
bioterorismu, majoritn€ prostrednictvim piisluSnych zdkond a vyhlasek. Naptiklad zdkon
¢.281/2002 Sb., vyhlaska €. 474 stanovuje opatfeni napiiklad souvisejici s nakladanim a praci
s vysoce rizikovymi biologickymi agens. Z mykotoxickych biologickych agens jsou sledovany

zejména aflatoxiny a trichotheceny [4; 9; 11; 74].

2.2 Pozitivni hledisko pritomnosti mikromycet v Zivotnim a pracovnim

prostiedi ¢lovéka
Mikroskopické houby maji na druhé strané i pozitivni pfinos. Nékteré druhy nasly

naptiklad uplatnéni ve farmaceutickém, ¢i potravindiském pramyslu [3].

2.2.1 Mikromycety jako prirozena soucast ekosystémii

Mikromycety se v pudnim a vodnim prostiedi vyznamnou mirou podileji na rozkladu
riznych organickych zbytki rostlin a zivocichli. Svoji rozkladnou aktivitou se zatazuji hned za
bakterie. Z toho vyplyva, Zze se spoleéné s bakteriemi podstatné ucastni kolobéhu neboli
biogeochemického cyklu vyznamnych biogennich prvkl v ptirodé€. Jedna se zvlasté o kolobeh

dusiku, siry a fosforu [3].

2.2.2 Mikromycety jako zdroj antibiotik a jejich vyuZiti v modernich
biotechnologiich

Vyznamnym meznikem nejen v oboru mykologie byl objev antibiotik. Mikromycety
produkuji celou fadu antibiotik, naptiklad peniciliny, cefalosporiny, apod. V roce 1929 Sir
Alexander Fleming objevil penicilin, produkt plisné Penicillium notatum. Rozvoj biotechnologii
a genetického inzenyrstvi umoziuje vyuzivat nékteré mikromycety ve farmaceutickém
prumyslu k produkei 1é¢iv, kuptikladu antibiotik, 1é¢iv s imunosupresivnimi ucinky, preparatl
ovlivitujicich endogenni tvorbu cholesterolu v krvi pti 1é¢bé vysokého krevniho tlaku, 1é¢iv
k 1écbé nemoci zaludku, dale k produkci latky podobné insulinu jako nahrady insulinu a

mnohych dalsich vyznamnych ¢loveéku prospésnych substanci [3; 4; 13; 15; 69].

Chemicky primysl vyuzivd schopnosti mikromycet syntetizovat enzymy, organické
kyseliny, naptiklad kyselinu citronovou, fumarovou, glukonovou, itakonovou, giberelovou,

vitaminy a hormony [3; 4; 13; 15; 69].
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2.2.3  Vyuziti mikromycet v potravinarstvi a pii vyrobé napoji

V neposledni fadé se tzv.“kulturni mikromycety” a jimi produkované enzymy pouzivaji
k vyrobé fermentovanych potravin - chleba, mléénych produkti a alkoholickych napoja.
Zejména v Asii se s oblibou potraviny na sdjovém zakladu, naptiklad tempeh, miso, sufu
fermentuji pomoci vlaknitych mikromycet Aspergillus oryzae a Rhizopus oligosporus. Témito
pochody se stdvaji 1épe stravitelné a v mnoha ohledech se zvysuje jejich biologicka hodnota [3;

6; 4; 69; 13].

Penicillium roqueforti a Penicillium camemberti a P. nalgiovense se pouzivaji pii vyrobé

plisnovych syru rokforského a camembertského typu [3; 6; 4; 69; 15].

Kulturni mikromycety nalezly také uplatnéni v masném prumyslu pfi vyrobé salamt

s uslechtilou plisni na povrchu, slaniny a Sunky [3; 4].

Perspektivni je i vyroba tzv. mykoproteind, bilkovin s velmi vyznamnou nutri¢ni hodnotou.
Pouzivaji se k fortifikaci rGznych potravin, napiiklad peciva a masnych vyrobkt. K jejich
produkci se vyuzivaji plisné Fusarium graminearum a Paecilomyces variotii. V souc¢asné dobé
se v nékterych zemich v Evrop¢€ vyrabi tzv. “quorn®, ktery se pro vysoky obsah bilkovin a nizky

obsah tuku stal dobrou alternativou masa [4].

2.2.4  Vyuziti mikromycet v biologické ochrané rostlin

Nékteré mykotoxiny nasly v soucasné dobé vyuziti jako tzv. pfirodni herbicidy -
fytotoxiny, napfiklad k hubeni plevele v zeméd¢€lstvi. Nékteré mikroskopické houby, zejména
Pythium oligandrum a Trichoderma harzianum jsou v ptipravcich na bazi spor vyuzivany
k biologické ochrané rostlin pfed patogennimi houbami a $kidci jako mykopesticidy. Z jejich
spor vykli¢i vlakno, rozroste se v mycelium, které¢ napada rizné fytopatogeny rostlin. Naopak
jiné mikromycety a jejich metabolické produkty jsou vyuzivany jako rastové hormony [4; 12;

71; 73].

Také je mozné vyuzit tzv. entomopatogenni mikroskopické houby k likvidaci Zivocisnych

Skudci, zvlasté razného Skodlivého hmyzu [4].

2.2.5 Vyuziti mikromycet v problematice ¢iSténi odpadnich vod
Jelikoz mnoh¢é vldknité houby a saprofytické plisné jsou schopné §tépit organické latky,
které jsou soucasti odpadnich vod, mohou byt vyuzivany k jejich ¢isténi a pfispivat tak k feSeni

této problematiky [3].
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3 Zdroje mykotoxini

Vyznamnym zdrojem nejznaméjSich mykotoxinii jsou zejména toxinogenni kmeny
mikromycett rodu Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Claviceps a Alternaria avsak i ve vSech
ostatnich taxonomickych skupinach vlaknitych hub jsou mykotoxiny produkovany. V soucasné
dobé je znamo nékolik desitek toxinogennich mikromycetd, které mohou ovliviiovat zdravi

¢lovéka [9; 73].

3.1 Rod Aspergillus

Rod Aspergillus je z fylogenetického hlediska pokladan za velmi starou fylogenetickou
skupinu. Poprvé byl popsan v roce 1729 italskym botanikem, P. A. Micheli (1679 -1737) a jeho
nazev byl odvozen z latinského slova ,,aspergo®, coz Cesky znamena ,.kropim®. Pro zastupce

rodu Aspergillus se nékdy vyuziva ¢eského nazvu ,kropidlak®.

Rod Aspergillus zahrnuje velky pocet druhd, které se ¢asto podstatné li§i vlastnostmi a lze
je charakterizovat a odli§it na zaklad¢ ftady faktorti, jako naptiklad: morfologie
(makromorfologie, mikromorfologie) kolonii, rychlosti rdstu, odolnosti vi¢i nepfiznivym
faktorim vnéjsiho prostredi, rozdilnych biochemickych vlastnosti, ¢i pravé na zakladé rozdilné

produkce mykotoxint [26].

Zastupci rodu Aspergillus spoleéné s jinymi vlaknitymi mikroskopickymi houbami rodu
Penicillium tvoii nejpocetnéjsi skupinu mikroskopickych vlaknitych hub vyskytujici se v
biosféfe a pedosféie [26].

Druhy rodu Aspergillus produkuji velmi vyznamné mykotoxiny ohrozujici zdravi nejen
¢loveka, ale i domacich zvirat. Nékteré druhy se rozmnozuji jenom nepohlavnim zptisobem, jiné
druhy mohou vykazovat jak nepohlavni (asexualni) i pohlavni reprodukci. V soucasné dob¢ se

pohlavni stadia plisni obecné oznacuji nazvem ,,teleomorfa“ [1; 25].

Taxonomie tohoto slozit¢ho rodu mikromycet se postupné vyvijela. Jiz ve 20. letech
minulého stoleti se vyzkumem aspergilt a jejich klasifikaci zabyval americky mykolog K. B.
Raper. Ten se potom spolupraci s dalsim vyznamnym mykologem C. Thomem podilel na
sepsani unikatni monografie 0 rodu Aspergillus, ktera byla vydana vroce 1945. V této
monografii uvedeni autoii shrnuli vSechny dostupné poznatky a navrhli klasifikaci rodu
Aspergillus, ktera se vlastné pouzivala az do konce minulého stoleti. Tato monografie byla
potom jesté prepracovana K. B. Raperem a D. Fennellovou a tato pozdé€jsi monografie se
objevila v roce 1965. K. B. Raper a D. Fennellova vypracovali kli¢ k uréovani druhti aspergilti a
rozdélili jejich systém do uritych skupin, kde kazdd skupina zahrnuje morfologicky i
fyziologicky podobné druhy [27].
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Potom australsky mykolog J. 1. Pitt vypracoval ucelenéjsi systém klasifikace druht rodu
Aspergillus. Rod Aspergillus se v tomto systému rozdéluje na podrody a kazdy podrod mize
zahrnovat jednu nebo aZz nékolik sekci. Lze uvést tyto vyznamné podrody: Aspergillus,

Fumigati, Ornati, Clavati, Nidulantes, Circumdati a Stilbothamnium [18].

Obecna makromorfologie a mikromorfologie rodu Asperqillus

Makromorfologie zahrnuje vzhled kolonii, ktery mizeme pozorovat pouhym okem, tedy
makroskopicky. Pokud se tykd makromorfologie, tak posuzujeme zvlast€¢ zbarveni kolonii,
jejich strukturu a produkci pigmentil, z nichz nékteré mohou difundovat do okoli, do kultiva¢ni

pady [26: 30].

Pii mikromorfologickém pozorovani mikromycet rodu Aspergillus napiiklad pomoci
mikroskopie nativniho preparatu se sleduje a studuje predevSim reprodukéni orgdn zvany
méchyiek, neboli ,,vesiculus®, ktery vyrusta na konidioforu. Méchytek byva ovalny az kulovity
a nese na svém povrchu konidionosné buiiky zvané fialidy, které jsou lahvicovitého tvaru. Tyto
fialidy se mohou na méchyiku vyskytovat bud’ v jedné fadé¢ (monoserialn€) — jde o primarni
fialidy nebo ve dvou fadach nad sebou (biserialng) — jde 0 sekundarni fialidy. Na konci fialid
bud’ primarnich, nebo sekundarnich se tvofi spory zvané konidie (nebo také konidiospory).
Nékteré druhy rodu Aspergillus se také rozmnozuji pohlavné pomoci askospor V utvarech
zvanych plodnicky. Ty jsou jesté rozdélené na viecka, latinsky ,,asci“. Tyto askospory jsou

podstatné odolné&jsi k podminkam zevniho prostiedi zvlasté k teplotnim vliviim [86].

3.1.1 Aspergillus candidus

Aspergillus candidus (A. candidus) se vyznacuje rtistem na Czapkové-Doxové agaru (CDA,
Czapek-Dox agar) v podobé bilych kolonii, které po delsi dobé mohou nabyt krémové zluté
zbarveni. Odtud také pochazi oznaceni ,,candidus®, coz znamena bily. Spodni strana kolonie

neni zbarvena [19].

Mikroskopicky se A. candidus vyznaGuje témito mikromorfologickymi znaky: typicky
kulovitymi méchyiky se dvéma fadami fialidi na svém povrchu a nejcastéji kulovitymi,
bezbarvymi a tenkosténnymi konidiemi (viz. Obr. 1) [30].

Tento druh se vyznamné vyskytuje naptfiklad na obilovinach, na skladované mouce, na

vlasskych ofesich. Produkuje kyselinu kojovou [5].
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Obr. 1: Schematicky ndkres mikromorfologickych znakui plisnée Aspergillus candidus

Zdroj: prevzato z Fassatiova, O., 1979, upraveno: . Roudnd

Legenda: a) konidie, b) fialidy, ¢) méchyrek

3.1.2  Aspergillus niger

Nazev tohoto druhu je etymologicky odvozen od latinského slova ,,nigere, coz v ¢eském
jazyce znamena ¢erny. Aspergillus niger (A. niger) na CDA i na Czapkové€ agaru S kvasniénym
extraktem (CYA, Czapek yeast extract agar) vyrusta pomérné rychle a zpocatku vytvati vatovité
a bilé mycelium, které potom postupné ¢erna (viz. Obr. 2). Spodni strana kolonii je vétSinou

svétle luta [19; 26].

Pod mikroskopem pozorujeme témér kulovité méchyiky se dvéma fadami fialid. Na
koncovych (sekundéarnich) fialidach se vytvareji kulovité konidie, zpocatku s hladkymi sténami,
pozdgji typicky ostnité (bradavéité) [28].

Obr. 2: Kolonie plisné rodu Aspergillus niger na CYA, kultivace po dobu 5 dni, pri 25 °C

Zdroj: TVRZOVA, Ludmila, ). CHUMCHALOVA, M. NEMEC, Z. PACOVA, D. SAVICKA, A. KUBATOVA a P.
PATAKOVA. Miniatlas mikroorganismii [online]. Brno: Masarykova univerzita, 2006. Elportdl. [cit. 2014-07-13].
ISSN 1802-128X. Dostupné z: http://is.muni.cz/do/rect/el/estud/prif/ps06/mikroorg/web/index.html.
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Tento druh je vyznamny z biotechnologického hlediska, nebot’ vytvaii nékteré organické
kyseliny jako naptiklad kyselinu citrénovou, fumarovou, glukonovou nebo oxalovou. Také se
pouziva i k produkci enzymti. V mikrobiologickych laboratotich se pomoci tohoto druhu testuje

odolnost mikromycet vici riznym dezinfekénim piipravkiam [31].

Z klinického hlediska mtze zpusobovat nékteré mykdzy, naptiklad jsou popsané mykozy
vné&jsiho zvukovodu - otomykozy. U osob s uréitou predispozici mohou spory A. niger po delsi
expozici zpusobovat alergické zanéty pradusek. V literatufe se také uvadi i pravdépodobna

produkce ochratoxinu A [28].

3.1.3  Aspergillus ochraceus
Aspergillus ochraceus (A. ochraceus) na CDA vytvaii vzdy nizké a charakteristicky zrnité
kolonie se soustifednou vrstevnatosti, které jsou zbarvené okrové zluté, oranzové nebo oranzové

¢ervené. Jejich spodni strana je rovnéz oranzZova, nékdy prechazi az do ¢erveného tonu [3].

A. ochraceus vytvaii kulovité az elipsoidni méchyiky a po celém jeho povrchu vyristaji ve
dvou fadach fialidy. Na sekundarnich fialidach vznikaji kulovité az elipsoidni konidie s drsnym

(ostnitym) povrchem [4].

Tento druh aspergili se vyznacuje fermentacnimi schopnostmi a vyskytuje se na
obilovinach, naptiklad na skladovaném obili, ryzi, ofiScich liskovych, vlasskych, burskych, na
kokosovém ofechu a rdzném koteni. Je u ného prokazana tvorba ochratoxinu A, ochratoxinu B

a C a kyseliny penicilové [5].

3.1.4  Aspergillus fumigatus

Druhovy nazev Aspergillus fumigatus (A. fumigatus) je odvozen od latinského slova
,fumus®, coz znamena kout. Kolonie na CDA, CYA jsou nizké, sametové a zelenomodie nebo
Sedozelené jakoby koufové zbarvené (viz. Obr. 3). Jejich spodni strana je bud’ nezbarvena, nebo

u jinych kment zluté az temné Cervené zbarvena [19; 30].
Obr. 3: Kolonie plisné rodu Aspergillus fumigatus narostlé na CYA po 5 dnech pri 25 °C

Zdroj: TVRZOVA, Ludmila, ). CHUMCHALOVA, M. NEMEC, Z. PACOVA, D. SAVICKA, A. KUBATOVA a P.
PATAKOVA. Miniatlas mikroorganismii [online]. Brno: Masarykova univerzita, 2006. Elportdl. [cit. 2014-07-13].
ISSN 1802-128X. Dostupné z: http://is.muni.cz/do/rect/el/estud/prif/ps06/mikroorg/web/mikr.htm.
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Konidiofory A. fumigatus na konci vytvareji Siroce palicovity méchyiek, ktery je jenom na
vrcholu porostly fialidami v jedné fadé smétujicimi typicky vzhiiru. Konidie jsou vzdy kulovité

a ostnité [28].

Tento druh se vyskytuje na mnoha rostlinnych produktech véetné skladovaného obili nebo

mouky. Je termofilni a schopny jesté rustu pii 50 °C [5].

Vyznacuje se patogenitou pro Clovéka a nckterd zvirata. Jeho spory pronikaji dychacimi
cestami az do plic, kde mohou vznikat loziska zvana mycetomy. Také vyvolava mykotoxikozy,

nebot’ produkuje mykotoxiny fumitremorgeny, verukulogen, ¢i gliotoxin [32].

3.1.5 Aspergillus flavus

Nazev Aspergillus flavus (A. flavus) je odvozen zlatinského oznaceni ,flavus®, coz
znamena zluty. Kolonie na CDA, CYA vyrtstaji pomérné rychle a jsou vlnaté a svétle Zluté
zbarvené. V pozdé€jsim stadiu byvaji potom zbarveny typicky sldmové nebo citronové zluté, ale

i Zlutozeleng (viz. Obr. 4). Spodni strana je vzdy Zluta az hnédozluta [6].

Pti mikroskopickém pozorovani lze pozorovat nepravidelné kulovity méchytek, porostly
dvéma tadami fialid. Nékdy se vSak mize tvofit pouze jedna fada fialid, coz mulze vést
K obtiznostem pii ur¢ovani. Na fialidach se generuji kulovité az hruskovité konidie se zoubky

nebo ostny na svém povrchu [1; 20].

Obr. 4: Kolonie plisné Aspergillus flavus na CYA po 14 denni kultivaci pii 25 °C s napadné

Cernymi sklerociem

Zdroj: TVRZOVA, Ludmila, . CHUMCHALOVA, M. NEMEC, Z. PACOVA, D. SAVICKA, A. KUBATOVA a P.
PATAKOVA. Miniatlas mikroorganismii [online]. Brno: Masarykova univerzita, 2006. Elportdl. [cit. 2014-07-13].
ISSN 1802-128X. Dostupné z: http://is.muni.cz/do/rect/el/estud/prif/ps06/mikroorg/web/asp-fu.htm.

A. flavus patii v ramci rodu Aspergillus k nejrozsifenéjSim druhtim. Vyskytuje se na Siroké
fadé nejriznéjsich rostlinnych produktt, naptiklad ryze, obiloviny a vyrobky z obilovin, otruby,

sojové boby, liskové a vlasské ofechy [2].
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A. flavus vytvaii mykotoxiny zvané aflatoxiny - aflatoxin B;, B, které byly prozkoumany
nejdiive. Vyznamna je také tvorba kyseliny cyklopiazonové. Aflatoxiny mohou zpisobovat

mykotoxikozy druibeze, prasat, skotu, koni, ale i ¢lovéka [8].

