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Vliv mykotoxinii na adhezi probiotickych mikroorganismu

Souhrn

Mykotoxiny jsou sekundarni metabolity plisni s nepfiznivym vlivem na savce
prostiednictvim krmiv a potravin. Nejcastéjsi kontaminanty rostlinnych produkti jsou
aflatoxiny, ochratoxin A, zearalenon, fumonisiny, trichotheceny a plisné rodu Alternaria spp.,
znamé také jako Cerna plisen. Mykotoxiny kontaminuji Sirokou Skalu potravin, nejcastéji se
jedné o obiloviny, ale také naptiklad ofechy a olejnata semena, kdvova a kakaova zrna, vino,
koteni ¢i susené ovoce. Na kontaminovaném substratu se ¢asto vyskytuje vice nez jeden druh
mykotoxinu. Choroby zptsobené expozici mykotoxiniim jsou oznacovany jako mykotoxikozy
a dochdzi knim po konzumaci kontaminovaného krmiva nebo potraviny, pifi kontaktu
s pokozkou ¢i inhalaci. Dlouhodoby pfijem mulZe mit teratogenni, neurotoxické, mutagenni
a karcinogenni uc¢inky. Hospodaiska zvifata vystavena mykotoxinlim vstiebdvaji a akumuluji
toxiny v zivo€iSnych tkénich. Prostfednictvim masa, mléka a vajec tak mohou mykotoxiny
nasledné prechazet do potravniho fetézce ¢loveka.

Z tohoto diivodu je snaha takto kontaminované produkty zbavovat mykotoxinii. Jedna
se o fyzikalni, chemické a biologické technologie. Ugelem t&chto metod je odstranit nebo
inaktivovat mykotoxiny z potraviny bez soucasné produkce toxickych rezidui a ovlivnéni
nutricni hodnoty produktu. Jelikoz jsou nékteré druhy plisni rezistentni vici chemickému
atepelnému oSetfeni, upfednostiiuje se detoxikace mykotoxini pomoci biologické
transformace. Pro detoxikaci mykotoxinii lze vyuzit fadu mikroorganismi, mezi néz patii
bakterie, kvasinky ¢i plisn€. Urcité druhy bakterii, pfedevsim bakterie mlééného kvaseni, jsou
schopny adsorbovat mykotoxiny adhezi ke komponentam jejich bunécné stény.

Mykotoxiny se vyskytuji ve zvySeném mnozstvi ve stfevu, kde ovliviiuji jejich
histomorfologii, slozeni mikrobioty a mistni imunitni systém. V disledku zvySeni toxickych
ucinki stievnich patogenti a naruSeni stfevni rovnovahy mohou vyvolat chronickd zanétliva
sttevni onemocnéni, jako je celiakie, Crohnova choroba ¢i ulcerdzni kolitida. Doposud vsak

nejsou ditkazy o tom, ze by mykotoxiny mély vliv na adhezi probiotik v travicim traktu.

Klicova slova: Mykotoxiny; Alternaria; probiotika; dekontaminace; potraviny



The effect of mycotoxins on the adhesion of probiotic
microorganisms

Summary

Mycotoxins are secondary metabolites of molds with an adverse effect on mammals
through feed and food. The most common contaminants of plant products are aflatoxins,
ochratoxin A, zearalenone, fumonisins, trichothecenes and fungi of the genus Alternaria spp.,
also known as black mold. Mycotoxins contaminate a wide range of food, especially grains, but
also nuts and oil seeds, coffee and cocoa beans, wine, spices or dried fruit. Often more than one
mycotoxin is found on a contaminated substrate. Diseases caused by exposure to mycotoxins
are called mycotoxicosis and occurs after consumption of contaminated feed or food, by the
dermal or inhalation routes. Long-term intake may have teratogenic, neurotoxic, mutagenic and
carcinogenic effects. Livestock exposed to mycotoxins absorb and acumulate toxins in their
animal tissues. Through meat, milk and eggs, mycotoxins then could permeate into human food
chain.

For this reason, there is an effort to eliminate mycotoxins from contaminated products.
These are physical, chemical and biological technologies. The purpose of these methods is to
eliminate or inactivate mycotoxins from food without simultaneously producing toxic residues
and affecting the nutritional value of the product. As some species of fungi are resistant to
chemical and thermal treatment, detoxification of mycotoxins by biological transformation is
preferred. Many microorganisms can be used to detoxify mycotoxins, including bacteria, yest
and fungi. Certain types of bacteria, especially lactic acid bacteria, are able to adsorb
mycotoxins by adhesion to their cell wall components.

Mycotoxins are found in great amounts in the intestine, where they affect their
histomorphology, microbiotic composition and local immune system. They can cause chronic
inflammatory bowel diseases, such as celiac disease, Crohn's disease or ulcerative colitis, due
to the increased toxic effects of intestinal pathogens and disturbed intestinal balance. However,
there is currently no evidence about the effect of mycotoxins on the adhesion of probiotics in

the gastrointestinal tract.

Keywords: Mycotoxins; Alternaria; probiotics; decontamination; foodstuffs
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1 Uvod

K produkci mykotoxini miize dochézet pied nebo po sklizni, béhem zpracovani krmiva,
pfi jeho transportu ¢i nasledném skladovani. Ideélni zplisob prevence je kontrola zemédélskych
produktii jesté pred jejich sklizni. Ta zahrnuje fadné zavlazovani, kontrolu hmyzich sktdcd,
ptipadnou aplikaci pesticidii, fd&dné hnojeni a zajisténi vcasné sklizné. Nasledné je zapotiebi
dodrzovat vhodnou teplotu a vlhkost vzduchu po dobu skladovani plodin, i samotnou délku
skladovani. Pokud se nepodaii zamezit produkci mykotoxinid, nabizi se fada fyzikalnich,
chemickych a biologickych dekontaminacnich metod. V poslednich letech je pozornost
vénovana predevSim biodegrada¢nim metoddm s vyuzitim probiotickych mikroorganismi.
Probiotika prokézala fadu pfiznivych uc¢inkii na zdravi lidi i1 zvifat, stejné tak byla potvrzena
schopnost adheze mykotoxini na bunécnou sténu probiotickych mikroorganismi. Nabizi se
proto hypotéza, zda jsou mykotoxiny schopny ovliviiovat adhezi vlastnich probiotik na stfevni
epithel.



2 Cil prace

Bylo prokdzano, Ze mykotoxiny jsou alespon Cdste¢né vazdny na bakteridlni bunky
nekovalentnim zptiisobem, coZ mtize slouzit jako mechanismus pro jejich odstranéni ze stieva.
Probiotika prokazaly velky potencial pfi odstranovani mykotoxint a mohou byt pouzity jako
vychozi kultury pfi fermentaci potravin a jako pfisady pri zpracovani potravin. Cilem prace je
vytvofit literarni prehled vzdjemného vlivu probiotik a mykotoxinti. Prace se zaméii predevsim
na rod Alternaria ssp., také zndmy jako Cernd plisenl. Jednd se orod celosvétové se
vyskytujicich hub, které mohou pusobit jako saprofyty irostlinné patogeny. Vice nez
sedmdesat sekundarnich metabolitii produkuje nékolik druhl Alternaria, napt. A. alternata.
Nicméné molekularni struktura byla objasnéna jen u nékolika toxind.



3 Literarni reSerse
3.1 Mykotoxiny

Mykotoxiny jsou sekundarni metabolity vldknitych hub, predevs§im plisni. Vyznamnymi
zdroji jsou zejména vlaknité houby Alternaria spp., Fusarium spp., Aspergillus spp.
a Penicillium spp. Nékteré druhy hub maji schopnost produkovat vice mykotoxint najednou,
zatimco urc¢ité mykotoxiny mohou byt produkovany vice neZ jednim druhem plisni (Abdallah
et al. 2015). V soucasnosti je zndmo na 400 druhd mykotoxinti, av§ak pouze nékteré z nich
se staly predmétem zkoumani. Z ekonomického a bezpecnostniho hlediska jsou vyznamné
predevsim aflatoxiny (AF), ochratoxin A (OTA), zearalenon (ZEN), fumonisiny (FUM)
a trichotheceny (TCT) - zejména deoxynivalenol (DON) (Smith et al. 2016).

Celosvétove jsou mykotoxiny pfitomny zejména v obilninach uréenych pro potravinaiské
a krmivarské ucely. Jednd se predevsim o ryZzi, kukufici, je€men a pSenici. Jsou vSak k nalezeni
1 v ofechach, olejnatych semenech, kavovych zrnech, vinu a koreni (Abdallah et al. 2015).
V ramci prizkumu z let 2009 az 2011 se zjistilo, Ze az 81 % z vice jak 7000 vzorkl krmiv
pochazejicich z Ameriky, Evropy a Asie bylo kontaminovdno minimalné jednim druhem
mykotoxinu. V Polsku priizkum kontaminaci prokazal dokonce u 95 % testovanych vzorkd
(Ogunade et al 2017). Velké riziko tkvi v soucasném vyskytu vice riiznych druhd mykotoxind.
Ve studii Guan et al. (2011) probihajici v Ciné byl potvrzen soubéZny vyskyt ZEN a DON
u 94 % vzorki, spoleény vyskyt AFB1 se ZEN, DON a FUM byl az 32, 5 %. ProtoZe soucasné
regulace maximalnich hodnot mykotoxint v krmivu a potravindch nezohlednuji jejich mozny
spole¢ny vyskyt, mohou byt toxické i¢inky mykotoxind podcenovany.

Produkce mykotoxinl je zdvisld na rad¢ faktorti jako je prostfedi pred a po sklizni
(predevsim teplota a obsah vlhkosti), miZe k ni v§ak dochdzet i béhem zpracovani krmiva, pri
jeho transportu a nasledném skladovani (Freitas et al. 2015). Plisné maji schopnost rtst
v Sirokém rozpéti podminek od teploty pohybujici se mezi 10 az 40 °C, rozpéti pH 4 a 8,
s aktivitou vody vyssi nez 0,7. Podminky pro rtst plisni a tvorbu mykotoxind v§ak nemusi byt
nutné stejné. Napriklad plisné rodu Fusarium mohou agresivné rust pii 25 az 30 °C a zaroven
neprodukovat Zadné toxiny, zatimco pii teplotich pod bodem mrazu rostou minimalné
a zaroven produkuji velké mnozstvi mykotoxind (Ogunade et al. 2017). V chladnéjsich
mésicich je vyskyt mykotoxind vyssi zejména vlivem dlouhodobého skladovani krmiva
pro hospodarska zvirata, coZ poskytuje priznivé podminky pro rlst hub schopnych jejich
produkce (Becker-Algeri 2016). Organizace pro vyZivu a zemédélstvi (Food and Agriculture
Organization - FAO) poskytuje prirucku k aplikaci analyzy rizik a stanoveni kritickych
kontrolnich bodi (Hazard Analysis and Critical Control Points- HACCP) pro prevenci
a kontrolu mykotoxini. Prevenci pred sklizni mize byt fddné zavlaZovani, kontrola hmyzich
sktdcl, pripadna aplikace pesticidd, fadné hnojeni a zajisténi vcasné sklizné. Kontrolu
mykotoxintl v dodavatelském fetézci obilovin lze zlepsit pomoci prediktivnich matematickych
modeld, regionalnich dat vyskytu mykotoxint ¢i udaji o pocasi béhem sezény k predpovedi
rizika vzniku plisni (Whitlow et al. 2010).

