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Anotace

ZNAMINKOVA E., 2015: Mykotoxiny ochratoxiny a jejich toxicita. P¥irodovédecka

fakulta Univerzity Hradec Kralové, 35 s. Bakalaiska prace.

Ochratoxiny patii mezi nejzavaznéjsi sekundarni toxické metabolity produkované
nékolika druhy vlaknitych mikroskopickych hub a to predevSim druhy rodu
Penicillium a Aspergillus. NejvyznamnéjSim a nejrozsirenéjSim mykotoxinem této
skupiny je ochratoxin A (OTA), ktery vykazuje akutni a chronickou toxicitu a tim
predstavuje velké riziko pro zdravi lidi a zvirat. OTA je vSudypritomny, prirozené se
vyskytujici mykotoxin, u kterého byly prokazany znacné toxické ucinky, jako jsou
nefrotoxicita, teratogenita, hepatotoxicita, neurotoxicita, imunotoxicita, genotoxicita a
karcinogenita (karcinogen skupiny 2B). OTA je vyznamny prirodni mykotoxin
kontaminujici suroviny, potraviny a krmiva, ¢imz dochazi ke zna¢nym ekonomickym
ztratam. Ke kontaminaci miize dochazet jiz pri zrani kulturnich plodin, které se dale
zpracovavaji (primarni kontaminace) nebo pri prepravé a nasledném skladovani
(sekundarni kontaminace). OTA se vyskytuje v potravinach zZivocisného (vejce, ryby,
driibez a mléko), ale predevsim rostlinného ptivodu jako jsou kakaové boby, kavova
zrna, mouka, obiloviny, arasidy, suSené ovoce.

Cilem bakalarské prace je zpracovani teoretické reSerSe na téma mykotoxiny

ochratoxiny a jejich toxicita.
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Annotation

ZNAMINKOVA E., 2015: Mycotoxins, ochratoxins and toxicity. Faculty of Science

University of Hradec Kralové, 35p. Bachelor thesis.

Ochratoxins belong to the most important secondary toxic metabolites which are
produced by a few kinds of microscopic fungi, namely by Penicillium and Aspergillus.
The most significant and the most widespread mycotoxin from this group is
ochratoxin A (OTA) which shows acute and chronical toxicity and thus it represents
big threat from human and animal health. OTA is an omnipresent mycotoxin whose
presence is natural and which is proved to have significant toxic effects such as
nefrotoxicity, teratogenity, hepatoxicity, neurotoxicity, imunotoxicity, genotoxicity
and carcinogenity (carcinogen 2B). OTA is a significant natural mycotoxin which
contaminates resources, food and feed which results in big economical loses.
Contamination can occur while ripening cultural food which are further processed
(primary contamination) or while it is transported and then stored (secondary
contamination). OTA occurs both in animal products (eggs, fish, poultry and milk) and
mainly vegetable foods such as cocoa beans, coffee beans, flour, grains, peanuts and
dried fruit.

The aim of the bachelor thesis is to proces theoretical researches about

mycotoxins, ochratoxins and their toxicity.
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Terminologicky slovnik

aberace

odchylka
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enzymurie pritomnost enzymii v moci
epitel =epitelova tkan, kryci tkan

etiologické agens

pric¢ina onemocnéni

fungicidni

nicici parazitni houby a plisné

gastrointestinalni trakt

travici soustava

genotoxicita

schopnost chemickych latek projevovat nepriznivé ucinky

na geneticky material

glykosidy

derivaty sacharidt




hepatocyt

jaterni bunka

hepatom maligni nador jater

hepatoxicita schopnost chemickych latek projevovat nepriznivé ucinky
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1 Uvod

Mykotoxiny jsou vyznamnymi kontaminanty potravin a krmiv. V soucasnosti
zndme vice neZ 400 mykotoxind. Tyto toxiny ve velké mire negativné ovliviiuji
nezavadnost mnoha komodit a tim také prispivaji k ekonomickym ztratdm v mnoha
zemich po celém svété a navic mnohé z nich vykazuji vyznamnou toxicitu (Bennet &
Klich, 2003).

Cilem bakalarské prace je zpracovani teoretické reSerSe na téma mykotoxiny
ochratoxiny a jejich toxicita. Ochratoxiny patii mezi nejzavaznéjsi sekundarni toxické
metabolity produkované nékolika druhy vlaknitych mikroskopickych hub a to
predevSim druhy rodu Penicillium a Aspergillus. NejvyznamnéjSim zastupcem této
skupiny je ochratoxin A (OTA), ktery vykazuje akutni a chronickou toxicitu a tim
predstavuje velké riziko pro zdravi lidi a zvirat. Mezi prokazané toxické ucinky patti
genotoxicita, mutagenita, embryotoxicita, reprotoxicita, nefrotoxicita, teratogenita,
imunotoxicita, hepatotoxicita, neurotoxicita, ale také karcinogenita (mozny lidsky
karcinogen skupiny 2B) (Malirt et al, 2013).

Ke kontaminaci mize dochazet jiz pri zrani kulturnich plodin, které se dale
zpracovavaji, nebo pri prepravé a nasledném skladovani, coz vede k jeho produkci.
OTA se vyskytuje v potravinach zivocisného (vejce, veprové maso a vnitinosti, driibeZ
a mléko), ale predevsim rostlinného pivodu, jako jsou kakaové boby, kavova zrna,
mouka, obiloviny, arasidy, susené ovoce (Malir et al,, 2013).

Je zndmo také mnoho druhti metabolitii, které vykazuji rizné toxické ucinky. OTC,
ktery je stejné toxicky jako OTA, ovSem vyskytuje se v mensi mire. Dale OTB, ktery
vznika ztratou chloru, vykazuje nizsi toxické ucinky oproti OTA. Naopak chinonové
formy (OTQ/OTHQ) a oteviené laktonové formy jsou dokonce toxictéjsi nez OTA (Wu
etal,2011).