3.1.6  Aspergillus versicolor

Na CDA, ale i na dalSich mykologickych ptdach roste Aspergillus versicolor (A.
versicolor) vzdy velmi pomalu a vytvafi typicky kompaktni kolonie sametového nebo
vlockovitého vzhledu (viz. Obr. 5). Nejdiive jsou kolonie bilé a postupem ¢asu se zbarvuji zluté

az okrové. Spodni strana je bezbarva nebo zluta, oranzova ¢i rizova [30].

Obr. 5: Kolonie plisné Aspergillus versicolor na agaru se sladovym extraktem (MEA), kultivace
po dobu 12 dnii pri 25 °C

Zdroj: TVRZOVA, Ludmila, . CHUMCHALOVA, M. NEMEC, Z. PACOVA, D. SAVICKA, A. KUBATOVA a P.
PATAKOVA. Miniatlas mikroorganismii [online]. Brno: Masarykova univerzita, 2006. Elportdl. [cit. 2014-07-13].
ISSN 1802-128X. Dostupné z
http://is.muni.cz/do/rect/el/estud/prif/ps06/mikroorg/web/images/plisne/kolonie/Aspergillus_versicolor CCF_2491
MEA_12-25.jpg

Pfi mikroskopii lze pozorovat polokulovité méchyiky, které jsou se dvéma fadami fialid.

Konidie jsou kulovité a jemné& zdrsnélé [30].

Vyskyt A. versicolor je ptedev§im na obilovinach, sojovych bobech, arasidech, liskovych a

vlasskych ofiscich [2].

Z biochemického hlediska se A. versicolor vyznacuje biosyntézou proteolytickych enzymu
a produkuje mykotoxin sterigmatocystin, ktery je Kkarcinogenni a muze zpisobovat

hepatotoxikozy [8].
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3.1.7  Aspergillus clavatus

Kolonie Aspergillus clavatus (A. clavatus) na CDA jsou bilé a vlnaté. V mistech tvorby
spor se objevuji i modrozelena mista. Spodni strana je nezbarvena. Identifikace tohoto druhu je
pomérne snadna nebot’ se vytvareji protdhlé kyjovité méchyiky s jednou fadou husté narostlych

fialid. Konidie jsou vzdy elipsoidni a hladké [30].

A. clavatus se vyskytuje na riznych rostlinnych produktech a organech v poc¢ate¢nim stadiu
jejich rozkladu. U A. clavatus je spolehlivé prokazana tvorba mykotoxinu patulinu (clavacin),

rovnéz cytochalasinu E a tryptoquivalonu [3; 4].

3.1.8  Aspergillus repens
Z potravinaiského hlediska je velmi dulezity druh Aspergillus repens (A. repens, Eurotium

repens, A. glaucus, A. glaucus var. repens) [3].

Muze se vyskytovat v konzervarenstvi, kde odolava pasterizatnim teplotam pii vyrobé
mostl, marmelad nebo sirupid. Tato tepelna rezistence je pravé zplsobena askosporami, které
jsou vysledkem pohlavniho rozmnozovani. Tyto reprodukéni ttvary jsou mnohem

rezistentnéjsi, nez spory ¢i konidie [6; 25].

Kolonie na CDA jsou vétSinou husté, ploché a Zlutozelené zbarvené. Spodni strana je

zlutozelené barvy.

Konidiofory jsou hladké a konidie se vyznacuji elipsoidnim nebo kulovitym tvarem a na
povrchu jsou vzdy ostnité (viz. Obr. 6). Askospory maji hladké stény a typicky ekvatorialni
prstenec [18].

Obr. 6: Schematicky ndkres mikromorfologickych znakii plisné Aspergillus repens

Zdroj: prevzato z Fassatiova O., 1979, upraveno: |. Roudnd

Legenda: a) konidie, b) fialidy, ¢) méchyrek, d) konidiofor
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Rozsifeni tohoto druhu je celosvétové, tedy jak v mirném pasmu, tak i v oblastech
subtropickych a tropickych. Muze se vyskytovat na celé fadé potravin a krmiv, jako je
skladovana psenice, kukufice a dalsi obiloviny, na ovoci, ofesich i napiiklad na masu, masnych

vyrobceich a syrech v pribéhu jejich skladovani [1; 4].

Do soucasné doby neni u A. repens prokazana produkce mykotoxint, avSak tento druh se
vyznacuje produkci fady enzymda, zvlasté lipolytickych, amylolytickych a sacharolytickych,

které mohou rozkladat potraviny a ovliviiovat jejich senzorické vlastnosti [4; 8; 15].

3.2 Rod Fusarium

Rod Fusarium prvné popsal némecky botanik H. K. Link v roce 1809. Dal mu nazev podle
latinského nazvu ,,fusus“, coz znamena vieteno. Nékdy se Cesky zastupci rodu Fusarium

oznacuji jako ,,srpovnicka‘, podle srpovitého, neboli rohli¢kovitého tvaru makrokonidii [29].

Druhy rodu Fusarium se pomémné hojné vyskytuji v potravinach a krmivech. Z tohoto
aspektu maji velky hygienicky a zdravotni vyznam jak pro ¢lovéka, tak i pro domaci a
hospodaiska zvirata. V ptirodnim prostfedi také Zziji jako saprofyté v rhizosféfe rostlin
(bezprosttedni okoli kofinkd rostlin). Nicméné maji ohromny vyznam z hlediska
fytopatologického, to znamena, Ze zplsobuji riizné hniloby a choroby rostlin a jejich plodd nebo

produktt [2; 5].

Mnoho druhti ztohoto rodu jsou vyznamnymi producenty nebezpecnych mykotoxint.
Konkrétné to mohou byt fumonisiny a trichotheceny B (deoxynivalenol, nivalenol a
zearalenon). Z hlediska vztahu ke kysliku mohou nékteré druhy fuzarii rist i za anaerobnich

podminek (bez piitomnosti kysliku) [36].

Obecnd makromorfologie a mikromorfologie rodu Fusarium

Nektera fuzaria vytvareji na sladinovém agaru Sedobilé a vlockovité kolonie, jiné zase
kolonie praskovité. Kolonie fuzarii jsou v mnoha piipadech zbarvené oranzové az ¢ervené nebo

hnédooranzove. Spodni strana kolonii byva zbarvena rovnéz rizové az cervenorizove [35].

Fuzaria mohou vytvaret téi druhy spor: mikrokonidie, makrokonidie a chlamydospory, které
jsou odolng&jsi nez oba druhy konidii. Konidie vznikaji na hyfovém vlaknu, zvaném konidiofor.
Na konidioforech se tvofi fialidy, které potom davaji vznik mikrokonidiim a makrokonidiim.
Mikrokonidie fuzarii jsou jednobunécné, elipsoidni nebo ovalné. Makrokonidie mohou byt
dvoubunééné az vicebunéné a vykazuji vzdy rohli¢kovity tvar. Pro bliz§i uréovani druhu
fuzarii se posuzuji mikroskopické znaky mikrokonidii, makrokonidii a ptitomnost ¢i

neptitomnost chlamydospor v pfipraveném mikroskopickém preparatu. V posledni dob¢ se také
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mize kidentifikaci fuzarii pouzit metod molekularné biologickych, chemickych a

biochemickych [3; 4; 34].

Chlamydospory vznikaji bud’ na konci hyfovych vlaken (terminaln€) nebo mezi bunikami
vlakna (interkalarn€). Konidiofory mohou byt bud’ voln¢, nebo jednotlivé v koloniich, také vsak
se u n¢kterych druhii shlukuji do polstafovitych utvarti zvanych sporodochia. Také se mohou
vytvaret souvislé porosty zvané pionoty. Nékdy muizeme u fuzarii pozorovat tvorbu tuhych
kulovitych utvart zvanych sklerocia a také i tvorbu plodnicek — peritecii, které nalezeji

k pohlavnimu stadiu rozmnozovani [34].
Z taxonomického hlediska se fuzaria ¢asto rozdé€luji na zakladé konidialniho stadia do 12

skupin zvanych sekce, které zahrnuji celkem asi 40 druhd [30].

3.2.1 Fusarium avenaceum
Fusarium avenaceum (F. avinaceum) tvoii sporodochia, ktera jsou oranzové zbarvena.

Spodni strana porostu je ¢ervené zbarvena od tvorby pigmentu [3].

Makrokonidie jsou protahlé, srpovité se zahnutymi konci a na spodni (bazalni) buiice se

vytvari tzv. nozka (pedicela), (viz. Obr. 7). Mikrokonidie ani chlamydospory se nevyskytuji [3].

Obr. 7: Schematicky ndkres mikromorfologickych znakii plisné Fusarium avenaceum
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Zdroj: prevzato z Fassatiova, O., 1979, upraveno: |. Roudnad

Legenda: a) konidiofory, b) makrokonidie

F. avenaceum miZze napadat obiloviny, ale i n¢které zahradni dieviny. Vytvaii toxické

produkty, zvlasté¢ moniliformin, fusarin C, T-2 toxin a beauvericin [33].
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3.2.2 Fusarium culmorum
Fusarium culmorum (F. culmorum) roste na sladinovém agaru pomérné rychle, typicka je
tvorba sporodochii, které jsou zpocatku bledéoranzové, ale postupem Casu se stavaji ¢ervené od

pigmentu (viz. Obr. 8) [2].

Obr. 8: Kolonie Fusarium culmorum na bramboroglukozovém agaru (PGA, potato glucose

agar), kultivace po dobu 14 dna pri 25°C

Zdroj: TVRZOVA, Ludmila, . CHUMCHALOVA, M. NEMEC, Z. PACOVA, D. SAVICKA, A. KUBATOVA a P.
PATAKOVA. Miniatlas mikroorganismii [online]. Brno: Masarykova univerzita, 2006. Elportdl. [cit. 2014-07-13].
ISSN 1802-128X. Dostupné z: http://is.muni.cz/do/rect/el/estud/prif/ps06/mikroorg/web/mikr.htm

Pti mikroskopickém pozorovani Ize sledovat makrokonidie se 3 az 4 ptehradkami, vétSinou
uniformniho tvaru a velikosti. Na bazalni buiice neni nozka zieteln€ vyznacena. Chlamydospory
jsou kulovitého tvaru a vétSinou interkalarni (vmezetené). Mikrokonidie vzdy chybégji a také

nebylo prokazano sexualni (pohlavni) stadium [1].

F. culmorum produkuje latky steroidni povahy a velkou fadu mykotoxind, zvlasté
moniliformin, deoxynivalenol a dalsi trichotheceny, rovnéz fusarin C a zearalenon. Také se
uvadi tvorba sambucinolu, butenolidu a culmorinu. Biosyntéza mykotoxinl je velmi zavisla na

teploté okolniho prostiedi. Vyskytuje se v obilovinach [8].

3.2.3  Fusarium graminearum
Podle sexualniho stadia se Fusarium graminearum (F. graminearum) také oznacGuje také

jako Gibberella zeae.

Kolonie na bramborogluk6zovém agaru rostou rychle a jejich zbarveni je zluté az slabé

oranzove.

Makrokonidie jsou protahlé s 5 az 6 prehrddkami a na bazalni burnce je celkem dobie

vyvinutd nozka. Mikrokonidie se nevytvafeji a chlamydospory jsou interkalarni a vétSinou
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umisténé v makrokonidiich. Askosporova forma (sexualni stadium) se vyskytuje na stéblech

obilovin a jinych trav a zptsobuje hnilobné pochody [35; 37].

F. graminearum muze vytvaret tii dualezit¢é mykotoxiny: zearalenon, nivalenol a
deoxynivalenol, rovnéz i aurofusarin, culmorin, fusarin C a fusarochromanon i T-2 toxin.

Nebyla prokazana produkce moniliforminu [4; 8; 37].

3.2.4  Fusarium oxysporum
Sexualni stddium u tohoto druhu neni znamo. Jeho rozsifeni je kosmopolitni. Casto plisobi
jako rostlinny patogen a vSeobecné se vyskytuje jako saprofyt v pidé. Na sladinovém agaru

vytvaii nizké pavucinovité mycelium, které je zbarvené rizove nebo Cervené s fialovym tonem.

[30].

Makrokonidie jsou kratké az sttedni délky, pomérné slabé zahnuté. Bazalni bunika vytvari
zietelnou nozku. Obvykle jsou makrokonidie rozdéleny 3 piehrddkami. Mikrokonidie se
nachazeji v hojném poétu, jsou ovalné, elipsoidni az ledvinovitého tvaru a bez piehradky (viz.
Obr. 9). Chlamydospory vznikaji terminalné i interkalarné s povrchem hladkym nebo drsnym
[30].

Obr. 9: Schematicky ndkres mikromorfologickych znakii plisné Fusarium oxysporum
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Zdroj: prevzato z Fassatiova, O., 1979, upraveno: |. Roudnad

Legenda: a) makrokonidie, b) mikrokonidie, c) chlamydospory, d) konidiofor s konidiemi

Mnohé kmeny vystupuji jako rostlinné patogeny a zplsobuji ¢astecné nebo uplné ucpani

cévnich svazki rostlin. To znamena, ze napadaji parazity rostlin a zpisobuji jejich uhynuti [30].

Z fyziologického a biochemického hlediska se tento druh vyznacuje tvorbou celé tady

enzymu, které rozkladaji bunécné stény rostlin, naptiklad celuldzy, glukanazy, pektindzy,
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xylandzy. Rovnéz byly popsany humanni infekce, které zptsobily napiiklad zanét oc¢i anebo
rizné druhy dermatitid. U tohoto druhu byla prokazana tvorba celé fady toxickych latek, jako je
napiiklad: beauvericin, bikaverin, fusarova kyselina, fusarin C, isoverrucarol, moniliformin,

naphtochinové pigmenty, sambutoxin a wortmannin [36; 8].

3.25 Fusarium poae
Tento druh fuzarii prvné popsal C. E. Lewis v roce 1913. Sexualni stadium neni znamo.
Vzdusné mycelium na slaninovém agaru roste velmi rychle, je bélaveé Cervené az ¢erné. Spodni

strana je Cervend nebo okrové zluta [1; 3].

Makrokonidie jsou relativné kratké se slabé vytvofenou nozkou, se 3 az 5 prehradkami. U
neékterych kultur se makrokonidie nemuseji vytvaiet. Mikrokonidie jsou hruSkovité az
citronovité a vyskytuji se hojné (viz. Obr 10). Chlamydospory lze pozorovat jen velmi ziidka
[34].

Obr. 10: Schematicky nakres mikromorfologickych znaku plisné Fusarium poae
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Zdroj: prevzato z Fassatiova, O., 1979, upraveno: I. Roudnad

Legenda: a) makrokonidie, b) mikrokonidie

Fuasarium poae je mozné izolovat z riznych obilovin a také ze semen domestikovanych

druht rostlin [2].

Nekteré izolaty prokazuji zna¢ny obsah lipolytickych enzymt. Tento druh mtze vytvaret
nasledujici toxické produkty: beauvericin, fusarin C, culmorin a trichotheceny:
diacetoxyscirpenol, monoacetoxyscirpenol, nivalenol a T2- toxin. Tento druh byl oznacen za

pavodce alimentarni toxické aleukie [4].

26



3.2.6  Fusarium solani
Fusarium solani (F. solani) vytvafi na bramboroglukézovém agaru Sedobilé vlockovité

mycelium, jehoz spodni strana miize byt modra [3].

Makrokonidie jsou relativné Siroké a piimé. Bazalni bunika vytvaii bud’ zietelnou nozku,
nebo pouze jeji ndznak. V makrokonidiich mtizeme pozorovat 3 az 5 prehradek. Mikrokonidie
jsou ovalné nebo vejcité bez prehradky nebo s 1, vyjimecné 2 prehrddkami. Chlamydospory se
vyskytuji interkalarné nebo termindlné bud’ jednotlivé, nebo ve dvojicich, vyjimecné v kratkych

fetizcich. Chlamydospory maji kulovity az ovalny tvar [34].

F. solani pusobi jako patogen mnoha vikvovitych rostlin a n€kterych tropickych rostlin.
Vyskytuje se v pudé a napada bramborové hlizy. U ¢lovéka bylo izolovano z o¢i, nehtt, kize,
nosni dutiny a infikovanych ran, ptilezitostné byl izolovan od pacientti s HIV. Nékteré kmeny
F. solani vytvateji imunosupresivni slou¢eninu, cyklosporin A, ktery mize zvySovat patogenni
potencial této plisn¢ u zvirat. Tento druh syntetizuje ¢etné pigmenty naftochinonového typu,
dale vytvari fusalanipyron, fusarovou kyselinu a moniliformin, furanoterpenoidy, ipomeanoly a
dal$i zatim neznamé mykotoxiny. Tvorba trichothecenovych mykotoxint a zearalenonu nebyla
prokazana [4; 36].

3.2.7  Fusarium sporotrichioides
Mycelium Fusarium sporotrichioides (F. sporotrichioides) na bramboroglukézovém agaru
je zpocatku bilé az svétle Cervené, ale postupem Casu tmavne. F. sporotrichioides vytvaii

Cerveny pigment, ktery miize difundovat i do agarového média.

Makrokonidie jsou Casto téméf polomésicité, bazalni buiika nevytvaii nozku. Obvykle maji
makrokonidia 3 az 5 prehradek, ale Casto se vyskytuji pouze 3 piehradky. Hruskovité
mikrokonidie nemaji zddnou prehradku, ale elipsoidni az vietenovité mikrokonidie mohou mit 1
prehradku. Chlamydospory jsou pifitomny pomérné hojné, a bud’ se v hyfovych vlaknech
vyskytuji jednotlivé, nebo v kratkych fetizcich. Vyznacuji se kulovitym tvarem s hladkymi
sténami [30].

F. sporotrichioides muze vytvafet mykotoxiny butenolidy, fusarin C, moniliformin,

scirpentriol, T-2 toxin, diacetoxyscirpenol, deoxynivalenol a zearalenon [8; 4].

3.3 Rod Penicillium

Druhy rodu Penicillium jsou velmi roz$ifené v piirodnim prostfedi spole¢né s rodem
Aspergillus. Vyskytuji se v piudnim a vodnim prostiedi, kde mohou intenzivné rozkladat
odumfelé zbytky nejen rostlinnych, ale i zivo¢isnych organismd. Jejich spory jsou pFitomné i

v ovzdu$i. Vyznacuji se minimalnimi pozadavky na nutri¢ni latky v ptislusnych substratech
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vngjsiho prostiedi, které souvisi sjejich velkym celosvétovym rozsifenim. Jedna se 0
mikromycety velmi vyznamné z hlediska biotechnologického (zejména z hlediska produkce
antibiotik), ale také z hlediska tvorby mykotoxint. Jejich vyznam je i fytopatologicky, nebot’

zpusobuji hniloby uskladnéného ovoce a také choroby rostlin zvané peniciliozy [5; 38].

Na taxonomii plisni rodu Penicillium se jiz od 20 let minulého stoleti vyznamnou mérou
podilel americky badatel C. Thom, ktery potom s K. B. Raperem napsal zakladni monografii 0
rodu Penicillium (,,A manual of Penicillia“), ktera vySla vroce 1949. V této monografii
rozd€luji autofi rod Penicillium podle morfologického uspofadani $tétecku (pocet pieslent
metul a jejich symetrie ¢i asymetrie) na 4 sekce: Monoverticillata, Biverticillata-Asymmetrica,

Biverticillata-Symmetrica a Polyverticillata.