Stejné jako krmiva, jsou Casto napadeny i potraviny urcené pro lidskou spotiebu. Diky
tomu mohou byt takto napadané potraviny zdrojem vaznych zdravotnich problémi. MiZeme



se tak setkat s akutni intoxikaci, kterd je zplisobena vysokym piijmem potravy obsahujici
mykotoxiny. Pfipadnad chronicka intoxikace je zapri¢inéna dlouhodobym prijmem nizkych
koncentraci mykotoxinti, které se v organismu postupné¢ akumuluji. To vede k teratogennim,
mutagennim a karcinogennim u¢inkiim a dochazi k oslabeni imunitniho systému (Gashaw
2016). Choroby, za které miZe expozice mykotoxintim at’ z krmiva nebo potravin, oznacujeme
jako mykotoxikézy. Ty vznikaji jednak po konzumaci kontaminovaného krmiva ¢i potraviny,
ale miZze k nim dochézet i pri kontaktu s pokozkou, pfipadné inhalaci (Zain 2011). V pfipadé,
Ze jsou kontaminovanym krmivem krmeni zdravi prezvykavci, miZze dochazet ke sniZenf rizika
metabolizaci mykotoxinti pomoci bachorovych tekutin. Ty obsahuji protozodlni mikrobioty
a bachorové bakterie, které umozinuji degradaci mykotoxint na jiné, mén¢ $kodlivé slouceniny
(Becker-Algeri et al. 2016). Pomoci té€chto mikroorganismti miiZze byt transformovéna Siroka
Skédla mykotoxint, véetné OTA, ZEN a DON (Zhu et al. 2017). U aflatoxinti pak miZe byt ¢ast
prijimaného aflatoxinu B1 degradovédna na aflatoxikol (Ogunade et al. 2017). Tato ochranna
bariéra v§ak miiZe byt narusena pravé dlouhodobym pfijmem kontaminovaného krmiva. Pokud
jsou zvirata krmena stravou kontaminovanou mykotoxiny, mohou se u nich projevit
reprodukéni problémy, sniZzeny prijem krmiva a produkce mléka, imunosuprese az smrt (Zain
2011). Hospodarska zvitata, ktera byla vystavena mykotoxiniim, pfedstavuji budouci hrozbu
i pro ¢lovéka. Béhem traveni totiz dochazi ke vstiebani mykotoxint Zivo¢isnymi tkanémi, kde
se poté akumuluji. Nasledné tedy mohou prechdzet do potravniho fetézce Clovéka v podobé
masa, mléka a vajec.

3.2 Zdroje mykotoxini

3.2.1 Fusarium

Druhy Fusarium jsou rostlinné patogeny, které proliferuji pred sklizni a v rdstu
pokracuji i po sklizni. Plisné€ tohoto rodu jsou spojeny s ekonomicky vyznamnymi chorobami
zpusobujici usni a stonkovou hnilobu kukurice (Whitlow et al. 2010). Hlavnimi produkovanymi
mykotoxiny jsou fumonisiny, trichotheceny, zearalenol a skupina nové vznikajicich
mykotoxintl zahrnujici beauvericin, enniatiny, fusaproliferin a moniliformin. Tyto mykotoxiny
lze v potravindch nalézt samostatné nebo soucasné s jinymi toxiny, napiiklad s aflatoxiny
(Marin et al. 2013). Zejména F. graminearum je celosvétove se vyskytujicim skiidcem obilovin,
negativné ovliviiuje jejich produkci v disledku hniloby kofenti a stonkl. Dokaze prezivat
saprofyticky v pidé ve zbytcich plodin v fadu nékolika let (Leplat et al. 2013).

3.2.2 Aspergillus

Mezi hlavni mykotoxiny produkované Aspergillus spp. patii aflatoxiny, ochratoxiny,
fumonisiny a gliotoxin. Rod zahrnuje pfiblizné 344 druhti a chemodiverzita mezi témito druhy
je velmi vysoka (Varga et al. 2015). A. flavus je saprofyticka pidni houba, kterd produkci
karcinogenniho sekunddrniho metabolitu aflatoxinu kontaminuje ptedskliziiové a poskliziové
semenné plodiny (Amaike & Keller 2011). Naopak druh A. niger ma Siroké vyuZiti
v biotechnologickém primyslu pfi vyrobé citronové kyseliny. Kromé plisni dokédze citronovou
kyselinu produkovat i fada kvasinek, napfiklad rody Candida a Saccharomyces, a to pomoci
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n - alkan® a uhlohydrati. Dnes jiz vyroba pomoci kvasinek neni ekonomickd, proto je A. niger
stale hlavnim primyslovym vyrobcem této kyseliny (Max et al. 2010).

3.2.3 Penicillium

Plisné z rodu Penicillium spp. produkuji kromé ochratoxinu A fadu dalsich toxini, jako
je citrinin, patulin ¢i roquefortin (Ismaiel & Papenbrock 2015). Plisné maji schopnost rist i za
nizkych teplot, nizké hladiny kysliku, vysoké koncentrace oxidu uhli¢itého a jsou odolné vici
organickym kyselindm a slabym konzerva¢nim latkdm. Dhakar et al. (2014) zkoumal vliv
teploty, pH a toleranci soli na dvaceti péti plistovych kulturdch Penicillium spp., izolovanych
ze vzorkd pudy v nadmorskych vyskach Himaldji. Zjistilo se, Ze vSechny izolaty rostly
v teplotnim rozmezi 4 az 37 °C (optimum 24 °C), byly proto povazovany za psychrotolerantni.
Vsechny izolaty tolerovaly pH v rozmezi 2 az 14 (optimum 5-9), pfiCemz 7 izolatl tolerovalo
také pH 1,5. Nakonec, 10 izolatl tolerovalo koncentraci soli nad 10 °C a dalSich 10 vykazovalo
toleranci nad 20 %.

Jednim z hlavnich druhd plisni kolonizujici skladované obili je P. verrucosum, které
zaroven produkuje ochratoxin A (Wawrzyniak & Waskiewicz 2014). Naopak P. roqueforti
bézné plsobi v chlazenych skladovanych potravinich jako kazivé Ccinidlo a vyuziva
se v mlékdrenstvi pti vyrobé syrti s modrou plisni (Gillot et al. 2015). Zrani syri jako je
Roquefort, Gorgonzola a dalsi, vyzaduji rist a enzymatickou aktivitu plisné P. roqueforti, které
je zodpovédné za charakteristickou strukturu, modrozelené skvrny a aroma téchto druhd syri
(Garcia-Estrada & Martin 2016). Dalsi primyslové vyuZzivanou plisni je P. camemberti pri
vyrob€ povrchové zrajicich syrti (Le Dréan et al. 2010).

3.2.4 Alternaria

Alternaria spp. neboli ¢ernl zahrnuje priblizné 300 druhti hojné rozsitenych v Zivotnim
prostfedi, predevsim pak v ptidé a vzduchu. Mezi nejcast€ji uvadéné druhy se fadi napiiklad
Alternaria alternata, A. tenuissima, A. arborescens, A. brassicae a A. infectoria (Lee et al.
2015). Alternaria spp. je zaroven jednim z nejrozsitenéjsich mykotoxickych rodi vyskytujicich
se v obilovinidch po celém svété (Tralamazza et al. 2018). Navzdory tomu je jejich toxicita
prostudovana relativné mdlo, v porovnani s toxiny produkovanymi jinymi houbami, jako
je Aspergillus, Penicillium a Fusarium (Patriarca & Pinto 2018).

Klasifikace rodu na zakladé morfologie konidii, jako jsou barva, tvar, velikost, septace
a zdobeni, je pomérné naro¢na, vzhledem k velké rozmanitosti druhd a znacné podobnosti mezi
blizkymi taxony. Nékteré druhy jsou fytopatogeny zpusobujici onemocnéni rostlin (obr. 1),
dalsi jako oportunistické saprofyty znehodnocuji zemédélské produkty, zejména obilnd zrna,
ovoce a zeleninu, a to jak po sklizni, tak i béhem skladovani. Prvni zndmy popis Alternaria spp.
z roku 1816 Neesem von Esenbeckem hovofi o jediném druhu A. tenuis, pozdéji oznaovaného
jako A. alternata (Tralamazza et al. 2018).
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Obrazek 1: List popelivky napadeny Alternaria spp.

Podle velikosti konidii 1ze rod rozdélit do dvou hlavnich skupin; malé spory s velikosti
konidii mensi nez 60 um a velké spory s velikosti konidii v rozsahu 60 az 100 um. Skupina
malych sporl je zndmd jako rostlinné patogeny, alergeny a producenti mykotoxind a jde
o nejCastéji uvadénou skupinu v potravinidch. Spory téchto plisni se fadi mezi nejcCastéjsi
a nejsilnéjsi vzdusné alergeny, navic u citlivych jedinci mohou tyto alergeny vyvolat astma
(Patriarca & Pinto 2018).

Druhy Alternaria spp. ptfirozené kontaminuji vzduSné Césti rostlin a prichédzeji tak
do styku s riznorodou fungdlni a bakterialni komunitou. Ve sporach a mycelidlnich sténach
je pfitomen melanin zvySujici odolnost plisni vic¢i UV zafeni a nepfiznivym podminkam
vnéjsitho prostiedi (Venkatesh & Keller 2019), cozZ prispiva k efektivni kolonizaci mnoha druhd
rostlin. Dale byla zjisténa konkurenceschopnost mezi populacemi rtiznych druhi mykotoxini,
a to diky moZnosti produkovat ucinné hydrolytické enzymy. Mezi tyto enzymy patfi P-D-
galaktosiddsa, a-D-galaktosiddaza, N-acetyl-P-D-glukosaminiddza, P-D-fukosiddza a P-D-
xylosidaza. A. tenuissima muze diky témto enzymim rychle kolonizovat potravinové matrice
pfi pisobeni riznych abiotickych podminek. Dale se prokdzalo, Ze zvySena populace Alternaria
spp. nadozravajicich klasech pSenice se Casov€ shodovala se sniZzenim populaci druhd
Fusarium (Lee et al. 2015). V soucasné dobé neexistuji Zadné specifické regulace tykajici se
vyskytu té€chto toxind v potravinich (Patriarca & Pinto 2018). Evropsky ufad pro bezpe¢nost
potravin (EFSA) vSak vroce 2012 uvedl, Ze toxiny produkované rodem Alternaria maji
negativni dopad na lidské zdravi, a doporucil shromazdovéni tidajii o relativni kontaminaci
ruznych potravin v celé EU (Lee et al. 2015).

Mezi hlavni toxiny Alternaria spp. vyskytujici se v potravinach patii alternariol (AOH-
obr. 2), alternariol monomethyl ether (AME), altenuen (ALT), tenuazovd kyselina (TEA)
a altertoxiny (ATX) I, IT a III. Uvedené toxiny maji na zvifata mutagenni a teratogenni ucinky
(Tralamazza et al. 2018). Vyzkum prokazal, ze TEA, AOH a AME jsou nejcastéjsi toxiny
vyskytujici se v argentinské pSenici. Ddle byly nalezeny vysoké koncentrace TEA u 27 %
vzorkl obilovin, rajéatovych omacek, fiki, vina a slunec¢nicovych semen (Lee et al. 2015).
Hickert et al. (2015) se zabyval toxicitou TEA a vysledky ukazuji, Ze md akutni toxické ucinky
na rizné savce s rozdilnou hodnotou LDs, (dosis letalis media-ihyn 50 % testovanych jedinct
do 24 hodin od expozice). U samic mysi je hodnota LDs, 81 mg/kg télesné hmotnosti a u samic
potkant je hodnota vice jak 2x vyssi - hodnota LDs, je 168 mg/kg t€lesné hmotnosti. Jesté
vysich hodnot LD byly zaznamenany u samct mysi, a to dokonce 186 mg/kg télesné hmotnosti.
Na rozdil od TEA nevykazuji Zadné silné akutni toxické ucinky AOH a AME, prokazuji vSak
mutagenitu v buné¢nych kultivaénich testech a vedou ke zlomtiim dvoufetézcovych DNA. ATX

Vv

zpusobuji zlomeni fetézce DNA, pricemz ATX-II je popisovan jako nejucinnéjsi latka mezi
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altertoxiny. ALT vykazuje ve studii nejvySssi akutni toxicitu s hodnotou LDs, 50 mg/kg télesné
hmotnosti u myS$i. Ve studii Asam et al. (2013) dva dospéli dobrovolnici (1 Zena, 1 muz) poZili
30 mg TEA obsaZzené v prirozené kontaminovanych obilovindch (¢irok, proso) a rajcatové
stave. Nasledné byl pomoci testu na fedéni stabilnich izotopl (SIDA) vyhodnocen obsah TEA
v moci. Po 6 hodindch doSlo k vylouceni 54-81 % TEA mo¢i, v zavislosti na matrici
a dobrovolnikovi. Po 24 hodinédch bylo vylouc¢eno 87-93 % poZzitého mnozstvi TEA, pficemZ
osud zbylych pfiblizné¢ 10 % nebyl odhalen. Z téchto vysledki tedy nelze zcela vyloudit

YV,

potencialni zdravotni{ riziko pro ¢lovéka.