BohuZel neni mozné tyto toxiny trvale odstranit z potravniho retézce, a proto je
velice diilezité provadét pravidelny monitoring jejich vyskytu a dohliZet na jejich

kontrolu a regulaci s cilem prevence (Malit et al, 2013).
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1.1 Historie mykotoxinu

Nazev mykotoxin vznikl spojenim feckého slova ,myces-mykos“ (houba) a
latinského slova ,toxicum* (jed) (Turnet et al., 2009). V novodobych déjinach byly
mykotoxiny, konkrétné Aspergillus flavus toxins (aflatoxiny), které v Anglii
kontaminovaly moucku X-Rosetti, na bazi podzemnice olejné, pricinou thynu zhruba
100 000 krit, urcenych na vanoc¢ni trh (Zain, 2011).

Kontaminace potravin a krmiv, a s tim spojené nakazy lidi a zvirat, jsou znamy jiz
od nepaméti, od doby, kdy clovék zacal obdélavat zemédélskou ptudu. V prvni
poloviné 20. stoleti byly na uzemi byvalého SSSR zkoumany vzorky obili, které byly
napadeny plisnémi rodu Fusarium. Velka ¢ast vyzkumi v tomto obdobi se soustredila
spiSe na bakterialni ptivod téchto onemocnéni a informace o toxicité obilovin byly ve
velké mire odmitany. Kvelkému zajmu o vyzkum mikroskopickych hub a jimi
produkovanych mykotoxinti doSlo az po 2. svétové valce, zejména po objevu
aflatoxint. Ve 40. letech 20. stoleti byl objeven Penicilin, coz vedlo k vyznamnému
pokroku ve zkoumadni vlaknitych mikroskopickych hub. Rozvoj biotechnologii vedl
kvyuziti rlznych houbovych organismi kvyrobé 1éks, vitamini, enzymd,
organickych kyselin a fermentovanych potravin. V soucasné dobé nasly své vyuziti
dokonce i jako herbicidni prostiredky vyuZivané v zemédélstvi (Simfinek, 2000).

K zahajeni vyzkumu myKkotoxint v tehdej$i CSSR doslo koncem 60. let na Lékatské
fakulté UJEP v Brné, pod vedenim doc. RNDr. Miroslava Polstera, CSc. Mezi dalsi
vyznamna centra voblasti veterinarni toxikologie pro studium a vyzkum
veterinarnich mykotoxikéz a diagnostiku mykotoxini mtiZeme uvést tehdejsi VS
veterinarni v Brné (nyni Veterinarni a Farmaceuticka universita Brno). Toto
pracovité je spojovano predevsim se jmény Piskac, Mertlik, Ruprich a Zapletal. Od 80.
let se vyzkumem toxinogennich mikromycet a mykotoxinti v potravinovych tetézcich
zabyvaji pracovnici Narodniho referen¢niho centra pro mikroskopické houby a jejich
toxiny v Centru hygieny potravinovych retézcli v Brné a ve Statnim zdravotnim

tistavu v Praze (Ostry, Ruprich, Skarkova) (Malif & Ostry, 2003).
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Dale nesmime opomenout pracovniky NRL pro biomarkery mykotoxini a
mykotoxiny v potravindch pii Krajské hygienické stanici v Hradci Kralové, pozdéji
Zdravotnim ustavu v Hradci Kralové (Malif, Roubal, Severa) a v neposledni radé je
tfeba pripomenout Ivanu Dvorackovou z Fingerlandova patologicko-anatomického
ustavu ve Fakultni nemocnici v Hradci Kralové, za jeji naprosto mimoiadny
celosvétovy piinos v oblasti aflatoxint na lidského zdravi. 1 pres to, Ze v souCasné
dobé je znamo vice neZ 400 mykotoxint, nadale jsou objevovany a charakterizovany
dalsi skupiny téchto toxint. Toxikologické vyzkumy vlaknitych mikroskopickych hub

a jejich mykotoxinti nejsou ukoncené a i nadale probihaji (Malir & Ostry, 2003).

1.2 Charakteristika mykotoxint

Mykotoxiny jsou sekundarni toxické metabolity produkované mikroskopickymi
vlaknitymi houbami (mikromycety-plisnémi). Zatimco vSechny mykotoxiny jsou
houbovitého plivodu, ne vSechny toxické latky produkované mikroskopickymi
houbami jsou nazyvany mykotoxiny. Rozhodujicim je cil a koncentrace daného
metabolitu. Produkty plisni, které jsou toxické predevsim pro bakterie, mnohdy patri
do skupiny antibiotik. Houbové produkty, které jsou toxické pro rostliny, nazyvame
fytotoxiny (Bennet & Klich, 2003).

Mykotoxiny patii mezi vyznamné naturdlni toxiny, projevujici své toxické ucinky
na lidskou i zvireci populaci jiz ve velmi nizkych koncentracich (Bennet & Klich,
2003).

Toxické piisobeni mykotoxinli na lidské a zvireci zdravi je zavislé na mnoha
riznych faktorech, predevsim na toxicité mykotoxini a dale na rozsahu expozice,
stari jedince, individualnim stavu vyzivy a dalSich pripadnych synergickych efektech
sriznymi dalSimi chemickymi latkami, kterym je dany organismus soucasné
s mykotoxiny vystaven. Mykotoxiny jsou komplexni organické slouCeniny
nebilkovinné povahy o nizké molekulové hmotnosti, lisici se do znacné miry svoji

chemickou strukturou (Peraica et al., 1999).
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Dlivody vysvétlujici produkci mykotoxind jsou objastiovany piredevSim pomoci
snahy plisni bojovat o preziti a zdroj vyzivy. Nejedna se o latky, jejichZ ptitomnost je
nezbytnd pri rozvoji vlaknitych mikroskopickych hub ve srovnani s proteiny,
mastnymi a nukleovymi kyselinami a aminokyselinami. Odtud jiZ zminény nazev
sekundarni metabolity (Malii & Ostry, 2003).