Sekce Monoverticillata, Biverticillata-Symmetrica a Polyverticillata se dale jiz nedéli,
naopak sekce Biverticillata-Asymmetrica se jest¢ diferencuje na jednotlivé subsekce podle

makromorfologie kolonii [18].

Sekce Monoverticillata zahrnuje druhy, jejichz stétecek (O. Fassatiova uziva jesté jemnéjsi
termin, ,,5tétiCek*) je tvofeny jednim pieslenem (svazkem) fialid. Sekce Biverticillata-
Asymmetrica obsahuje druhy se §téteCkem asymetrickym, u sekce Biverticillata-Symmetrica je
Stétecek uspotfadany symetricky vzhledem k hlavni ose konidioforu. Sekce Polyverticillata ma

stétecek slozeny ze tii i vice preslenti nad sebou [3].

Australsky mykolog J. 1. Pitt (1979) rozdélil rod Penicillium na 4 podrody zvané:
Aspergilloides, Furcatum, Penicillium a Biverticillium. Ty pfiblizn¢ odpovidaji konkrétnim
sekcim podle Thoma a Rapera. V roce 1982 byla publikovana nova monografie od C. Ramireze:
,Manual and Atlas of the Penicillia®“, ktera vSak témétf nerespektuje Pittovo rozdéleni na

podrody.

Nazev celého rodu je odvozen podle stétecku fialid a metul, latinsky ,,penicillus®. Penicilia
se rozmnozuji asexualné pomoci konidii a nékteré druhy také tvoii kulovité plodnicky zvané
kleistocarpia, které¢ reprezentuji sexualni, neboli askosporové rozmnozovani nalezejici rodu
Eupenicillium nebo Talaromyces. N¢kdy, a to zfidka, se mohou u nékterych druhl tvofit

sklerocia jako tuhé, kulovité utvary slozené z tlustosténnych bunék [39].

Obecna makromorfologie a mikromorfologie rodu Penicillium

K taxonomickému urcovani se penicilia kultivuji na CDA a posuzuji zvlasté tyto znaky:
struktura kolonii, jejich velikost, zbarveni, paprsCité (radidlni) ryhovani, soustredna

(koncentricka) vrstevnatost, periferni zona kolonii, exsudat (Fassatiova uziva termin vypotek)
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ve form¢ drobnych kapicek na koloniich, zbarveni spodni strany kolonii a pfipadnou difuzi

pigmentu do okolni agarové pady [1].

Mikromorfologické znaky jsou hodnoceny v urcitém typu pfipraveného mikroskopického
preparatu, ve kterém se posuzuje zvlasté struktura Stétecki, rovnéz tvar a velikost konidii.
K identifikaci penicilii v8ak v soucasné dobé& slouzi rovnéz jako dopliikové zejména metody

molekularné biologické, chemické a biochemické jako je tomu u aspergill a fuzarii [3; 4].

3.3.1 Penicillium glabrum

Diive se oznacovalo jako Penicillium frequentans, vzhledem kjeho velkému vyskytu
v ptirodnim prostfedi. Kolonie na CDA jevi sametovy vzhled a vétSinou lze u nich také
pozorovat paprsCité ryhovani a soustfednou vrstevnatost. Jsou vétSinou zbarvené Sedozelend
s bilym perifernim lemem asi 1 mm §irokym. Casto se na jejich povrchu tvoii exudat. Spodni

strana je zlutooranzova az eventualné ¢ervené hnéda [6; 39].

Fialidy jsou uspofadany do jednoho pfeslenu ¢i svazku (botanicky verticillium). Proto tento
druh zafadili Thom a Raper ve svém systému do sekce Monoverticillata. Na fialidach se

generuji kulovité a tenkosténné konidie [39].

Penicillium glabrum se vyskytuje se na skladovanych obilninach a produkuje mykotoxiny

aflatoxiny a frequentin [39].

3.3.2  Penicillium roqueforti

Kolonie Penicillium roqueforti (P. roqueforti) na CDA i CYA jsou nizké a vykazuji
typicky sametovy vzhled s bilou periferni zonou, Sirokou 3 - 6 mm. Zbarveni kolonii v dob¢
rozvoje sporulace je modrozelené az temné zelené (viz. Obr. 11). Spodni strana kolonii je zelena

az modrozelena [38].

Obr. 11: Kolonie Penicillium roqueforti na CYA , kultivace po 7 dnech pri 25°C

Zdroj: TVRZOVA, Ludmila, ). CHUMCHALOVA, M. NEMEC, Z. PACOVA, D. SAVICKA, A. KUBATOVA a P.
PATAKOVA. Miniatlas mikroorganismii [online]. Brno: Masarykova univerzita, 2006. Elportdl. [cit. 2014-07-13].
ISSN 1802-128X. Dostupné z: http://is.muni.cz/do/rect/el/estud/prif/ps06/mikroorg/web/mikr.htm.
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Pro tento druh penicilia jsou typické spory se zietelné zdrsnélou sténou pokrytou zrnitymi
vyrustky. Jeden preslen $téteckl tvofi metuly, rovnéz se zdrsnélou sténou. Druhy pieslen je
svazkem fialid. Struktura $tétecki je nesoumérna (viz. Obr. 12). Proto je P. roqueforti zatazeno
do sekce Biverticillata-Asymetrica a pro sametovy vzhled kolonii do subsekce Velutina,

z latinského slova ,, velum “, coz znamena sametovy [3; 6].

Obr. 12: Schematicky nakres mikromorfologickvch znakii plisné Penicillium roqueforti
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Zdroj: prrevzato z Fassatiova, O., 1979, upraveno: . Roudnd

Legenda: a) konidie, b) fialidy, ¢) metula, d) vétev, e) konidiofor

P. roqueforti se rozmnozuje se pouze nepohlavné, konidiemi. Pohlavni stadium nebylo
zjisténo. Tento druh penicilia roste v Sirokém rozmezi teplot, udava se teplotni interval mezi
4 °C az 35°C. Také dobfe snasi nizkou koncentraci kysliku v atmosféfe a i znac¢né kyselé

prostiedi [6; 20].

P. roqueforti je velmi dulezity z biotechnologického hlediska (Vv syraistvi). Jeho kulturni
kmeny se uplatiuji pfi vyrobé a zrani syru typu Roquefort, nebot’ produkuji lipolytické a
proteolytické enzymy. Tento druh také snasi vyssi koncentraci soli. Nékteré kmeny mohou
vytvaiet i mykotoxiny, konkrétné roquefortin C, mykofenolovou kyselinu, penicilovou kyselinu
a patulin [4; 6].

3.3.3  Penicillium chrysogenum
Druhové oznaceni této mikromycety vychazi z feckych slov ,,chrysos®, coz znamena zlato a
»gennan®, coz znamena tvofit, ¢i plodit. Dfive se jeSté rozeznavalo Penicillium notatum (P.

notatum), které bylo ptifazeno k druhu Penicillium chrysogenum (P. chrysogenum) [1; 3].

Kolonie P. chrysogenum jsou na CYA sametového (velutinézniho) vzhledu, Zlutozelené

nebo Sedozelené barvy (viz. Obr. 13). Kolonie vytvareji ohromné mnozstvi spor a vyznacuji se
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paprséitym ryhovanim jak na vnéjsi strang, tak i na spodni stran&. Casto miizeme na koloniich
pozorovat tvorbu zlutého nebo hnédozlutého exudatu. Spodni strana je zlutd az hnédozluta od

zlutého pigmentu, ktery z kolonii ¢asto difunduje do okolni agarové pady [41].

Obr. 13: Kolonie plisné Penicillium chrysogenum na CYA, kultivace po dobu 10 dnu pri 25°C

Zdroj: TVRZOVA, Ludmila, ). CHUMCHALOVA, M. NEMEC, Z. PACOVA, D. SAVICKA, A. KUBATOVA a P.
PATAKOVA. Miniatlas mikroorganismii [online]. Brno: Masarykova univerzita, 2006. Elportdl. [cit. 2014-07-13].
ISSN 1802-128X. Dostupné z: http://is.muni.cz/do/rect/el/estud/prif/ps06/mikroorg/web/mikr.htm.

Stavba Stéteckll je asymetricka a biverticilatni. To znamena jeden pieslen metul, na kterych
vyrusta druhy pieslen fialid. Podle Thomova-Raperova systému je P. chrysogenum zatazeno do
sekce Biverticillata-Asymmetrica, subsekce Velutina. Na fialidach se vytvareji ovalné nebo
elipsoidni konidie s hladkou sténou. U byvalého druhu P. notatum byly popisovany kulovité
konidie [39].

P. chrysogenum patii mezi toxinogenni mikromycety. Muze syntetizovat mykotoxiny
roquefortin C a cyklopiazonovou kyselinu, také tvofi kyselinu glukonovou a manitol. Z hlediska
potravinaiského je velmi ¢astym druhem kontaminujicim rizné potraviny a také krmiva. Jsou

popsany i mykozy ¢lovéka zpisobené timto druhem [1; 4; 8].

3.3.4  Penicillium aurantiogriseum

Nazev tohoto druhu byl odvozen zlatinskych slov ,aurare”, coz znamena pozlatit a

vvvvvv

mikromyceta roste na Czapkové agaru pomérné rychle [1].

Kolonie jsou modrozelené zbarvené a jejich povrch je téméf vzdy zrnity. Na jejich okrajich
je bily lem Siroky ptiblizn¢ 2 mm. Exudat se tvofi pouze ziidka a je bud’ bezbarvy, nebo rizoveé

oranzovy. Spodni strana je nejdiive bezbarva, postupem ¢asu zlutd az hnédozluta [1].
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Konidiofory se vyznacuji zdrsnélym povrchem a mohou byt bud jednotlivé nebo ve
svazcich (subsekce Fasciculata). Stétecky jsou tvofeny dvéma vétvemi (rami), pfeslenem metul

a preslenem fialid s konidiemi. Stetedek je nesoumérny, biverticilatni.

Penicillium aurantiogriseum se vyskytuje celosvétové, nachazi se zejména v pidé a na
rostlinnych zbytcich. Mlze zplsobovat druhotné hniloby, napfiklad na cibulich okrasnych
rostlin. Tento druh produkuje mykotoxiny jako naptiklad: kyselinu penicilovou, roquefortin C,

xanthomegnin, viomellein a verrucosidin [4; 30].

3.3.5  Penicillium expansum

Tento druh je pojmenovan podle latinského slova ,,expandere®, coz znamena rozsifovat.

Kolonie jsou zrnité a v dobé tvorby spor zbarvené modrozelené nebo $edozelené se spodni
stranou vétSinou bezbarvou. U kolonii se objevuje soustfednd vrstevnatost a v okrajové zoné

paprscité ryhovani. MiZzeme také pozorovat tvorbu bezbarvého exudatu [39].

Konidiofory jsou hladké, uspofadani $téte¢ku je asymetrické a jeho jednotlivé ¢asti k sobé
tésné priléhaji. Z hlediska systému podle Thoma a Rapera nalezi tento druh do sekce

Biverticillata-Asymmetrica a subsekce Fasciculata. Konidiofory mohou tvofit svazky [30].

Tento druh se v hojném méfitku vyskytuje v pfirodnim prostiedi, zvlasté v pudé a na
rtiznych organickych substratech. Casto zptsobuje tzv. modrou hnilobu jablek. Také napada i

jiné ovoce. Je prokazana tvorba mykotoxint, patulinu a citrininu [4; 8].

3.3.6  Penicillium marneffei

Toto penicilium mize vyvolavat systémové mykozy u pacientd s oslabenym imunitnim
systémem, napiiklad pfi onemocnéni AIDS (acquired immunodeficiency syndrome, syndrom
ziskaného selhani imunity). Vyskytuje se ptevazné v endemickych oblastech jihovychodni Asie
(Vietnam, Cina, Thajsko). Je zcela pozoruhodné, Ze tento jediny, striktné patogenni druh

penicilia nevytvari zadné mykotoxiny [17; 19].
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4 Toxinogenni mikromycety a jejich vyznam pro ¢lovéka

Na mikromycety nelze pausalné pohlizet pouze negativné, tedy jako na mikrobialni agens
schopné produkovat mykotoxiny, rozkladat potraviny a krmiva nebo vyvolavat mykozy.
Mikromycety maji neodmyslitelné pozitivni vyznam napiiklad v potravinafském primyslu
(produkce organickych kyselin), ve farmaceutickém primyslu (produkce antibiotik — penicilin,
cefalosporiny, cyklosporiny, griseofulvin a fada dal§ich 1éCiv), ¢i v zemédé€lstvi (vyuziti

mykopesticidi) [3; 8; 13; 15].

Obecné, negativni vyznam mikromycetti spo¢iva ve vlastni patogenit¢ mikromycett, v

produkci mykotoxinti a kazeni potravin [18; 23].

Mikromycety nejen snaseji, ale i rostou pti pomérne velkych rozmezich teploty (dokonce
jiz pti chladni¢kové teploté az do teploty + 55 °C). Rovnéz toleruji i vétsi rozsah hodnot pH: 1,7
az 10,0 a také i vysokou koncentraci soli. Také vyzaduji minimalni vodni aktivitu. Uvedené
fyziologické vlastnosti plisni a nékteré jejich dalsi vlastnosti podporuji pochody pfi kazeni a
znehodnocovani potravin. Potravinaiské vyrobky a polotovary jsou nejCastéji kontaminovany
sporami urcitych plisni, z kterych vyklici mycelium, které zacne produkovat zvlaste
hydrolytické enzymy (amylazy, lipazy a proteazy) zpiisobujici rozklad jednotlivych hlavnich
komponent kontaminovaného vyrobku. U napadenych potravin v disledku tohoto dochazi ke
zmén¢ senzorickych vlastnosti a také k podstatnému sniZeni jejich nutricni hodnoty. Soucasné

mohou byt i do kontaminované potraviny produkovany rizné mykotoxiny [2; 18].

4.1 Patogenni pusobeni vlaknitych mikromyceti
Patogenni mikromycety vyvolavaji v zasadé¢ tii typy onemocnéni: mykozy, mykotoxikdzy a

mykoalergie [4; 23].

411 Mykozy vyvolané vlaknitymi mikromycetami

Obecné se mykotické infekce podle anatomické ¢i histologické lokalizace déli na povrchové
(superficialni), kozni (kutanni, dermatomykdzy), podkozni (subkutanni) a hluboké (také se oznacuji
jako organové nebo viscerdlni). Potom podle rozsahu patologického procesu se jest¢ rozlisuji
mykézy na lokalizované (postizena je jenom urcitda anatomicka oblast) a na systémové

(diseminované neboli generalizované) se soucasnym postizenim 2 i vice organi [14; 17; 28].

Mezi nejcastéjsi ptivodce mykoz vyvolanych vldknitymi mikromycetami patii pfedevsim
skupina hub zvanych dermatofyty a dimorfni houby. Z dalSich vlaknitych mikromycet mohou
vyvolat mykotickd onemocnéni zejména néktefi zastupci rodu Aspergillus, konkrétné
Aspergillus flavus, A. fumigatus a A. niger. Potom jsou je§té rozeznavany tzv. mukormykézy,

zpusobené zastupci ¢eledi Mucorales, zejména rody Mucor nebo Rhizopus [4; 23; 28].
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4.1.2 Mykotoxikozy
Tuto skupinu chorobnych procesi vyvolavaji mykotoxiny produkované toxinogennimi

mikromycetami [1; 4; 23].

Nejvyznamnéjs$i a nejvice zndmé jsou tyto mykotoxikdzy: onemocnéni ze Zzluté ryze,

ochratoxikoza a alimentarni toxicka aleukie [4; 8; 23].

4.1.2.1 Onemocnéni ze iluté ryZe

Toto onemocnéni se také oznacCuje jako kardialni beri-beri. Piivodné se predpokladalo, zZe
onemocnéni je vyvolano nedostatkem vitaminu B;. Je znamé, zZe ryze je jednou
tvoti hlavni slozku potravy pro 60 % obyvatel nasi planety. Otrava vznikd po opakované, ale
dokonce i po jednordzové konzumaci ryze kontaminované mykotoxiny produkovanymi
nékterymi druhy rodu Penicillium (zvlasté Penicillium citreoviride, Penicillium citrinum nebo
Penicillium islandicum). Toto onemocnéni s vysokou mortalitou se projevuje ochrnutim

koncetin, hypotenzi a dusnosti [5; 8; 24].

4.1.2.2 Alimentarni toxicka aleukie (ATA)

Na pocatku minulého stoleti se onemocnéni vyskytovalo na vychodni Sibifi u lidi
pojidajicich proso a je¢men, které byly kontaminovany plisnémi z rodu Fusarium. V letech
1944-1945 se objevila rozsahla epidemie ATA zptisobend hladomorem. V disledku valeénych
udalosti nebylo mozné sklidit obili v dob¢ zralosti a to zlstalo na poli pfes zimu a teprve na jate
ptistiho roku se sklizelo. Jednalo se hlavné o proso. Ze sklizeného obili byl upecen chleba nebo
pfipraveny dal$i potraviny. Chut'ove byly k nerozeznani od nekontaminovaného obili. Odhaduje

se, ze bylo postizeno asi 10 % obyvatelstva, z nichz 60 % zemielo [4; 8; 60; 77].

Pozoruhodna je patogeneze tohoto onemocnéni, jez je dvoufiazova a zakefna. Prvni
ptiznaky se projevovaly zdnétem Ustni dutiny a jicnu s akutni gastroenteritidou, kterd vedla ke
zvraceni, prijmim a bolestem bficha. Tyto ptiznaky obvykle po nékolika dnech téméf vymizely
a postizeni lidé se citili 1épe. Nasleduje urcité obdobi latence trvajici dny, ale i n€kolik tydnd.
V pribéhu této doby dochazi vSak k dramatickému ubytku bilych krvinek (proto aleukie) a
krevnich desti¢ek. Vyviji se t€zka leukopenie, postupné dojde k uplnému vymizeni leukocytu,
nasledkem nedostatku trombocytd vznikaji rozsadhlé hemoragie, nekroticka angina a sepse.
Zpocatku se uvazovalo o tom, Ze toto onemocnéni je vlastné epidemii cholery. Nekdy postizeni
lidé zemfeli i nahle udusenim zpusobenym edémem v dychacich cestach. Teprve pozdéji se
retrospektivné prokazalo, Ze jde o mykotoxikézu zpusobenou mykotoxiny produkovanymi

druhy Fusarium poae a Fusarium sporotrichioides [4; 60; 76; 77].
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4.1.2.3 Ochratoxikoza

Predstavuje mykotoxikozu, ktera se vyskytuje jak u lidi, tak i zvifat. Je zplsobena
konzumaci potravin nebo krmiv s obsahem ochratoxinu A. Ochratoxikéza se vyskytuje v mnoha
zemich svéta. V priabéhu 50 let se vyskytla vuréitych oblastech Bulharska, Jugoslavie a
Rumunska. U ¢loveéka jde o tézké onemocnéni ledvin. Pozdéji bylo toto onemocnéni nazvano
Balkanskou endemickou nefropatii. Nemoc postihuje obyvatele mezi 30. - 50. rokem Zivota a
Castéji zeny. Ma ryze progresivni charakter S pokracujicimi degenerativnimi procesy na

ledvinach [1; 5; 24; 49].