3.3 Nejvyznamnéjsi zastupci mykotoxini

Mezi vyznamné mykotoxiny fadime z hlediska bezpecnosti a prevalence v potravinich
aflatoxiny (AF), ochratoxin A (OTA), zearalenon (ZEN), fumonisiny (FUM) a trichotheceny
(TCT) - zejména deoxynivalenol (DON) (Marin et al. 2013; Smith et al. 2016). Chemick4d

CH;

Obrazek 2: Alternariol (vlevo) a tenuazova kyselina

struktura téchto mykotoxind a jejich G¢inky jsou popsany niZe (tab.1).

Tab.1.a.: Nejvyznamnéjsi mykotoxiny a jejich ucinky

Mykotoxin Struktura U&inky Zdroje
Vysoce toxickeé,
. . B t al.
Aflatoxiny (AF) karcinogenni, b((;s(;llz)al
mutagenni
I . Duarte et al.
Ochratoxin A I??F;(;:;presi)vnl (2012),
i azba
(OTA) nauscérov ) Zlbumin Mechoud et al.
Y (2012)
o v Vazba na
¢ .
Zearalenon ° recei)i;:}fgej}?:(flé , Marczuk et al.
va
ZEN ’ 2012
(ZEN) Ho reprodukéni (2012)
5 problémy
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Tab.1.b.: Nejvyznamnéjsi mykotoxiny a jejich ucinky
Mykotoxin Struktura Ukinky Zdroje

o o
Il Il

C—OH C—OH

Narusuji syntézu

. . Farhadi et al.
Fumonisiny (FUM) sfingolipidi arhadi cta
S " . .. (2019)
° a bunécnou aktivitu
o poni—on
Poruchy GIT,

Deoxynivalenol vyvoléava zvraceni, Ogunade et al.

(DON) reproduk¢ni (2017)

problémy

3.3.1 Aflatoxiny

Tyto mykotoxiny se fadi do skupiny derivati difuranokumarinu (obr. 3) produkované
polyketidovou cestou kmeny rodu Aspergillus, nejCastéji se jednd o zastupce A. flavus
a A. parasiticus. Jsou rozliSovéany aflatoxiny B1, B2, G1 a G2, pfi¢emzZ jejich toxicky ucinek
na Zivé organismy klesa v poradi AFB1> AFG1> AFB2> AFG?2 (Coppock et al. 2018). AFB1
je povazovan za nejucinngj$i zndmy prirodni karcinogen a je obvykle hlavnim aflatoxinem
produkovanym toxigennimi kmeny (Zain 2011). Oznaceni aflatoxini je odvozeno od barvy
fluorescence pod UV zarenim a jejich mobility béhem chromatografie na tenké vrstvé, pficemz
typy B1 a B2 poskytuji modrou fluorescenci (blue) a G1 a G2 Zlutozelenou (yellow-green).
Index 1 a 2 pak oznaCuje hlavni a vedlejsi slouCeniny. Za prfiznivych podminek teploty
a vlhkosti rostou tyto houby na urcitych potravinich a krmivech, coz vede k produkci
aflatoxini. Pivodné byly izolovany a identifikovany u kurat, kterd vroce 1960 umirala
na nekrézu jater po poziti araSidové moucky kontaminované plisni. Aflatoxiny se vyskytuji
nejen ve zminénych araSidech, ale také v mandlich a dalSich skorapkovych plodech,
v olejnatych semenech, v obilovindch jako je kukufice, ryZe a pSenice, a v neposledni fadé také
v mléce (Bbosa et al. 2013).

Aflatoxiny maji celkové negativni dopad na zdravi lidi a zvitat, pri¢emz postihuji
predevSim jatra. Svétovd zdravotnicka organizace (World Health Organization - WHO) v roce
1993 potvrdila karcinogenni potencidl aflatoxini a klasifikovala je jako skupinu
1- karcinogenni pro ¢lovéka. AF prfispivaji k vyznamnému zvyseni rizika rakoviny jater u lidi
infikovanych hepatitidou B. Kazdoro¢né je v Ciné a subsaharské Africe evidovano pfiblizné
250 000 umrti zptisobenych hepatocelularnim karcinomem. Za rizikové faktory je povazovan
vysoky denni prijem AF (1,4 pug) a vysoky vyskyt hepatitidy B. Aflatoxiny nalezené v tkanich
déti trpicich Kwashiorkorovym a Reyerovym syndromem byly také povaZovany za faktor
prispivajici k témto onemocnénim. Reyerv syndrom vyvolava téZkou encefalopatii (naruseni
mozkovych funci) a steatézu (ztucnéni) jater, kdy dochazi i k jejich zvétSeni a ztvrdnuti.
Kwashiorkor je syndrom té¢zkého nedostatku proteini a nedostateného piivodu energie
(Zain, 2011).

Syntéza proteinti miZe byt ovlivnéna schopnosti aflatoxintl vazat se na bunécnou DNA.
Aflatoxiny dale prispivaji k vyskytu thymické aplazie (vrozena absence brzliku a priStitnych
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t€lisek, s ndslednym nedostatkem bunécné imunity; také znamy jako DiGregortiv syndrom)
(da Rocha et al. 2014). U déti v Gambii byla expozice aflatoxinu spojovéna se sniZzenymi
hladinami sekre¢niho imunoglobulinu A (IgA). Také funk¢ni zmény specifickych podskupin
lymfocytd korelujici s vysokym prijmem aflatoxin u dospélych jedinci z Ghany naznacuji,
Ze aflatoxiny mohou naruSovat bunéfnou imunitu a sniZovat tak odolnost vici infekcim
(Zain, 2011).

Aflatoxiny jsou vysoce lipofilni a snadno se vstfebavaji do organismu, obvykle
gastrointestinalnim traktem (GIT) pfi poZiti kontaminovanych potravin a respiracnim traktem
do krevniho fecisté. Krevnim ob&hem jsou poté distribuovany do riznych tkani, predevsim
do jater. Zde se nasledné metabolizuji na reaktivni epoxidovy meziprodukt, nebo navazanim
hydroxylové skupiny vytvori aflatoxin M1 (Bbosa et al. 2013). AFM1 jako hlavni kontaminant
kravského mléka a mlé¢nych vyrobkl ndsledné negativné ovliviiuje zdravi lidi a zejména
kojenctl. Tato skutecnost je zdvazna z hlediska odolnosti AFM1 vici zahiivacim procesiim,
jako je pasterizace (Alonso et al. 2013). U lidi a n¢kterych druhd zvitat jsou AF metabolizovany
enzymy cytochromu P-450 (CYP 450) na vysoce toxicky, mutagenni a karcinogenni aflatoxin-
8.9- epoxid, ktery se vaze na DNA a zplsobuje tak poskozeni chromozomi (Ogunade et al.
2017). V jatrech se vyskytuji riizné isoformy enzymi CYP 450, jeZ metabolizuji aflatoxiny
na reaktivni formy epoxidd, které se mohou vézat na proteiny a zpuUsobit akutni toxicitu
(aflatoxik6zu), €i pfi vazbé na DNA indukovat rakovinu jater (Bbosa et al. 2013). Aflatoxikéza
Jje toxicka hepatitida vedouci ke Zloutence, v téZkych pfipadech konci smrti. K opakovanému
vyskytu aflatoxik6z doSlo v Keni (v letech 1981, 2001, 2004 a 2005), Indii a Malajsii (Zain
2011).

R, OCH,

Obrazek 3: Struktura Furanokumarinu (vlevo) a Aflatoxinu B1
3.3.2 Ochratoxin A

Ochratoxiny jsou produkovdny zdstupci rodu Aspergillus, predev§Sim A. ochraceus,
spole¢né s plisnémi rodu Penicillium. V roce 1965 byl béhem vyzkumu novych mykotoxint
popsan jako hlavni metabolit ochratoxin A (OTA). Chemicka struktura OTA (obr. 4)
je odvozena od skupiny isokumarinu napojené peptidovou vazbou na fenylalanin (da Rocha et
al. 2014). Proto je OTA téméf nerozpustny ve vodé€ za kyselych a neutralnich podminek pH,
rozpousti se vSak ve vétSiné organickych rozpoustédel, jako je chloroform, ethanol, methanol
a xylen. Prave diky hydrofobnosti miize OTA pretrvavat ve zvitecich tkanich po dlouhou dobu
(polo€as > 35 dni) (Ropejko & Twaruzek 2019). Schopnost produkovat OTA maji druhy
A. ochraceus, A. alliaceus, A. auricomus, A. carbonarius, A. glaucus, A. meleus a A. niger
a plisn€ P. nordicum a P. verumum. Primyslové izolaty vSak nejsou producenty OTA, jelikoZ
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druh A. niger ma Siroké vyuziti v primyslu pfi vyrobé enzymii a citronové kyseliny uréené pro
lidskou spotiebu (da Rocha et al. 2014).

OTA je prirodnim kontaminantem mnoha druhti potravin, jako jsou kdvova a kakaova
zrna, obiloviny, arasidy, susené ovoce, vino, dribezi vejce a mléko. Ackoliv byva ve srovnani
s dalSimi mykotoxiny koncentrace OTA v potravinach relativné nizkd (Ogunade et al. 2017),
skuteCnd expozice OTA zavisi na mnoZstvi zkonzumovanych kontaminovanych potravin,
pricemz i kéava hraje v dennim pfijmu urcitou roli (aZ 6 % dlouhodobé expozice) (Malir et al.
2013).

Po pozZiti kontaminovaného krmiva se ochratoxiny akumuluji prevdzné v jatrech
aledvinich (Wang et al. 2019). U monogastri mize OTA zptsobit poskozeni ledvin,
dehydrataci, sniZeni imunitni odpovédi a sniZeni produkce (Gashaw 2016). Imunosupresivni
ucinky OTA byly prokazany jak v in vitro tak i in vivo podminkéch. Studie na mySich, které
prijimaly OTA, doslo k depleci lymfoidnich bunék a potladeni imunitni reakce. OTA také
reguluje proliferaci lymfocyti v burikdch mystho i lidského ptivodu a poskozuje neutrofily, coz
nasledné narusuje produkci leukocyti a cytokinii (Mechoud et al. 2012). Wang et al. (2019)
uvadi, ze OTA narusuje funkci stfevni bariéry potkanti a zptisobuje zmény stievni mikrobioty
(relativni zastoupeni Bacteroidaceae a Lactobacillaceae), ¢imZ vyvolava zanét a nadorova
onemocnéni extraintestindlnich organt, predevsim jater. K zanétlivym procesim muize kromé
potkant dochézet i u dalSich zvitat, dokonce i u ¢lovéka.

