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Anotace:

PTAKOVA, Janina. Screeningové stanoveni mykotoxinu ochratoxinu A ve vzorcich jelit
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V letech 2020 a 2021 byly v obchodni siti v CR zakoupeny vzorky jelit. Majoritni
slozkou jelit je veprova krev, ktera byva Casto kontaminovana ochratoxinem A
(OTA).OTA je povaZovanza druhy nejvyznamnéj$i mykotoxin s vyznamnymi
toxickymi  uCinky pro Clovéka (napi. nefrotoxickymi, hepatotoxickymi,
neurotoxickymi, embryotoxickymi, teratogennimi, imunotoxickymi, genotoxickymi
a karcinogennimi ucinky).

Z tohoto pohledu byl OTA stanoven screeningové ve vzorcich jelit s vyuzitim
vhodného komer¢niho ELISA kitu a ELISA spektrometru.

Cilem prace je zjiSténi urovné kontaminace OTA ve vzorcich jelit a posouzeni
vyznamnosti tohoto zjiSténi ve vztahu ke zdravi clovéka.

Klicova slova:

Ochratoxin A, ELISA, jelita, mykotoxiny



Annotation:

PTAKOVA, Janina. Screening determination of the mycotoxin ochratoxin A in black
pudding by the ELISA method. Hradec Kralové, 2023. Bachelor thesis. 41 pp. Faculty
of Science Univerzity of Hradec Kralové.

In 2020 and 2021, black pudding sausages were purchased in the commercial
market in the Czech Republic. The major component of black pudding sausages is
porkblood, which is often contaminated with ochratoxin A (OTA). OTA is considered
the second most important mycotoxin with significant toxic effects for humans (e.g.
nephrotoxic, hepatotoxic, neurotoxic, embryotoxic, teratogenic, immunotoxic,
genotoxic and carcinogenic effects).

From this point of view OTA will be determined by scereening in samples of black
pudding sausages using an appropriate commercial ELISA kit and ELISA
spectrometer.

The aim of this work is to determine the level of OTA contamination in black
sausage samples and to assess the significance of this finding in relation to human
health.
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Uvod

V dneSni dobé se stale Castéji setkdvame s patogennimi plisnémi ¢i organismy,
které ovliviiuji nas Zivot. Tyto plisné produkuji sekundarni metabolity,
tzv. mykotoxiny, které jsou vSudypritomné, a proto se také vyskytuji na vSech
urovnich potravniho retézce ZivocCichli. Mohou mit zavazny vliv na nase zdravi,
jelikoz zplisobuji alergie, mykézy a napadaji rtizné organy c¢i dokonce organové
soustavy v nasSem téle. Byly by vhodné zmény v zemédélstvi, a to jak v oblasti
péstovani, tak i skladovani a zpracovani. Také je nutné zdokonalovat strategie
a technologie, aby byla zajiSténa co nejvétsi bezpecnost potravin a tim i lidského
zdravi.

Pozornost této prace je zamérena na ochratoxin A, ktery je povazovan za druhy
nejvyznamnéj$i mykotoxin z hlediska tcinku na lidské zdravi. Jeho ucinky jsou
pro lidské télo velmi zavazné. Je produkovan nékterymi plisnémi rodu Aspergillus
a Penicillium. Dale je pozornost prace zamérena na vyskyt ochratoxinu A v jelitech,
ktera patii v Evropé k tradi¢nim potravinarskym produkttim, ale vyzkumnych praci
zamérenych na tuto problematiku je doposud celosvétové malo. Jelita jsou sloZena
predevsim z krve prasat, dale krup, koreni a sadla, priCemz vSechny tyto slozky
mohou vyznamné prispivat k vyskytu OTA.



1 MyKkotoxiny

Mykotoxiny jsou toxické sekundarni metabolity produkované toxigennimi
vlaknitymi mikroskopickymi houbami (plisnémi), které kontaminuji cely potravni
retézec, od péstovani na polich aZ po samotné spotrebitele (Ostry a kol.,, 2017).
Nejcastéji se jedna o druhy vlaknitych mikroskopickych hub (tzv. mikromyceti)
rodd Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Alternaria, Claviceps nebo Stachybotrys,
i kdyZ myKkotoxiny jsou produkovany také ve vSech ostatnich taxonomickych
skupinach.

Mykotoxiny vykazuji cetné toxické ucinky, napriklad jsou hepatotoxické,
nefrotoxické, neurotoxické, imunosupresivni, teratogenni, mutagenni
a karcinogenni, které se projevi predevSim po expozici, napt. po dietarnim privodu,
ktery je povaZovan za majoritni a dale také po inhala¢ni (vdechovani) ci
transdermalni expozici (tj. pres kazi, velmi casto ineporuSenou). Tyto ucinky
mohou zplisobovat riizné akutni otravy - tzv. mykotoxikézy, ¢i plisobit dlouhodobé

vivs

vivys

Leszkowicz, 2009).

Akutni toxicita se projevuje béhem 24 hodin a ma rychly nastup ucinku. Naproti
tomu chronicka toxicita je zplsobena dlouhodobou expozici, ¢asto celozivotni,
nizkymi ¢i niz§imi davkami mykotoxint (Ostry a kol. 2017).

NejvyznamnéjSimi skupinami mykotoxint jsou aflatoxiny Bi, B2, G1, a G2 (AFBy,
AFB2, AFGi, a AFG2), které jsou produkovany plisnémi rodu Aspergillus. Druhou
nejvyznamnéjs$i skupinou jsou ochratoxiny (toxiny plisni rodu Aspergillus
a Penicillium), predevSim ochratoxin A. Dal$i jsou trichotheceny - napf.
deoxynivalenol (DON), nivalenol (NIV), a napr. T-2 a HT-2 toxiny, fumonisiny, napr-.
B1, Bz, a B3 (FB1, FB2, FB3), které jsou produkované rodem Fusarium a fuzariové
toxiny, kam patii zearalenon (ZEN). Mezi dal$i vjyznamné mykotoxiny dale patii
citrinin (CIT), namelové alkaloidy (EAs), jeZ jsou produkty plisné Claviceps a napfr.
patulin (PAT), které jsou povazZovany za velmi vyznamné, jak z hlediska vyskytu
v zemédeélsko-potravinarskych komoditach, tak z hlediska toxickych ucinkl
a moznych dopadt na lidské zdravi (Malit, Ostry a kol., 2003; Selvaraj a kol., 2015;
Karlovsky a kol., 2016; Ojuri a kol., 2018; Pickova a kol., 2020).

Se zvySujicim se globalnim oteplovanim se méni podminky pro riist a vyskyt
toxigennich mikromycetti, producentii mykotoxint, a tim dochazi k mnohem vétsi
expozici lidi mykotoxiny - a to nejen v oblastech rozvojovych zemi, kde si lidé péstuji
plodiny pro svou vlastni spotfebu, ale také ve vyspélych zemich, které maji
diverzifikované zdroje surovin a potravin, do kterych se ale mykotoxiny mohou
dostat bud’ dovozem kontaminovanych potravin i pfes maximalné realizovanou
kontrolu ze strany dozorovych organizaci, nebo se pravé diky globalnimu oteplovani
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mohou objevit v surovinach a potravinach vlastni provenience (Marroquin-Cardona
a kol,, 2014).

Jednou z moZnosti kontroly by mohla byt kontrola v oblasti péstovani plodin, kdy
by mohly byt pouzity spravné pesticidy, které by zredukovaly riist plisni. Bohuzel
v soucasné dobé neexistuje mnoho chemickych pesticidi, které by byly takto uc¢inné
a pouZzitelné. Navic jejich casté pouzivani vede ke zbytkovym reziduim C¢ci
sekundarnim odolnéjsim kontaminacim. Slibnou alternativou je antimikrobni latka
Fusapyron produkovana mikromycetou Fusarium semitectum, ktera vykazuje
antifungalni aktivitu vici nékterym toxinogennim plisnim vcetné vcetné A. flavus,
A. parasiticus, A. niger a A. fumigatus. Latka byla aplikovana na plisné produkujici
OTA - Aspergillus sekce Nigri (A. carbonarius, A. niger a A. tubingensis), priCemz
nejvice citlivy byl A. carbonarius. U zbylych dvou druhG dosSlo ke ztlusténi
a nepravidelnému riistu hyf (Favilla a kol., 2008).