4.1.2.4 Stachybotryotoxikoza

Tato mykotoxikdza se vyskytovala v Rusku jiz v pribéhu predminulého stoleti. Probihala
jako fatalni onemocnéni koni zptisobené mykotoxiny vytvaienymi plisnémi rodu Stachybotrys a
to druhy Stachybotris atra, Stachybotris alternans a Stachybotris chartarum. Lidska
stachybotryotoxikoza byla popsdna u zemédélct, pfichdzejicich do styku s kontaminovanym
senem a sldmou. Projevila se stejnymi pfiznaky jako u koni, dermatitidou, rhinitidou, kataralni

anginou, faryngitidou a konjuktivitidou [1; 4; 8; 24; 77].

4.1.3 Mykoalergie

Mykoalergie jsou alergickd onemocnéni vyvolana sporami (pfesnéji konidiemi) vldknitych
mikromyceti, které pronikaji inhalaci do dychaciho systému ¢loveka. Jde to nepfimétené reakce
precitlivélého organismu na pfitomnost plisnovych alergenti v okolnim prostiedi. Nejcastéji se
jedné o alergeny pfitomné piimo na sporach. Spory plisni se mohou podle svoji velikosti dostat
az k plicnim alveolim. Alergické onemocnéni se mize postupné vyvinout u jedincii s urcitou
predispozici k alergizaci a po opakovaném nebo déle trvajicim vystaveni spordm konkrétnich
druhii plisni. Velmi citlivé jsou déti ve velmi raném (kojeneckém) veéku nebo zase naopak starsi

a nemocné osoby [7; 21; 23].

Alergické reakce vétSinou vyvolavaji tyto rody plisni: Alternaria, Aspergillus, Cladosporium,
Fusarium, Helminthosporium a Penicillium. J. Lacey vroce 1981 zjistil, ze pribéh alergického
onemocnéni je t€z8i, kdyz spory proniknou aZz do dolnich dychacich cest. Podle velikosti spor je
rozd€lil na tfi skupiny. Spory s velikosti 10 um a vét$i mohou proniknout pouze do hornich cest
respiratniho systému, dostavaji se do priduSnice a bronchli, kde mohou byt podnétem
k astmatickym projevim. Tteti kategorie potom zahrnuje spory mensi nez 4 um, jeZ jsou schopné

proniknout az do plicnich alveolt a zde vyvolat alergickou alveolitidu [4; 21; 23].

Diagnostika mykoalergii, ale i pylovych nebo jinych alergii se nejcastéji provadi koznimi
testy, kdy se vpravi do kiize (epidermis) ptedlokti malé mnozstvi pfislusného alergenu o znamé

koncentraci. Pii pozitivni reakci se objevi v misté aplikace pupen se zarudnutim kaze [4; 21].
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5 Charakteristika mykotoxini

Mykotoxiny jsou biosyntetizovany jako tzv. sekunddrni metabolity mikromycet. To
znamena, ze nemaji fundamentalni vyznam pro zivot a bunéény metabolismus mikromycett ve

srovnani s primarnimi metabolity, bez kterych se zadny organismus neobejde [1; 23; 73].

Stale se viibec nevi, jaky vlastné maji mykotoxiny a obecn¢ sekundarni metabolity vyznam
pro dany mikroorganismus. Casto se predpoklada, Ze ve vztahu k ostatnim mikroorganismiim
ptirodniho prostiedi mohou toxinogenni mikroorganismy disponovat urcitou evoluc¢ni vyhodou

nebo mohou byt zvyhodnény ve vztahu k ostatnim organismim [8].

Termin ,,mykotoxiny* je tedy rezervovan jen pro mikromycety. Naproti tomu jedovaté
produkty vys$ich hub, naptiklad muchomirek, se jednoduse oznacuji jako toxiny hub (houbové

toxiny) [73].

Obecné lIze rozdélit mikromycety na netoxinogenni a potencidlné (fakultativng)
toxinogenni. Netoxinogenni druhy nikdy za zadnych okolnosti nevytvareji toxické produkty.
Potencialné toxinogenni druhy mohou vytvaret mykotoxiny za urcitych ptiznivych podminek.
Avsak za nepfiznivych podminek je nevytvareji. V praxi, zejména v potravinaiské oblasti,
ptedpokladame v piipadé vyskytu toxinogenniho druhu plisn€ pravdépodobnou produkci
mykotoxinu, i kdyz tomu tak viibec nemusi byt. Tvorbu mykotoxinti je potom nutné prokazat
analytickymi metodami [7; 73].

Pfi posuzovani produkce mykotoxinii konkrétnimi mikromycetami byly postupné
objevovany urcité zakladni skutecnosti [8; 73]:

a) Ur¢ity mykotoxin mize byt vytvaren zastupci dvou nebo i nékolika druht, které mohou
patfit k odliSnym rodtim.

b) Ovsem zase i naopak jeden druh toxinogenni plisné mize soucasné syntetizovat nejen dva,

ale i vice riznych mykotoxini.
c) Jak jiz bylo uvedeno vyse, vyskyt toxinogenni plisné¢ v potravinach jesté nemusi indikovat
produkci mykotoxint.
d) Je vSak mozna i obracena situace. V potraviné nebo v krmivu jiz vibec nemusi byt
prokazéana toxinogenni plisen, pfesto je v nich obsazen nebezpecny mykotoxin.
Urc¢itymi tepelnymi tUpravami (napfiklad pasterizaci nebo 1 sterilizaci) mohou byt
toxinogenni mikromycety eliminovany nebo totalné destruovany, ale odolné mykotoxiny nejsou

inaktivovany a zlistavaji ucinné. Mohou se tim dostat do organismu ¢loveka nebo domécich a

také rovnéz hospodatskych zvitat.

36



5.1Zavislost produkce mykotoxinii na fyzikalnich, chemickych

a biologickych faktorech

Tvorba mykotoxinli potencidlné¢ toxinogennimi kmeny mikromycetli zavisi na celém
komplexu biologickych, chemickych a fyzikalnich faktord. Je mozné predevsim uvést vlhkost,
teplotu, a reakci na pH kontaminovaného substratu nebo jeho bezprostiedniho vnéjsiho okoli,
rovnéz 1 jeho slozeni, dale ptfitomnost kysliku nebo oxidu uhli¢itého, délku skladovani
konkrétniho produktu a jeho piipadné poskozeni. Do biologickych faktori ndlezi vzajemné
vztahy mezi pfitomnymi mikroorganismy (tzv. mikrobialni interakce), ale rovnéz i pfitomnost
hmyzu a roztoct, které mohou piendset spory toxinogennich mikromycet na substraty a tim je

kontaminovat [4; 5].

Do fyzikalnich faktorti, které mohou ovlivnit produkci mykotoxind lze zatadit zejména
teplotu a vodni aktivitu, ktera vyjadiuje dostupnost a stupeii vyuziti vody pro mikroorganismy.
Tyto dva faktory mohou do velké miry ovliviiovat jak pozitivné, tak i negativné biosyntézu

toxintl u mikromycet [4; 5].

U nékterych mikromycet (naptiklad A. flavus nebo A. ochraceus) je optimalni teplota rustu
velmi blizka teploté pro produkci mykotoxintl. Casto je zde mezi teplotami pouze nepodstatny
mykotoxintl niz§i nez jejich teplotni rstové optimum. Velkou roli hraje rovnéz vodni aktivita
(oznacovana symbolem a,, water activity) vyjadiena desetinnym ¢islem (rozmezi 0-1,0) nebo

relativni vlhkosti (humiditou) udavanou v procentech (0-100 %).

Uvadi se, ze zastupci rodu Fusarium vyzaduji pro svij rast a rozmnozovani prostiedi s
vys$§i vodni aktivitou, pfiblizné v rozmezi 0,98-0,99. Zase naopak mikromycety napadajici
skladované produkty mohou syntetizovat mykotoxiny i pfi hodnoté a,, nizsi nez 0,73 [4; 5; 16;

34].

Chemické slozeni substratu, zvlast¢ pfitomnost aminokyselin, proteinti, sacharidi a
vitamint, je velmi vyznamné nejen pro rist mikromycett, ale i pro produkci jejich mykotoxint.
Existuje pomérn¢ znacné Siroké spektrum riznych substratd vhodnych pro produkei
mykotoxint. Jsou to nejen zemédé€lské plodiny a jejich organy (listy, lodyhy), produkty
(naptiklad zrni, ovoce nebo semena), ale i potraviny zivocisného pivodu. Nekteré mikromycety
preferuji vice urcité substraty, naptiklad araSidy a soja jsou velmi vhodnym substratem pro A.

ochraceus, ktery na nich produkuje maximalni mnozstvi ochratoxinu [2; 4; 5; 16].

Na produkci mykotoxini ma velky vliv také aplikace nejruznéjSich pesticidii na ochranu
rostlin jak proti plevelim (herbicidy), tak i insekticidii nebo fungicidii pro ochranu rostlin pted

zivoéisnymi a mikrobialnimi $kadci. V této souvislosti 1ze uvést, Ze napiiklad pouzitim
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subletalnich davek kyseliny propionové (pisobici de facto jako dezinfekéni latka) na
Aspergillus flavus doSlo podstatné k omezeni jeho rustu, avSak piesto produkce mykotoxind

nebyla snizena [4; 5; 12].

Pesticidy je nutné vzdy spravné aplikovat podle piedepsanych agrotechnickych zasad.
Nekterymi studiemi bylo prokazano, ze pifi nevhodné zvolenych davkach pesticidd muze

naopak dochazet ke stimulaci tvorby mykotoxint [4; 5; 12].

Mikromycety jsou vétSinou aerobnimi mikroorganismy vyzadujicimi pro svij rast
ptitomnost kysliku v okolni atmosféfe. Existuji vSak i druhy, které mohou vegetovat i v
Caste¢né anaerobnim prostiedi. Napiiklad Byssochlamys fulva (v konidiovém stadiu
oznacovaném jako Paecilomyces fulvus) muze zptsobovat nékdy znaéné problémy Vv
konzervarenstvi. Rozmnozuje se jak konidiemi, tak i askosporami, které jsou znacné tepelné
odolné a mohou pfezit pasteracni teplotu. Tento druh roste i pii snizeném obsahu kysliku v

prostiedi a nevadi mu ani ptitomnost oxidu sifi¢itého [22].

Znacny vliv na biosyntézu mykotoxini miize mit zvySeny obsah oxidu uhli¢itého v
prostedi. Pfi ném mize byt totalné zablokovana tvorba mykotoxint, zatimco rist mikromycety
mize jeSté pokracovat. U druhu A. ochraceus byla tvorba ochratoxinu potla¢ena v pfitomnosti
30 % oxidu uhli¢itého, ale jeho rust se uplné zastavil az pti 60 % obsahu CO,. VSeobecné lze
shrnout, Ze tvorba mykotoxinll vice zavisi na slozeni atmosféry ve srovnani s vlastnim rstem

konkrétnich mikromyceti [4; 5; 16].

Plisné mohou rust v Sirokém rozmezi hodnot pH. Bylo zjisténo, ze u druhii mikromycetl
produkujicich aflatoxiny nastava adekvatni rust jiz pti pH od 5,0, ackoliv optimalni produkce

vyzaduje vyssi hodnoty pH [2; 16].

Nelze ani podcenovat negativni vliv — v podobé plisobeni hmyzu, zvlasté¢ v tropickych
oblastech. Hmyz ¢asto poskozuje vnéjsi ochrannou vrstvu obilek nebo 1 jinych produktt a
soucCasné naruSeny povrch kontaminuje sporami mikromycet. Hmyz a rovnéz roztoci mohou
prenaset spory mikromycet na dal$i vhodné substraty, kde potom dochazi k jejich vykliceni,
rustu mikromycet a nasledné tvorbé mykotoxind. Bylo zjisténo, Ze napiiklad hromadné nalety
hmyzu mohou zplsobovat kontaminaci podzemnice olejné nebo kukufice mikromycety A.

flavus a a jeho mykotoxiny [5; 16].

V piipad€ mikrobidlni interakce se jedna o soucasnou piitomnost toxinogenni mikromycety
a dal$i mikromycety nebo bakterii na stejném misté (mikrooblasti) substratu. Mikroorganismy
se v kontaktni zoéné vzajemné ovliviiuji, a proto mize dojit nejen ke sniZeni produkce
mykotoxint, ale i k Guplnému potlaceni jejich tvorby. Napiiklad, pokud je vhodny potravinovy
substrat soucasné kontaminovan sporami A. flavus a A. niger, potom dochazi k prukazné nizsi

syntéze aflatoxint [4].
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5.2 Vzajemné interakce mykotoxini

Pokud se v daném substratu vyskytnou nejméné dva nebo i vice mykotoxinti, mohou se
jejich patogenni uc¢inky na dany organismus ¢lovéka nebo zvifete vzajemné ovliviiovat. Muze
nastat piipad tzv. synergismu, kdy mykotoxiny ve svém negativnim ucinku vzajemné
»spolupracuji. Tim se jejich ucinek zesiluje. Muze dojit k aditivnimu ptsobeni a jejich
patogenni efekt se secte. Také jsou znamé piipady, kdy dochazi k jejich multiplikativnimu

(potencovanému) ucinku, tzn., ze jejich pisobeni se znasobi [4; 75].

Naproti tomu je mozné i antagonisticke, tedy protichtidné ptisobeni. Potom se jejich ucinek
zeslabi nebo dokonce i upln¢ potlaci. Konecné se mize vyskytnout situace, ktera se oznacuje

jako nulova interakce a mykotoxiny se viibec vzajemné neovliviwji [1; 4].

Synergicky pusobi napiiklad deoxynivalenol (DON) s fumonisinem B;, ochratoxinem nebo
zearalenonem. Ochratoxin (OTA) zase synergicky ucinkuje s kyselinou penicilovou nebo T-2

toxinem. Existuji dal$i pfipady synergického pisobeni konkrétnich mykotoxint [4].

5.3 Obecné rozdéleni mykotoxini podle typu jejich toxicity
Mykotoxiny se tadi k tzv. pfirodnim, neboli naturalnim toxintim, které se vyznacuji nejen
akutnimi nebo chronickymi Uc¢inky, ale i ¢asové opozdénymi ucinky (pozdnimi toxickymi

G&inky) [1; 4; 8; 23].

5.3.1 AKkutni a chronické Gcinky
K akutnim otravam dochazi v kratkém casovém obdobi po jednordzové nebo opakované

davce mykotoxinu, ktery je ve vétsi koncentraci obsazen v kontaminované potraviné [1; 8; 23;

73].

Naproti tomu chronické otravy se vyvijeji za delsi ¢asové obdobi a vznikaji pfi opakované
konzumaci potravin s menSim obsahem mykotoxini. Dochazi k postupné kumulaci jednoho

nebo vice mykotoxint v organismu [1; 8; 23; 73].

Mykotoxiny se mohou roz¢lenovat podle patologického plisobeni na cilové organy nebo

organové systémy. Z tohoto hlediska rozeznavame nasledujici skupiny mykotoxind:

a) dermatotoxiny s negativnim pusobenim na kazi (nekrotizace) a jeji derivaty. Patii sem

napfiklad trichotheceny, verukariny nebo sporidesminy,
b) estrogeny, typickym zastupcem je zearalenon,

¢) hematotoxiny s patogennim puisobenim na krevni systém, které zahrnuji zvlasté aflatoxiny,

ochratoxin A, trichoteceny a zearalenon,
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d) hepatotoxiny ovliviiyjici negativné histochemickou strukturu a funkci jater, kdy muze

dochazet az ke kancerogenezi,

e) imunotoxiny s nepfiznivym u¢inkem na imunitni systém (napiiklad aflatoxiny, ochratoxin
A, patulin, sporidesmin nebo trichoteceny). Dochazi k oslabeni obranyschopnosti
organismu a tim k vétSimu vyskytu riznych infekénich onemocnéni a konecné posledni

skupinou jsou

f) genotoxiny projevujici se negativnim pusobenim na geny. Ovliviiuji kvalitativné i
kvantitativné pienos genetické informace v buitkdch vcetné replikace, transkripce a
translace. Mohou prokazovat tyto konkrétnéjsi patogenni ucinky: mutagenni, karcinogenni,

embryotoxické, teratogenni, imunosupresivni a alergenni [1; 7; 23; 24; 46].

5.3.2 Pozdni toxické ucinky
Mezi pozdni ucinky patii ucinky genotoxické. Jsou to ucinky mutagenni, karcinogenni,
embryotoxické vcetné teratogennich. Dale mezi pozdni Gc¢inky patii uc€inky imunosupresivni a

alergenni [1; 8; 23].

Faktory vyvolavajici mutace se obecné¢ oznacuji jako mutageny. Nekteré mykotoxiny
mohou zpiisobovat chromozomalni mutace, coZ jsou strukturni zmény chromozomi, také
oznacované jako chromozomalni aberace. Chromozomalni aberace mohou byt pficinou tzv.

reproduktivni smrti bunék, ktera piedstavuje neschopnost dalsiho déleni bunék [46].

Indukci chromozomalnich aberaci mohou vyvolat zejména aflatoxiny, ochratoxin A,
kyselina penicilova, sterigmatocystin, patulin a daldi mykotoxiny. Rada tzv. mutagennich
mykotoxinli miize zpisobovat gametické mutace. Tyto mutace se u experimentalnich zvirat
projevujive stadiu oogeneze a spermatogeneze. Nejlépe prostudovanym mykotoxinem

s mutagennim potencialem je aflatoxin B; [8; 23; 46].

Bylo prokazano, Ze cela ftada mykotoxini je karcinogennich nebo potencialné
karcinogennich. Tato aktivita koreluje s i¢inkem mutagennim. Mykotoxiny mohou iniciovat
nadorovou transformaci bunék nebo jsou jejimi promotory. IARC/WHO (International agency
for research on cancer/World health organization, Mezinarodni organizace pro vyzkum
rakoviny pod zastitou Svétové zdravotnické organizace) z hlediska karcinogennich ucinki fadi
mykotoxiny do nékolika kategorii (kategorie 1-4). Prokazanym karcinogenem pro clovéka
(kategorie 1) je naptiklad aflatoxin B;, pravdépodobnym karcinogenem (kategorie 2A) jsou
naptiklad fumonisiny, moznym karcinogenem (kategorie 2B) je naptiklad ochratoxin A. Do
kategorie 3 se fadi mykotoxiny (napfiklad patulin), u kterych zatim karcinogenita pro ¢lovéka

nebyla prokazana, pro jeji prikaz chybi dostatek poznatki. Rada mykotoxini spada do
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kategorie 4 (neni pravdépodobné karcinogenni), ale mohou se uplatnit jako promotory

nadorového procesu, napiiklad zearalenon [1; 7; 8; 23; 43; 46; 73].