Mezindrodni agentura pro vyzkum rakoviny (International Agency for Research
on Cancer - IARC) klasifikovala OTA jako mozny lidsky karcinogen-skupina 2 B (Zain 2011).
OTA muze po poziti vyvolavat hepatotoxické, neurotoxické, karcinogenni, teratogenni,
imunotoxické a nefrotoxické ucinky (Freire et al. 2019). Chronickd expozice nizkym ddvkdm
OTA se jevi vice Skodliva, nez akutni expozice vysoké davce (Malir et al. 2016). Vzhledem
k vysoké afinit¢ OTA k proteiniim, predevsim k sérovému albuminu, se OTA casto vyskytuje
v potravinach na bazi krve a ve vyrobcich z jater, jako jsou pastiky a klobasy (Duarte et al.
2012). OTA se v dusledku bilkovinné afinity mtize vyskytovat i v matefském mléce a nasledné
se tak prenaset na kojence. To je znacné znepokojivé, nebot’ déti jsou obecné vii¢i mykotoxinim

v, Vv,

vice nachylné nez dospéli kvtli jejich niZs{ t€lesné hmotnosti a nizsi detoxikacni kapacité. OTA
je spolu s aflatoxinem M1 nejb€Zznéjsi mykotoxin vyskytujici se v matefském mléce. Ve studii
z roku 2008 uskute¢néné na Slovensku, byl OTA detekovan u 10ti z 32 analyzovanych vzorkd,
s maximdlni hodnotou 47.6 ng/l (Ropejko & Twaruzek 2019). Dle studie Ostry et al. (2015)
provadéné v Ceské republice v letech 2011 aZ 2013 jsou nejvice exponovanou skupinou déti
ve véku 4 az 6 let. Zdroji expozice OTA pro déti jsou pritom obilné vyrobky, cukrovinky,
masné vyrobky a ovocné §t'dvy. Maximdlni povolené limity OTA v EU pro potraviny na bazi

obilovin a pro détskou vyZivu ¢ini 0,5 pg/kg (Smith et al. 2016).

C—OH O OH o
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Obrazek 4: Ochratoxin A
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3.3.3 Zearalenon

Jedna se o sekundarni metabolity hub Fusarium spp., konkrétné F. graminearum,
F. culmorum, F. crookwellense, F. verticillioides, F. sporotrichoides a dalSich. Podobné jako
u ostatnich mykotoxind se zearalenon nejcastéji nachazi v obilovinach, ale mtze se vyskytovat
také v mléce (Abdallah et al. 2015). Spole¢né se ZEN se celosvétové vyskytuje také
deoxynivalenol (DON), a to nejCastéji v kukufi¢né sildzi (Dell’Orto et al. 2015). Zearalenon
je tepelné stabilni, mize vSak byt ¢astecné odstranén v priibéhu extruze obilovin (Gupta et al.
2018).

Zearalenon je primarné metabolizovan v jatrech na dva hydroxylové izomery
a-zearalenol (a-ZOL) a B-zearalenol (B-ZOL), pficemz a-ZOL ma az 3x silnéjsi estrogenni
ucinky nez samotny ZEN (Abdallah et al. 2015). Sekundarné mohou byt tyto metabolity
i samotny ZEN casténé konjugovany s glukuronovou kyselinou a nasledné vylouceny Zluci
ven z téla. Glukuronid ZEN mtize byt také znovu absorbovén a dale metabolizovan stfevnimi
burikami s ndslednym vstupem do jater a do krevniho ob€hu (Sun et al. 2019). ZEN je rychle
metabolizovan jiZ do 24 hodin, pfi¢emZ dosud uvadéné miry vylucovani jsou 9,4 % u ¢lovéka
a 36,8 % u zvirat (Martins et al. 2020).

Klasifikace ZEN jako toxinu je ponékud nevhodnd, prestoZe je biologicky aktivni,
toxicky je pouze vyjimecné. Jeho struktura (obr. 5) se podoba estradiolu, z tohoto divodu
by 1épe vyhovovala klasifikace nesteroidnitho hormonu nebo mykoestrogenu (da Rocha et al.
2014). Diky podobé estradiolu se metabolity ZEN vaZou na estrogenové receptory, coZ vede
k hyperestrogenismu. Nasledkem toho dochazi k problémim s pocetim, k potratim a dalS$im
problémim, jako je tvorba ovaridlnich cyst. Na vysoké koncentrace ZEN v krmivu jsou
nejcitlivéjsi prasata, reprodukéni problémy vSak byly pozorovény i u krav a ovci (Marczuk et
al.2012). Koncentrace 1 az 5 pg ZEN na gram krmiva zptisobuje u prasat mimo jiné hypertrofii
mlécnych zlaz (Hsu et al. 2018). Co se tyce ucinkl na ¢lovéka, expozice tomuto mykotoxinu
byla spojena s nékterymi pripady predCasné puberty u divek (Marroquin-Cardona et al. 2014).
Jako vysvétleni se navrhuje moznd kontaminace mlécnych a masnych vyrobkd anabolickym
estrogenem zeranolem. Zeranol (a-ZAL) neboli synteticky lakton resorcylové kyseliny
odvozeny od ZEN, byl Siroce pouZzivan predev§im v USA jako rlstovy stimulator ke zlepSeni
miry vykrmu skotu (Massart & Saggese 2010). Podle Abdallah et al. (2015) mohou metabolity
ZEN také ucinn¢ stimulovat rist bunék mlécné zlazy u Cloveéka a tim se podilet na rakoviné
prsu. Od roku 1989 byl v jihovychodnim Madarsku pozorovan zvySeny vyskyt pacientd
s predCasnou thelarche (pocatek vyvoje prsu, ktery Casto predstavuje zalatek pubertalniho
vyvoje). Estrogenni mykotoxiny byly detekovdny u péti z 36 pacientii s ¢asnou thelarche,
s hladinou ZEN v séru 18,9-103 ng/l (Massart & Saggese 2010). U ZEN byl dale hlasen vySsi
estrogenni relativni faktor neZ u bisfenolu A (BPA) (Martins et al. 2020). Studie Taheur et al.
(2019) prokazala, Zze ZEN indukuje oxidacni stres a apoptézu v diferenciovanych lidskych
embryondlnich kmenovych bunikdch. Pfesto nebyl ZEN Mezindrodni agenturou pro vyzkum
rakoviny klasifikovan jako lidsky karcinogen (Marroquin-Cardona et al. 2014)
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Obrazek 5: Zearalenon
3.3.4 Fumonisiny

Tato skupina mykotoxinl byla objevena v roce 1988 jejich izolaci v kulturach plisni rodu
Fusarium verticilloides. Na rozdil od vétSiny mykotoxini maji fumonisiny necyklickou
strukturu (obr. 6), jejiz fetézec je tvoren 19- pripadné 20- ti uhlikovymi
aminopolyhydroxyalkyly, diesterifikovany skupinami trikarboxylové kyseliny (propan-1,2,3-
trikarboxylova kyselina) (Farhadi et al. 2019). FB lze nalézt v kukufici a v potravinach na bazi
kukufice uréenych k lidské spotiebé, jako jsou snidaniové ceredlie (Smith et al. 2016). FB jsou
produkovany i dalSimi druhy, naptfiklad F. proliferatum, F. anthophilum a F. nygamai,
Alternaria alternata a Aspergillus niger. K ptiznivym faktorim pro sekreci fumonisind patii
horké suché obdobi s nédslednym ptsobenim vlhka, v kombinaci s poskozenim obilovin
hmyzimi $ktdci. Je zndmo vice nez 28 forem oznaCovanych jako série A, série B, fady C a rady
P. Fumonisin B je povaZovén za nejvice toxicky, a to predev§im FB1, produkovany zejména
plisnémi F'. proliferatum a F. verticillioides (Ogunade et al. 2017). Fumonisiny jsou na rozdil
od ostatnich mykotoxind rozpustné ve vode€, coz ztéZuje jejich studium, existuji tak obavy
o existenci dalSich doposud neobjevenych forem (da Rocha et al. 2014).

Vzhledem k podobnosti strukturdlniho vzorce FB se sfinganinem a sfingosinem dochdzi
prostfednictvim fumonisintt k inhibici sfingosin (sfinganin) N-acyltransferdzy, ¢imz je
narusena biosyntéza sfingolipidii a ceramidu (N-acylsfingosid; zdkladni stavebni jednotka
vSech sfingolipidit) (Farhadi et al. 2019). Ty se vyskytuji ve vétSim mnoZstvi v mozku
a v nervové tkani a jsou potiebné pro stavbu a fyziologickou ¢innost bunécné stény, naruSenim
jejich syntézy tedy dochdzi k vaznym problémutim souvisejicich s buné¢nou aktivitou (da Rocha
et al. 2014, Ogunade et al. 2017). FUM inhibuji vychytavani listové kyseliny prostfednictvim
folatového receptoru a mohou se tak podilet na vyskytu defektd nervové trubice (Zain 2011).

Fumonisin taktéZ vykazuje karcinogenitu a hepatotoxicitu u potkant a mysi, zpisobuje
leukoencefalomalacii u konfi a plicni edém u prasat (Whitlow et al. 2010). Ogunade et al. (2017)
naopak uvadi degradovatelnost fumonisint v bachoru (60 az 90 %), ¢imZ je toxin méné Gc¢inny
u prezvykavci. FB1 byl klasifikovan IARC a WHO jako skupina 2 B - mozny karcinogen pro
Clovéka (Zain 2011; Becker-Algeri et al. 2016). Ve studii Sun et al. (2011) bylo testovano 108
vzorkli kukufice ze tff &asti Ciny, pfiem? ve mésté Huaian, ve kterém byl vysoky vyskyt
rakoviny jicnu u lidi v letech 1999 az 2007, byla naméfena koncentrace FB1 2,6 mg/kg.
Pritomnost fumonisind v zrnech kukufice je proto spojovédna s piipady rakoviny jicnu, a to
nejen v Cing, ale také v Africe a severovychodni Italii (da Rocha et al. 2014).
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Obrazek 6: Struktura Fumonisinu B,
3.3.5 Deoxynivalenol

Trichotheceny jsou definované jako seskviterpenoidy (derivaty terpent skladajici se ze tif
isoprenovych jednotek) klasifikované jako typ A nebo B v zavislosti na pritomnosti
ketoskupiny v poloze C-8 trichothecenového kruhu. Za nejvice toxicky je oznaCovan
deoxynivalenol (DON) a nivalenol (NIV) béZzn€ se vyskytujici v kukufici, ovsi, je¢meni
a pSenici (Gil-Serna et al. 2014). Tyto mykotoxiny se fadi do skupiny B a jsou produkovany
predevs§im druhy Fusarium graminearum a F. culmorum (Chen et al. 2019). Obzvlast¢ DON
je z hlediska bezpecnosti potravin vnimdn jako problémovy, jelikoZ se jednad o nejrozsifené;si
mykotoxin jak v Evropé tak i v Severni Americe (Adesso et al. 2017). Tolerovana denni davka
DON byla stanovena na 1 pg/kg télesné hmotnosti (Ren et al. 2019). Co se ty¢e maximélnich
limit v lidské vyzivé, pro chléb, pecivo, susenky ¢i snidanové ceredlie je povolené maximum
500 pg/kg, u kojenecké vyzivy je limit do 200 pg/kg (Smith et al. 2016).