Mezi vyznamné producenty mykotoxint, které jsou soucasti lidského a zvireciho
potravniho fetézce radime predevsim rody mikroskopickych vlaknitych hub, jako:
Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Claviceps a Alternaria. Mykotoxiny produkované
plisnémi rodu Fusarium mtzeme oznacit jako velice destruktivni rostlinné patogeny,
produkujici mykotoxiny pred sklizni nebo po sklizni obilovin. Penicillium a Aspergillus
jsou castéji nachazeny jako kontaminanty potravin, vzniklé béhem suSeni a
nasledném skladovani (Sweeney & Dobson, 1998).

Mezi mykotoxiny svyraznymi toxickymi ucinky a zdravotnimi dopady patri
zejména namelové alkaloidy, aflatoxiny, ochratoxiny, sterigmatocystin, fuzariové
toxiny - napf. trichoteceny- deoxynivalenol, T-2 toxin aj., dale fumonisiny, zearaleon.
Mezi dalsi vyznamné mykotoxiny patfi cyklopiazonova Kkyselina, patulin, citrinin,
rubratoxiny a skupina tremorgennich mykotoxinti (Schwaab, 2011).

Tato bakalarska prace se vénuje problematice ochratoxinii a to predevsim
z hlediska jejich toxického ptlisobeni.

K nejvyznamnéjSim plodindm kontaminovanymi mykotoxiny patfi napt. obiloviny,
ofechy, susené ovoce, koreni a luSténiny. Mykotoxiny se mohou tvorit a hromadit jiZ
pri zrani kukurice, pSenice, sojovych bobii, arasidii a dalSich plodin, které se dale
zpracovavaji jako potraviny nebo slouZi jako krmivo pro hospodarska zvirata. Ke
kontaminaci mtize dojit i pii prepravé nebo nespravném skladovani (tzv. sekundarni
kontaminace). Rizné rody vlaknitych mikroskopickych hub a tedy i produkce
mykotoxint je ve velké mife ovlivnéna klimatickymi podminkami. K produkci plisni a
mykotoxinli dochazi v zavislosti na teploté a vlhkosti. Druhy rodu Aspergillus se
vyskytuji spiSe v tropickych a subtropickych oblastech, naopak rody Penicillium a
Fusarium jsou prizptisobeny mirnému podnebi Severni Ameriky a Evropy. Vzhledem
ke globalizaci potravinového trhu a obchodu s komoditami zriznych casti svéta
dochazi kcelosvétové distribuci kontaminovanych surovin, potravin i krmiv

(Schwaab, 2011).
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1.3 Charakteristika plisni rodu Aspergillus a Penicillium

Vlaknité mikroskopické houby (mikromycety, plisné) jsou jednobunécné aZz
mnohobunécné eukaryotické organismy tvorici vlaknité povlaky uvnitt nebo na
povrchu substratl. Technicky a potravinaisky vyznamné plisné radime do tii skupin:
Zygomycetes, Ascomycotina, Deuteromycotina. Optimalni podminky pro rozmnoZovani
mikromyecet je teplota 18 az 32°C a relativni vlhkost 65 az 70 %. Zaklad téla je tvoren
stélkou, ktera se sklada ze stavebnich jednotek hyf. Soustava navzajem spojenych hyf
se nazyva mycelium a slouZi k vyZivé celku. RozmnoZovani plisni je dvojiho typu
(vegetativni a pohlavni). Pri vegetativnim rozmnoZovani dochazi k rozristani hyf
nebo se tvori nepohlavni spory. Pri pohlavnim rozmnoZovani se tvori pohlavni spory
a dochazi ke spajeni téchto bunék (Krmencik & Kysilka, 2015).

Mezi nejvyznamnéjSi toxigenni plisné v souvislosti s potravinami patii rody
Fusarium, Aspergillus a Penicillium, Claviceps a Alternaria, pricemzZ pii produkci

ochratoxinii se uplatiiuji predevsim rody Aspergillus a Penicillium (Pitt, 2000).

1.3.1 Popis a morfologie rodu Aspergillus

Tab. C. 1 - Taxonomie rodu Aspergillus

Rise oddéleni |Rad Celed Anamorfni
rod

Fungi ] ) .

(houby) Ascomycota |Eurotiales | Trichocomaceae |Aspergillus

(Krmencik & Kysilka, 2015).

Poprvé popsal tyto vlaknité mikroskopické houby a dal jim rodové oznaceni
Aspergillus toskansky botanik Pier Antonio Micheli (*1679 - +1737) vroce 1729.
Nékdy se pouzivd také cCeské oznacCeni kropidldk, které vzniklo tim, Ze priifez
rozmnozovacim orgdnem pripominal nasim botanikiim kropitko. V soucasnosti je

znamo pres 200 druhti rodu Aspergillus (Ostry & Buchta, 2003a).
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Asi 20 druh bylo oznaCeno za ptvodce onemocnéni clovéka a zvirat. Ve
skutecnosti vSak za vice nez 95 % vSech infekci odpovidaji pouze tfi druhy -
Aspergillus fumigatus, A. flavus a A. niger, ktery je zndm jako producent ochratoxinii
(Ostry & Buchta, 2003 a).

Tyto vlaknité mikroskopické houby se nachazeji po celém svété v pidé, na
rostlinach a ve vzduchu. Mezi nejbéznéji izolovany druh patii Aspergillus fumigatus,
nasleduje Aspergillus flavus a Aspergillus niger (Krmencik & Kysilka, 2015)

Aspergillus niger tvori bily nebo barevny svétly povlak na krmeni, obili a ptidach.
Vyskytuje se pouze za urcitych podminek prostredi. Rozhodujicim faktorem je
zejména vlhkost a teplota. Optimalni teplota potfebna pro rozvoj této formy je 30°C
az 37°C (Bartik & Piskac, 1981).