Embryotoxické, teratogenni mykotoxiny ovliviiuji morfogenetické procesy v prubéhu
embryogeneze a jsou podkladem vyvojovych vad. Pred vice nez 40 lety byla popsana schopnost
aflatoxinu B; vyvolat vyvojové poruchy u mysi, potkant a kieckli. Pfedmétem vyzkumu byly
také kuteci zarodky. Jejich teratogeneze byla také vyvolana mnohymi mykotoxiny. Tyto
laboratorni vysledky je vSak velmi slozité ptenaset Ci extrapolovat na ¢lovéka. Nicméné se
ptedpoklada, ze by nékteré mykotoxiny konzumované ve vysSich ddvkach a po delsi dobu

mohly mit velmi neptiznivy vliv i na vyvoj plodu v obdobi embryogeneze [1; 4; 8; 43; 43].
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6 Nejdulezitéjsi mykotoxiny a jejich charakteristika

6.1 Aflatoxiny

Nazev aflatoxiny vznikl ze slovniho spojeni ,,Aspergillus flavus toxins“ [4]. Aflatoxiny

nejprostudovanéj$im mykotoxintim [42; 43; 46].

Dosud je znamo asi 20 aflatoxinli, z nichz primarné dilezité pro lidské zdravi jsou:
aflatoxin B1 (AFB,), aflatoxin G1 (AFG,) aflatoxin M1 (AFM,) a aflatoxikol AFR, (derivat
aflatoxind, v krvi koluje vazan na albuminy). Dalsimi typy jsou naptiklad: aflatoxin B2 (AFB,),
aflatoxin D1 (AFD,) aflatoxin G2 (AFG,) AFG,,, atd. [4; 44; 46].

Vyznamnymi producenty aflatoxind jsou predevsim zastupci vlaknitych mikromycet rodu
Aspergillus, a to: A. flavus, A. parasiticus, A. argentinicus, A bombycis, A. nominus,

A. tamarii, A. pseudotamarii, A. zhaogingensis [46; 76; 80; 81].

A. flavus je rozsiten kosmopolitnd. Castym kontaminantem zemé&délskych plodin
s naslednou tvorbou aflatoxinti vlivem teplého klimatu tropti a subtropt je A. parasiticus. Pfi
vhodnych podminkach (teplota, vlhkost) vySe zminéné aspergily rostou a produkuji aflatoxiny
témét na vSech organickych substratech a napadaji celou fadu zeméd€lskych komodit.
K napadeni rostlin dochazi zejména pti zvySeném poskozeni rostlin hmyzem, pfi stresu rostlin
za sucha a pti Spatnych skladovacich podminkach tGrody, zejména ve vlhku a podobné [5; 46;
79].
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6.1.1 Zakladni chemicka a fyzikalni charakteristika vybranych aflatoxini

6.1.1.1 Aflatoxin B,

Chemicky nazev:

Molekulova hmotnost:
Sumarni vzorec:
Vzhled:

Bod tani:

Opticka otacivost:

Rozpustnost:

Cyclopenta(c)furo(3°,2":4,5)furo(2,3-h)(1)benzopyran-1,11-dione,
2,3,6a,9a-tetrahydro-4-methoxy-, (6aR-cis)-

312,27358 g/mol

C17H1,06

svétle zluté krystaly, v UV svétle emituje modrou fluorescenci
268 — 269 °C

(0)*°5— 480 ° (¢ = 0,1 v dimetylformamidu)

nerozpustny v nepolarnich rozpoustédlech, malo rozpustny ve vode,
dobfe rozpustny v polarnich organickych rozpoustédlech [8; 46; 49;
65; 85]

Obr. 14: 2D strukturni vzorec mykotoxinu aflatoxinu By

Zdroj: http://pubchem.ncbi.nIm.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=186907#itabs-2d /867
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6.1.1.2 Aflatoxin G;
Chemicky nazev: 1H, 12H-Furo(3',2": 4,5)furo (2,3-h) pyrano (3, 4-c)(1)benzopyran-
1,12-dione, 3,4,7a,10a-tetrahydro-5-methoxy-, (7 aR-cis)-

Molekulova hmotnost:  328,27298 g/mol

Sumarni vzorec: Ci7H1,04

Vzhled: bily az svétle zluty prasek, v UV svétle emituje modrou fluorescenci
Bod tani: 244 — 246 °C

Opticka otagivost: (0)®°p— 556 ° (¢ = 1 v chloroformu)

Rozpustnost: nerozpustny v nepolarnich rozpoustédlech, malo rozpustny ve vodeg,

dobfe rozpustny v polarnich organickych rozpoustédlech [4; 8; 46; 49;
65; 87]

Obr. 15: 2D strukturni vzorec mykotoxinu aflatoxinu G,
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Zdroj: http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=14421&loc=ec_rcs#x27 /87]
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6.1.1.3 Aflatoxin M,

Chemicky nazev:

Molekulova hmotnost:

Sumarni vzorec:
Vzhled:

Bod tani:

Opticka otacivost:

Rozpustnost:

Cyclopenta(c)furo(3',2":4,5)furo(2,3-h)(1)benzopyran-1,11-dione,
2,3,6a,9a-tetrahydro-9a-hydroxy4-methoxy-, (6aR-cis)-
328,27298 g/mol

C17H1207

prasek, v UV svétle emituje modro-fialovou fluorescenci

299 °C

(0)®5—280°(c=0,1v dimetylformamidu)

nerozpustny v hexanu, malo

rozpustny v benzenu, rozpustny

v methanolu, ethanolu, acetonitrilu, chloroformu [4; 8; 46; 49; 65; 88]

Obr. 16: 2D strukturni vzorec mykotoxinu aflatoxinu M
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Zdroj: http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=15558498&loc=ec_rcs#x27 /88]
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6.1.1.4 Aflatoxikol

Aflatoxikol (AFR) je produkt biotransformace aflatoxinti. Jeden zjeho stereoizomert,

pfirodni epimer, vykazuje vysoky genotoxicky a karcinogenni potencial jako aflatoxin B; [4;

89].

Chemicky nazev:

Molekulova hmotnost:
Sumarni vzorec:
Vzhled:

Bod tani:

Rozpustnost:

Cyclopenta(c)furo(3',2":4,5)furo(2,3-h)(1)benzopyran-11(1H)-one,
2,3,6a,9a-tetrahydro-1-hydroxy-4-methoxy-, (1S,6aR,9aS)-

314,28946 g/mol
C17H1406

pevna latka — prasek
268 — 269 °C

rozpustny v methanolu, ethanolu, etylacetatu, dimethylsulfoxidu,

nerozpustny ve vodé [89].

Obr. 17: 2D strukturni vzorec mykotoxinu aflatoxikolu
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Zdroj: http://pubchem.ncbi.nIm.nih.gov/summary/summary.cgi?sid=135060462&loc=es_rss /89/
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6.1.2 Vyskyt aflatoxinii v potravinach, krmivech a v potravinovych surovinach
Hlavnim zdrojem aflatoxinii ve vyzivé Clovéka i zvifat jsou potraviny a potravinové

suroviny zamofené mikromycetami produkujicimi tyto toxiny, tedy aspergily. K zamoteni nejen

potravinovych, ale také surovinovych komodit (naptiklad bavlna) aspergily mtze dojit jak pied

sklizni, tak i b€hem sklizné, ¢i po sklizni [5; 58].

AFB; AFB, a AFG; se ve vzorcich potravin vyskytuji bézn€, vyskytem v potravinovych
vzorcich dominuje zejména AFB; (60 — 80 % celkového obsahu aflatoxinti) [4; 46].

Je znamo, ze AFB,, AFG; AFG;, se vyskytuji pouze ve vzorcich, které obsahuji AFB, [4; 46].

Hlavni zemédé€lské komodity a potraviny obsahujici aflatoxiny AFB; a AFG; ve vysoké
koncentraci jsou: bavina; podzemnice olejna 1(araéidy) a potraviny z ni vyrobené - arasidova
pasta, arasidova omacka, kandované arasidy, kukufice a kukuficné vyrobky - kukufice mlécna,
mrazend, susend; kukufi¢né otruby, kukuti¢ny slad, kukufi¢ny Skrob, ¢i pistaciové ofechy (2; 4;
5; 46). Dale obsahuji vySe zminéné aflatoxiny ve vyznamné koncentraci napiiklad: cerealni
snidan¢, Cesnek, kofeni - pept, kayensky pept, chilli, muskatovy ofech, kmin; kokosové a dalsi

ofechy - brazilské, pekanové, vlasské, sezamové seminko; kava, kakao, ¢okolada [2; 4; 5].

AFM; byva obsazen v kukufici, masle, jogurtu, mléku a mléénych vyrobcich a v riznych

druzich syra [46; 76; 82].

AFG; byva pfitomen u potravin jako je tomu v pfipadé AFB; navic ale také mize byt

ptitomen v citrusech (pomeranée, citrony), ¢i mangu [4; 46].

Dalsi obiloviny (je¢men, Zito, oves, ryze) a sdjové boby nejsou hlavnimi potravinovymi
zdroji aflatoxinti, pokud nedojde vlivem nevhodného skladovani k sekundarni kontaminaci [5;
46; 79].

6.1.3 Toxické uinky aflatoxini

Aflatoxiny byly prvné izolovany a charakterizovany na zaklad¢ incidentu v roce 1960 na
driibezi farmé v blizkosti Londyna, kde doslo k uhynu desetitisicti mladych krit. Onemocnéni
bylo nazvano ,,Turkey X disease”, neboli kriti X onemocnéni. Zdrojem toxind, ktery byl
puvodcem uhynu velkého poctu chovanych zvitat, bylo krmivo obsahujici kontaminovanou

ara$idovou moucku [8; 46; 47; 76; 79].

Mezi hlavni toxické ucinky aflatoxinti patii hepatotoxicita, imunotoxicita, mutagenita,

karcinogenita, teratogenita [8; 43; 44; 46; 47; 79; 83].

1 . o . o —_— .
pozn.: U podzemnice a kukufice je pfedevsim predskliziiové zamoreni mikromycetami A. flavus
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Onemocnéni vzniklé po konzumaci potravin a krmiv kontaminovanych vysokymi

koncentracemi aflatoxind se nazyva aflatoxikoza [79].

Cilovym organem aflatoxini jsou jatra, odehrava se v nich primarni metabolicka
transformace. V ptipadé ne pfili§ ¢asté akutni intoxikace u lidi a zvifat se hepatotoxické ucinky
projevuji selhanim jater s histopatologickym nalezem loziskovych nekroz (nekrézy hepatocytit)
a proliferaci zlucovodi. Chronickda intoxikace vede k rozvoji chronickych degenerativnich
zmén, fibroze a cirhoze jater [44; 47; 83]. Dale mohou byt postizeny plice, myokard, ledviny [4;
47].

Vnimavost riznych zivociSnych druht k aflatoxinim je rtznd, roli hraji v€k, pohlavi,
celkovy stav zvifete a zplisob podani davky. Toxicita aflatoxind klesd v nésledujicim poradi:
AFB; AFM; AFG; AFB,[1; 4, 47].

U celé tady zivocisSnych druhi byly prokdzany dalsi toxické ucinky aflatoxinti, a to:
karcinogenita a mutagenita. Mezi nejucinnéj$i karcinogeny lze zatadit AFB; AFM; a
aflatoxikol [4; 46; 89].

Dle IARC/WHO je prokazanym karcinogenem pro ¢lovéka zatim pouze AFB;. AFB; se
muize podilet nejen na iniciaci lidského hepatomu, ale nelze vyloucit ani podil na vzniku

karcinomu plic [ 4; 43; 46].

AFB; je nejvyznamng;jsi mutagen z dosud studovanych mykotoxint. Jde o tzv. genotoxické
agens, které pusobi pfimo na tGrovni DNA. Tento toxin je metabolizovan prostfednictvim
cytochromu P450 na reaktivni intermediat, AFB1-8, 9 epoxid, ktery se vaze na DNA jaternich
bun¢k za vzniku DNA adukti. Tyto adukty dale interaguji s guaninovymi bazemi DNA
jaternich bunék a zpusobuji timto mutace v tumor supresorovém genu p53, v kodonu 249, coz

mize vést k rozvoji primariho hepatocelularniho karcinomu [9; 45; 46; 83; 84; 78].

U AFB; byla rovnéz experimentalné prokazana teratogenita a to napiiklad na kufecich
embryich a kiecCich, ktera se projevovala riznymi typy malformaci, ale také patologickymi

abnormalitami ve vysledcich krevnich biochemickych testii experimentalnich zvifat [4; 46; 84].

AFB; Ize také ptitadit imunotoxicky potencial. Bylo zjisténo, Ze u fady laboratornich zvitat
potlacuje imunitni odpovéd’. Mechanismy imunosuprese jsou rozlicné v zavislosti na expozicni
davce a typu podani. AFB; potlacuje napiiklad aktivitu C4 slozky komplementu, tvorbu
interleukinu 1 (IL-1) a interleukinu 2 (I1L-2) [46].

Dale bylo naptiklad prokazano, Ze u osob profesiondlné inhalacné exponovanych prachem,
kontaminovanym AFB;, ktery vznika pii zpracovani ceredlii dochazi k potlaceni fagocytdzy

alveolarnich makrofagt [4; 46; 47].
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6.2 Ochratoxin A

Vyznamnymi a celosveétove rozSifenymi producenty ochratoxinu (OTA) jsou predevSim

dva rody a to: Aspergillus a Penicillium [5; 48; 90; 92; 93].
Za nejdulezitéjsiho producenta je povazovan druh A. ochraceus [5; 92].

Vzhledem Kk tomu, Ze teplotni optimum pro rust vy$e zminéného druhu ¢ini okolo 28 °C,
nejlépe témto podminkam vyhovuji oblasti tropického a subtropického pasma. Dal§imi
vyznamnymi producenty OTA zrodu Aspergillus jsou napiiklad: A. alliaceus, A. elegans, A.
glaucus, A. melleus, A. niger a dalsi [92; 93].

Naproti tomu v chladnych oblastech je OTA produkovan spise mikromycetami rodu
Penicillium, a to jiz od teploty 4 °C do 30 °C. Mezi vyznamné producenty OTA tohoto rodu
mikromicet patii naptiklad: P. verrucosum, P. commune, P. aurantiogriseum, P. variabile a
dalsi [48; 90].

6.2.1 Zakladni chemicka a fyzikalni charakteristika ochratoxinu A
Chemicky nazev: L-Phenylalanine, N-((5-chloro-3, 4-dihydro-8-hydroxy-3-methyl-1-
0x0-1-H-2-benzopyran-7-yl)carbonyl)-,(R)-

Molekulova hmotnost:  403,81302 g/mol

Sumarni vzorec: CyoH1506CIN

Vzhled: bila krystalicka latka

Bod tani: 168 — 173 °C

Opticka otacivost: ()5 — 46 8 ° (¢ = 2,65 v chloroformu)

Rozpustnost: rozpustny v organickych rozpoustédlech (chloroformu, ethanolu a

methanolu) [4; 46; 65; 96]

Obr. 18: 2D strukturni vzorec ochratoxinu A
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Zdroj: http://pubchem.ncbi.nIm.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=442530&loc=ec_rcs /96]
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6.2.2 Vyskyt ochratoxinu A v potravinach, krmivech a v potravinovych
surovinach

OTA se vyskytuje v fadé potravin a krmiv jak rostlinného, tak zivo¢isného ptuvodu [2; 5;
49; 50; 90].

OTA byva pfitomen zejména v ceredliich, vepfovém masu, vnitfnostech (zejména jatra,
ledviny), krvi, kavé, ¢aji, pivu, luSténindch, ¢i kofeni. Dale byva také pritomen naptiklad v
suSeném ovoci, jako jsou rozinky, v lékofici, Cerveném a rizovém vinu, grepové S§tave, Ci

vinném octu [5; 49; 50; 90].

Vyskyt OTA v rozinkach tureckého, feckého a amerického ptivodu byl poprvé zjistén v 90.
letech minulého stoleti ve Velké Britanii. Desitky vzorkt prokazaly pritomnost OTA v riznych

koncentracich [4; 5].

V CR nésledné vramci projektu MYKOMON v letech 1999 — 2002 byly podrobeny
mykologickému vySetfeni vzorky rozinek z riznych obchodnich siti od riznych vyrobct ve 12
méstech. Ve vSech vzorcich byl izolovan A. niger, tedy potencialni producent OTA a
nasledovala kvantitativni analyza vSech pozitivnich vzorkll. Vyskyt OTA v rozinkach je stale

aktualni a je trvale sledovan a kontrolovan [4; 90].

Dalsi komoditou, ktera jiz na pfelomu minulého stoleti byla podrobena zkoumani

Z hlediska vyskytu OTA, byly alkoholické napoje, ¢ervené a rtizové vino a pivo [5; 49].

V roce 1999, za ticelem validace metody stanoveni OTA, skupina védct v Italii zahdjila
studii v 15 evropskych laboratofich, pii které byly vySetfeny vzorky E&ervenych, bilych a
ruzovych vin. VétSina vzorkll byla kontaminovana OTA v rizném rozsahu koncentraci, hlavné
vina ¢ervena [90].

4

produktech. Studie provadéna na dojnicich plemene Jersey z roku 1979 neprokazala OTA ani
jeho metabolity v mléce ani po skrmeni krmiva kontaminovaného OTA v urcité koncentraci.
Presto studie ve Svédsku v roce 1993 zaméfena na mléko, které se dostava ke spotiebiteli,
prokazala v tomto mléce OTA. Pravdépodobné totiz u dojnic plemene Jersey slouzi predzaludky

jako velmi dobra bariéra pro prestup OTA [4; 49; 90].

6.2.3 Toxické u¢inky ochratoxinu
K hlavnim akutnim, chronickym a pozdnim toxickym ucinkiim OTA patii: nefrotoxicita,

mutagenita, karcinogenita, imunotoxicita, teratogenita a neurotoxicita [5; 7; 49; 50; 51; 90].

Onemocnéni vyskytujici se celosvétové u lidi a zvifat v souvislosti s pfijmem OTA

V potravinach a krmivech se nazyva ochratoxikéza [4; 5; 40; 51].
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Mechanismy ucinkd, které stoji za toxicitou OTA, spoc€ivaji v: inhibici syntézy proteint,
lipidové peroxidaci membran, poruseni metabolismu/homeostaze vapniku, inhibici

mitochondrialni respirace, poSkozeni DNA a poruSeni metabolismu cukri [95; 4; 94].

OTA je vyznamnym nefrotoxinem. Cilovym organem OTA jsou ledviny.
Z experimentalnich praci o nefrotoxicit¢ je zfejmé, ze OTA je potencidlné nefrotoxicky pro
vSechny zivoCisné druhy pouzité pro modelové testovani (prasata, potkani, kufata) krome
dospélych piezvykavcti. OTA naruSuje metabolické pochody uvniti rendlni bunky a tento
bunéény rozvrat vede nasledné k apoptéze bun€k. Vyznamné naruSuje funkce vSech Casti
nefronu, zejména funkci proximdlniho tubulu, zptsobuje pokles glomerularni filtrace a

tubularni resorpce [4; 7; 49; 90; 95].