Akutni intoxikace pozitim trichothecenl souvisi s gastrointestindlnimi poruchami,
podrazdénim kiZe a neuroendokrinnimi zménami. DON (obr. 7), také znamy jako vomitoxin,
je spojovan s odmitanim krmiva, zvracenim, prijmem a reproduk¢énimi problémy (Ogunade et
al. 2017). Nedavno se ukazalo, Ze imunitni systém je silné modulovan expozici trichotheceny
a tyto mykotoxiny maji prekvapiv€ imunosupresivni a imunostimulacni uc¢inky (Gil-Serna et
al. 2019). DON miZe na bunécné drovni interferovat s aktivnim mistem peptidyltransferazy
na ribosomech a inhibovat syntézu proteini (Taheur et al. 2019). Podle studie Foround et al.
(2019) se jedna o ribosomalni podjednotku 60S. U prasat, kterd jsou vic¢i DON nejcitlivéjsi,
byl zaznamenin také neurotoxicky ucinek, kdy zména koncentrace neurotransmitert
v hypothalamu, mozecku a ¢eln{ klife vyvolava anorexii (Vila-Donat et al. 2018).

Dle Reisinger et al. (2019) jsou prezvykavci schopni pomoci bachorové mikrobioty
metabolizovat DON na de-epoxy-deoxynivalenol (DOM-1). U dojného skotu dosahuje mira
konverze 81-99 %. Dle Ogunade et al. (2015) vSak byla u mléénych krav pfi intoxikaci
pozorovana zména kvaseni v bachoru a sniZeny tok proteinti do dvanéctniku.

WOH

Obrazek 7: Deoxynivalenol
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3.4 Dekontaminace mykotoxinii z potravin

Jelikoz jsou mykotoxiny vyznamnym kontaminantem krmiv a potravin s dusledky
pro lidské zdravi, je snaha jejich negativni ulinky eliminovat a zasaZzené produkty
dekontaminovat. K t¢mto tcelim se vyuziva riznych metod, avSak ne vSechny jsou zcela
vhodné. Uinnd metoda by méla mit schopnost mykotoxiny z potraviny odstranit nebo
je inaktivovat, a to bez produkce toxickych rezidui a ovlivnéni technologickych vlastnosti,
nutri¢ni hodnoty a chutnosti produktti. Navrhované strategie by dale mély byt realizovatelné
ve velkém méfitku a tim padem by mély byt i relativné levné. Nabizi se hned nékolik
fyzikalnich, chemickych i biologickych technologii s prokdzanou téinnosti (Colovic et al.
2019).

3.4.1 Fyzikalni dekontaminace

Za ucelem dekontaminace a detoxikace potravin a krmiv kontaminovanych mykotoxiny
se do krmiv muze pridavat sorpcni materidl, ktery sniZuje absorpci mykotoxint a jejich
naslednou distribuci do krve a cilovych organd. Navazany komplex mykotoxin-adsorbent musi
byt v travicim traktu zvifete stabilni, aby mohly byt navazané mykotoxiny odvadény moci
a stolici z téla ven (Jard et al. 2011). Tato metoda se fadi mezi fyzikélni procesy, mezi néz dile
patfi napiiklad CiSténi zrn, oSetieni gama zarenim Ci studenou plazmou a fada tepelnych uprav
jako je extruze, vareni, konzervovani, peletovani, alkalické varfeni atd. Pii pripravé krmnych
smési a pri vyrobé krmiv se vyuZzivd pfedevSim procesu mleti, peletovani a tepelné extruze.
Tyto procesy mohou koncentrace mykotoxini vyrazné snizit, vétSinou vSak nedochdzi
k jejich tiplné eliminaci, jelikoZ mykotoxiny jsou obecné& tepelné stabilni slou¢eniny (Colovic
et al. 2019).

Mezi sorbanty pridavané ke krmivu se fadi napfiklad aktivni uhli, které diky své
porovitosti uc¢inné adsorbuje AFB1, ZEN ¢1 DON ve vodném prostfedi. Silikatova pojiva,
pfedevS§im hydratované sodno-vapenaté hlinitokfemicitany (HSCAS), absorbuji aflatoxiny
béhem travicich procesit a Cini je nedostupnymi pro absorbci z GIT (Jard et al. 2011).
Aflatoxiny mohou reagovat na vice vazebnych mistech na casticich HCAS, a to jak
v mezivrstvach, tak na okrajich a bazalnim povrchu. Jiné mechanismy sorpce AFB1 zahrnuji
chelataci nebo interakci s mezivrstvovymi kationty (zejména Ca), nebo s kovy na okrajich
Castic (Vila-Donat et al. 2018). U¢innost HSCAS proti jingym mykotoxiniim je viak velmi
omezend (Hsu et al. 2018). Dalsim piikladem aluminosilikati je bentonitovy jil, ktery mize byt
pfidan do krmiva pro zvifata ve formé granuli, praSku ¢i pelet. Zaroveni je modifikovan
vhodnym sekvestrantem, jako jsou fosfatové a polyfosfatové soli, ¢imz dojde ke zvySeni
inaktivacni kapacity fylosilikitu (He & Zhou 2010). U bentonitu a montmorillonitu
se prokazala schopnost 40 az 100 % adsorpce OTA obsaZeného ve vin€. Podobné zeolity jsou
schopny v bachorové §tdvé adsorbovat 100 % AFBI1. Vyuziva se také adsorpce nékterych
syntetickych polymerd, jako je cholestyramin a polyvinylpyrrolidon (PVP). U potakanii
konzumujicich OTA zvysil cholestyramin vylu¢ovdni OTA stolici. Cholestyraminova
pryskyfice je rovnéZ vyuzivana v humanni mediciné€ pfi sniZzovani cholesterolu prostfednictvim
adsorpce Zlucovych kyselin a bylo prokazano, Ze cholesterol adsorbuje ZEN a FB1. (Jard et al.
2011). Zda se vsak, ze vétSina adsorbentli se vaze pouze na omezenou skupinu mykotoxind,
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zatimco vykazuje velmi malou nebo Zadnou vazbu na jiné. Nevyhodou u jili je moZzna absorbce
mikrozivin a negativni vliv na biologickou dostupnost minerald a stopovych prvkl, rovnéz
je zde riziko kontaminace pfirodnich jilt dioxiny a tézZkymi kovy (Vila-Donat et al. 2018).
Dekontaminace pomoci sorbantl se tedy také nejevi jako zcela idedlni.

Bosch et al. (2017) studovali t¢innost studené atmosférické plazmy (CAPP) pri degradaci
DON, ZEN, FB1, AAL toxinu produkovaného A. alternata a dal§ich mykotoxinl, véetné
enniatind. Byla sledovéana kinetika rozkladu mykotoxini vystavenych vyboji plazmy, pri¢emz
vSechny mykotoxiny byly v jejich Cisté formé degradovany témér tuplné béhem 60 s.
U mykotoxint, které byly soucasti plisnovych kultur na povrchu ryZe, se rychlost degradace
v porovnani s ¢istymi mykotoxiny bez pritomnosti matrice zpomalila. Navzdory tomu bylo
dosazeno slibnych vysledkd degradace vybranych mykotoxint.

Pri degradaci mykotoxind tepelnym zpracovanim zaleZi na nékolika faktorech, jako
je druh mykotoxinu, jeho po¢atecni koncentrace v krmivu ¢i potraving, doba vystaveni vysoké
teploté, pH, obsah vlhkosti atd. Vysokoteplotni procesy se jevi jako nejucinnéjsi zptsob,
pficemz vyuziti extruze pri teplot€¢ vyS$i nez 150 °C dokaZe snizit obsah ZEN a FUM.
P1i extruzi s teplotou nad 160 °C v kombinaci s 10 % glukézou muze dojit ke sniZeni pocatecni
koncentrace fumonisinu B1 o 75-85 %. Jak jiz ale bylo feCeno, kromé sniZeni hladiny
mykotoxinti méiZe zdroven dojit ke zhorSenf nutri¢ni kvality krmiva (Colovic et al. 2019).

3.4.2 Chemicka dekontaminace

Chemické latky vyuZzivané k dekontaminaci 1ze rozdélit na alkalické slouceniny (plynny
amoniak, hydroxid sodny, hydroxid vdapenaty), kyseliny (octovd, fosfore¢nd, mravenci,
a D-fruktéza) oxidacéni Cinidla (ozon, peroxid vodiku) a chlora¢ni ¢inidla i soli (Colovic et al.
2019). Pri pouziti chemickych procesi a pii tepelném zpracovani v§ak dochazi ke ztraté nutri¢ni
kvality potravin (Zhu et al. 2017). Problémem je také rezistence nékterych plisni proti
chemickému oSetfeni a konzervaénim latkdm, napfiklad nékteré druhy Penicillium spp. mohou
rust v pritomnosti sorbatu draselného, dalsi plisné pak maji schopnost degradovat sorbat (Dalié
et al. 2010). Chemické metody jsou navic ndkladné, mdlo ucinné a nespecifické. Proto
je uprednostiiovana detoxikace mykotoxinti pomoci biologické transformace (Jard et al. 2011).

V potravinaiském primyslu se béZné pouziva amoniak (NH;) a hydroxid sodny (NaOH).
Ve studii He & Zhou (2010) byly araSidy obsahujici 30 ppb aflatoxinu oSetfeny 0,2% roztokem
NaOH pii 100 °C po dobu 10 minut a ndsledné proplachnuty vodou na neutralni pH. Po tomto
oSetieni se arasidy zbarvily v zavislosti na obsahu aflatoxin(, naméfena koncentrace AF byla
309 ppb u kontaminovanych arasidi, zatimco u dekontaminovanych nizsi nez 4 ppb. Arasidy
s nizkou koncentraci AF mohly byt déle zpracovany na produkty k lidské spotfebé.

K extrakci Alternaria spp. z pevnych nebo kapalnych matric se vyuZziva extrakce pevna
latka-kapalina (SLE; solid-liquid extraction) nebo kapalina-kapalina (LLE; liquid-liquid
extraction) s organickymi rozpoustédly, zejména acetonitrilu (ACN), ethylacetatu (EtOAc),
methanolu (CH;OH) a jejich smési, napiiklad ACN + EtOAc. RovnéZz se vyuZzivd primé
extrakce tuhou fazi (SPE; solid-phase extraction) a QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Efective,
Rugged and Safe; metoda extrakce disperzni tuhou féazi-extrakce latek méné poldarnich nez
voda), pficemZ pouzité metody se liSi v zavislosti na analyzované potraviné. Pro extrakci
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mykotoxinti z obilovin se vyuzivd nejvice postupu SLE (64 %), QuEChERS (18 %)
a kombinace SLE-SPE (14 %) (Escriva et al. 2017).

3.4.3 Biologicka dekontaminace

Biologicka transformace je definovdna jako degradace ¢i enzymatickd pfeména
mykotoxini na méné toxické slouceniny. Pro detoxifikaci mykotoxini lze vyuZit fadu
mikroorganismt a jejich enzymt, mezi néz patii bakterie, plisné ¢i kvasinky. U sniZovani
hladiny aflatoxinti se osvédCilo pouZziti netoxigennich hub pro kompetitivni vylouceni
toxigennich kmenti (Whitlow et al. 2010). Biologické transformac¢ni reakce zahrnuji acetylaci,
glukosylaci, kruhové Stépeni, hydrolyzu, deaminaci a dekarboxylaci. Hlavnim tkolem
mikrobidlni dekontaminace je zajistit bezpecnost potravin a zdravi lidi, ktefi je konzumuji
(Hathout et al. 2014). Mikrobiélni biodegradace provddénd za pomoci extra- ¢i intracelularnich
enzymu je nevratnd, coZ eliminuje toxicitu AFB1. Nicméné modifikace jeho struktury mize
vést ke vzniku dalSich potencidlné toxickych molekul, napfiklad aflatoxikolu. Detoxikace
AFB1 funguje na principu otevieni laktonového kruhu slouc¢eniny pomoci mikrobidlnich
katabolickych drah, zmény struktury kumarinu, pfipadné je odstranéna dvojna vazba
z furanového kruhu. Biodegrada¢ni metody jsou v poslednich desetiletich pfedméty studii
a zdaji se byt slibnou metodou z hlediska ucinnosti, specificnosti a Setrnosti k Zivotnimu
prostredi (Solis-Cruz et al. 2018).