Zakladni morfologie je pro vSechny druhy stejna, nicméné dalSi mikroskopické
struktury se u jednotlivych druht mohou lisit. Jsou pro né specifické a predstavuji
klicové funkce pro urcovani druhi spolu s povrchovou barvou celé kolonie (Krmencik
& Kysilka, 2015).

Spole¢nym znakem pro vSechny druhy je dobie vyvinuté mycelium a konidialni
aparat s pripadnymi plodnickami (kleistokarpy). Nepohlavni organy rodu Aspergillus
jsou tvoreny Kkonidioforem, ktery je zakoncen hlavickou. Konidiofor je Zluté nebo
hnédé zbarveny a vyrista ze substratu nebo vzdusnych hyf. Na povrchu konidioforu
dochazi k pozvolnému nebo nahlému rozsireni v méchyiek (kulovity, polokulovity,

elipsoidni nebo palicovity) (Ostry & Buchta, 2003a).
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Obr. ¢. 1 - Ascomycota — anamorfni stadium bez teleomorf

FIALIDY

ASPERGILLUS

KONIDIE

KONIDIOFOR

1.3.2 Popis a morfologie rodu Penicillium

VEZIKULA

Tab. ¢. 2 - Taxonomie rodu Penicillium

(Riizek, 2008)

Rise |Oddéleni |Rad Celed i\::morfm Podrod
Aspergilloides

Fungi . . g Penicillium

(houby) Ascomycota |Eurotiales | Trichocomaceae | Penicillium Biverticillium
Furcatum

Prvni popis a rodové oznaceni Penicillium pouzil némecky botanik Johann H. F.
Link (*1767 - +1851) v roce 1809 pro konidialni stadium této houby. Kotreny historie

zkoumani tohoto druhu spadaji do zacatku 19. stoleti. Do soucastné doby bylo

(Krmencik & Kysilka, 2015).

popsano mnoho novych druhti rodu Penicillium (Ostry & Buchta, 2003b).

Zastupci rodu Penicillium jsou nejrozsirenéjsi vlaknité mikromycety teplého a
mirného klimatu. Jejich spory jsou prakticky vSudyptitomné, a proto jsou také velmi

Castymi kontaminanty potravin, Zivotniho a pracovniho prostredi ¢lovéka (Ostry &

Buchta, 2003b).
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Kolonie rodu Penicillium jsou vétSinou rychle rostouci, vlaknité se sametovym,
zvinénym vzhledem nebo bavinénou texturou. Barva kolonii je rtiznd od modré a
zelené pies zlutou aZ do odstinti Sedé nebo nartizovélé (Krmencik & Kysilka, 2015).

Mikromycety rodu Penicillium maji dobie vyvinuté vegetativni mycelium a
konidialni aparat s ptipadnymi plodnickami (Kkleistokarpy) (Ostry & Buchta, 2003b)..

Nepohlavni rozmnoZovaci organy jsou tvoieny konidioforem, ktery ma u riiznych
poddruhi specifickou stavbu. Usporadani konidii je vétSinou retizkovité (Ostry &

Buchta, 2003b).

Obr. ¢. 2 - Ascomycota - anamorfni stddium bez telefomorf

PENICILLIUM

’|’

l(cé:"or‘o— KONIDIE

~—— FIALIDY

KONIDIOFOR

(Rézek, 2008)

1.4 Chrakteristika mykotoxinu ochratoxint
Jedna se o skupinu mykotoxinl zahrnujici izokumarinové derivaty spojené
s fenylalaninem (podrobné viz tab. ¢. 3). NejvyznamnéjSim a nejrozsifenéjSim

mykotoxinem této skupiny je ochratoxin A (OTA). Biologicky aktivni jsou i dalsi
derivaty ze skupiny ochratoxinii (Hrdina et al., 2004).

20



1.4.1 Producenti ochratoxinu

Ochratoxiny jsou produkovany po celém svété a to nékolika druhy rodu Aspergillus
ze sekce Circumdati (Aspergillus ochraceus, A. westerdijkiae, A. steynii) a Aspergillus ze
sekce Nigri (Aspergillus carbonarius, A. foetidus, A. lacticoffeatus, A. niger, A.
sclerotioniger, A. tubingensis) (Ostry et al., 2013).

Tyto plisné produkuji ochratoxiny piredevsim v subtropickych a tropickych
oblastech svéta. Naopak vmirnych a chladnéjSich zénach dochazi k produkci
ochratoxinli druhy rodu Penicillium (P. verrucosum, P. nordicum).

Tyto toxigenni mikroskopické houby témeér vzidy produkuji nékolik toxinti
soucasné, napriklad jizZ zminény OTA, dale ochratoxin B (OTB) nebo ochratoxin C
(OTC), coz miize mit za nasledek vznik synergickych toxickych ucinkl (Ostry et al.,
2013).

Tri hlavni producenti ochratoxinG - Aspergillus ochraceus, A. carbonarius a
Penicillium verrucosum maji zcela odliSné ekologické a fyziologické pozadavky, diky
kterym je relativné snadné urcit, které druhy jsou zodpovédné za tvorbu ochratoxini
v urcCité potraviné nebo zemépisné poloze (Ostry et al., 2013).

Aspergillus ochraceus a jemu blizce ptibuzné druhy rostou pfi nizkych vodnich
aktivitdch a za mirnych teplot. VétSinou napadaji uskladnéné suché potraviny,
zejména obiloviny. Ackoli mnohé zdroje popisuji A. ochraceus jako hlavniho
producenta ochratoxinti, produkce timto a dalSimi pfibuznymi druhy nebyla casto
hlaSena a jejich vyznam se zda byt nadhodnoceny. Druhy vyznamny producent rodu
Aspergillus, A. carbonarius (a Uzce souvisejici A. niger, ktery produkuje ochratoxiny
méné casto) roste i pri vysokych teplotach a produkuje pigmentované hyfy a spory,
diky nimz je vysoce odolny vii¢i UV zareni. V dlsledku toho se A. carbonarius bézné
vyskytuje na potravinach, které dozravaji pti vysokych teplotach na slune¢nim svétle,
jako jsou napriklad hrozny (Ostry et al., 2013).