Naptiklad u prasat se mykotickd nefropatie projevuje zvétSenim ledvin, atrofii kiry,

fibrozou a poskozenim proximalnich tubuli [40; 49; 97].

U cloveéka je patofyziologicky obraz podobny. V 50. letech byly zaznamenany piipady
nefropatie u lidi v Jugoslavii, Bulharsku a Rumunsku. Pro toto onemocnéni bylo zavedeno
pojmenovani ,,balkanska endemicka nefropatie” (BEN). Pfedpoklada se ovSem, Ze za nefropatii
nemusel a nemusi stat pouze OTA, ale ze pravdépodobné se na rozvoji nefropatie podili i jiné

mykotoxiny [40; 49; 51; 52; 97; 123].

Pii studii genotoxického potencialu OTA byla za pomoci SOS chromotestu (detekce
poskozeni DNA pomoci mutantniho kmene PQ37 E. coli odvozeného od divokého kmene K12)

prokazana ptima mutagenita [4; 49; 91].

OTA je zatazen mezi latky s moznym karcinogennim plsobenim, tedy mezi karcinogeny
kategorie 2B. Hypotéza, 7e expozice OTA je pravdépodobné zodpovédna za iniciaci
karcinogeneze vyplyva ze souvislosti mezi vyskytem nadori v populaci pravé s vysokou

expozici OTA ¢i u pacientd s balkanskou endemickou nefropatii [43; 49; 50; 52].

Experimenty na zvifatech prokazaly také schopnost OTA indukovat embryotoxicitu. V
disledku pfimého ucinku OTA béhem embryonalniho vyvoje dochdzi k hrubym strukturalnim

malformacim [43].

Vyznamné jsou také imunosupresivni €inky OTA. SniZeni obranyschopnosti organismu a
nachylnost k fadé onemocnéni, v€etné nadorového, je dano mechanismem inhibice proliferace
perifernich T a B lymfocyti, dale poruchou tvorby IL-2 a potlacenim tvorby interferonu [49;
53].

V praxi je znama také cela fada derivati OTA, naptiklad ochratoxin B. Jeho toxické ucinky
jsou né€kolikanasobné niz§i nez OTA. Ochratoxin C ma stejnou toxicitu jako OTA, ale vyskyt

V potravinach a krmivech je vzacny [4].
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6.3 Patulin (klaviformin, clavacin)

Mykotoxin patulin lze nalézt také pod oznacenim klaviformin, ¢i clavacin. Dva posledni
zminované nazvy byly odvozeny od mikromycety Penicillium claviforme, ze které byl v roce

1942 tento mykotoxin poprvé izolovan [4; 45; 103].

Pii produkci patulinu se uplatiuji zejména rody mikromycetd jako jsou: Aspergillus,
Penicillium a Paecilomyces (teleomorfa Byssochlamys). Nejvyznamngj$imi druhy jsou pak:
Penicillium expansum, Aspergillus clavatus a Byssochlamys nivea [5; 8].

6.3.1 Zakladni chemicka a fyzikalni charakteristika patulinu
Chemicky nazev: 4H-Furo(3,2-c)pyran-2(6H)-one

Molekulova hmotnost:  154,12014 g/mol

Sumarni vzorec: C;H¢O,

Vzhled: bezbarva krystalicka latka

Bod tani: 110 — 111 °C, po vysuseni 1 hodinu pii 60 °C

Opticka otacivost: (0)*'5— 6,2 ° (c = 6,489 v chloroformu)

Rozpustnost: rozpustny ve vodé, v lkoholech, acetonu, benzenu, chloroformu,

nerozpustny v petroletheru [4; 46; 65; 104]

Obr. 19: 2D strukturni vzorec mykotoxinu patulinu
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Zdroj: http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=4696&loc=ec_rcs /104 ]

6.3.2  Vyskyt patulinu v potravinach, krmivech a v potravinovych surovinach
Patulin je v pfirozenych podminkach béznym kontaminantem jablek a vyrobka z nich jako

jsou jablecné §tavy, nefiltrované mosty, jablecné pyré, cider [5; 100; 101].

Poskozenim povrchové tkang jablecného plodu se vytvoii vhodné podminky pro rtst plisné

s naslednou tvorbou patulinu. Avsak i vizualné zdravé plody mohou patulin ziejme obsahovat.
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Dalsim zdrojem je ovoce s piirozenou hnédou hnilobou a vyrobky z ného: meruiiky, broskve,

banany, ananas, hrusky, maliny, kompotované ovoce a dzusy [2; 5; 100; 101].

Ke spotiebiteli se tedy patulin dostava zejména Spatnymi vyrobnimi procesy - pouZivanim

plesnivych ¢i nahnilych vstupnich surovin, $patnym tfidénim ovoce [4; 9].

6.3.3 Toxické ucinky patulinu

Patulin je toxicky pro gramnegativni, grampozitivni bakterie i pro acidorezistentni
mykobakterie, viry, prvoky, houby, rostliny, korySe a HeLa buiky. Je stfedné toxicky pro
obratlovce [4; 8; 79; 101].

Pusobi mechanismem kompetitivni a nekompetitivni inhibice na enzymy dulezitych
biochemickych drah matabolismu cukrl, inhibuje kliCové enzymy biosyntézy makromolekul
(DNA, RNA) a proteosyntézy. ZvySuje propustnost bunéénych membran a inhibuje nékteré

membranové enzymy a tim i jejich funkce [4; 8; 101].

Pfi experimentech na rGznych zivocisnych druzich (potkan, mys, kfecek, opice) byly
pozorovany podobné jevy a podobné histopatologické 1éze v zavislosti na typu podéani a davce
patulinu. Spole¢nym jmenovatelem byla: ztrata hmotnosti, odmitani stravy a zvySeni mortality
umeérné s davkou, poskozeni gastrointestinalniho traktu, zejména zaludku (hyperémie,

hemoragie, ulcerace) a stiev (duodena) [4; 98].

U patulinu byly také popsany ucinky imunosupresivni, neurotoxické a mutagenni.
Genotoxické testy s vyuzitim bakterie Bacillus subtilis zcela jasn¢ prokazaly poskozeni DNA u
tohoto bakterialnio druhu. U jinych bakterii, bézn€ pouzivanych pro studium genotoxicity, jako
jsou naptiklad Salmonella typhimurium, ¢&i Escherichia coli nedoslo vlivem patulinu
k poskozeni DNA, tedy k prukazu mutagenity. Dale bylo napftiklad prokazano, Ze patulin je
schopen indukovat jedno ¢i dvojtetézcové zlomy DNA v modelu in vitro u HeLa bunééné linie [
4; 43; 84; 99; 101; 102; 103].

Vysledkem toxikologické studie na teratogenitu a emryotoxicitu, ktera spocivala v
intraperitonealnim podani patulinu u mysi, bylo: zvySena frekvence malformaci skeletu mysi,

Vv pfimé umérnosti s koncentraci davky a potraty embryi [4; 84; 99; 101].

Patulin zatim neni klasifikovan jako karcinogen pro cloveka, chybi zatim dostatecné

relevantni dikazy [4; 7; 101].
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6.4 Fumonisiny
V roce 1988 skupina védcu z Jihoafrické republiky v ¢ele s Gelderblomem v toxikologické
studii izolovala z kultury Fusarium moniliforme (F. moniliforme) dosud neznamé mykotoxiny.

Tyto mykotoxiny dostaly nazev fumonisiny [106; 109].

Dosud byla izolovana fada fumonisint a jejich metabolitil, z nichz vyznamné pro ¢lovéka a

zvifata jsou zejména fumonisin By B, B3 [4].

Strukturou podobné fumonisiniim jsou fytotoxiny s nazvem AAL-toxiny (zkratka odvozena
od nazvu mikromycety produkujici tyto toxiny, od Alternaria alternata f. sp. lycopersici), nebo

také alperisiny. Alperisiny jsou oznacovany za potencialni pfirodni herbicidy [4].

V piirozenych podminkach jsou fumonisiny Castymi kontaminanty potravin a krmiv

(obilovin), dominuje fumonisin B, [5].

Fumonisiny jsou produkovany toxinogennimi kmeny vlaknitych mikromycet rodu
Fusarium. Vyznamnymi producenty jsou zejména nasledujici druhy: F. moniliforme, F.
proliferatum, F. anthophilum, F. oxysporum, F. dominii, F. nygamai, F. napiforme [4].

Nejvyznamnéj$im producentem je F. moniliforme [5; 109; 54].

6.4.1 Zakladni chemicka a fyzikalni charakteristika fumonisinu B;
Chemicky nazev: 2-[2-[19-amino-6-(3,4-dicarboxybutanoyloxy)-11,16,18-trihydroxy-
5,9-dimethylicosan-7-ylJoxy-2-oxoethyl]butanedioic acid

Molekulova hmotnost:  721,82996 g/mol

Sumarni vzorec: CasHsoNO 5

Vzhled: amorfni pevna latka

Bod tani: 103 - 105 °C

Opticka otacivost: (0)*°p — 28 ° (¢ = 2,0 mg/ml ve vodg)

Rozpustnost: rozpustny ve vodé, vice rozpustny ve smesi acetonitril-voda, dobie

rozpustny v methanolu a nerozpustny v nepolarnich rozpoustédlech [4;

46; 65; 115]
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Obr. 20: 2D strukturni vzorec mykotoxinu fumonisinu B1
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Zdroj: http://pubchem.ncbi.nIm.nih.gov/summary/summary.cg|?C|d:3431&loc:ec_rcs /1157

6.4.2 Vyskyt fumonisinii v potraviniach, krmivech a v potravinovych surovinach

Nejvyznamnéjs$im zdrojem fumonisinti je kukufice, krmiva s kukufi¢nym zakladem a
vyrobky z kukufiéné mouky (extrudované kukuficné vyrobky, kukuficny kiehky chléb,
,cornflakes®, ,popcorn“, polenta). Fumonisiny jsou béznym kontaminantem obilovin jako
pSenice a oves. Byly nalezeny také v ryZi a prosu. Dale mohou byt pfitomny v rizném druhu
koteni (kari, chilli pasta, aj.), v chlebu, ¢i pivu. V ZivociSnych produktech (maso, mléko dojnic)
se fumonisiny mohou zfejmé vyskytovat jako rezidua v pfipadé vysoce kontaminovaného

krmiva zvifat [2; 5; 54; 105].

6.4.3 Toxické uc¢inky fumonisint
Fumonisin B; inhibuje syntézu sfingolipidi, stavebni a funkéni slozku bunécné stény

zejména mozkové a nervové tkané, nasledkem je buné¢na smrt [54; 108; 114].

Na celé tad¢ zvitat hospodaiskych (skot, kon€) a laboratornich (potkan), byly zjistény a
ovefeny toxické ucinky fumonisinil, které pii vyssi intoxikaci mohou vést ke smrti. Nejvice

postizenymi organy u modelovych zvitat jsou jatra, plice, ledviny [4; 5; 105; 106; 107; 113].

Fumonisiny B; a B, vyvolavaji mykotoxikozu koni zvanou ekvinni leukoencefalomalacie
(ELEM, equine leukoencephalomalacia) [110; 113], u prasat otok plic a hydrotorax [111; 113] a
u hlodavct byla prokazana iniciace nadorového onemocnéni jater [106]. U zvifat byly dale

prokazany G¢inky teratogenni [4].

Dle IARC jsou fumonisiny klasifikovany jako pravdépodobné karcinogeny pro ¢lovéka

(tfida 2A) a promotory nadorového procesu [43; 46; 65; 105; 106; 109].

Epidemiologické vyzkumy naznacuji, Ze fumonisiny mohou zpisobovat rakovinu jicnu [1].
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Nezadouci a toxické ucinky fumonisinl jsou navic potenciovany synergickym ucinkem
dalsich mykotoxina pfitomnych v krmivech a potravinach, napiiklad: aflatoxint, T-2 toxinu, ¢i

zearalenonu [5].

6.5 Zearalenon (F-2 toxin)

Zearalenon (ZEA) byl dajné prvné izolovan Stobem a kol. vroce 1964 z kultury

Gibberella zeae (anamorfa F. graminearum) po kultivaci na mleté kukufici [4].

Zearalenon je produkovan zejména toxinogennimi mikromycetami rodu Fusarium.
Hlavnim producentem je F. graminearum, které ¢asto napada potravinaiské i krmivaiské obili.
K dal§im vyznamnym producentiim patii naptiklad: F.culmorum, F. equiseti, F. moniliforme,

F. oxysporum, F. sambucinum, F. semisectum, F. sporotrichioides [8; 73].

6.5.1 Zakladni chemicka a fyzikalni charakteristika zearalenonu
Chemicky nazev: (S-(E))-3,4,5,6,8,10-Hexahydro-14,16-dihydroxy-3-methyl-1H-2-

benzoxacyclotetradecin-1,7(8H)-dione

Molekulova hmotnost:  318,36428 g/mol

Sumarni vzorec: Ci1sH20s

Vzhled: bila krystalicka latka

Bod tani: 164 — 165 °C

Opticka otacivost: (0)®p—170,5 ° (¢ = 1,0 v methanolu)

Rozpustnost: nerozpustny ve vod€, rozpustny v etheru, methanolu, ethanolu a

dal8ich organickych rozpoustédlech [4; 46; 65; 120]

Obr. 21: 2D strukturni vzorec mykotoxinu zearalenonu
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Zdroj: http://pubchem.ncbi.nIm.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=5281576&loc=ec_rcs 120/
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6.5.2 Vyskyt zearalenonu v potravinach, krmivech a v potravinovych surovinach

Toxinogenni fuzaria aktivné produkuji zearalenon (ale i jiné mykotoxiny) v obilném zrnu,
které je nedostatecné vysuSené ¢i skladované ve vlhku. Kontaminace je tedy dusledkem
zejména nevhodného oSetfeni a uskladnéni obili. Zearalenon je vhodnym indikatorem

ptitomnosti ostatnich mykotoxinti produkovanych fuzariemi v obilném zrnu [2; 5].

Hlavnim zdrojem zearalenonu jsou obiloviny a obilné produkty: je¢men, kukufice a
produkty z ni vyrobené - ,,popcorn®, Zito, oves, ryze, pSenice (chléb), proso [116]. Zearalenon

byl také nalezen v kofeni jako je: chilli, kari, koriandr, pepf, ¢i fenykl a v bananech [4; 5; 57].

6.5.3 Toxické ucinky zearalenonu

Toxikézy jsou casto vysledkem spoleéného pilsobeni zearalenonu a trichotheceni.
V nizkych koncentracich ma zearalenon antagonististicky ucinek na soubézné se vyskytujicim
se trichothecenem DON (jeho G¢inek snizuje), ve vyssich koncentracich ptisobi s DON naopak

synergicky a jeho G¢inky mirné zvysSuje [4].

U laboratornich zvifat (kfecek, mys) byla prokdzana velmi nizkd akutni toxicita

zearalenonu [54; 56].

Nejvnimavéj§im druhem zvifat k zeralenonu jsou prasata. Otravy vzniklé po pifjmu

zaplisnéného krmiva jsou, zejména u vepii charakterizovany hyperestrogennim syndromem

v ovvr

rekta. Nasledkem hyperestrogenismu je neplodnost, piipadné potrat [55; 56; 113; 116; 117].

Drtibez a ptezvykavei jsou, zdd se poncekud odolné€jsi k vysokym koncentracim

zearalenonu. Je to dano odlisnou metabolizaci v nékterych ¢astech zazivaciho traktu [4].

Dale byly prokazany negativni ucinky zearalenonu na reprodukci u mysi, skotu a ovci.
Opakované davky v ur€itych koncentracich napiiklad zvysily sterilitu. Také u jinych
zivoci$nych druhid (opice, kralik) jsou reprodukéni obtize vysledkem estrogenni aktivity. Pri
expozici vysokym koncentracim zearalenonu byla u prasat prokazana teratogenita [5; 55; 56;

113; 116; 117; 119]. Mozny je i negativni vliv zearalenonu na reprodukei u lidi [116].

Zvazuje se souvislost mezi vyskytem nékolika piipadi predéasné puberty u déti v Porto
Ricu vlivem estrogenni aktivity zearalenonu, v jejichz krvi byl zearalenon a jeho derivaty

prokazany [118].

Z hlediska karcenogenity je zearalenon zafazen do kategorie 3, pravdépodobné neni
karcinogenni pro ¢loveka, ale mize byt promotorem nadorového procesu. Bylo prokazano, ze
muze stimulovat rust bunék lidské prsni zlazy a indukovat proliferaci a karcinogenezi
estrogendependentni tkané mechanismem vazby na estrogenové receptory [7; 43; 57; 119].
Zearalenon vykazuje také ucinek anabolicky [56].
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6.6 Trichotheceny

Dnes je znamo vice nez 80 trichothecenovych mykotoxint. Jsou klasifikovany do dvou
zakladnich skupin, jako makrocyklické nebo nemakrocyklické. Tato klasifikace zavisi na
ptitomnosti makrocyklického esteru nebo mustku mezi esterem a etherem. Nemakrocyklické

trichotheceny jsou dale klasifikovany do dvou zakladnich skupin, A a B [5].

Nejvyznamnéj§imi zastupci nemakrocyklickych trichothecenti skupiny A jsou T-2 toxin a
diacetoxyscirpenol [5; 42; 121].
K nejvyznamnéjsim zastupcim trichothecenové skupiny B patii: deoxynivalenol, nivalenol

a fusarenon-X [5; 40; 42; 121].

vvvvvv

zna¢nému roz§ifeni v obilninach a krmivech i vzhledem k vysoké toxicité pro lidi a hospodaiska

zvifata [8; 40; 58; 59; 60; 61; 121].

Trichotheceny jsou produkovany zejména plisnémi rodu Fusarium. K vyznamnym druhtim
patii naptiklad: F. acuminatum, F. avenaceum, F. culmorum, F. chlamydosporum, F.
graminearum, F. oxysporum, F. poae, F. sporotrichioides a mnohé dal$i. Dalsimi producenty

jsou plisné rodu Myrothecium, Trichoderma a Trichothecium [5; 40; 42; 60; 121].