Mikrobidlni fermentace, neboli kvaSeni, zlepSuje kvalitu potravin a soucasné prodluzuje
jejich trvanlivost. Ke konzerva¢nim d¢inkim dochazi béhem fermentace v dtsledku akumulace
organickych kyselin a alkoholi soucasné se sniZenim hladiny volnych cukrd, vyCerpanim
kysliku a snizenim pH (Blagojev et al. 2012). Pfi fermentaci potravin hraje dileZitou roli
schopnost bakterii mlééného kvasSeni produkovat mléénou kyselinu, ktera pochazi z pyruvatu
(konecny produkt glykolyzy). Proto vyZaduje rychla zadouci produkce této kyseliny vysoky tok
glykolyzy. Dal§imi kone¢nymi produkty kvaseni miZe byt ethanol, octovad a mravenci kyselina
(Mozzi 2016). Béhem fermentace zaroven dochazi ke snizovani hladiny mykotoxint, jevi
se tedy jako uCinnd a levnd strategie dekontaminace mykotoxini v potravinich. Kontrola
mykotoxinti béhem fermentace probiha prostfednictvim riznych mechanismt, mezi néz patii
modifikace chemické struktury mykotoxinu, detoxikace ¢i inaktivace a adheze k bakterialnim
bunéénym sténdm vedouci ke sniZeni toxicity. Fermentani organismy vcetné kvasinek
a laktobacili jsou tedy schopny adsorbovat mykotoxiny adhezi ke komponentdm jejich bunécné
stény, tedy na 3-glukany, glukomannany, peptidoglykany, polysacharidy a teichoovou kyselinu
(Adebiyi et al. 2019).

3.5 Adheze mykotoxinii k probiotickym mikroorganismim

Vzhledem k moznosti vyuZiti probiotik pro mikrobidlni dekontaminaci mohou byt
fermentované potraviny zdrojem probiotik i pro ¢lovéka. Probiotika jsou definovéna jako Zivé
mikroorganismy, které pri podani v adekvatnim mnozZstvi poskytuji hostiteli zdravotni pfinos.
Pomahaji zlepSovat obranyschopnost hostitele (imunomodulac¢ni ucinky), obnovit stievni
mikrobidlni rovnovdhu a mohou inaktivovat toxiny obsazené ve sloZkéach potravin ve strevech
(Patel et al. 2017). Dale probiotika pomdhaji pfi 1écbé gastrointestindlnich chorob jako
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je syndrom drazdivého tracniku, pri zanétlivych stfevnich onemocnénich, jako prevence vzniku
viedd souvisejicich s Helicobacter pylori i pti alergickych onemocnénich (napf. atopicka
dermatitida). Konzumace mléénych vyrobkli obsahujicich probiotika sniZuje hladinu
cholesterolu v krvi, coZ mtize byt prospesné pii prevenci obezity, cukrovky, kardiovaskuldrnich
chorob a mozkové mrtvice. Probiotické organismy jako Lactobacillus plantarum, L. reuteri,
Bifidobacterium adolescentis a B. pseudocatenulatum jsou navic pfirozenymi producenty
vitamind skupiny B, zvySuji vstiebavani vitamini a mineralnich latek a stimuluji tvorbu
organickych kyselin a aminokyselin. Dale mohou probiotické mikroorganismy produkovat
enzymy jako je esterdza, lipdza a koenzymy A, Q, NAD a NADP (Markowiak & Slizewska
2017). Kromé toho mohou mit probiotické bakterie antimutagenni a antikarcinogenni aktivitu.
Pri pouZiti probiotik se ocekdva, Ze budou bezpecnd z hlediska zdravi zvirat i pro naslednou
produkci zivocisnych produktl. VyuZzivdna je Sirokd Skdla bakterii rodu Bacillus,
Bifidobacterium, Enterococcus, Escherichia coli, Lactobacillus, Lactococcus a Streptococcus
¢i nékteré druhy plisni a kvasinek, jako je Aspergillus, Candida a Saccharomyces (Solis-Cruz
et al. 2018).

Interakcim probiotickych bakterii s gastrointestinalnimi patogeny je vénovdna zvIastni
pozornost, jelikoZ se jednd o jedno z kritérii pro vybér novych probiotik s vyuZitim u Clovéka.
Mezi znamé mechanismy ucinku probiotik na hostitele patii sniZzeni luminalniho pH, kompetice
s patogeny o misto adhese a zdroje Zivin, sekrece antimikrobidlnich latek, deaktivace toxinl
a stimulace imunitniho systému. Rizné bakteridlni kmeny stejného rodu a druhu pfitom mohou
mit na hostitele zcela odlisné ucinky, stejné€ tak kombinace specifickych probiotickych kment
muzZe prokazat lepsi ucinek nez jeden samotny kmen (Salminen et al. 2010).

Kvasinky kromé toho, Ze jsou dilleZité ptfi fermentaci potravin, prokazaly fadu priznivych
uc¢inku na lidské zdravi. Mezi né patii prevence a léba stievnich onemocnéni, imunomodulacni
ucinky, sniZzeni hladiny cholesterolu v séru, antioxidacni vlastnosti ¢i antimutagenni aktivita.
Kvasinky navic obohacuji potraviny prebiotiky, napfiklad fruktooligosacharidy.
Saccharomyces cerevisiae je prirozenou soucdsti mikrobioty v potravinach a je hojné
vyuzivana jako startovaci kultura ve fermentovanych potravinich a ndpojich. DalSimi
prospésnymi ucinky kvasinek jsou zlepSeni biologické dostupnosti minerald hydrolyzou fytatu,
biofortifikace folatu a detoxikace mykotoxinti diky povrchové vazbé na bunéfnou sténu
kvasinek (Moslehi-Jenabian et al. 2010). Jejich buné¢na sténa sestava hlavné z proteind, lipida
a polysacharidl, pricemz glukany a mannany zde maji nejveétsi zastoupeni (Vila-Donat et al.
2018). Esterifikovany polymer glukanu ¢i glukomannanu extrahovany z bunécné stény
kvasinek se vdze kromé AFB1 1 s OTA a ZEN. Pfidanim kvasnicového extraktu obohaceného
glukomannanem do stravy prasat mohou byt zmirnény negativni u¢inky ZEN i DON. Adsorpce
FB1 kvasinkami nebo kvasinkovym extraktem je omezend (Jard et al. 2011).

Bakterie mlééného kvaSeni (BMK) je skupina fylogeneticky pfibuznych
mikroorganismu. Jednd se o gram-pozitivni, nesporolujici bakterie, obvykle koky nebo ty¢inky
(Mozzi 2016). Dle Vila-Donat et al. (2018) jsou gram-pozitivni bakterie u¢inn&jsi vaci
nepolarnim mykotoxinim (jako je ZEN) kvuli vyssi hydrofobité jejich bunééného povrchu.
BMK maji priznivy vliv na zdravi ¢lovéka produkci antagonistickych sloucenin, které jsou
schopny kontrolovat patogenni bakterie a nezadouci kazivou mikrobiotu. Jedna se o slouceniny
s nizkou molekulovou hmotnosti, jako jsou organické kyseliny, reuterin, peroxid vodiku,
slouceniny bilkovin, hydroxylové mastné kyseliny a fenolické slou¢eniny. Hlavnim produktem
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BMK pii fermentaci uhlovodikd je mlécna kyselina, kterd je spolu s octovou kyselinou
pridavana do potravin za ucelem jejich bezpecné konzervace. Tyto kyseliny difunduji pies
membranu cilovych organismil v jejich hydrofobni nedisociované forme, kdy nasledné redukuji
cytoplazmatické pH a zastavuji metabolické aktivity. Predpokldda se, Ze organické kyseliny
pisobi na plazmatické membrany zvySovanim jeji propustnosti a neutralizaci svého
elektrochemického potencidlu, coz vede k bakteriostazi (tlumeni ristu ¢i mnoZeni bakterif)
a k usmrceni citlivych organismi. Tato hypotéza by mohla byt vysvétlenim citlivosti nékterych
kultur plisni na organické kyseliny. U kmene L. plantarum 21B izolovaného z kvasku
a péstovaného v hydrolyzétu pSenicné mouky byla prokazana silnd antimykotickd aktivita proti
Penicillium corylophilum, P. roqueforti, P. expansum, Aspergilus niger, A. flavus a Fusarium
graminearum. Antimykotickd aktivita byla CasteCné pripisovana produkci fenylmlécné
a 4- hydroxy-fenylmlécné kyseliny, pficemZz k dosaZeni uplné inhibice ristu plisni bylo
zapotiebi méné nez 7,5 mg/ml fenylmlécné kyseliny (Dalié et al. 2010).

Mezi BMK tadime rody Lactobacillus, Leuconostoc, Enterococcus a Streptococccus.
Rod Bifidobacterium byva také pfirazovan k BMK, diky jeho schopnosti produkce mlécné
kyseliny. BMK maji dilezitou funkci nejen pfi kvaseni mléénych vyrobkli, masa a zeleniny,
ale také napriklad pfi vyrobé vina, kéavy, silaZe a kvasnic. Kromé toho se pfirozené vyskytuji
v GIT obratlovci, véetné Clovéka. Nejvice mikroorganismii se vyskytuje v tlustém stfeve,
udava se az 10'?> mikrobl/g obsahu tlustého stfeva (Stolaki et al. 2011).

Urcité kmeny bakterii mléEného kvaSeni vCetné bifidobakterii prokédzaly uc¢innou vazbu
na mykotoxiny v in vitro a in vivo podminkach (Taheur et al. 2019). Vybrané druhy BMK
se mohou v tekutych médiich véazat predevSim na aflatoxiny. Pfesny mechanismus ucinku
bakterii na aflatoxiny dosud nebyl objasnén, prfedpokldda se vSak, Ze za sniZeni biologické
dostupnosti mykotoxini muze byt zodpovédnd fyzickd adheze k polysacharidim
a peptidoglykanim obsazenym v bunécné sténé bakterii (Elsanhoty et al. 2014).
Je pravdépodobné, Ze sila interakce mezi mykotoxinem a BMK zavisi na nékolika faktorech,
jako je prostredi, konkrétni kmen bakterie a sloZeni peptidoglykanové struktury (Corbo et al.
2018). Dle Jard et al. (2011) miZe kyselinovd nebo tepelnd inaktivace bakterii mlécného
kvaseni zvysit G¢innost adsorpce mykotoxinid. Tepelné oseteni je zodpovédné za denaturaci
bakteridlnich proteinti, zatimco ptisobeni kyseliny na polysacharidy miZe narusit glykosidické
vazby s ndslednym uvolnénim monomert. Kyselina ddle mize narusit strukturdlni integritu
peptidoglykanu zvétSenim pori. Pravdépodobné pravé tyto zmény — denaturace proteint
a zvétSeni pord bakteridlni bunécné stény, ovliviiuji vazebnou schopnost a hydrofobni povahu
bakteridlniho povrchu a zlepsuji schopnost odstranéni/neutralizace toxini. (Corbo et al. 2018).
Naopak pridani sloucenin NaOH, Na,CO; a isopropanolu negativné ovliviiuje vazbu bakterie
a mykotoxinu (Dali€ et al. 2010).