1.1 Klasifikace mykotoxini podle monografii
IARC/WHO v Lyonu

0d roku 1969 jsou mykotoxiny razeny do skupin na zakladé monografii IARC
WHO, coZz je Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny (IARC) pii Svétové
zdravotnické organizaci (WHO), ktera déli cizorodé latky (noxy) na zakladé
karcinogenity do Ctyt skupin (Ostry a kol. 2017).

1.1.1 Skupina 1 - karcinogenni pro clovéka

Do této skupiny patii vSechny latky, pro néz je dostatek vyzkumi dokladajicich
jejich karcinogenitu u lidi. V souc¢asné dobé je do této skupiny razeno 121 latek.
Jedna se napriklad o acetaldehyd, benzen, virus Epstein-Baarové, tabak, uhli,
ethanol, ionizujici zareni a z mykotoxini sem patii aflatoxiny (Ostry a kol. 2017).

1.1.2 Skupina 2A - pravdépodobné karcinogenni pro clovéka

Tato skupina se vztahuje na latky, které vykazuji karcinogenitu u zvirat a lidi, ale
jejich data jsou nedostatecnda pro zatrazeni do skupiny 1. Do této skupiny je fazeno
90 latek, napriklad chloramfenikol, cisplatina, lidsky papilomavirus typu 68,
aristolochové kyseliny. Rovnéz je zde fazena konzumace velmi horkych napojt
a nadmérna konzumace ¢erveného masa (Ostry a kol. 2017).

1.1.3 Skupina 2B - mozny karcinogen pro ¢lovéka

Zde jsou zarazeny latky, pro néZ jsou néjaké dlikazy, Ze mohou zpisobit rakovinu.
Tyto dikazy byly prokazany u zvirat, ale u ¢lovéka nikoliv. Z téchto diivodl jsou
latky razeny sem, nebot Udaje nejsou jednoznacné prikazné. Zde je razeno 322
latek. Z mykotoxinli sem patii napft. fusarin C, fumonisin B1 a B2 a ochratoxin A
(Ostry a kol. 2017).
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1.1.4 Skupina 3 - neklasifikované zhlediska Kkarcinogenity
pro clovéka

V této skupiné se nachazeji latky, pro které jsou nedostatetné nebo velmi
omezené udaje, co se tyCe karcinogenity, a proto zatim nejsou hodnoceny jako
karcinogeny pro ¢lovéka. Zahrnuto je sem 498 latek, z mykotoxinl napt. patulin,
citrinin a kyselina penicilova (Ostry a kol. 2017).

1.2 Kontrola a monitoring mykotoxint

VCR jsou Kkontrolni organy v ptsobnosti Ministerstev zemédélstvi
azdravotnictvi. Pod Ministerstvo zemédélstvi CR patii Statni zemédélska
a potravinaiska inspekce, Veterinarni sprava, Ustfedni kontrolni a zku$ebni tstav
zemédeélsky, se kterym se vroce 2014 sloucila plivodné samostatna Statni
rostlinolékarska sprava.

V plisobnosti Ministerstva zdravotnictvi CR pak pracuje Narodni referenéni
centrum pro mikroskopické houby a jejich toxiny na Centru zdravi, vyzivy a potravin
v Brné, Statni zdravotni Ustav Praha a dale Narodni referenc¢ni laborator
pro biomarkery mykotoxinti a mykotoxiny v potravinach v piisobnosti Zdravotniho
tistavu se sidlem v Usti nad Labem, regiondlni pracovi$té Hradec Kralové (Malii
a kol. 2006).

Vzhledem kvyskytu a nezaddoucim ucinkim mykotoxinli, pak Evropska unie
narizenim komise ¢. 1881/2006 ve znéni pozdéjsich predpisti limituje obsahy
aflatoxinG B1, B2, Gi, Gz, M1, OTA, deoxynivalenolu, T-2 a HT-2 toxinu, dale
zearalenonu a fumonisinli v surovindch a potravinach. Pokud pripadné limity
chybéji, pak prichazeji vuvahu doporuceni JECFA FAO/WHO (Joint FAO/WHO
Expert Commitee on Food Additives - mezinarodni védecky vybor experti, ktery je
rizen spole¢né Organizaci OSN pro vyzivu a zemédélstvi (FAO) a Svétovou
zdravotnickou organizaci (WHO)) k potravinarskym pridatnym latkam, dale pak
ze strany EU SCF (Scientific Committee for Food of European Comission - Védecky
vybor pro potraviny Evropské komise) a kone¢né doporuceni EFSA (European Food
Safety Authority - Evropsky Gifad pro bezpecnost potravin).
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2 Ochratoxin A

Ochratoxin A, zkracené OTA, patfi svym vyznamem mezi nejvyznamnéjsi
mykotoxiny. Dle IARC/WHO je zatim zarazen do skupiny 2B. Ma nefrotoxické,
hepatotoxické, neurotoxické, imunosupresivni, genotoxické, embryotoxické
a teratogenni ucinky (Pickova a kol. 2020).

V nékterych pripadech je OTA doprovazen svym nechlorovanym analogem
znamym jako ochratoxin B, ktery se nachazi v pomérné malych koncentracich a diky
tomu, Ze nema v molekule chlor, tak je jeho toxicita nizsi ve srovnani s toxicitou OTA
(EFSA 2006).

Podle JECFA FAO/WHO (1995) byl doporuceny tzv. expozi¢ni limit - PTWI
(provisional tolerable daily intake - prozatimni tolerovatelny denni ptivod) ve vysi
100 pg-kg! télesné hmotnosti tydné, coZ odpovida denni davce 14 pg-kg-1 télesné
hmotnosti. Podle EU SCF (2006) je stanoven tolerovatelny tydenni piivod ve vysi
120 pg-kg! télesné hmotnosti tydné, coZ odpovida denni davce 17 pg-kg-1 télesné
hmotnosti (EFSA 2006). V souvislosti se stdle vzriistajicim piijmem OTA byla tato
hodnota vroce 2020 upravena na 4,73 ug-kg! télesné hmotnosti za den
pro nenddorovy efekt, ktera byla vypoCtena zlézi na ledvindch prasat nebo
na hodnotu 14,5 pg-kg-1télesné hmotnosti za den pro neoplasticky efekt, ktera byla
vypoctena z nadort ledvin u potkant (Tangni a kol., 2021; EFSA, 2020).

OTA se vyskytuje v produktech rostlinného i Zivoc¢iSného ptivodu. Jedna se
zejména o potraviny, jako jsou cerealie, kava, koteni, zeleny ¢aj, pivo, vino, luSténiny,
suSené ovoce ¢i veprové maso, krev a vnitinosti, jako jsou jatra, ledviny ¢i vyrobky
z krve (Malii & Ostry, 2003). Selvaraj a kol. (2015) uvadi, Ze v Ciné se mykotoxiny,
predevsim aflatoxiny a OTA, vyskytuji i v tradi¢nich 1é¢ivych rostlinach pouzivanych
v Cinské mediciné. Takovymi rostlinami jsou 1ékotice uralska (Glycyrrhiza uralensis)
a cibule rodu rebcik (Fritillaria). OTA byl také nalezen v zazvoru, ale pouze tom
suSeném a vyrobcich z néj, v cerstvém nalezen nebyl, tudiz se predpoklada, Ze za to
miuZe proces suseni, kdy je velkd nadchylnost k plisnim a tudiz i kontaminaci.

2.1 Nomenklatura

Ochratoxin A lze v databazich nalézt pod vice jmény nebo pod vlastnim
registracnim cislem.

Registracni ¢islo CAS (Chemical Abstract Service): 303-47-9

CAS nazev: L-Phenylalanine, N-[[(3R)-5-chloro-3,4-dihydro-8-hydroxy-3-methyl-
1-o0x0-1H-2-benzopyran-7-yl]carbonyl]- (9CI, ACI)

Nazev dle IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry):
(R)-N-[(5-Chloro-3,4-dihydro-8-hydroxy-3-methyl-1-oxo-1H-benzo[c]pyran-7-yl)
carbonyl]-3-phenylalanine
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Sumarni vzorec: C20H18CINOs¢

Strukturni vzorec:

O OH

NH O

Cl

2.2 Fyzikalné-chemické vlastnosti

Databaze SciFinder neboli Chemical Abstract Service uvadi tyto fyzikalné-
chemickeé vlastnosti:

Molekulova hmotnost: 403,81 g-mol-!