Trichotheceny jsou neobyCejné U¢innymi inhibitory syntézy bilkovin v eukaryotickych

.....

i na stupenl terminacni [121; 122; 124].
6.6.1 Zakladni chemicka a fyzikalni charakteristika vybranych trichotheceni

6.6.1.1 T-2toxin
Chemicky nazev: {3-Hydroxy-4,15-diacetoxy-8-[3-methyl-butyryloxy]-12, 13-
epoxytrichothec-9ene}

Molekulova hmotnost:  466,52136 g/mol

Sumarni vzorec: CosH340g

Vzhled: bilé krystalické jehlicky

Bod tani: 151 -152 °C

Opticka otacivost: (0)*°5+15 ° (¢ = 2,58 v ethanolu)

Rozpustnost: nerozpustny v hexanu a petroletheru, dobfe rozpustny a chloroformu a

acetonitrilu [4; 8; 46; 65; 130]
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Obr. 22: 2D strukturni vzorec mykotoxinu T-2 toxinu
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Zdroj: http://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=6711181&loc=ec_rcs 130/

6.6.1.2 Deoxynivalenol
Deoxynivalenol (DON) je vyznamny zastupce trichothecenové skupiny B [3]. Je nazyvan

také jako Rd toxin nebo vomitoxin [61].
Chemicky nazev: Trichothec-9-en-8-one, 12, 13-epoxy-3, 7, 15-trihydroxy- (3a,7a)-

Molekulova hmotnost: 296, 3157 g/mol

Sumarni vzorec: Ci5H5006

Vzhled: bilé krystalické jehlicky

Bod tani: 151 - 153 °C

Opticka otacivost: (0)®p+ 6,35 ° (c = 0,07 v ethanolu)

Rozpustnost: nerozpustny v hexanu a petroletheru, dobie rozpustny v acetonitrilu,

chloroformu [4; 46; 129]

Obr. 23: 2D strukturni vzorec mykotoxinu deoxynivalenolu
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Zdroj: http://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=40024&loc=ec_rcs [129]
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6.6.2 Vyskyt trichotheceni, T-2 toxinu a deoxynivalenolu v potravinach,
krmivech a v potravinovych surovinach

Trichotheceny byly nalezeny hlavné v obilovinach - je¢meni, kukufici, Zitu, ovsi, pSenici a
vyrobcich z nich, v kofeni, naptiklad v zazvoru, kari, dale v ¢esneku a pivu [4; 5].

WV wew

DON je pravdépodobné nejbéznéjSim kontaminantem obilovin ze vSech zndmych
mykotoxint. V obilovinach se vyskytuje ¢asto spole¢né s ostatnimi trichotheceny - nivalenolem,
diacetoxyscirpenolem a T-2 toxinem. Nejvyssi koncentrace DON obvykle obsahuji obiloviny a
vyrobky znich jako pSenice, jeCmen, kukufice. Jednd se o vysoce stabilni toxin, jeho

koncentrace se neméni ani technologickym zpracovanim vstupnich surovin [4; 5; 58; 61; 125].

Vzhledem k rychlé metabolizaci DON u prasat nedochazi ke kumulaci jeho metaboliti ve
tkanich po ptredchozim skrmeni krmiva s nizkymi az stfedné vysokymi koncentracemi DON.

Taktéz prechod rezidui DON do mléka, masa a vajec je zanedbatelny [4].

T-2 toxin je béznym kontaminantem rostlinnych krmiv rostlinného pivodu, avsak
V potravinach se vyskytuje Udajné méné casto. Vzhledem k jeho okamzité metabolizaci a
eliminaci ze tkani u prasat, nedochazi k akumulaci jeho metabolitt. Piestup T-2 toxinu a jeho

metabolitt do mléka je mensi nez 1 % [4; 5].

6.6.3 Toxické ucinky trichothecenu, T-2 toxinu a deoxynivalenolu

Trichotheceny jsou vysoce potentnimi inhibitory syntézy proteinti. Vazi se na eukaryotické
polyribozomy a inhibuji enzymy odpovédné za jednotlivé stupné proteosyntézy. Tato inhibice
vede v kone¢ném dusledku k rozvratu funkce membran, deregulaci bunék a nasledné k bunécéné

smrti [121; 122; 123; 124; 126; 128].

Prvnim trichothecenem, u kterého byl prokazan inhibi¢ni G¢inek na syntézu bilkovin,
vVtomto piipad¢ inhibiéni ucinek na enzym peptidyltransferdzu v termina¢nim stupni

proteosyntézy, byl trichodermin [121; 122; 123].
T-2 toxin inhibuje iniciaci proteinové syntézy [4].

Expozice T-2 toxinu se na zvitatech projevuje celou fadou akutnich, chronickych a
pozdnich u€inkll. Jsou to zejména UCinky: dermatotoxické a emetické. Zpiisobuje zanéctliva
onemocnéni gastrointestinalniho traktu, leukopenie, degenerace kostni diené. Ze tkané prasat je
T-2 toxin rychle eliminovan diky rozsahlé metabolizaci. Do masa kufat jeho metabolity

pronikaji rychleji [4; 8; 121].

U T-2 toxinu jsou popsany téZ UCinky imunosupresivni (zvySeni nachylnosti
k superinfekci), genotoxické a diskutuji se i ucinky karcinogenni. T-2 toxin zatim neni

klasifikovan jako karcinogen pro ¢lovéka (dle IARC/WHO spada do kategorie 3). Experimenty
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na hlodavcich prokédzaly poskozeni DNA, vznik chromozomalnich aberaci a schopnost iniciovat

tvorbu karcinomu traviciho traktu [43; 58; 121].

T-2 toxin je plivodcem fatalni mykotoxikézy, zvané alimentéarni toxické aleukie. Prvné byl
dan tento toxin do souvislosti s ATA béhem druhé svétové valky v Rusku, kde v dusledku
konzumace kontaminovaného chleba T-2 toxinem doslo k postizeni az tumrti fady lidi. Mezi
ptiznaky onemocnéni ATA, vzniklého po konzumaci zaplisnéného obili/produktt ze
zaplisnéného obili patii naptiklad: leukopenie, agranulocytdza, nekrotickd angina, hemoragicka
vyrazka, krvaceni z nosu, horecka, gastrointestindlnimi ptiznaky — nauzea, prijem, kiece, az
smrt [59; 60].

T-2 toxin vykazuje vysokou dermalni toxicitu. Velmi rychle penetruje kiizi, zptisobuje jeji
zarudnuti, puchyte, popaleniny az nekrézu a jeho ucinek je srovnatelny s ucinky yperitu.
Srovnatelné nebezpecnd a toxicka je inhalacni expozice tomuto toxinu ve formé aerosolu,
zpisobuje poskozeni dychacich cest. Nejrychleji vSak dochazi k postizeni oc¢i. Drazdivé ptisobi
téZ na zazivaci trakt. Pro tyto toxické Gcinky piedstavuje T-2 toxin hrozbu z divodu jeho

mozného zneuziti v bioterorismu [11; 42; 74].

T-2 toxin pravdépodobné synergicky plsobi s DON. U lidi zatim nejsou dostate¢na

toxikologicka data o biotransformaci T-2 toxinu [4].

Akutni expozice DON se zejména u prasat, ale i dalSich zvifat (kufata, skot) projevuje
stfevnimi potizemi a zvracenim, dale hemoragiemi a koznimi zménami. V roce 1987 postihlo
v Ka$miru vice nez 50 000 osob gastrointestinalni onemocnéni nazvané akutni DON toxikoéza.
Také v Ciné vroce 1980 doslo k tzv. otravé &ervenou plisni (,,red mold poisoning®). Ob&

mykotoxik6zy maji spojitost s DON a trichotheceny [113; 124; 125; 126; 127; 128; 258].
DON vykazuje také imunosupresivni a teratogenni ucinky [124; 125; 126; 128].

DON ma silné synergické ucinky s nékterymi metabolity plisné F. graminearum, napiiklad

se sambucinolem, ¢i culmorinem [4; 124].
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7 Analytické stanoveni mykotoxint

K analytickému stanoveni mykotoxinii ve vzorcich potravinovych a zemédélskych komodit
se v soucasné dob¢ vyuziva celda Skala analytickych a instrumentalnich technik. Jedna se o
techniky, jako jsou napftiklad: tenkovrstevna chromatografie (TLC, thin layer chromatography),
plynova chromatografie (GC, gas chromatography), vysokoucinna kapalinova chromatografie
(HPLC, high performance liquid chromatography), kapalinova chromatografie sdruzena
s hmotnostnim spektrometrem (LC/MS, liquid chromatography/mass spectrometry), enzymova
imunoanalyza (ELISA, enzyme linked immunosorbent assay), a fadu dalSich [4; 62; 64; 131,

133; 134; 135; 136].

Kompletni stanoveni mykotoxinil sestava ze dvou zékladnich postupti. Prvnim postupem je

tzv. preanalyticka faze a druhym potom vlastni analytické stanoveni [4].

7.1 Preanalyticka faze — priprava vzorku pro analyzu

Preanalytickd faze sestava z téchto dil¢ich laboratornich operaci: odbér a homogenizace

vzorku, extrakce mykotoxint, purifikace (pfecisténi) extraktu [4; 133].

7.1.1  Odbér vzorku
Spravny odbér vzorku je pro uspé$né provedeni analyzy stézejni a tidi se nékolika

legislativnimi ptedpisy [4].

Obecnéjsim predpisem je vyhlaska Ministerstva zdravotnictvi Ceské republiky &. 339/2001
Sb., ktera pojednava o zpisobu odbéru a ptipravy kontrolnich vzorkd za ucelem zjistovani

jakosti a zdravotni nezavadnosti potravin nebo surovin uréenych k jejich vyrobé [4].

Konkrétné pak odbér vzorkl pro stanoveni mykotoxintl je urc¢en nafizenim komise EU ¢.
401/2006. Toto natizeni je doplnéno smérnici komise EU, €. 178/2010 . Zptsob odbéru vzorku
musi vzdy respektovat skutecnost, ze v mnoha ptipadech je distribuce konkrétniho mykotoxinu

v potraviné nebo krmivu nerovnomérné [4].

7.1.2 Homogenizace vzorku
Vzhledem k nerovnomérnému vyskytu mykotoxint v substratech je nutné odebrany vzorek
fadn¢ zhomogenizovat. Tato homogenizace se provadi pomoci homogenizatorti nebo rtiznych

mlynkt. Dal$im naslednym krokem je vétsinou filtrace [4; 62; 137].

7.1.3 Extrakce mykotoxini
Extrakce se provadi vhodnym organickym rozpoustédlem, nejlépe v Erlenmayerovych

baiikdch se zabrusem nebo uzaviené pomoci sklenéné zatky. Tyto banky se umisti na
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laboratorni tfepacku. Volba extrakéniho rozpoustédla zavisi na povaze a rozpustnosti

stanovovaného mykotoxinu [62; 133].

K extrakci se zvlasté pouzivaji nasledujici rozpoustédla: methanol, octan ethylnaty,
chloroform, aceton a acetonitril. V pfipadé pouziti 50-80 % vodného roztoku methanolu se k
nému jest¢ pridava chlorid sodny. Pridavkem NaCl mtze byt extrakce dokonalejsi. Z kyselého
prostfedi se extrahuji do organickych rozpoustédel mykotoxiny kyselé povahy, naptiklad

citrinin, kyselina cyklopiazonova, ochratoxin A nebo zearalenon [4; 62; 133].

7.1.4  PreciSténi extraktu

VétSina rychlych metod pro stanoveni mykotoxini zaloZzenych na imunochemickych
technikdch a také technika LC-MS/MS (liquid chromatography-mass spectrometry/mass
spectrometry, kapalinovd chromatografie s navaznou analyzou tandemovou hmotnostni
spektrometrii) se bézné obejdou bez ptedchoziho kroku, precisténi extraktu. Ostatni vySe
zminované techniky se bez predchoziho kroku pfecisténi extraktu v ramci preanalytické faze

neobejdou [62; 131; 137].

7.1.4.1 Technika extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE, liquid-liquid extraction)
Zpocatku se k purifikaci extraktd pouzivalo vytfepavani z kapaliny do kapaliny. Princip
této techniky je zaloZzeny na rozdilné rozpustnosti mykotoxinti ve dvou vzijemné zcela

nemisitelnych rozpoustédlech [4; 62; 137].

Tato metoda byla pouzivana napiiklad v 70. nebo jesté v 80. letech minulého stoleti. Je
znatné zdlouhava a rovnéz v pribéhu tohoto postupu mulize dochazet i ke znacné ztraté

stanovovanych mykotoxint [4; 62; 137].

7.1.4.2 Technika extrakce na pevnou fazi (SPE, solid phase extraction)

PohodIngjsi a soucasné i rychlejsi metoda je extrakce mykotoxinii na pevnou fazi. Tato
metoda extrakce je zaloZena na kontaktu mykotoxinl z extraktu se stacionarni fazi umisténou v
malych kolonkach. Na této fazi se pfitomny mykotoxin zachyti. Jako sorbent pro kolonky se
pouziva obycejny silikagel nebo nejcastéji modifikovany silikagel s navazanymi fetézci
fenylovych skupin nebo fetézci s 18 atomy uhliku. Také se pouziva kiemicitan hotfe¢naty nebo

ur¢ity polymer, napiiklad styrendivinylbenzenova pryskyftice [4; 62; 132; 137].

Pro eluci necistot z extraktu z kolonky plnéné sorbentem se pouZivaji rozpoustédla, jako je
napiiklad: hexan, diethylether, dichlormethan. Po pieciSténi se mykotoxiny z kolonky eluuji
vhodnym rozpoustédlem, jehoz elucni u€innost je vétsi nez adsorpéni ucinnost sorbentu. Pii této
metode extrakce na tuhou fazi soucasné dochazi i k vyhodné koncentraci mykotoxini. Pouziti
kolonek SPE znamenalo podstatny pokrok, nicméné se na sorbentu mohou zachytit i jiné

slouceniny podobné struktury [4; 132].
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7.1.4.3 Imunoafinitni chromatografie (IAC, immunoaffinity chromatography)
Nedostatky a uskali ve vySe zminéné nespecifické sorpci latek strukturou podobnych
mykotoxiniim pomohly vyfesit tzv. imunoafinitni kolonky. Tyto kolonky obsahuji sorbent s

navazanymi protilatkami se specifitou k pfislusnym mykotoxinim [137].

Imunoafinitni metoda je zaloZena na specifické a soucasné reverzibilni vazbé mykotoxinu
(ve funkci antigenu) a prislusné protilatky. Tato vazba je pak rozrusena denaturaci protilatky
organickym rozpoustédlem, vétSinou methanolem (viz. Obr. 18). Imunoafinitni kolonky se Vv
souCasné dobé pouzivaji k Cisténi extraktu nejCastéji, nebot’ kromé specificnosti je u nich
vyhoda mensi spotfeby organickych rozpoustédel a také znacna uspora Casu. V dnesni dobé je
dostupna fada komer¢nich kit s imunoafinitnimi kolonkami pro stanoveni mykotoxint jako je

napiiklad aflatoxin, zearalenon, ochratoxin, fumonisin, atd. [4; 132; 133; 134; 137; 140].

Obr. 24: Schématicky ndkres principu metody pro pritkaz mykotoxinit v obili pomoci komercné

dostupného kitu firmy Vicam (USA)

Kulicky s navazanou
protilatkou

VICAM TEST KIT

Toxin
Zdroj: https://www.extension.purdue.edu/extmedia/BP/BP-47.html /1407

Legenda: 1. Kolonka je naplnéna kulickami (nosicem), na kterych jsou navazdny protilatky se specifitou ke
stanovovanému mykotoxinu. 2. Extrakt z obili je nalit do kolonky, v pripadé, Ze v analyzovaném materidlu je pritomen
stanovovany mykotoxin, dochazi ke specifické vazbé protilatky a antigenu (mykotoxinu). Kolonka je promyvina
promyvacim pufrem, dochdzi k vyplavovani nenavdzanych slozek vzorku. 3. Navdzany mykotoxin je vyvdzan ze
specifické vazby s protilatkou promytim kolonky methanolem. Pro kvantifikaci mykotoxinu je eludt obsahujici

mykotoxiny derivatizovin a detekovan pomoci fluorometru.
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7.1.4.4 Gelova permeacéni chromatografie (GPC, gel-permeation chromatography)

Na piecisténi vzorkd se miiZze pouzit i gelova permeacni chromatografie (GPC, také jenom
gelova filtrace). Separace spociva v tom, ze velké molekuly sloucenin nejsou v kolonce
zadrzované a prochazeji jejim vnittkem, zatimco malé molekuly vstupuji do pora gelu, kde jsou

yoqe g

zivocisnych pigmentd. Pouziva se napfiklad pro stanoveni patulinu nebo zearalenonu [4; 134].

7.2 Vlastni analyticka faze, metody stanoveni mykotoxint

Ke stanoveni mykotoxint se v souc¢asné dobé nejvice pouzivaji chromatografické metody a

metody hmotnostni spektrometrie [62; 132; 134; 137].

Také lze pouzit i imunochemické metody a to ke screeningovému stanoveni vybranych

mykotoxint v potravinach i v krmivech [131; 133].

7.2.1 Chromatografické metody
Chromatografické metody ptfedstavuji separacni techniky, pfi kterych nastava déleni slozek
mezi dvéma fazemi rGzné polarity, z nichZz jedna je pohybliva, neboli mobilni a druha

nepohybliva, neboli stacionarni [4; 62; 63].

7.2.1.1 Chromatografie na tenké vrstvé (TLC, thin layer chromatography)
Na pocatku stanovovani mykotoxinti se pomérné hojné pouzivala metoda chromatografie

na tenké vrstvé [62; 133; 134; 138].

Sorbent (nejcastéji silikagel) je zde naneseny v tenké vrstvé na sklenénou nebo hlinikovou
desticku. Na okraje téchto desti¢ek se aplikuji extrakty vzorkt spole¢né se standardy. Potom se
desticka ponoii uvedenym okrajem do rozpoustédla, které vzlina ve vrstvé sorbentu a unasi s
sebou i vzorek. Vyhodnéjsi je pouziti modifikované verze zvané dvourozmérna TLC. U tohoto
postupu se vzorky nanaseji do rohu destiCky se sorbentem a vyvijeji ve dvou rtznych
rozpoustédlech. Napiiklad desticky se v prvni dimenzi vyvijeji v systému diethylether-
methanol-voda a po vysuSeni se desticky oto¢i o 90 °a vyvijeji se v rozpoustédle chloroform-
aceton [4; 62; 63].

Metoda chromatografie na tenké vrstvé (TLC) je rychla, jednoducha a finan¢n€ nenakladna.
Uplatiuje se zejména jako orientani metoda ke kvalitativnimu nebo maximalné
semikvantitativnimu vySetfeni mykotoxind (hodnoceni pouhym okem). Denzitometricka
detekce skvrn umoziuje také kvantitativni hodnoceni. Dnes se pouziva jiz velmi malo a to jen

jako metoda orientacni [62; 132; 134; 138].

65



Na zaklad¢ klasické chromatografie na tenké vrstvé byla vyvinuta metoda vysokoucinné
tenkovrstevné chromatografie (HTLC, high-performance thin-layer chromatography). Jeji

nespornou vyhodou je pouziti men§iho objemu vzorku [4; 132].

7.2.1.2 Vysokouclinnd kapalinova chromatografie (HPLC, high-performance liquid
chromatography)

Vysokoucinna kapalinova chromatografie je hlavnim analytickym nastrojem pii detekci a
kvantifikaci mykotoxind a prakticky vSechny zndmé mykotoxiny lze pomoci této instrumentace

analyzovat [132].

Kapalinovy chromatograf se sklada z komponent zajist'ujicich transport mobilni faze,

separaci slozek a detekci separovanych slozek s automatickym zaznamem.