Prvni dvahy o schopnosti probiotik vadzat mykotoxiny se objevily roku 1998, kdy
El- Nezami et al. testovali tuto schopnost u péti kmeni BMK a jednoho druhu
propionibacterium spoleCné s Escherichia coli pfi vazbé na aflatoxiny. Dosli k zdvéru,
ze kmeny Lactobacillus rhamnosus GG a L. rhamnosus LC 705 okamZit€¢ odstranily 80 %
toxinu (Corbo et al. 2018). Dale se zjistilo, Ze Zivotaschopné probiotické buniky prokdzaly pri
odstranéni AFB1 stejnou dcinnost, jako buriky tepelné inaktivované (Vinderola & Ritieni
2014). L. rhamnosus CG se miZze vazat na deoxynivalenol a potenciondlné¢ omezit jeho
biologickou dostupnost. Stejny kmen spolu s kmenem L. rhamnosus LC-705 jsou schopné
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vazat i dalsi mykotoxiny vCetné aflatoxinl. Podle studie Oelschlaeger (2010) in vitro kmen GG
sniZuje absorbci aflatoxinu B1 a chrani pred poskozenim bunééné membrany i DNA. U potkanti
byl tento kmen schopen modulovat absorpci AFB1 a zvysit jeho fekalni exkreci (Corbo et al.
2018). Vin vitro podminkach vazba AFB1 pomoci BMK byla popsdna jako rychly
areversibilni proces, zavisly na konkrétnim kmeni a ddvce. Pro objasnéni dekontaminace
AFB1 pomoci BMK a S. cerevisiae byl navrZzen matematicky model, ktery navrhuje pfilnuti
molekul AFB1 k povrchu mikroorganismu a bere v uvahu dva procesy — vazbu (adsorpci)
a uvolnéni (desorpci) aflatoxinu na a z vazebného mista na povrchu mikroorganismu. Tento
model umoZnuje odhadnout pocet vazebnych mist aflatoxinu B1 a d¢innost bunék odstranit
AFB1 z kapalného média. Bylo prokdzano, Ze schopnost riznych kmenti zachytit AFB1 uzce
souvisi s poCtem vazebnych mist urcitého mikroorganismu, pri¢emz kvasinky S. cerevisiae
se jevi jako nejucinné;jsi pro dekontaminaci AFB1 (Dalié et al. 2010). Dale byla popsana anti-
fumonisinové aktivita u probiotického kmene L. plantarum MYS6. Ve studii Deepthi et al.
(2017) byl tento kmen podavan kufecim brojlerim spolu se stravou kontaminovanou FB1,
pricemz vysledky po Sesti tydnech prokazaly zlepSeni krevniho obrazu, hematokritu a obsahu
hemoglobinu v krvi. Navic doslo ke zmirnéni hladiny markerti oxidacniho stresu v séru
a v jatern{ tkani.

Peptidoglykan obsazeny v bunéénych sténach BMK, jako je Micrococcus luteus
a Bacillus subtilis, se védZe na alesponn jednu cast trikarboxylové kyseliny ve struktufe
fumonisinu B1 a zejména FB2 (Farhadi et al. 2019). Schopnost vybranych kment Bacillus
produkovat a vylucovat velkd mnoZstvi extracelularnich enzyma (20-25 g/1) fadi tyto bakterie
mezi nejvyznamnéjsi producenty primyslovych enzymu. Naptiklad B. licheniformis izolovany
ze sOji byl ve studii Hathout et al. (2014) schopen po 48 hodindch odstranit 92,5 % OTA.
Ve studii Cho et al. (2010) kmen B. subtilis degradoval 99 % ZEN v kapalném médiu. Autofi
déle uvedli, Zze dekontaminace ZEN neni nikdy tplna z dGvodu pritomnosti jeho estrogennich
metabolitll, napiiklad a-ZOL.

SniZeni hladiny OTA je moZzné pomoci jogurtovych bakterii a bifidobakterii. Pomoci
Streptococcus salivarius subsp. Thermophilus T4, Lactobacillus delbruecki subsp. bulgaricus
LB-51 a Bifidobacterium bifidum doslo k uplné redukci hladiny OTA ve vzorcich mléka
s ptvodni koncentraci 0,05 a 0,1 mg OTA/1. U vzorki s 1,0 a 1,5 mg OTA/I doslo ke sniZeni
0 36 a 26 %. Mechanismus odstranéni OTA ze substratu je jeho preména na isokumarin, znamy
jako ochratoxin a (OTa) a L-f fenylalanin narusenim amidové vazby, kterd spojuje tyto dvé
skupiny chemické struktury OTA. OTa je pfinejmensim 1000 x méné toxicky neZ OTA a jeho
polocas rozpadu v téle je navic kratsi (9,6 h) neZ u OTA (103 h) (Blagojev et al. 2012).

Podavani mykotoxini ¢lovéku zahrnuje etické, zdravotni a socidlni otazky. Studie
na lidech proto nelze provadét imyslnym poddvanim mykotoxini Clovéku, existuji vSak
populace, u kterych je zaznamendn zvySeny prijem potravin s prirozenym vyskytem
mykotoxintl, tedy mléka a mlécnych vyrobkil, masa, ofechd, obilovin atd. V Egypté byl
zkoumdn ucinek smési L. rhamnosus 1L.C-705 a Propionibacterium freudenreichii spp.
shermanii JS na hladiny AFB1 ve fekélnich vzorcich dvaceti zdravych dobrovolniki. Jedenact
testovanych vzorkd bylo pozitivni na AFB1 s hodnotami 1,8 a7z 6 ug/kg stolice, pri¢emz
po dvou tydnech uZivani této smési bakterii doSlo k vyraznému sniZeni hladiny mykotoxinu
(Corbo et al. 2018). Dalsi studie na lidech zahrnovala devadesat zdravych ¢inskych mladych
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muzl, kterym byly podavany stejné dva kmeny probiotik jako v pfedchozi zminéné studii. Jako
marker biologicky uc¢inné davky AFB1 bylo hodnoceno vyluc¢ovani aduktu aflatoxinu B1-N7-
guaninu moci, jelikoZ se zvySenym vylucovanim tohoto DNA aduktu je spojeno i zvySené
riziko rakoviny jater. V porovnani s kontrolni skupinou bylo u dobrovolnikl, kterym byla
podavéna probiotika, pozorovano statistické snizeni koncentrace moc¢ového AFB-N7-guaninu
036 % ve 3.tydnua o 55 % v 5. tydnu (Vinderola & Ritieni 2015).

3.6 Vliv mykotoxint na stievni epithel

Doposud nejsou dostupné védecké studie zabyvajici se vlivem mykotoxini na adhezi
probiotik na stievni epithel. Piesto se vSak vi, Ze probiotika ovliviiuji mykotoxiny i stfevni
epithel. Pfedmétem studif je také negativni vliv mykotoxint na funkce organu a tkani u zvitat
1 lidi, vetné stfevniho a imunitniho systému.

Stfevni epithel zahrnuje enterocyty, enteroendokrinni burniky a poharkové bunky klku.
KaZdou stfevni epithelidlni butiku mechanicky propojuji desmozomy a adherentni spoje, tésné
spoje dale reguluji mezibunécny prostor a selektivni transport paracelularnich iontovych solutd.
Nad bunécnou vrstvou epithelu lezi slozitd mikrobiota, ptisobici jako bariéra blokujici vstup
patogent, toxinu a cizich antigend. Mimo to je epithel dilezitym mistem pro vstfebavani Zivin,
véetné elektrolytli a vody prostfednictvim selektivné propustné membrany (Liew & Mohd-
Redzwan 2018). Prvni ochrannou bariérou vystavenou mykotoxinim je prave stfevni epithel,
stfevni bunky jsou tedy vystaveny vyrazné vys§im davkdm toxind v porovndni s ostatnimi
tkdnémi. Ve stfevu mykotoxiny ovliviiuji kromé trdveni a piijmu Zivin také jejich
histomorfologii, integritu stfevni bariéry, sloZzeni mikrobioty a mistni imunitni systém
(Reisinger et al. 2019). Mykotoxiny rodu Fusarium mohou prochazet stfevnim epithelem,
dosdhnout systémového kompartmentu a nasledné ovlivnit imunitni systém. Imunomodulace
indukovand mykotoxiny muzZe ovlivnit vrozenou a adaptivni imunitu v disledku naruseni
funkce makrofagli a neutrofilti, sniZzenou aktivitou T a B-lymfocytt a produkci protilatek.
Dilezitou soucasti vrozeného imunitniho systému jsou stievni epithelidlni buriky, které jsou
vzédjemné tésné propojeny a pokryty hlenem produkovanym pohdrkovymi burikami. Byl zjistén
variabilni uc¢inek plisni Fusarium na zvySeni proliferace epithelovych bunék a produkci hlenu
u zvitat i lidi (Antonissen et al. 2014).

Jak jiz bylo feCeno, strevni epithel je schopen transformovat mykotoxiny na méné
Skodlivé metabolity jesté pred jejich absorpci do organismu. Vice nez 80 % AFs muze byt
absorbovano GIT pasivnim transportem, u TCT, OTA nebo FUM se absorpce pohybuje mezi
1 aZ 60 %. U OTA dochazi k pasivnimu transportu jednoduchou difuzi, zatimco u DON
paraceluldrni cestou (pfes spoje mezi epithelovymi bunikami). Nékteré mykotoxiny navic
prochazi entero-hepatickou cirkulaci, mohou se tedy reabsorbovat ze Zluci a prodlouzit tak
reten¢ni dobu v GIT (Smith et al. 2016).

Potencidlni souvislost mezi expozici nékterym mykotoxinim a chronickym zanétlivym
sttevnim onemocnénim, jako jsou celiakie, Crohnova choroba nebo ulcerdzni kolitida, nebyla
doposud dostateCné prozkoumdna. I pres absenci epidemiologickych studii vSak existuji
dostate¢né udaje o moZnosti vyvolani zanétlivych onemocnéni stfev u geneticky
predisponovanych pacienti (Maresca et al. 2010). Rizikovym faktorem pro chronickd zanétliva
onemocnéni je potencidl mykotoxini zvysit toxické ucinky stievnich patogeni a zménit
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rovnovahu stfevni mikrobioty zvySenim poctu aerobnich bakterii (Smith et al. 2016). Pfi reakci
sttevnich bunék na mykotoxin jsou spolecné aktivovdny imunitni bunky, ¢imZ dochézi
k produkci prozanétlivych cytokinli, chemokini a dal§ich bioaktivnich sloucenin, které posiluji
a obnovuji strevni bariéru. Stievni epithel si za normélniho stavu udrzuje mirny zanétlivy stav,
ktery je vSak kontrolovany, je proto nazyvan ,fizeny zanét“. Reaktivni formy kysliku
(superoxid, peroxid vodiku, hydroxylovy radikal) reguluji redoxné citlivé signélni drahy
a transkripéni faktory, ¢imZ zdnét ve stfevni tkdni udrzuji. Pokud vSak zanétlivé reakce
probihaji neimérné vlivem nadmérného stresu €1 prudkym reaktivnim cyklem, dochézi
k naruSeni epithelové tkdné a dysfunkci stfev. Typickym prikladem nekontrolovaného zénétu
je jiz zminéna Crohnova choroba ¢i ulcerdzni kolitida (Adesso et al. 2017).