Druhy rodu Aspergillus ze sekce Nigri jsou povazovany za primarni zdroj
ochratoxintli na hroznech a jsou produkovany na bobulich béhem vegetacniho obdobi,
predevSim pri zrani. Kromé A. carbonarius, ktery je nejvyznamnéjSim producentem
OTA na hroznech, mize do urcité miry prispivat k napadeni hroznt na vinici A.

tubingensis (Ostry et al., 2013).
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Obsah OTA mize dosdhnout vysoké urovné ve viné, v nékterych castech
Stifedomofri a v suSenych hroznech révy v Jizni Americe, Australii a Evropé (Ostry et
al, 2013).

Produkce OTA je ovlivnéna rlznymi faktory, vcetné klimatickych podminek a
geografickych oblasti, druhy péstovanych plodin, poskozenim bobuli zpiisobené
hmyzem, plisnovymi infekcemi nebo nadmérnym mnozZstvim srazek a zavlaZovanim.
Fungicidni a insekticidni zdsahy mohou sniZit infekce OTA produkovaného houbami a
kontaminaci OTA (Ostry et al., 2013).

Hlavni potravinou, kterou napada Penicillium verrucosum jsou nejspiSe obiloviny
péstované v mirnych pasmech v oblasti severni a stfedni Evropy a Kanadé. Je jisté, Ze
dospély P. verrucosum v obilovinach je hlavnim zdrojem ochratoxinii v severni Evropé
a dalSich mirnych podnebich. Vys$$i mnoZstvi OTA bylo nalezeno v pSenici neZ na
ostatnich substratech, véetné kukurice, podzemnice olejné, fepky a so6ji (Ostry et al.,
2013).

Ochratoxiny mohou byt také produkovany toxigennimi mikroskopickymi houbami,
které rostou na vyrobcich z vepfového masa béhem jeho zrani (prima kontaminace).
Penicillium nordicum, silny producent ochratoxind, byl zjiStén na mase a masnych
vyrobcich (Ostry et al., 2013).

Ochratoxiny byly také nalezeny v masnych vyrobcich pochazejicich ze zvirat, ktera
byla krmena Kkrmivy vyrobenymi z Kkontaminovanych obilovin (neptimé

kontaminace) (Ostry et al., 2013).

1.4.2 Ochratoxin A

OTA je sekundarni metabolit toxigennich vlaknitych mikroskopickych hub, ktery
byl objevenr. 1965 béhem laboratorniho screeningu toxinogennich mikromycet
provadéného jihoafrickymi badateli. Poprvé byl OTA izolovan z Aspergillus ochraceus.
Prvni nalezy pochazeji z USA a to z r. 1969 ze vzorkil kukuftice. V tehdejsi Jihoafrické
republice OTA nepredstavoval tak zavazné zdravotni riziko jako tomu bylo v jinych

Castech svéta (Malir & Ostry, 2003).
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OTA je vSudypritomny, prirozené se vyskytuji mykotoxin produkovany
mikromycety rodu Penicillium a Aspergillus. OTA predstavuje vyznamné riziko pro
zdravi lidi a zvifat. U OTA byly prokazdny nefrotické, teratogenni, hepatotické,
neurotoxické, imunotoxické, genotoxické a karcinogenni (karcinogen skupiny 2B)
toxické ucinky. Tyto ucinky jsou charakterizovany druhem a pohlavim jedince (Malir
etal, 2013).

OTA je prirodni kontaminant mnoha druhid potravin, jako jsou kakaové boby,
kavova zrna, mouka, obiloviny, ryby, arasidy, susené ovoce, vino, vejce driibeze a
mléko. OTA byl hlasen také jako znecistujici latka tygrich orechli a zkvaseného

kukuri¢ného tésta v zapadni Africe (Zain, 2011).

1.4.3 Fyzikalni vlastnosti OTA

Popis: bila krystalicka latka bez zapachu
Bod tani: 168 - 173 °C, po vysuSeni 1 hod. pti 60 °C
Opticka otacivost: [a]2lp - 46.8 ° (c = 2.65 mmol.'! v chloroformu)

Rozpustnost: rozpustny v organickych rozpoustédlech (chloroformu, etanolu a

metanolu).
(IARC, 1993)

1.4.4 Chemicka charakteristika OTA

OTA patii mezi dominantni zastupce ochratoxinli a z hlediska biosyntézy mezi
pentaketidy. Tyto latky muiZeme obecné definovat jako derivaty 7-izokumarinu
vazané na aminoskupinu L-f-fenylalaninu (IARC, 1993).

Nesmime ovSem opomenout jiné druhy ochratoxinli a jejich metabolity. Jejich

chemicka struktura je popsana nize (viz tab. 3).
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Chemicka struktura OTA

CAS name (Chemical Abstracts Services Registry No.): 303-47 -9

Nazev (Chemical Abstracts): L-Phenylalanine, N-[(5-chloro-3,4-dihydro-8-hydroxy-
3-methyl-1-o0xo0-1-H-2-benzopyran-7-yl)carbonyl]-,(R)-

Nazev (IUPAC name): (N-[[(3R)-5-chloro-8-hydroxy-3-methyl-1-oxo-7-

isochromanyl] carbonyl]-3-phenyl-L-alanine)

Jiny nazev: (-)-N-[(5-chloro-8-hydroxy-3-methyl-1-oxo-7-isochromanyl) carbonyl]-

3-phenylalanine
Sumarni vzorec: C2oH1g O6CIN
Molekulova hmotnost: 403

(IARC, 1993)

Obr. ¢. 3 - Chemicka struktura OTA

(IARC, 1993)