Na detekci mykotoxinti pomoci HPLC je mozné pouzit n¢kolik typt detektord. Nejcastéji
se vyuziva UV detektor (HPLC/UV, high performance liquid chromatography/ultraviolet
detection, vysokoucinna kapalinova chromatografie s detekci svételného toku z ultrafialové
oblasti), nebot’ vét§ina mykotoxinti absorbuje vinové zafeni v oblasti UV spektra. Rovnéz se
Casto  pouziva  fluorescencni  detektor, HPLC/FD  (high  performance liquid
chromatography/fluorescence detection, vysokou¢inna kapalinova chromatografie s detekci
fluorescence), nebot’ mnohé mykotoxiny se vyznacuji schopnosti absorbovat zareni urcité
vlnové délky a potom po excitaci Cast energie emitovat ve form¢ zatfeni s vétsi vinovou délkou.
Vyhodou FD detektoru je vyssi citlivost (ve srovnani s UV detektorem) a zaroven je
selektivnéjsi. Jeho pouziti je do urCité miry omezeno tim, Ze ne vSechny mykotoxiny se

vyznacuji pfirozenou fluorescenci [132; 133].

Avsak 1 pfi absenci nativni fluorescence je vSak piesto mozné vyuzit detektor FD s tim, ze
stanovovany mykotoxin se podrobi tzv. derivatizaci, to znamena, Ze reaguje s vhodnym

¢inidlem a pfeméni se na produkt s novymi fyzikalné chemickymi vlastnostmi [4].

U HPLC lIze také s vyhodou pouzit hmotnostni detekci pomoci hmotnostniho spektrometru.
Podstatou hmotnostni detekce je separace iontli a fragmentl analyzované latky, jez vznikly
ionizaci molekul v magnetickém poli. Drahy vytvofenych iontl se v elektrickém a magnetickém
poli zakfivuji. Zménou intenzity elektrického a magnetického polelze docilit rozvinuti
hmotnostniho spektra a ziskat tzv. hmotnostni spektrogram. Z polohy ¢ar ve spektrogramu lze
ziskat informaci o kvalité, tzn. druhu mykotoxinu a z jejich vySek potom informace o mnozstvi

mykotoxinu [4; 134].

Vyuziti analytickych pfistupli, které vyuzivaji spojeni HPLC s hmotnostni spektrometrii
(HPLC-MS, HPLC-MS/MS) se v dnesni dobé¢ t&si velké pozornosti. Nespornou vyhodou je
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velmi nizky detekeni limit a také skutecnost, Ze neni tfeba, jako je tomu naptiklad u plynové

chromatografie, analyt derivatizovat [4; 137].

7.2.1.3 Plynovd chromatografie (GC, gas chromatography)

GC pro detekci mykotoxinti nasla uplatnéni jiz v 70 tych letech minulého stoleti. GC
umoznuje kvalitativni a kvantitativni stanoveni vzorku, které je mozné prevést v pary. Je mozné
analyzovat vzorky nejen v plynném stavu, ale i ve stavu kapalném nebo tuhém. Separace se
mize realizovat v soustavé plyn-kapalina (GLC, gas liquid chromatography, chromatografie
plyn-kapalina) nebo vsoustavé plyn-tuha latka (GSC, gas solid chromatography,
chromatografie plyn-tuha latka). Mobilni faze je vzdy plynna (tzv. nosny plyn) a stacionarni fazi
je bud’ tuhy sorbent, nebo zakotvena kapalna faze v chromatografické kolong. Derivatizovany
vzorek je nejéastéji analyzovan pomoci GC v kombinaci sMS (GC-MS, gas
chromatography/mass spectrometry) [4; 62; 63; 134; 137].

7.2.2 Imunoeseje (ELISA, enzymova imunoanalyza s vizanym enzymem; RIA,
radioimunoanalyza; imunoafinitni kolonky)

Metoda ELISA a RIA patii spolu s imunoafinitnimi kolonkami mezi imunochemické
metody. Tyto metody jsou tedy také zalozené na reakci antigenu s protilatkou. Bud’ antigen,
nebo protilatka jsou oznacené a mohou byt detekovany spektrofotometricky, v ptfipadé metod
ELISA, nebo radiometricky, v pfipadé metody RIA. Z naméfené absorbance/signalu zafeni se

potom stanovi mnozstvi piitomného mykotoxinu ve zkoumaném substratu [4; 133; 136; 137].

U metody nekompetitivni ELISA se oznacuje protilatka a méfi se mnozstvi navazané
znacené protilatky. KdyZ je oznaceny antigen, potom se jednd o kompetitivni metodu ELISA a
urcuje se mnozstvi nenavazaného znaceného antigenu, pfipadné komplexu znaceného antigenu

s protilatkou [4; 133; 136].

Metoda ELISA je velmi citliva, ale mohou se u ni vyskytnout tzv. zkiizené reakce (,,cross
reactions®, stanoveni podobnych mykotoxintl). Z tohoto aspektu tyto imunochemické metody
vétsinou nestanovi konkrétni mykotoxin, ale celou skupinu ptibuznych mykotoxint, naptiklad
pfitomné aflatoxiny nebo fumonisiny. Proto se vysledky téchto analyz povazuji pouze za

semikvantitativni [131; 137].

Metoda ELISA je rychla a umoznuje oddélit vzorky s negativnim a pozitivnim vyskytem
mykotoxint. U vzorkt s prokazanym obsahem mykotoxini se potom ke konkrétni identifikaci

pouziji vyse uvedené instrumentalni metody [132; 133].

U metody RIA je antigen znaCeny vhodnym radioizotopem. Ke stanoveni je nutné zatizeni

na méteni radioaktivity. V dnesni dobé se tyto RIA metody téméf nepouzivaji [4; 136].
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7.2.3  Vyuziti dalSich metod pro stanoveni mykotoxinu

V dne$ni dobé dochazi k rozvoji také dalSich instrumentéalnich technik urcenych
ke stanoveni mykotoxint, a to napfiklad kapilarni elektroforézy (CE, capillary electrophoresis),
elektrochromatografie (EC, electrochromatography), polymerazové fetezové reakce (PCR,

polymerase chain reaction) nebo bioeseji (biosenzort) [4; 133; 134; 135; 137; 139].
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8 Postupy omezeni vyskytu plisni a mykotoxini

Zakladnim postupem k zabranéni tvorby mykotoxind je systematicka prevence zaméfena na
vyskyt mikroskopickych vlaknitych hub jak v potravinach, tak i v krmivech. Pfi pfipravé ¢i
vyrobé potravin a krmiv se musi dodrzovat predepsané technologické postupy. Soucasné Vv
urcitych intervalech je nutné provadét mikrobiologickou kontrolu pracovniho a vyrobniho

prostiedi, rovnéZ kontrolu vSech surovin vstupujicich do vyrobniho procesu [65; 66; 68].

Eliminace nebo absence mykotoxinll vyZzaduje jednak cilené provadéni dezinfekce vSech
prostor, ptistrojl a strojii ptichdzejicich do ptfimého kontaktu s potravinami a krmivy pfi jejich

vyrob¢ [66].

8.1 Dekontaminace potravinovych vyrobkii a krmiv
I pfi dodrzovani vSech zasad prevence se v pfislusnych substratech mohou mykotoxiny
vyskytnout. V tomto pfipadé je nutné potraviny nebo krmiva dekontaminovat. To znamena bud’

v nich pfitomné mykotoxiny ptimo degradovat (destruovat), nebo je alespon detoxikovat, zbavit

toxického ptisobeni [66; 142].

Dekontaminacni postupy se rozd€luji na tii zakladni skupiny: fyzikalni, chemické a
mikrobiologické. Neékdy je ucinné pouzit kombinace dvou nebo i tii kategorii uvedenych metod
[1; 4; 66; 67; 142].

Americka organizace FAO (The Food and Agriculture Organization) stanovila obecné

pozadavky na aplikaci dekontaminacénich postupi.

a) Dekontamina¢ni postup musi bud’ inaktivovat (detoxikovat) pfitomny mykotoxin nebo ho

uplné eliminovat.

b) Dekontaminace nesmi vytvaret nebo zanechavat toxicka rezidua v koneénych vyrobcich,

ktera by pak mohla mit karcinogenni nebo mutagenni ucinek.

c) Rovné€Z nemuze sniZzovat nutriéni hodnotu doty¢ného vyrobku nebo zménit jeho

technologické vlastnosti.
d) Jedno z kritérii FAO rovnéz vyzaduje, aby dekontaminacni agens destruovalo spory nebo

myceliova vlakna, které by za ptiznivych podminek mohly opét vytvaiet mykotoxiny [66].

8.1.1 Fyzikalni postupy
Tyto postupy zejména zahrnuji vateni, peceni a prazeni. Také je mozné pouzit efektu ozonu

(ozonizace) nebo zareni. Tyto metody vétS§inou mohou v urCenych pfipadech snizovat obsah
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mykotoxintl v substratech, ale nemusi dojit k jejich Gplné inaktivaci nebo eliminaci [67; 65; 66;

67; 68].

8.1.2 Mikrobiologické postupy

V principu jsou uvedené metody zalozeny na mikrobialni biodegradaci a transformaci
ptislusnych mykotoxinli (zejména AFB;, ochratoxinu, trichothecentt i fumonisint)
mikrobidlnimi enzymy na metabolické produkty, jez jsou bud’ méné toxické, nebo netoxické.
Zjistilo se, ze bakterie Flavobacterium aurantiacum degraduje aflatoxin B; ve vybranych
potravinach zahrnujicich také mléko a maso a je uCinna i pii dekontaminaci hospodaiskych

krmiv [66; 141; 142].

Také se prokazalo, Ze i n¢které dalsi bakterie, napiiklad bakterie mlééného kvaseni z rodu
Lactobacillus, Bifidobacterium, druhy Streptococcus thermophilus a Lactococcus lactis mohou
vazat aflatoxiny na povrch svych bunéfnych stén. Pouzivaji se tedy jako adsorbenty
mykotoxinti. Aplikace a u¢innost uvedenych mikrobialnich vyvazovact v praxi je jeste stale ve
stadiu vyzkumi. Tyto bakterie maji vyhodu jiz v tom, Ze jsou pfirozenou soucasti zazivaciho
traktu zvitat. Bylo potvrzeno, ze kvasinky rodu Kluyveromyces potlacuji kli¢eni spor aspergili a

soucasné i biosyntézu jejich aflatoxint [66; 141; 142].

8.1.3 Chemické metody
Tyto postupy spocivaji jednak v samotné aplikaci chemickych slouc¢enin za ucelem
transformace mykotoxinii na netoxické produkty, jednak v aplikaci u¢innych aditiv do

kontaminovanych krmiv za ucelem snizit toxicky efekt toxint [142].

Jako chemické substance se zejména pouzivaji oxido-redukéni cinidla: peroxid vodiku,
chlornan sodny, kyselina askorbova, hydroxid vapenaty, hydroxid amonny, oxid sifiity a
uhli¢itan amonny. Zde je nutné zddraznit, ze chemické metody se nepouzivaji do potravin nebo

krmiv uréenych k pfimé spotiebé [66; 141; 142].

Do krmiv je mozné pridavat rizna aditiva vazajici mykotoxiny a snizujici toxicky efekt
mykotoxinti.. Je znamo, ze napiiklad vys$si obsah vitaminu C nebo bisulfidd zplsobuje

detoxikaci patulinu, také ze kurkumin ma jisty protektivni u€inek, snizujici toxicitu AFB;.

Také ptridavek bentonitu, aktivniho uhli, silikadtu nebo adsorbentd na bazi glukan do krmiv
vede k redukci obsahu aflatoxinii. AvSak tyto substance neadsorbuji fumonisin a zearalenon.
Naopak mohou vazat uzitecné vitaminy a mineralni latky. Mnohé pokusy s piidavkem
esterifikovaného glukomananu do krmiv ukazaly, ze ma schopnost vazat jak aflatoxiny, tak i
soucasn¢ fumonisin a zearalenon. Na druhé stran€ je potieba jisté opartnosti v pouziti t€chto
vyvazovact, nebot’ bylo zjisténo, ze mohou dokonce toxicky efekt nékterych mykotoxint

naopak zvysovat [142; 66].
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Z.avér

1.

Vyraznymi a velmi dalezitymi producenty mykotoxinl jsou zvlasteé rody: Aspergillus,

Fusarium a Penicillium a v jejich ramci potom cela fada konkrétnich druht.

Produkce mykotoxinti jednotlivymi druhy vlaknitych mikromycet neni jejich absolutni
vlastnosti, ale ma potencionalni charakter. To znamena zavislost biosyntézy mykotoxind na
konkrétnich podminkach vnéjsiho prostredi (relativni vlhkost, teplota, pH, obsah kysliku),
ale soucasné i na vnitinich vlastnostech daného substratu (napf. suroviny, polotovaru nebo
hotového finalniho vyrobku ve formé potraviny nebo krmiva), které zahrnuji zejména jeho

chemické slozeni, konzistenci a interni pH.

V daném substratu se mohou vyskytnout dva i vice druht mikromycetii, jenzZ soucasné
syntetizuji rozdilné mykotoxiny a vylucuji je do okolniho prostfedi. Po konzumaci
potraviny nebo krmiva se mohou v daném organismu projevit rizné vzajemné vztahy
produkovanych mykotoxind. V podstaté¢ mize nastat bud’ jejich synergicky ucinek, nebo
ucinek antagonisticky. Pfi synergickém pisobeni se jejich c€inek zesiluje a naopak pfi

antagonistickém piisobeni zase zeslabuje.

Jeden a tyz dany mykotoxin miize soucasné vykazovat v mnoha ptipadech nekolikeré
neptiznivé ¢i patogenni u€inky na organismus ¢lovéka nebo zvifete. Naptiklad u aflatoxinti
obecn¢ lze prokazat negativni ucinek na krevni systém, imunitni systém, jatra, ale dokonce

1 efekt mutagenni.

Mnohé mykotoxiny jsou velmi odolné k faktoriim vné&jsiho prostfedi, zejména k teplote.
Vys$i teploty sice mohou zabit mikromycety, ale jejich mykotoxiny jesté stale zlstavaji

patogenné aktivni a nebezpe¢né pro organismus.

Vlaknité mikromycety se mohou projevovat dvéma rozdilnymi druhy negativnich ucinkd:
patologickym pulsobenim zahrnujicim vlastni mykotickd onemocnéni a také onemocnéni
alergicka a potom vlastni produkci mykotoxint. V uréitych ptipadech mohou vykazovat

konkrétni mikromycety oba zminéné €inky.

Techniky analytického stanoveni mykotoxini se stale vyvijely. Metoda tenkovrstevné

chromatografie se vsoucasné dobé pouziva pouze jako screeningové ¢i piedbézné

Vv v

vysokouc¢inné kapalinové chromatografie a plynové chromatografie.

Velmi dalezita je inaktivace ¢i destrukce mykotoxinti v konkrétnich substratech, ktera se

mize realizovat fyzikalnimi, chemickymi a mikrobiologickymi metodami.
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Zkratky a symboly

AAL-toxin

AIDS
AFB;
AFG,
AFM;
AFR,
AFD,
AFD,
AFGy,

ATA

aw

(‘1)250

BEN
CDA
CE

CYA
DNA
DON
EC

ELISA

EU

FAO

Alternaria alternata lycopersici toxin, toxin produkovany mikromycetou rodu
Alternaria

Acquired Immunodeficiency Syndrome, syndrom ziskaného selhani imunity
aflatoxin B1

aflatoxin G1

aflatoxin M1

aflatoxikol

aflatoxin D1

aflatoxin D2

aflatoxin Ga

alimentary toxic aleukia, alimentarni toxicka aleukie

water activity, vodni aktivita; vyjadiuje dostupnou vyuzitelnost vody pro

mikroorganismy. Udava se ve forme desetinného ¢isla v rozmezi 0 az 1,0.

Specificka opticka otacivost latek (o) pii urcité vinové délce (1), (A zpravidla
udéavand pro ¢aru sodikového dubletu (D) A = 589, 3 nm, a pii urcité teploté
(25 °C). Uhel, o ktery se otoéi rovina polarizovaného svétla pfi jednotkové

tloust'ce (1) = 1dm a jednotkové koncentraci (c) = 1 g/ml.

balkan endemic nephropathy, balkanska endemicka nefropatie
Czapek-Dox agar, Czapek-Doxtv agar

capillary electrophoresis, kapilarni elektroforéza

Czapek yeast extract agar, Czapkav agar s kvasni¢nym extraktem
deoxyribonucleic acid, deoxyribonukleova kyselina
deoxynivalenol

electrochromatography, elektrochromatografie

enzyme linked immunosorbent assay, enzymova imunoanalyza s vidzanym

enzymem
European Union, Evropska unie

Food and agriculture organization, Organizace pro vyzivu a zeméd¢lstvi
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FD
GC

GC-MS

GLC
GPC
GSC

HPLC

HPLC/FD

HPLC/MS

HPLC/UV

HTLC

IAC

IARC/WHO

IL-1
IL-2

LC/MS

LC-MS/MS

LLE
MEA

OTA

fluorescence detection, fluorescen¢ni detekce
gas chromatography, plynova chromatografie

gas chromatography/mass spectrometry, plynova chromatografie sdruzena

S hmotnostnim spektrometrem

gas liquid chromatography, chromatografie v soustavé plyn-kapalina
gel — permeation chromatography, gelova permeacni chromatografie
gas solid chromatography, chromatografie v soustavé plyn-tuha latka

high performance liquid chromatography, vysokou¢inna kapalinova

chromatografie

high  performance  liquid  chromatography/fluorescence  detection,

vysokoucinna kapalinova chromatografie s fluorescen¢nim detektorem

high performance liquid chromatography/mass spectrometry, vysokou¢inna

kapalinova chromatografie spojend s hmotnostni spektrometrii

high performance liquid chromatography/ultraviolet detection, vysokot¢inna

chromatografie s detekci svételného toku z ultrafialové oblasti

high-performance thin-layer chromatography, vysokoucinna tenkovrstevna

chromatografie
immunoaffinity chromatography, imunoafinitni chromatografie

International agency for research on cancer/World health organization,
Mezinarodni organizace pro vyzkum rakoviny pod zastitou Svétové

zdravotnické organizace
interleukin-1
interleukin-2

liquid chromatography/mass spectrometry, kapalinovd chromatografie

sdruzend s hmotnostnim spektrometrem

liquid chromatography-mass spectrometry/mass spectrometry, kapalinova

chromatografie s navaznou analyzou tandemovou hmotnostni spektrometrii
liquid-liquid extraction, technika extrakce z kapaliny do kapaliny
malt extract agar, agar se sladovym extraktem

ochratoxin A
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PCR polymerase chain reaction, polymerazova fetézova reakce

PGA potato glucose agar, bramboroglukozovy agar

RIA radioimmunoassay, radioimunoesej

RNA ribonucleic acid, ribonukleova kyselina

SPE solid phase extraction, extrakce na pevnou fazi

SUJCHBO Statni ustav pro jadernou, chemickou a biologickou ochranu
TLC thin layer chromatography, tenkovrstevna chromatografie
uv ultraviolet, ultrafialovy

ZEA zearalenon
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