Teplota tani: 169 °C

Teplota varu: 632,4+55,0 °C pti tlaku 760 Torr

Hustota: 1,425+0,06 g-cm-3 pri teploté 20 °C a tlaku 760 Torr

OTA je bezbarva krystalicka latka, jejiZ maximalni absorbance jsou pfi 216 nm
a 333 nm. M4 slabé kyselé vlastnosti a hodnoty pKa:1 4,2-4,4 pro karboxylovou
skupinu a pKaz 7,0-7,3 pro fenolické hydroxyskupiny isokumarinu. Pod UV svétlem
pri vinové délce 366 nm zelené fluoreskuje, Cehoz se vyuZziva pro detekci
pti tenkovrstvé chromatografii (TLC) a vysokouc¢inné kapalinové chromatografii
(HPLC) (Abrunhosa a kol. 2010).

2.3 Biosyntéza a biodegradace OTA

OTA obsahuje dihydrokumarinovou molekulu, ktera je spojena peptidickou
vazbou k L-fenyalaninu. Je to velmi stabilni sloucenina, kterou nelze degradovat
béZnymi postupy pripravy jidla. Pro zniceni je potieba vystaveni teploté nad 250 °C
a to alespon po dobu nékolika minut (EFSA 2006).

Biosyntéza OTA neni zcela zndma. Je zndmo, Ze isokumarin je pentaketid,
coZ znamena, Ze pochazi z polyketidové drahy, a L-fenylalanin pochazi z Sikimatové
drahy. Samotny isokumarin je syntetizovan z péti acetatl pripojenych hlava-pata.
Na néj je navazan methionin v poloze 7, ktery je poté oxidovadn na karboxyl.
Nasledné je peptidickou vazbou pripojena jednotka L-fenylalaninu a nakonec chlor
do polohy 5 (Abrunhosa a kol. 2010).
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Biodegradace je mikrobiologicka a existuji dva zptsoby degradace OTA. Prvnim
je degradace OTA hydrolyzou peptidické vazby, ¢imZ vznikne L-fenylalanin a ¢ast
OTA s isokumarinem, coZ lze povazovat za detoxikacni cestu, nebot oba produkty
jsou netoxické. Druhym zptlisobem je degradace laktonového kruhu ochratoxinu
hydrolyzou, ¢imZ vznikne otevirena laktonova forma OTA. Tento produkt je vSak
témér stejné toxicky jako ptivodni OTA (Abrunhosa a kol. 2010).

2.4 Produkce OTA

Mnozstvi produkovaného OTA je ovliviiovano radou faktord, které jsou stejné
u vSech hub a rostlin. Mezi tyto faktory se radi vlhkost, teplotni podminky, sloZeni
ptidy, délka skladovani a v neposledni adé také mezidruhova konkurence a jiné
interakce. Takovymi interakcemi jsou interakce rostliny s mikroskopickymi
houbami, hmyzem ¢i pesticidy (Malir & Ostry, 2003).

2.4.1 Producenti rodu Penicillium

Plisné rodu Penicillium se fadi do riSe Fungi (houby), oddéleni Ascomycota, fadu
Eurotiales a Celedi Trichocomaceae. Jejich ndzev je odvozen od latinského penicillus,
coz v prekladu znamenda Stétec. Jejich Cesky nazev je Stétickovec nebo plisen
Stétickova. Jsou velmi rozmanitym rodem obsahujicim asi 300 druht, pricemz jsou
jednim z nejrozsahlejSich rodi teplého a mirného klimatu. Tvori velké Zlutozelené
az modrozelené sametové povlaky. Nékteré druhy - P. camemberti, P. glaucum
a P. roqueforti, jsou hojné vyuzivany pri vyrobé syri. P. chrysogenum (dtive znam
jako P. notatum) je druh produkujici antibiotika betalaktamového typu - peniciliny.
Podstatnou ¢ast rodu vSak tvori druhy, které jsou toxigenni a pro ¢lovéka ¢i jiné
Zivocichy nebezpecné. (Malif & Ostry, 2003).

Obrdzek 1: Penicillium verrucosum (Prevzato z Mycobank Database), [Cit. 2023-05-04], na WWW:
https://www.mycobank.org/page/Name%20details%20page/37124
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Obrdzek 2: Penicillium verrucosum var. Verrucosum (prevzato z Mycobank Database), [Cit. 2023-05-04],
dostupny na WWW: https://www.mycobank.org/page/Name%20details%20page/37124

V mirném a chladnéjSim klimatu se z producentii rodu Penicillium vyskytuji
druhy P. verrucosum a P. nordicum (Pickova a kol. 2020).

Penicillium verrucosum napada v severni Evropé predevSim pSenici a jeCmen
po sklizni, v dobé suSeni a skladovani. Ve vlhkych létech je nutné pouzit ucinné
metody suSeni, aby se zabranilo kontaminacim. OTA kontaminuje pSenici
pri 23,5-27,5 % vlhkosti a teploté 10-25 °C. Proto je nutné snizit vlhkost
na 17-18 %, ale ne niZe, nebot hrozi kontaminace jinymi xerofytnimi druhy (Magan
a Aldred, 2006).

2.4.2 Producenti rodu Aspergillus

Houby rodu Aspergillus se rovnéz fadi do riSe Fungi (houby), oddéleni
Ascomycota, Fadu Eurotiales a ¢eledi Trichocomaceae. Cesky nazev je kropidlak,
jelikoZ prifez rozmnozovacim organem botanikiim ptipominal kropitko. Plisné
rodu Aspergillus tvoii nadychané, vétSinou kropenaté povlaky riznych barev.

Aspergillus je z fylogenetického hlediska velmi stary rod, ktery dnes ¢ita pres 335
druhii. Dnes je znamo asi 40 druhi, které jsou patogenni pro c¢lovéka a zvitata,
pricemz za priblizné 95 % infekci odpovidaji pouze 3 druhy - A. niger, A. flavus
a A. fumigatus.

Aby nebyly uvadény pouze druhy s negativnim vlivem, existuji i takové, které
pomohly pfi izolaci novych léc¢ivych latek, jsou vyuzivany pii vyrobé
potravinaiskych produkti nebo maji potencidl pro vyuZiti v oblastech zasazenych
industridlni c¢innosti. Napf.. A. terreus produkuje lovastatin, coZ je inhibitor
3-hydroxymethylglutaryl-koenzym A reduktazy a pouzivda se prii 1écbé
hypercholesterolémie, A. orryzae pomaha pri fermentaci caje a saké (japonsky
alkoholicky napoj) a v neposledni fadé by nékteré druhy Sly pouzit pro bioremediaci
oblasti postiZenych téZbou nebo téch, kde byla skladka (Malii & Ostry, 2003,
Rodrigues, 2016 a Gomez, Fernandez & Vega, 2016).
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Obrdzek 3: Aspergillus westerdijkiae (Pfevzato z Mycobank Database) [Cit. 2023-05-04], dostupny na WWW:
https://www.mycobank.org/Basic%20names%20search
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Obrdzek 4: Aspergillus ochraceus (prevzato z Mycobank Database) [Cit. 2023-05-04], dostupny na WWW:
https://www.mycobank.org/Basic%20names%Z20search
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Vtropech a subtropech se vyskytuji druhy rodu Aspergillus, predevsim
A. carbonarius, A. ochraceus = spravné A. westerdijkiae (coZ bylo teprve nedavno
potvrzeno molekularni biologii). Dale pak A. steynii, A. lacticoffeatus, A. niger,
A. tubingensis a A. sclerotioniger (Pickova a kol., 2020), na rozdil od producentt
Penicillium, které se vyskytuji predevSim v mirném a chladnéjSim pasu.

Aspergillus sekce nigri, predevsim Aspergillus carbonarius napada hrozny vinné
révy, hlavné cervené odridy. Tento druh se bézné vyskytuje v ptidé a napada
plodiny pifedevsim v tropech a subtropech. Ukazalo se vsak, Ze jeho hladiny klesaji
cca 0 90 % pri oddélenti Cisté sStavy z maceratu, jelikoZ se OTA adsorbuje na zbytky
slupek a dalsich zbytkl z maceratu. I pies to vSak presahuje povolené limity.