Pii in vitro testovani interakci probiotik s mykotoxiny se vyuZivaji eukaryotické
epithelové  bunééné linie, péstované jako konfluentni (souvislé) monovrstvy
na transmembranovych filtrech (Vinderola & Ritieni 2015). Kadota et al. (2013) popisuje
ucinky DON a jeho acetylovanych derivatd 3- acetyldeoxynivalenolu (3ADON) a 15-
acetyldeoxynivalenolu (15ADON) na bunécnou linii stfevniho epithelu Caco-2. 15SADON
prokazal nejvysSi propustnost pres bunécnou monovrstvu bunécné linie Caco-2, pricemz tato
bunécna linie byla rezistentni vii¢i DON a acetylovanym derivatim az do davky 10 pg/ml.
Vysledky navic potvrdily znané ovlivnéni funkce paracelularni bariéry timto derivatem.
Kromé toho byly zkoumdny genové exprese indukované toxiny s naslednym ucinkem
na bunéc¢nou linii Caco-2, pficemz nejvyznamnéjSim genem indukovanym DON a 15SADON
byl prozéanétlivy cytokin (interleukin) IL- 8.

Studie Adesso et al. (2017) se zaméfila na vliv NIV a DON na stfevni buiiky, kdy doslo
ke zvySeni zanétlivé odpovédi v netumorigenni stfevni epithelidlni bunécné linii IEC-6.
Zanétliva odpovéd zahrnovala produkci tumor-nekrotického faktoru- a (TNF-a), expresi
indukované syntdzy oxidu dusnatého (iINOS) a cyklooxygendzy-2 (COX-2), tvorbu
nitrotyrosinu a uvolnéni reaktivnich forem kysliku (ROS). Bylo potvrzeno, Zze TNF-a je jednim
z hlavnich patogennich cytokinl vyskytujici se ve zvySeném mnozstvi v krevnim séru pacientt
se zan€tlivym onemocnénim stfev.

Toxické ucinky FB1 na bunécnou stfevni linii HT-29 byly studovany Minervini et al.
(2014). V dutsledku inhibice syntazy ceramidu a naslednym narusenim metabolismu lipidt, FB1
zvysil peroxidaci lipidi a hladinu volného sfinganinu ve stievnich epitelidlnich burkéch, coz
vedlo k indukci apoptézy. FB1 déle vyvolal sniZeni syntézy IL-8. JelikoZ je tento interleukin
zodpovédny za fizeni opravnych procesti béhem poranéni stfevni sliznice a cytotoxického
stresu, jeho inhibice miZe vést ke zhorSenému vylucovani bakterii ze stievniho traktu. Pri
zvySeném priijmu FB1 tak mize dochézet ke kolonizaci stiev patogeny, napriklad Escherichia
coli.

Cano-Sancho et al. (2015) studoval synergické u¢inky DON a OTA na bunécnou linii
Caco-2 a potencidlni ochranné ucinky antioxidantu resveratrolu (RES), pfirozené
se vyskytujicitho napfiklad v ¢erveném vin€. Pro vyhodnoceni cytotoxickych ucinkt toxint byl
méfen oxidaCni stres projeveny zvySenou produkci ROS v bunétné linii. Navzdory
antioxida¢nim vlastnostem resveratrolu byla pfi jeho molarni koncentraci 20 uM zvySena
hladina ROS. Spole¢na expozice obou mykotoxint ddle vyznamné zvysila cytotoxicitu, kterd
vSak nebyla doprovédzena zvySenou hladinou ROS. Cytotoxicita indukovana DON proto nebyla
pripisovana oxidacnimu stresu, nybrZ jeho schopnosti indukovat apoptézu naruSenim
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mitochondridlnich funkci a uvolnénim cytochromu c¢ do plazmy s néslednou aktivaci kaspazy-
9 a kaspézy-3.

Cilem studie Gao et al. (2016) bylo zkoumat cytotoxicitu AFM1, OTA, ZEN a a-ZOL,
jednotlivé ¢i v kombinaci, na buné€nou linii Caco-2. Po 72 h expozici byl u OTA a AFM1
prokazan shodny toxicky ucinek, ktery byl vyssi nez u zbylych dvou mykotoxinti. Kombinace
vSech ¢tyf mykotoxinl vykazovala nejvyssi cytotoxicitu, pfi¢emz kombinace obsahujici AFM1
mély tendenci mit vétsi toxické ucinky, nez kombinace bez jeho pritomnosti, AFM1 se tedy
jevil jako nejvice toxicky. Prevladajici mechanismus ucinku AFM1 a OTA je oxidativni
poskozeni DNA. Po 24 h expozici miZe byt jejich antagonisticky ucinek pii nizkych
koncentracich vysvétlen konkurenci o glutathion (GSH) v bunkéch. Pfi vy$sich koncentracich
naopak AFM1 a OTA vykazuji synergické ucinky a diky jejich lipofilni struktufe mtze dojit
k jejich zaclenéni do bunéénych membran.

Studie Liew & Mohd-Redzwan (2018) se zaméfila na vzdjemny vliv mykotoxind na
stfevni epithel. U trichothecenti byla zjisténa indukce nekrotickych 1ézi v GIT, u vepra, dribeze
a potkanii byla pozorovdna redukce vysky stfevnich klki. Trichotheceny dale zvysily
permeabilitu stfeva in vivo i in vitro sniZzenim exprese proteint v t€snych spojenich stievnich
bunék. Dale redukovaly pocet pohdrkovych bunék produkujicich mucin, ktery se primarné
podili na funkci stfevni bariéry. AFB1 v zdvislosti na ddvce miZe ovlivnit sloZeni stievni
mikrobioty, konkrétné u brojlerti doslo ke snizeni poctu LAB pii diavce 1 ppm. Také OTA
snizuje diverzitu stfevni mikrobioty, zejména rod Bacteroides, pficemz zéastupci rodu
Lactobacillus se proti OTA jevi jako nejvice odolné, hraji proto dilezitou roli pri jejich
detoxikaci z potravin.

Ve studii Mechoud et al. (2012) byla hodnocena schopnost L. reuteri CRL 1098
a L. acidophilus CRL 1014 predejit imunotoxickym u¢inkim OTA v perifernich krevnich
mononukledrnich buiikdch (PBMC). Jako parametr bunécné odpovédi byla hodnocena inhibice
produkce TNF-a a interleukinu IL-10 a indukce apoptézy v PBMC. Studie dokazuje schopnost
OTA inhibovat produkci cytokini v lymfocytech a neutrofilech. Prepoklada se, Ze inhibice
syntézy proteini pomoci OTA odpovidd za vétSinu jeho toxickych u€inkl, coz nepiimo
narusuje aktivitu buné¢nych enzymi podilejicich se na produkci cytokinl. Podanim L. reuteri
doslo ke sniZen{ inhibi¢niho u¢inku OTA na produkci TNF-a 0 29 %, zatimco L. acidophilus
zcela zvratil inhibi¢ni d¢inek OTA a zédroven produkci TNF-a osmindsobné navysil. Ani jeden
z laktobacili neprokazal schopnost potlacit inhibici IL-10. Oba laktobacily vSak zvratily
apoptézu v PBMC indukovanou OTA o 32 %. Diky antiapoptické aktivité 1ze predpokladat
schopnost téchto kmenil laktobacill redukovat i mutagenni zmény v bunkach vyvolané OTA.

I pres absenci védeckych studii ohledné ovlivnéni adheze probiotickych organismu
mykotoxiny, existuji studie zabyvajici se antimikrobidlnimi G¢inky mykotoxind vic¢i jinym
plisnim a bakteriim. Studie Roig et al. (2014) testovala antimikrobidlni G¢inky enniatinii vici
probiotickym kmentim BMK, S. cerevisiae a Bacillus subtilis. Enniatiny (EN) jsou
charakterizovany jako N- methylované cyklohexadepsipeptidy (obr. 8) a jedna se o sekundarni
metabolity nékterych plisni rodu Fusarium, jako je F. subglutinans, F. proliferatum
a F. tricinctum. VU¢i Siroké Skéle plisni naopak pusobi antimykoticky, jednd se napriklad
o zastupce F. sporotrichoides, F.verticilloides, F. proliferatum, Aspergillus flavus,
A. parasiticus, A. ochraceus a dalsi. EN déle vykazuji antimikrobialn{ aktivitu vii¢i kvasinkdm
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a nékterym druhiim bakterii. Biologicka aktivita téchto sloucenin mtize byt vysvétlena jejich
schopnosti selektivné zvySovat tok iontl alkalickych kovt pres biologické memrany (Sebastia
et al.2011).

Obr.8.: Obecné chemickd struktura enniatind

Studie prokazala antimikrobialni aktivitu jednotlivych zastupci enniatinii A, Al, A2, B,
B1 a B4 vici testovanym mikroorganismiim v zavislosti na kmenu, druhu toxinu a jeho davce.
EN B1 lze povaZovat za jednu z nejucinnéjSich sloucenin. Zajimavosti vSak je, Ze zadny
z testovanych kmeni nevykazoval antimikrobidlni aktivitu vuci B. subtilis. Co se ty¢e BMK,
rust vSech testovanych kment byl ovlivnén alespon jednim EN (Roig et al. 2014). Ve studii
Sebastia et al. (2011) enniatiny J1 a J3 zabranily ristu patogennich bakterii Clostridium
perfringens, Enterococcus faecium, E. coli a dalSim. Z téchto zjisténi je ziejmé, Ze nékteré
kmeny mykotoxinii mohou mit za uréitych podminek i pozitivni vliv na zdravi. Co se tyce

ucinku EN J1 a J3 na BMK, nejtoxi¢téjsi ucinek byl pozorovan u B. bifidum, pfesto byla
bakterie schopna adherovat 32,5 % aflatoxinu M1.
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4 Zavér

e Za ucelem eliminace negativnich disledkii mykotoxint se jevi jako idedlni metoda
biodegradace mikroorganismy, a to zhlediska U€innosti, specifi¢nosti a Setrnosti
k zivotnimu prostfedi. Zejména bakterie mlé¢ného kvaSeni prokazaly schopnost
adsorbovat mykotoxiny adhezi na peptidoglykany a polysacharidy obsazené v jejich
bunécné sténé. Pfijem probiotickych organisml piinasi fadu dalSich pozitivnich
ucinkt, jako je prevence a lécba prijmovych i zanétlivych stfevnich onemocnéni,
obnova stfevni mikrobialni rovnovahy ¢i snizeni hladiny cholesterolu v krvi.

e Stievni epithel je prvni ochrannou bariérou vystavenou mykotoxiniim a je schopen
mykotoxiny transformovat na mén¢ Skodlivé metabolity. Ve stfevu je za normalnich
okolnosti udrzovan mirny zanétlivy stav, ptisobenim mykotoxinit vSak muze dojit
k naruSeni epithelové tkané a rozvoji chronickych stfevnich zanétlivych onemocnéni.
Interakci probiotik a mykotoxinii se vénuje fada studii s vyuzitim eukaryotickych
epithelovych bunécnych linii, pfikladem mutze byt bunécna linie Caco-2. Mykotoxiny
NIV, DON a OTA prokézaly zvyseni zanétlivé odpovédi stievnich bun¢k zahrnujici
produkci prozanétlivych cytokini.

e K dnesnimu dni nejsou dostupné studie zaméfené na vliv mykotoxinli na adhezi
probiotik, existuji vSak studie zabyvajici se uc¢inky mykotoxinii na rust probiotik.
Ur¢ité druhy enniatinli mohou zabranit ristu patogennich bakterii, jako je Clostridium
perfringens, Enterococcus faecium Ci Escherichia coli. Jelikoz jsou mykotoxiny
schopné ovlivnit rist mikroorganismd, je mozné se domnivat, Zze mohou ovlivnit
1 schopnost adheze toxint ke komponentdm bunééné stény probiotik. Domnivame se,
ze by tomuto tématu méla byt vénovana dalSi pozornost, kterd by dala podnét
ke vzniku studii dané problematiky.
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