24



Tab. ¢. 3 - Chemické struktury ochratoxint a metabolitii OTA u zvirat a rostlin

Sloucenina R1 R2 R3 R#* R5
Ochratoxin A (OTA) Phenylalanyl Cl H H H
Ochratoxin B (OTB) Phenylalanyl H H H H
Ochratoxin C (OTC) Phenylalanyl Cl H H H
Ochratoxin a (OTa) OH Cl H H H
Ochratoxin 3 (OTp) OH H H H H
4-(R)-

Hydroxyochratoxin A Phenylalanyl Cl H OH H
4-(5)-

Hydroxyochratoxin A Phenylalanyl Cl OH H H
iO-Hydroxyochratoxm Phenylalanyl Cl H H OH
4R Phenylalanyl H H OH H
Hydroxyochratoxin B y y

Ochratoxin A

hydroquinone Phenylalanyl OH H H H
derivative OTHQ

Ochratoxin A

hydroquinone

derivative - Phenylethylamin OH H H H
decarboxylated (DC-

OTHQ)

Open lactone of

ochratoxin A (OP- Phenylalanyl Cl H H H
OTA)

Ochratoxin A methyl |Phenylalanyl, methyl al H H H
ester ester

Ochratoxin B methyl |Phenylalanyl, methyl H H H H
ester ester

4-R- 0-
Hydroxyochratoxin A- Phenylalanyl Cl H lucopvranosvl H
p-glucosid glucopy y
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1.4.5 Metabolity OTA

Pochopeni metabolismu a biotransformace OTA u lidi a zvitat je velmi dllezité pro
kontrolu zneciSténi potravin a krmiv mykotoxiny a také pro studium moZnych
toxickych ucinkl vyvolanych ochratoxiny. OTA se u lidi a zvifat miZe vyskytovat
v ledvinach, jatrech a strevech, kde dochazi k riznym metabolickym draham. Mezi
hlavni metabolické drahy patri hydrolyza, hydroxylace, laktonové otevirani a
konjugace (Wu et al, 2011).

Ochratoxin o (OTa) vytvoreny Stépenim peptidové vazby v OTA je hlavnim
metabolitem a to nejen u lidi a zvirat, ale také v mikroorganismech a enzymatickych
systémech. Je povaZzovan za netoxicky produkt. Lakton-oteviena forma (OP-OTA)
nalezend u hlodavci vykazuje naopak vyssi toxicitu nez samotny OTA. Hlavnim
hydroxy produktem u hlodavci je (4R) -4-OH-OTA. U prasat se vyskytuje také, ovSem
v pozménéné formé s izomerem 4S. 10-OH-OTA se v soucasné dobé vyskytuje pouze u
kralikd. Kromé téchto zmén, mize u OTA dochazet ke ztraté chléru na C-5 pri vzniku
ochratoxinu B (OTB), dale 4-OH-OTB a ochratoxinu 3 (OTf). Chininové formy OTA -
chinin a hydrochinon (OTQ a OTHQ) se vyskytuji u zvirat. U nich mohou byt nalezeny
také konjugaty, jako jsou hexdzy a pentosy. Vice polarni metabolity OTA se eliminuji
z organismu rychleji. Vsoucasné dobé vsSe konc¢i na drovni vytvoreni OTA-DNA
aduktd (Wuetal, 2011).

K metabolizmu OTA dochdzi také u rostlin, nékterych druhti kvasinek a hub. OH-
OTA methylester a OH-OTA-glukosid se tvoii u mnoha rostlin kromé OT a OH-OTA.
OTA mize bit preménovan nékterymi kmeny kvasinek. Houby mohou produkovat
stejné metabolity jako zvirata, napriklad OT, 4-R-OH-OTA, 4-R-OH-OTB a 10-OH-OTA.
Nékolik komercnich enzymi je schopno biologicky rozlozit OTA do netoxické OT
formy (Skarkova et al, 2013)

Charakteristika jednotlivych metabolitli a zasadni informace o jejich toxickém
plisobeni jsou detailnéji popsany v nasledujicich Kkapitolach, priCemz nejvétsi

pozornost je vénovana OTA, ktery je z hlediska toxickych ucinki prostudovan nejvice.
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1.4.6 Metabolické drahy OTA u ¢lovéka

Vzhledem k vysoké toxicité OTA a jeho metabolitli nelze azZ na nepatrné vyjimky
provadét studium metabolismu u lidské populace. K ziskani vysledkd u lidi byly
pouzity metody in vitro.

Metabolity 4 (R) a (S)-OH-OTA byly nalezeny v lidskych jaternich mikrosomech s
NADPH. Podobné jako u krys byl isomer 4R jeden z hlavnich. 4 (R)-OH-OTA u lidi, byl
detekovan jako hlavni produkt. Lidsky CYP 450 1A1 a 3A4 miiZe katalizovat tvorbu 4
(R) -OH-OTA (Wuetal, 2011).

Bylo zjiSténo, Ze malé mnozstvi hexézovych konjugati OTA spole¢né se stopovym
mnoZzstvim 4-OH-OTA vznikd pri inkubaci 3H-OTA v lidskych primarnich
hepatocytech. 4 dalsi metabolity byly detekovany, ale nebyly objasnény. Zadna OTA-
DNA nebyla vytvorena pii inkubaci DNA izolované z lidskych hepatocytd spolecné s
3H-OTA (Wuetal, 2011).

10 uM OTA bylo inkubovano z epitelialnich plicnich bunék, kde byly pozorovany
také DNA adukty. DalSi metabolity byly extrahovany a analyzovany pomoci HPLC.
Byly detekovany 4 (S) -OH-OTA a neznamy metabolit - OTq, 4 (R) (Wu et al, 2011).