Aspergillus ochraceus napada kavu a kakaové boby, které jsou vysoce
hygroskopické, coZ zvySuje riziko kontaminace pri skladovani a prepravé (Magan &
Aldred, 2006 a Favilla a kol., 2008).

2.5 Dekontaminace OTA

Vzhledem k toxicité OTA musi byt nadobi dekontaminovano. Dekontaminace je
soubor metod, postupi a prostredkli, kterymi dojde kucinnému odstranéni
kontaminantli. Déla se, aby se snizila koncentrace téchto kontaminantli na co
produkty, anebo na takovou formu slouceniny, kterou Ize 1épe zlikvidovat (Kotinsky,
2003).

2.5.1 Pouziti chlornanu sodného

Ostry V. a kol. (2021) uvadji, Ze touto metodou je degradovano vice nez 99 % OTA,
coZ bylo ovéreno testem na mutagenni aktivitu, ktery vySel negativni. Testovanym
vzorkem bylo 400 pg OTA v 500 pl ethanolu.

S touto metodou se poji také jista rizika a je nutné byt s témito riziky obeznamen.
Prvni rizika se tykaji OTA. Jak jiz bylo zminéno ve vysSich odstavcich, OTA je
potencialni karcinogen pro C¢lovéka. Musi se snim pracovat vochrannych
pomiickach, a pokud ndhodou dojde k potrisnéni latexovych rukavic roztokem OTA
v chloroformu, je potfeba je okamzité vyménit, nebot chloroform pres rukavice
pronika a doSlo by tak ke kontaktu OTA s pokoZkou. Dalsi rizika se poji s chlornanem
sodnym, ktery je velmi silné oxidac¢ni ¢inidlo, tudiZ nesmi dojit ke smiseni s jinymi
oxida¢nimi a redukénimi ¢inidly. V neposledni radé jsou rizika spojena s pouzitim
methanolu, ktery je toxicky a musi byt uskladnén v uzamykatelné skiini. Smrtelna
davka je v rozmezi 30-100 g, kdy smrt nastava po 2-3 dnech a priznaky se mohou
projevit se zpozdénim nékolika hodin aZ dnti od poziti. Pfiznaky mohou byt bolest
hlavy, ties, huceni v usich, mlhavé vidéni az slepota.

V pripadé kontaminace OTA ¢i chlornanem sodnym se prvni pomoc poskytuje
stejné jako pri jakémkoli jiném potiisnéni. VSe diikladné a dlouho omyvat vodou,
v piipadé pretrvavajicich obtizi ¢i horSich ptiznak kontaktovat Toxikologické
informacni stiredisko (TIS) nebo 1ékare.

18



Vaznéjsi je kontaminace methanolem. V pripadé zasazeni kiZe se postupuje
stejné jako v predchozim ptipadé. V pripadé poziti je nutné vypit zhruba pil litru
vody s dvéma lzickami jedlé sody (hydrogenuhli¢itan sodny) a snaZit se vyvolat
zvraceni i dlouho po dobé od poziti. Dale se poda cca 20 ml ethanolu ve formé dobré
lihoviny (ethanol ma mnohem vétsi afinitu k alkoholdehydrogenaze nez methanol).
Toto podavani je mozné opakovat do zndmek mirné opilosti a udrZovat tento stav
dokud postizeného nepiedame do péce 1ékari. V piipadé horsich priznaki ¢i poziti
vétsStho mnozZstvi je nutné kontaktovat TIS.

Roztok 400 pg OTA je degradovan ponechanim 30 minut v 10 ml 1,3% roztoku
chlornanu sodného. Je zde v§ak mozna interference chlornanu sodného se zbylymi
komponentami v odpadu, proto by se méla acinnost ovérit.

Postup provedeni dekontaminace je az na par odchylek pro vSechny typy roztoki
Ci pevnych latek stejny.

U pevnych latek musi byt nejprve odhadnuto, kolik chlornanu sodného bude
potieba. Na kazdych 400 pg OTA se prida ekvivalentni mnozstvi ethanolu (400 pl).
Poté se prida alespon dvojnasobek odhadnutého mnozstvi chlornanu, to je asi 20 ml
na 400 pg OTA. Necha se plisobit a poté se zkontroluje, zda byla degradace tispésna.
Nakonec se vSe zredi a odstrani do odpadu.

Vodné roztoky se nejprve zneutralizuji ¢i zalkalizuji, pokud je to vyzadovano,
a nasledné se postupuje stejné jako u pevnych latek.

RoztoKky s tékavymi rozpoustédly se nejprve odpari na vakuové odparce a poté se
odhadne mnozstvi OTA a prida se dostatek ethanolu. Nasledné se postupuje stejné
jako u pevnych latek.

V pripadé roztoki v dimethylsulfoxidu ¢i dimethylformamidu se nejprve prida
dvojnasobek vody, neZ jaky je objem roztoku pro dekontaminaci. Poté se trikrat
extrahuje ekvivalentnim mnozstvim dichlormethanu. Extrakty dichlormethanu se
spoji, vysu$Si bezvodym siranem sodnym, prefiltruji a promyji dalSim
dichlormethanem. Nakonec se rozpoustédlo odpari na vakuové odparce a pokracuje
se stejné jako u roztoki s tékavymi rozpoustédly.

PouZzité laboratorni sklo a ochranné pomicky se dekontaminuji piidanim
takového mnoZstvi methanolu ¢i ethananolu, které je navlh¢i. Nasledné se vlozi
do 1,3% roztoku chlornanu sodného tak, aby byly kompletné ponofeny, a roztok se
necha 30 minut plisobit. Roztok se poté naredi a zlikviduje v souladu s provoznim
radem laboratore.

.....

plocha ohranici a pouzije se ochranny odév. Kapaliny se setfou vhodnym savym
textilem, ktery se poté ponofi do pripravené lazné s 1,3% chlornanem sodnym.
ZasaZzeny autfeny povrch se pretie textilii namocenou v hydrogenuhli¢itanu
sodném, ktera se poté také ponofi do lazné s chlornanem. Nakonec se povrch polije
roztokem chlornanu, o stejné koncentraci jaka je v 1dzni, necha se plisobit minimalné
30 min, poté se setre savou textilii ata se vyhodi. V posledni radé se provede
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kontrola uUplné degradace, kdy se povrch potife adsorbentem navlhé¢enym
v methanolu, ktery se nasledné podrobi analyze.

Pri tenkovrstvé chromatografii se desky posttikaji 1,3% chlornanem sodnym,
necha se puasobit 30 minut a poté se deska oSkrabe a promyje vhodnym
rozpoustédlem pro kontrolu, zda byla degradace dspésna.

2.5.2 Dekontaminace za pouziti detergentu RBS-35 (fy Pierce)

Tento typ dekontaminace byl otestovan pro dekontaminaci laboratorniho skla,
které bylo kontaminovano 400 pg OTA. Podle Ostrého V. a kol. (2021) tato metoda
znicl 99,99 % OTA, ale vzorky po pouZiti metody nebyly testovany Amesovym
testem mutagenity.

Kontaminované sklo se ponofi do lazné 2% roztoku detergentu RBS-35 o 50 °C
anecha se v ném minimalné 30 minut. Roztok po dekontaminaci se poté zlikviduje
v souladu s provoznim fadem laboratofte.
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3 ELISA (Enzyme-Linked ImnmunoSorbent Assay)

Podle clanku na webu spolecnosti Baria (2019), je ELISA jednou z nejcastéji
pouZzivanych imunoanalytickych metod pro kvantitativni stanoveni antigent latek.
Metoda vznikla vsedmdesatych letech minulého stoleti jako nahrada
imunochemickych testli, které vyuzivaly radionuklidy pro znaceni protilatek.
Principem je specificka interakce antigenu a protilatky, pricemZ na jednom z nich je
kovalentni vazbou navazan enzym. Nejcastéji se jedna o kienové peroxidazy ci
alkalické fosfatazy. Enzym katalyzuje chemickou pfeménu substratu na barevny
produkt a produkt je poté stanoven spektofotometricky nebo na zakladé
fluorescence.

Existuje velké mnoZstvi jamkovych mikrotitracnich desticek, ale k méreni jsou
nejcastéji vyuzivany 96-jamkové mikrotitracni desticky. Na nich lze snadno
imobilizovat reagencie, coZz je velkou vyhodou této metody, nebot umoZiiuje
separaci navazaného a nenavazaného materialu.