Vysledky ukazaly, Ze bronchidlni epitelové burnky byly schopné biotransformovat

OTA do genotoxickych derivati (Wu et al, 2011).
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Obr. ¢. 4 - Metabolické drahy OTA
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1.4.7 Rozsireni OTA

Toxin vykazuje ubiquitarni - celosvétovy vyskyt, byl detekovan naprt. ve
Skandinavii a na Balkané. Vyskytuje se také v USA, v komoditach, jako jsou kukufrice,
pSenice, jeCmen, burské orisky, ryze, seno, zelena kava a dale jako reziduum ve
veprovém mase. Povazuje se za etiologické agens ledvinové choroby prasat v Dansku
a Svédsku. OTA byl také detekovan ve vzorcich od obyvatel endemickych oblasti
Bulharska, Rumunska a zemich byvalé Jugoslavie, coZ svédci o kontaminaci evropské
populace timto mykotoxinem (Hrdina et al, 2004).

Zatatkem roku 1980 vbyvalém Ceskoslovensku byl OTA zjistén v chlebu
vyrobeném z dlouhodobé uloZené mouky. Chléb obsahoval 15 mg/kg OTA (Malir,
2015).

Diky globalizaci potravinového trhu je vsSak vyskyt ochratoxini celosvétovym

problémem.

1.4.8 Vyskyt OTA v potravinach

Dle zjisténi je hlavnim zdrojem expozice OTA u clovéka predevSim potravni
retézec. Dochazi k tomu bud’ primo (konzumaci kontaminovanych obilovin a olejnin)
nebo neprimo (konzumaci kontaminovaného masa a mléka). OTA patii mezi prirodni
toxiny a jeho vyskyt se miize liSit rok od roku. Jeho produkce souvisi s teplotou,
okolni vlhkosti a obsahem vlhkosti kontaminovaného média (Malif, 2015).

Kontaminaci OTA nelze zamezit a ani odstranit, i kdyZ existuji urcité zemédélské
postupy a technologie vedouci ke sniZeni vyskytu plisni a produkce OTA béhem

vegetativniho riistu, sklizné a skladovani (Malit, 2015).
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OTA byl zjiStén v potravinach rostlinného a Zivocisného piavodu. Z potravin
rostlinného plivodu se jedna zejména o cerealie, kavu, kakao, ¢okoladu, kotreni (napf-.
suSena paprika, kurkuma aj.) lusténiny, zeleny caj, fiky, pistacie, rozinky, hroznovou
stavu, vino a pivo. Z potravin ZivociSného plivodu byvaji kontaminovany mnohdy-
veprové maso, vepiové vyrobky zkrve, driibezi ledviny a jatra, syrové maso a
dokonce uzené a solené ryby. Hlavnim zdrojem podilejicim se na dennim ptivodu
OTA jsou obiloviny a to aZ z 58 % (Malir et al, 2013).

Dalsi podil na pfijmu OTA maji vino (15%), vepirové maso (3%), kava (1-10%,

zavisi na individualni mire spotreby) (Malif et al, 2013).

1.4.9 Hygienické a expozicni limity OTA

S cilem minimalizovat dopady na lidské zdravi, je proto obsah OTA v potravinach
v Ceské republice Fizen platnymi pravnimi predpisy Evropské unie, zejména
Narizenim Komise / ES / ¢ 1881/2006 ve znéni pozdéjsich predpisi, narizenim
Komise / ES / ¢ 105/2010. Kromé toho existuji doporuceni pro limity expozice OTA
stanovené vyborem odborniki FAO WHO (World Health Organization, Svétova
zdravotnicka organizace) pro potravinarské pridatné latky. Védeckym vyborem pro
potraviny Evropské unie nebo Evropského uiradu pro bezpecnost potravin jsou
stanoveny nasledujici hodnoty: prozatimni tolerovatelny tydenni piijem (PTWI) 100
ng/kg télesné hmotnosti/tyden (JECFA FAO / WHO 1995) a tolerovatelny tydenni
prijem (TWI) 120 ng / kg télesné hmotnosti / tyden (EFSA, 2006) (Malit et al, 2013).
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Tab. C. 4 - Hygienické limity OTA v potravinach

Ochratoxin A

Potraviny Maximalni limity
(ng/kg)

Nezpracované obiloviny 5,0

VSechny produkty pochazejici z nezpracovanych obilovin, v¢éetné 3,0

zpracovanych vyrobkill z obilovin a obilovin urcenych k pirimé

lidské spotrebé kromé obilnych prikrmG a ostatnich piikrma

urcenych pro kojence a malé déti potravin a dietnich potravin pro

zvlastni 1é¢ebné tcely urcené specidlné pro kojence

SusSené hrozny révy vinné (korintky, rozinky a sultanky) 10,0

Prazena kdvova zrna a mleta prazena kava kromeé rozpustné kavy 5,0

Rozpustna kava (instantni kava) 10,0

Vino (vcetné Sumivého vina, s vyjimkou likérového vina a vina s 2,0

obsahem alkoholu nejméné 15 % objemovych) a ovocné vino

Aromatizovand vina, aromatizované vinné ndpoje a 2,0

aromatizované vinné koktejly

Hroznova §tava, rekonstituovana koncentrovana hroznova $tava, 2,0

hroznovy  nektar, rekonstituovany hroznovy most a

rekonstituovany Kkoncentrovany hroznovy most urcené pro

lidskou spotirebu

Obilné ptikrmy a ostatni ptikrmy urcené pro kojence a malé déti 5,0

Dietni potraviny pro zvlastni l1écebné ucely (9), (10) urcené 5,0

specialné pro kojence

Zelend kava, suSené ovoce jiné neZ suSené hrozny révy vinné, pivo,
kakao a kakaové vyrobky, likérova vina, masné vyrobky, kofeni a

lékortice

(Utedni véstnik Evropské Unie, 2006)
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1.4.10 Biotransformace OTA