Antigen

Antigen je latka, kterou na$ imunitni systém detekuje jako cizorodou
anebezpecnou pro nas organismus. Pokud se dostane do téla, dojde
k jeho rozpoznani a navozeni imunitni odpovédi s tvorbou protilatek. Z chemického
hlediska se jedna o proteiny (glyko- i lipoproteiny), nukleové Kkyseliny Cci
polysacharidy. Na povrchu antigenu se vyskytuji epitopy, coZ jsou malé oblasti, které
reaguji s prislusnou protilatkou.

Protilatka

Latka bilkovinné povahy patfici mezi imunoglobuliny, ktera vaze antigen. Je
produkovana B-lymfocyty jako obranna reakce imunitniho systému. Jsou trojiho
typu - monoklonalni, polyklonalni a rekombinantni. Monoklonalni protilatky jsou
namifeny proti jednomu specifickému epitopu antigenu. Polyklonalni protilatky
jsou namireny proti vice epitopiim antigenu a rekombinantni protilatky kombinuji
oba predchozi typy.

Konjugat

Jedna se o sekundarni protilatku, na niZ je navazan enzym a reaguje s primarni
protilatkou, ktera se v tuto chvili chova jako antigen (HabuStova, 2011).

Substrat

Jednd se o chemickou latku, ktera reaguje s enzymem za vzniku barevného
produktu. Pokud ale jamky neobsahuji konjugat, tak k barevné zméné nedojde.
Nejvétsi intenzitu zbarveni ma negativni roztok, tudiZ ma i nejvétsi absorbanci.
Proto je nutné pro zjiSténi koncentrace promérit kalibracni zavislost pomoci
proméreni absorbance standardnich roztoki. Vysledny komplex se méii pomoci
spektrofotometru.
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Stop (zastavovaci) roztok

Jedna se o roztok Kkyseliny, ktery zastavi enzymatickou reakci a tim dojde
ke zméné zbarveni. Tato zména je poté méritelna na spektrofotometru pri vinové
délce 450 nm.

3.1 Typy ELISA
3.1.1 Prima ELISA

Zakladni a nejjednodussi ze vSech typt. Je ¢asové i cenové nejdostupnéjsi, nebot
je pouZita jen jedna protilatka. Imobilizovany antigen na pevném povrchu reaguje
s protilatkou, ktera je znaCena enzymem. Nasledné enzym reaguje se substratem
a vznika vysledny produkt. Pro priklad: enzym reaguje s chromogennim substratem
a vznika barevny produkt, ktery se nasledné vyhodnocuje.

) 4 N 4 N
® ®
. Antigen . Enzym ° Konjugovana primarni protilatka

Obrdzek 1: Schématické zndzornéni primé ELISA: vazba antigenu na jamku (vlevo), priddni enzymem znacené
protilatky (uprostred), pridani substrdtu (vpravo).

Cela tato metoda se da shrnout do Sesti krokl. Prvnim krokem je inkubace, kdy
dochazi knavadzani antigenu na pevny povrch jamky. Poté se jamka promyje
a dochazi k druhé inkubaci, kdy se enzymaticky vazana protilatka vaze na antigen.
Nasleduje druhé promyti, kdy se odstrafiuje nenavazana protilatka. Pfedposlednim
krokem je treti inkubace, pfi niZ reaguje enzym s pridanym substratem. Poslednim
krokem je samotna detekce vzniklého produktu.

Tento typ ELISA lze vyuZit pro kvalitativni i kvantitativni stanoveni antigenu
nebo protilatky ve vzorku a dale tak lze pouZit pro mapovani epitopti. Nejc¢astéji se
pouziva pro analyzu imunitni odpovédi na antigen.

3.1.2 Neprima ELISA

Tato metoda je druhou nejcastéji vyuzivanou. V ni je kromé primarni protilatky
navic pridana sekundarni protilatka, pricemzZ oproti pifimé ELISA je s enzymem
konjugovana azZ sekundarni protilatka nikoli primarni.
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Obrdzek 2: Schématické zndzornéni neprimé ELISA. Nejprve se navdZe antigen na jamku (vlevo), poté se pridd primarni
protildtka (vlevo uprostred), ndsleduje pridani enzymem znacené sekunddrni protildtky (uprostred vpravo), priddani
substratu (vpravo).

Postup metody je v prvnich ctyifech krocich shodny s metodou piimou. Zména
nastava v patém kroku, kdy opét dochazi k inkubaci, ale tentokrat se jedna
o navazani enzymaticky znacené sekundarni protilatky. Nasleduje promyti
a odstranéni nenavazané protilatky. V predposlednim kroku je pridan substrat
a dochazi k inkubacni reakci s enzymem. Vysledny produkt je detekovan piislusnym
detektorem.

Vyhodou metody je jeji vyssi citlivost, nebot se na primarni protilatku mize vazat
vice enzymaticky znacCenych protilatek, a vyssi flexibilita, kdy se jedna znacena
sekundarni protilatka miize vazat na vice typt primarnich protilatek. Nevyhodou je
vétsi Casova narocnost, nebot je potieba dalSiho inkubac¢niho kroku. Vyuziva se
nejcastéji pro stanoveni celkové koncentrace protilatek ve vzorku.

3.1.3 Sendvicova ELISA

Pro tento typ ELISA je typické pouziti dvou protilatek, pricemz kazda je specificka
na rizné epitopy jednoho antigenu. Jedna protilatka je vazana na povrch jamky
avychytava antigen ze vzorku. Druha protilatka je enzymaticky znacena a slouZi
k detekci zachyceného antigenu.
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Obrdzek 3: Schéma sendvicového typu ELISA. Vazba zdachytné protilatky na jamku (vlevo), vazba antigenu na
protildatku (vlevo uprostred), priddni enzymem znacené protildtky (vpravo uprostred), priddani substratu (vpravo).

Nejprve dojde k inkubaci, pricemZ se jedna z protilatek vaZe na povrch jamky.
Nasleduje promyti a reakce pridaného antigenu s vazanou protilatkou. Jamka se
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promyje, prida se znacena protilatka, ktera se vaze na antigen a vytvari tzv. sendvic.
Sendvic je promyt a je k nému pridan substrat, s nimz tvoii vysledny produkt, ktery
je detekovan.

Sendvicova ELISA miZe existovat ve dvou formach a to jako prim3, kdy je
enzymem znacena pouze primarni protilatka, nebo jako neprima, kdy je znacena az
sekundarni protilatka.

Tati metoda je nejcitlivéjsi ze vSech typli. Také je vysoce specificka, jelikoZ se
uzivaji dvé protilatky a nikoli pouze jedna. Jeji vyuziti spociva v analyze
komplexnich vzorki bez nutnosti naro¢né purifikace.

3.1.4 Kompetitivni ELISA

Na tento typ ELISA mize byt pfeménén kterykoli z ptedchozich typi. Principem
metody je kompetice antigenu a referen¢niho antigenu o vazebné misto na primarni
protilatce. Referencni antigen je imobilizovan v jamce, poté je vzorek smichan
s protilatkou a nasledné pridan k referen¢nimu antigenu. Antigeny spolu soupefi
o misto na protilatce, neZ se ustali rovnovaha. Poté je cely vzorek promyt a dale se
postupuje jako v predchozich typech.
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Obrdzek 4: Schematicky zndzornénd kompetitivni nepfima ELISA. Vazba referencniho antigenu (vlevo), pfiddni smési
antigenu vzorku s primdrni protildtkou (vlevo uprostred), priddni enzymem znacené sekunddrni protildtky (vpravo
uprostred), pridani substratu (vpravo).

JelikoZ metoda existuje v kombinaci s vySe uvedenymi typy, tak je postup témeér
totozny jako u predchozich typi. Vyjimkou je krok tfi, kdy je nutnd preinkubace,
jelikoz se v tomto kroku micha antigen vzorku s primarni protilatkou. Smés je poté
pfidana do jamky Kk referenénimu antigenu a zbyly postup je proveden podle
vybrané metody.

U této metody neni potieba purifikace a redéni, a proto jsou pouzivany surové
vzorky. VyuZiva se pro stanoveni antigenu s jednou protilatkou, kdy je antigen prilis
maly pro dvé protilatky. Dale se vyuziva pro méreni koncentrace antigenu ve
smésich, kdy se neznamy vzorek porovnava s podobnymi vzorky, které maji znamé
antigeny.
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4 Vzorky

Jelita se radi mezi masné vyrobky a jsou vyrabéna predevsim ve stiedni Evropé.
Postup, ackoli je rlizny vyrobce od vyrobce, musi obsahovat stejné hlavni
komponenty a tento postup je v nezménéné podobé znam vice nez 110 let.

Hlavni €ast surovin pro vyrobu je ziskana pri zabijacce, at uz domaci, ktera
probiha nejcastéji v inoru, nebo v béZné vyrobé. Jedna se o veprovou krev a méné
hodnotné vepiové maso (hlava s lalokem, slezina, srdce, jatra, blicek, plice, klize).

Dal$imi surovinami jsou kroupy - zrna obilovin zbavena obalii, nebo Zemle, zaleZi
na typu jelit. Dale se prida tucny vyvar ziskany ze zabijackové polévky, sadlo,
Skvarky a koteni - majoranka, pepf, siil, kmin, nové koteni, ¢esnek a cibule. Cela tato
smés se poradné promichd, poté se naplni do veprového strivka, zauzluje na koncich
a celé strivko se povari, aby se krev uvarila.

4.1 Chemikalie, pouzity material a pristroje
4.1.1 Chemikalie

e Chloroform, HiPerSolv. CHROMANORM for HPLC, 2,5 I, VWR, katalog.
¢. 83626.320 (CHCl3)

e Dichlormethan, HiPerSolv. CHROMANORM for HPLC, 2,5 1, VWR, katalog.
¢.23373.320 (CH2Cl2)

e Hydrogenuhlic¢itan sodny (NaHCO3)

e Kyselina chlorovodikova (HCI)

e Methanol (CH30H)

e Chlornan sodny (NaClO)

e Ultracista voda ze zarizeni Milli Q plus, Millipore

4.1.2 Roztoky

e roztok Kyseliny chlorovodikové o molarni koncentraci 1 mol-dm-3
o Do 250ml odmérné batiky bylo napipetovano 7,73 ml 35% HCl a po
rysku bylo doplnéno ultracistou vodou Milli Q plus.
e hydrogenuhlic¢itanovy pufr o pH 8,1 o molarni koncentraci 0,13 mol-dm-3
o Vkadince byla rozpusténa navazka hydrogenuhlic¢itanu sodného,
ktera je 10,92 g. Nasledné byla kvantitativné prevedena do 1 000ml
banky a doplnéna ultracistou vodou Milli Q plus po rysku.
e 10% roztok chlornanu sodného

4.1.3 Pouzity material a laboratorni vybaveni

» centrifugacni nadobky

» mikropipety s proménnym objemem 20-200 pl a 200-1000 pl
» Spicky na pipety

» ependorfky

» kadinka
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» odmérné valce

» filtra¢ni papiry 150 mm pro kvalitativni analyzu KA 2-M, Papirny Pernstejn
» nalevky

» Pasteurovy pipety (kapatka)

» laboratorni sklo

4,

1.4 Pristrojové vybaveni

Spektrofotometr Epoch BioTek

Promyvacka BioTek ELx50

Laboratorni centrifuga MPW - 351e

Trepacka ReaxMulti

Analytické vahy KERN EW PCB 2000

Mrazici box Vestfrost SE 325

Inteligentni digestoi MERCI N s odtahem

Ultra-Turrax Janke&Kunkel IKA-WERK TP 18/10 170W 20000 RPM 220V

4.1.5 ELISA souprava - RIDASCREEN Ochratoxin A 30/15

O O O O 0O O O O

Sada obsahovala:

»  Mikrotitra¢ni desticku s 96 jamkami pokrytymi protilatkami proti OTA

» 6 standardl s OTA o objemu 1,3 ml a o koncentracich 0, 50, 100, 300, 900, 1800
ppt

» Konjugat o objemu 0,7 ml

» Konjugatovy pufr o objemu 7 ml

»  Substrat/chromogen o objemu 10 ml

= Stop roztok o objemu 14 ml

*  Promyvaci solny roztok Tween k rozpusténi soli

Sada byla skladovana pfti teploté 2-8 °C a ve tmé. OTA a roztok chromogen
substrat jsou citlivé na svétlo. Nutnosti je pouZiti rukavic, protoZe jamky obsahuji
OTA (jeho toxicita byla zminéna vySe). Dekontaminace pouZitého sklenéného
nadobi byla provedena ptes noc pomoci 10% roztoku chlornanu sodného.

4.2 Odbér a skladovani vzorki

Ve Ctrnacti méstech (Hradec Kralové, Jicin, Dvir Kralové, Méstec Kralové,
Jaromér, Pardubice, Praha, Horice, Nova Paka, Novy Bydzov, Chotovice, Zehun,
Smirice, Trebechovice pod Orebem), predevsim Kralovéhradeckého kraje, bylo
nakoupeno 100 vzork jelit ¢i prejt riaznych znacek a dodavateld, pricemz vSechny
byly vyrobeny v Ceské republice.

Jelita byla radné oznacena, zabalena do polyethylenového sacku a uloZena do
mrazictho boxu o teploté -25 °C. Pred pouzitim byly nejprve kondiciovany na
laboratorni teplotu.

JelikoZ jelito ¢i prejt neni homogenni smés, bylo potreba jelita nejprve
zhomogenizovat, a teprve poté znich odebirat vzorky. Homogenizace byla
provedena pomoci zarizeni Ultra-Turrax, kterym byli rozmixovany
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a zhomogenizovany predem nakrajené vzorky jelit. Z takto pripraveného vzorku
bylo odebrano laboratorni 1zickou navazku 5 g, pricemz 1Zicka i miska, pouZité pro
vzorek, byly nasledné omyty methanolem, aby nedoslo ke kontaminaci vzorkd.

Triplety se vzorky byly také radné oznaceny, zabaleny do PE sacku a nasledné
uskladnény v mrazicim boxu.

Obrdzek 5: Vzorek syrovych jelit Obrdzek 6: Zhomogenizovany vzorek

Obrdzek 7: Ocislované prazdné triplety pripravené pro naplnéni

Obrdzek 8: Homogenizator Ultra-Turrax, pomoci néjZ byly vzorky zhomogenizovdny.

4.3 Priprava vzorku
Piiprava vzorki probihala podle navodu priloZeného v ELISA sadé.

Zpredem odebranych a wuskladnénych vzorkii byly odebrany 2 g
do polypropylenové nadobky. K nim bylo pridano 5 ml kyseliny chlorovodikové. Po
dobu péti minut byla smés intenzivné protiepavana na tiepacce ReaxMulti. Pro
eliminovani rizika hromadéni plynu uvnitt nadobky byla nadobka nejprve
protrepana v ruce a plyn byl odpustén, nacez byla nadobka znovu pevné uzaviena.
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Obrdzek 13: Trepdni vzorkd s HCI na tfepacce ReaxMulti

Naslednym krokem bylo pridani 10 ml dichlormethanu a protiepavani po dobu
15 minut na tfepacce ReaxMulti. Nadobky byly umistény na dobu 15 minut do
centrifugy s rychlosti 3 500 otaCek za minutu. Nasledné byla pomoci Pasteurovy
pipety opatrné odpipetovana vodna horni vrstva, aZ v nddobce zistal jen kolac
vzorku a spodni dichlormethanova vrstva. Zbytek po odpipetovani byl zfiltrovan
pres filtra¢ni papir.

Obrdzek 14: Vzorky v centrifuze Obrdzek 15: Zcentrifugované vzorky se tremi viditelnymi
vrstvami
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Obrdzek 16: Filtracni aparatura s oddélenym kold¢em vzorku a organickou fdzi jako filtratem

K filtratu, kterym byla dichlormethanova vrstva, bylo do nové nadobky pfidano
ekvivalentni mnoZstvi hydrogenuhli¢itanového pufru a nddobka byla protrepana na
tifepacce 15 minut. Nasledné byla nddobka umisténa na dobu 15 minut do centrifugy
pti 3 500 otackach za minutu. Z takto upraveného vzorku bylo odebrano 100 pl
vodné faze do ependorfky a k ni bylo ptfidano 400 pl hydrogenuhlic¢itanového pufru.

Obrdzek 17: Konecny vzorek, ktery byl pouZit pro ELISA

4.4 Postup a stanoveni pomoci ELISA

Pro stanoveni OTA byla pouzita sada RIDASCREEN. Ta umozZnuje ziskat presnou
koncentraci v jednotkach pg-kgl. Postup prace zahrnuje pripravu konjugatu,
pripravu promyvaciho pufru, ktery se vyuzije pii promyvani. Po pfipravé nasleduje
samotné pipetovani standardi a vzorkid, pipetovani Kkonjugatu, inkubace
a pipetovani chromogen substratu a STOP substratu. Nakonec se vyhodnoti
koncentrace pomoci ELISA readeru (RIDASCREEN, 2018). Cely tento proces je
totoZny s postupem pro kompetetivni ELISA metodu.
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Pro promyvani byla pouZita automatickd promyvacka BioTek ELx50, ptricemz
cely pracovni postup byl proveden podle uzivatelské prirucky dodavané
s pristrojem. Jako ELISA reader byl pouZit spektrofotometr Epoch BioTek. Pro
samotnou analyzu byly pouZity vzorky, které byly predem vyndany zlednice
a vytemperovany na laboratorni teplotu.

1. Priprava konjugatu

Konjugat je obsaZen v cervené oznacené lahvicce. Pro jeho pouZziti musi byt
nejprve naredén do zkumavky v poméru 1:11 zred'ovacim pufrem pro konjugat
(oboji je soucasti sady). Mnozstvi se pouzije podle toho, kolik bude méreno vzorkd.
Naptiklad 2 ml pufru a 200 pl konjugatu vystac¢i na stanoventi 4 stripli (= 32 jamek).

2. Pipetovani standardii a vzorki

Do drZdku na stripy se umisti pozadovany pocet stripli. Pro kazdy standard
avzorek je nutné mit vlastni jamku. Podle predem vytvoreného schématu
(Tabulka 1) se poté pipetuji standardy a vzorky. Do jamky je odpipetovano 50 pl
standardu ¢i vzorku. Pro kazdou jamku je nutné pouZit novou pipetovaci Spicku, aby
nedoslo ke vzdjemné kontaminaci vzorki. Standardy jsou dodané v Sesti lahvi¢kach
o koncentracich 0, 50, 100, 300, 900, 1800 ppt.

1 2 3 4 5 6
A Standard 0 Vzorek 3 | Vzorek 11 Std. 0 Vzorek 21 | Vzorek 29
B | Standard 50 Vzorek 4 | Vzorek 12 Std. 50 Vzorek 22 | Vzorek 30
C | Standard 100 | Vzorek5 | Vzorek13 | Std.100 | Vzorek23 | Vzorek 31
D | Standard 300 | Vzorek6 | Vzorek14 | Std.300 | Vzorek 24 | Vzorek 32
E | Standard 900 | Vzorek7 | Vzorek15 | Std.900 | Vzorek 25 | Vzorek 33
F | Standard 1800 | Vzorek8 | Vzorek 16 | Std. 1800 | Vzorek 26 | Vzorek 34
G Vzorek 1 Vzorek 9 | Vzorek 17 | Vzorek 19 | Vzorek 27 | Vzorek 35
H Vzorek 2 Vzorek 10 | Vzorek 18 | Vzorek 20 | Vzorek 28 | Vzorek 36

Tabulka 1: Schéma standardil a vzorki na mikrotitracni desticce

Pii poslednim méreni byly do poledniho Sestého stripu umistény dva slepé
vzorky a Sest spiked vzorki - dva byly pti 250 ppt, dalsi pti 500 ppt, 1000 ppt, 1500

ppta 2000 ppt.
1 2 3 4 5 6
A Std. 0 Vzorek 75 | Vzorek 83 Std. 0 Vzorek 93 Slepy vzorek 1
B Std. 50 | Vzorek 76 | Vzorek 84 | Std.50 Vzorek 94 Slepy vzorek 2
C| Std.100 | Vzorek77 | Vzorek85 | Std.100 | Vzorek 95 | Spiked 250 pptA
D| Std.300 | Vzorek78 | Vzorek86 | Std.300 | Vzorek96 | Spiked 250 pptB
E | Std.900 | Vzorek79 | Vzorek87 | Std. 900 | Vzorek 97 Spiked 500 ppt
F | Std. 1800 | Vzorek 80 | Vzorek 88 | Std. 1800 | Vzorek98 | Spiked 1000 ppt
G | Vzorek 73 | Vzorek 81 | Vzorek 89 | Vzorek 91 | Vzorek99 | Spiked 1500 ppt
H | Vzorek 74 | Vzorek 82 | Vzorek 90 | Vzorek 92 | Vzorek 100 | Spiked 2000 ppt

Tabulka 2: Schéma standardii a vzorkii se slepymi a spiked vzorky na mikrotitracni

desticce
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3. Pridani konjugatu a inkubace

Do kazdé jamky bylo napipetovdno 50 pl naredéného konjugatu. Po pridani
konjugdtu do vSech jamek byl obsah vnich promichdn opatrnym krouzivym
pohybem desticky na podloZce. Ramecek se stripy byl ndsledné umistén do temna
pti pokojové teploté a ponechan zde 30 minut k inkubaci.

4. Priprava promyvaciho roztoku a faze promyvani

Sil promyvaciho pufru PBS-tween byla soucasti baleni, jen bylo nutné ji rozpustit
a pripravit z ni roztok. Stil byla rozpusténa v litru destilované vody a poté byla
prelita do nddoby u promyvacky. V piipadé, Ze by roztok nebyl cely spotfebovan, je
moZné jej uchovavat v chladnic¢ce 4-6 tydni pri teploté 2-8 °C.

Na pracovni plochu byla nachystana bunicita vata nebo filtra¢ni papir, na niz
po 30 minutdch byly rychlym pohybem dnem vzhiiru vyprazdnény inkubované
stripy. Takto obracené se nechaji, aby se poradné vysusily. Nasledné byly umistény
do automatické promyvacky, kde byly 3x promyty promyvacim roztokem.
Po promyvani byly opét pretoCeny dnem vzhiiru na bunicité vaté ¢i filtra¢nim
papire, aby mohl odtéci prebytecny promyvaci roztok.

ELx50

Obrdzek 18: Automatickd promyvacka BioTek ELx50
5. Pipetovani chromogen substratu

Do promytych stripi byl pipetovan chromogen substrat o objemu 100 pl, ktery se
nachazel v hnédé oznacené lahvicce. Rdmecek s jamkami byl nasledné krouzivym
pohybem po podloZce promichan a uloZen do tmy pfti laboratorni teploté, kde se
nechal 15 minut inkubovat.
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Obrdzek 19: Vzorek po inkubaci s chromogen substrdatem
6. Pipetovani STOP roztoku

Do inkubovanych stripii byl napipetovan STOP roztok o objemu 100 pl. Nachazel
se ve Zluté oznacené lahvicce. Po jeho napipetovani doslo k barevné zméné z modré
na Zlutou.

Obrdzek 20: Zména zbarveni po priddni STOP roztoku

7. Vyhodnoceni pomoci ELISA readeru

K vyhodnoceni byl pouzit ELISA reader, presnéji spektrofotometr Epoch BioTek.
Na tomto spektrofotometru bylo mozné mérit vzorky pti vinové délce 450 nm
a koncentraci vjednotkdch ng-kg! (ppt) nebo pg-kgl (ppb) a to az 30 minut
po pridani STOP roztoku. Spektrofotometr je zdroven propojen s pocitacem,
do kterého byly zaznamenany vysledky méreni pomoci softwarového programu
Gen 5. Do programu se zada pocet a umisténi vzorkii na mikrotitracni destic¢ce

v v/

a pristroj vysledky sam zmér{ v odpovidajici koncentraci v ng-kg-1.
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5 Vysledky

Standardni vzorky byly méreny pro kalibraci pristroje ELISA. Pro stanoveni
ochratoxinu A byly pouzity standardy o koncentraci 0, 50, 100, 300, 900, 1800 ppt
z testovaci sady. Jejich absorbance byly zméreny pii vinové délce 450 nm
(Tabulka 3) a nasledné znich byla ziskana kalibrac¢ni kfivka, coZ je zavislost

koncentrace na absorbanci (Graf 1).

Koncentrace standard( (ppt) Absorbance
Standard O 2,951
Standard 50 2,693
Standard 100 2,261
Standard 300 1,648
Standard 900 1,270
Standard 1800 1,146

Tabulka 3: Koncentrace standardti a jejich absorbance pti 450 nm

Kalibracni kfivka pro OTA

y =-0,437In(x) + 4,2966
3,000 693

°
2,500 | 2,261
..
2,000 =
1500 & e 1,270

1,000 1

Absorbance standardt
e

0,500

0,000
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

Koncentrace standardd (ng/kg)

Graf 1: Vysledky méreni standardii pomoci ELISA pri 450 nm

Méreni kazdého ramecku bylo provedeno 3x (tzn. v tripletu) a zjednotlivych
hodnot byly vytvoreny priiméry, které jsou uvedeny v tabulce a byly pouzity pro
kalibra¢ni krivku. Vyrobce v manualu pro ELISA metodu uvadi parametry pro 100%

vytéznost, pricemz specifita k OTA je také 100%.

Z koncentraci vzorkli byl vypocitin aritmeticky primér, median, rozsah
a smérodatna odchylka. Pro aritmeticky priimér, medidn a smérodatnou odchylku
byly pouzity pouze koncentrace pozitivnich vzorkid. Tyto hodnoty jsou uvedeny

v Tabulce 4.
Aritmeticky primér 5,0
Median 4,8
Rozsah <L0D; 10,3
Smérodatna odchylka 1,3

Tabulka 4: Statistika vzorki
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Mez detekce (LOD = limit of detection) pro cerealie a krmiva je dle vyrobce
1,25 ppb (ng-kg?).

Z celkovych 100 vzorka jelit a prejti jich bylo 35 (35 %) pozitivnich. Tyto vzorky
prekrocily detekéni mez danou vyrobcem a jejich vysledné koncentrace jsou
zapsany v Tabulce 5.

Nazev vzorku Cislo vzorku | Koncentrace OTA v (ug-kg1)
Jelitka 3 3,9
Jelitka prelaCena 5 4,0
Jelitka 8 3,5
Jelitka 10 4,6
Jelitka Zemlova 11 4,4
Jelitka kroupova 18 4,9
Jelita 19 3,9
Jelitka 20 4,9
Prejt jelitkovy 21 3,8
Zemlové jelito 27 6,8
Jelitkovy prejt 28 5,8
Prejt jelitkovy - bez lepku 29 6,4
Jelitka Spejlovana 30 3,8
Jelitka bez lepku 31 4,4
Jelitka bez lepku 32 3,8
Jelitka prelacena 35 6,2
Jelitka Spejlovana 36 59
Jelitkovy prejt 73 3,9
Kroupak 74 4,6
Jelitka 75 4,2
Jelita kroupovana 79 4,2
Kroupy varené 80 4,9
Jelitka Spejlovana 81 4,8
Jelitka bez lepku 82 5,4
Jelitkovy prejt bez lepku 83 5,1
Jelitka 84 4,9
Jelitkovy prejt 89 4,4
Kroupova jelitka 90 4,9
Jelitkovy prejt 91 5,3
Jelita Spejlovana 92 5,9
Jelitkovy prejt 93 7,8
Jelitkovy prejt 94 4,2
Jelitkovy prejt 98 5,2
Kroupova jelita 99 4,7
Jelita 100 10,3

Tabulka 5: Konecné koncentrace OTA v pozitivnich vzorcich
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Diskuze

Vzorky jelit a prejti byly analyzovany za pouZiti testovaci sady RIDASCREEN.
Hypotéza predpokladala vyrazné vyssi mnozstvi ochratoxinu A ve vzorcich, nez jaké
byly redlné namérené hodnoty metodou ELISA. Ve skutecnosti mohl byt vysledek
zplisoben nedostatecnou citlivosti metody k velmi malym mnoZstvim OTA.

Narizeni komise EU 2022/1370, které méni staré narizeni komise EU
¢.1881/2006 ohledné obsahu OTA v potravinach, udavd hodnoty OTA a dalSich
mykotoxinl v potravinach. BohuZel tyto hodnoty nejsou stanoveny pro maso,
vnitinosti a masné vyrobky, coZ jsou potraviny, které mohou obsahovat nejvice
OTA. Tato oblast regulace by se dala upravit narodni legislativou, bohuzel ve vétsiné
zemi chybi. Vyjimkami jsou Dansko, Estonsko, Rumunsko a Slovensko, které alespoi
reguluji mnozstvi OTA v mase a vnitinostech. Jedina Italie prijala omezeni mnozZstvi
OTA, které plati pouze pro veprové maso a jeho vyrobky, jelikoZ pravé veprové je na
OTA nejvice citlivé (Narizeni komise EU 2022 /1370; Pleadin a kol., 2021).

Markov a kol. (2013) zkoumali mykotoxiny v 90 vzorcich masnych produktii
zakoupenych na chorvatském trhu. Mykotoxiny byly nalezeny v 64,44 % vsSech
vzorkl, pricemz dominantni byl pravé OTA. Podobnou studii délal i Pleadin a kol.
(2015), kde zakoupili 410 vzorkl masnych vyrobki. Vzorky fermentovanych parkt
mély koncentraci OTA vrozmezi 0,95-5,10 pg-kgl a vzorky varenych parki
1,12-3,13 pg-kg.

Altafini a kol. (2018) testovali 172 saldmii nakoupenych ve ctyrech italskych
provinciich. Zjistili, Ze 22 vzorkd bylo pozitivnich na OTA, pricemz 3 z téchto
pozitivnich vzorkd prekrocily 1 pg-kg?, coZ je mez pro obsah OTA v masnych
vyrobcich stanovena italskym ministerstvem zdravotnictvi.

Na ¢inském trhu provedli vyzkum OTA v klobdsach Zhao a kol. (2015), kteri
zjistili, Ze v 10 % vzorkd byl nalezen OTA v koncentraci do 0,5 pg-kgL.

Rodrigues a kol. (2019) provedli vyzkum v Portugalsku, kde v 40 % vzorkl
Cerstvého veprového masa byl detekovan OTA, ale pod hranici kvantifikace
(0,9 pg-kg1). Naopak ¢im déle se nechaly vzorky dozrat, tim vice OTA bylo nalezeno.
Byl nalezen ve 29 % vsech vzorki veptrového, z nichZ 21 % bylo kontaminovano nad

1 pg-kg1
Pietruszka a kol. (2017) ve své studii zkoumali 430 vzorki tkani, pficemz 101

z nich bylo kontaminovano OTA. Z téchto 101 pozitivnich vzork jich 7 prekrocilo
mez stanovenou v Polsku na 5 pg-kg-1.

Pokud by bylo aplikovano italské omezeni pro OTA na naSe pozitivni vzorky, tak
by vSechny vzorky prekrocily tuto stanovenou mez. Posledni vzorek by ji prekrocil
dokonce desetinasobné.
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Zaver
Jelita a pripadné i jiné masné vyrobky mohou predstavovat pomérné vyznamny
zdroj expozice OTA. Jsou to potraviny, které se v nékterych oblastech ji témér denné.

Vjelitech i jinych masnych vyrobcich neni maso jedinym zdrojem. DalSim
zdrojem OTA v nich mtze byt i koreni, pripadné kroupy, které pochazeji z obilovin.
Produkty jsou Casto dovazZené i z jinych statti, ve kterych mohou platit jiné povolené
hodnoty a je dtilezité kontrolovat jejich kvalitu, ale samoziejmé i kvalitu doméacich
produktl. Tato kontrola je ¢asteCné znemoZnéna pravé chybéjici legislativou, jak
narodni, tak evropskou. Ddle by byla vhodna kontrola uskladnéni vyrobki i krmiv,
kterd jsou urcena prasatiim a jinym zviratiim, jelikoz Spatnym skladovanim muiZou
vyrist na krmivu toxigenni plisné a ty se nasledné pozienim dostanou do masa, krve
a organi zvirat, ¢imZ se po porazce a zpracovani mohou dostat az ke spotiebiteliim,
coz muZe v nejhorsich ptipadech vyvolat mykotoxikdzy.

Bylo analyzovano 100 vzorkd jelit pomoci imunochemické metody ELISA.
V nékterych z téchto vzorkd byly zjistény pozitivni koncentrace OTA. Z tohoto
divodu je duleZité se zabyvat obsahem OTA v téchto potravinach a to modernéjSimi
fazeni do kategorie 2B: potencidlni karcinogen by bylo vhodné zavést alespon
narodni omezeni obsahu OTA v téchto vyrobcich.
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