Biotransformace OTA se u ¢lovéka i zvirat uskuteciiuje predevsim prostrednictvim
cytochromu P 450. Tento proces vede k tvorbé metabolickych meziprodukti, které
vykazuji rizné toxické ucinky. Cytochrom stimuluje peroxidaci lipidii indukovanou
OTA. OTA je premeénovan na genotoxicky metabolit - napf. prostrednictvim
lipoxygenazy a cytochromu P450 epoxygenazy. Tohoto procesu, vedouciho k tvorbé
toxickych metaboliti se ucastni i nékteré dalSi enzymy obsaZené v buiice.
V soucasnosti nejsou znamy vSechny metabolity OTA, které vykazuji genotoxicky
ucinek, avSak z vyskytu ledvinovych nadort a rakovinovych nadort v jatrech mysi a
krys usuzujeme na toxicky ucinek u ¢lovéka. Komplexni toxicky uc¢inek OTA je zavisly
na mnoha faktorech. Na inhibici rady reakci se podili cast OTA, kterou je l-fenylalanin.
Kovalentni vazby chemickych latek nebo jejich metabolitti s DNA (kdy vznikaji tzv.
adukty) jsou povazovany za jeden z klicovych kroki v procesech, které navozuji vznik
rakoviny. OTA, jakoZto neionizovana forma, se pasivné absorbuje v travicim ustroji a
prostrednictvim enterohepatalni cirkulace se vyluCuje a reapsorbuje. K vstfebavani
dochazi v ledvinach, kde dochazi také ktvorbé adukti s DNA. Tyto adukty mizi
vétSinou v kratké dobé, ovSem v ledvinach jsou nalézany i 16 dni po vstiebani. Na
zakladé studii provedenych na opicich (Zivoc¢isSny druh velmi podobny clovéku) se
zjistilo, Ze priimérna “Zivotnost” OTA je delsi neZ 500 hodin (Kvasnickova, 2003).
Biologicky polocas ¢ini u ¢lovéka 35,5 dne. Jedna se o dobu, za kterou se obsah
mykotoxinu sniZi na polovinu, ale ve skutec¢nosti dochazi po celou dobu k jeho dalsim

prijmim (napf. spolu s kdvou) (Malit, 2015).
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1.5 Toxicita ochratoxinua

Jak bylo jiZ nastinéno, jednotlivé metabolity OTA vykazuji rliznou miru toxicity.
Jsou znamy jak netoxické formy, ale také formy, které svoji toxicitou vyrazné
prevazuji nad toxicitou samotného OTA.

Za netoxicky produkt je povaZovan OTa, vznikajici Stépenim peptidové vazby
v OTA. Naopak lakton - otevieny produkt (OP-OTA) nalezeny u hlodavct, vykazuje
vyssi toxicitu neZ OTA. OTB je diky ztraté chléru méné toxicky nez OTA. Chininové a

vvvvvv

al, 2013).

1.6 Ochratoxin B

Ochratoxin B je sekundarni metabolit produkovany druhem Aspergillus ochraceus.
Jedna se o analogickou formu OTA, ovSem bez chléru. Navzdory blizce pribuzné
strukture, je OTB povaZovan za mnohem méné toxicky. Jednd se vSak o jeden z
nejsilnéjsich karcinogenti u hlodavci. V proximalnim tubulu oSetfeném jedinou
vysokou davkou OTB u hlodavct byl pozorovan mirny narist v mitotickych cislech
ale Zadné zmény souvisejici s funkci ledvin a histologickym vySetfenim po
opakovaném podani. Ochratoxin 3 (OTp), ktery je vysledkem Stépeni peptidové
vazby, je hlavnim metabolitem OTB a je vylu¢ovan spolu s OTB v moci a stolici. Kromé
ného se v malé mire vylucuje i hydroxylova forma 4-OH-OTB (Wu et al, 2011).

Pri testovani krys nebyla nalezena na rozdil od OTA Zadna specificka tkan pro
zachovani OTB a to jak po jednorazovém tak i opakovaném podani. V bunkach ledvin,
které zachovavaji mnoho specifickych rysti proximalniho tubulu, byly pozorovany
pouze malé rozdily v cytokinetice OTA a OTB. Tyto udaje zjiSténé pri testovani krys
naznacuji, Ze OTA a OTB maji podobnou schopnost indukovat cytotoxicitu in vitro, ale
jsou velké rozdily v jejich potencidlu vyvolat nefrotoxicitu u hlodavct (Wu et al,
2011).

OTB také inhibuje bunéc¢nou poliferaci lidskych jaternich bunék a to jiz pii davkach
1 pug/ml, ale postrada genotoxickou aktivitu OTA a to i pti vyssich koncentracich (Wu

etal,2011).
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Nedostatek zachovani OTB v ledvinach a rozdily v toxikokinetice nam poskytuji
urcité vysvétleni o nizsi toxicité OTB v porovnani s OTA. Néktera pozorovani také

naznacuji, Ze OTB sniZuje toxické uc¢inky OTA (Wu et al, 2011).

1.7 Ochratoxin C

Je znamo, Ze mezi nejvice toxické zastupce téchto mykotoxini patfi ochratoxin A,
ktery se vyskytuje jako prirodni kontaminant u mnoha druhli potravin a krmiv.
Oproti tomu, ochratoxin C se takto vyskytuje jen velmi ziidka, nicméné jeho
pritomnost byla prokazana v krmivech obsahujicich vysoké koncentrace ochratoxinu
A. Dle nékterych studii bylo prokazano, Ze ochratoxin A vyskytujici se v tekutiné
bachoru u prezvykavcli mize byt snadno pieveden na ochratoxin C. Pokud dochazi k
této transformaci, tak zbytky ochratoxinu C v potravinach zivoc¢isného ptivodu mohou
predstavovat problémy v oblasti verejného zdravi. Ackoli se ochratoxin A snadno
absorbuje ze stievniho traktu, absorpce ochratoxinu C nebyla prokazana.
Biotransformace ochratoxinu C neni doposud zcela objasnéna, avsak rychla preména
ochratoxinu C na ochratoxin A vede ke srovnatelnym toxickym uc¢inkiim obou téchto

latek (Fuchs et al., 1984).

1.8 OP-OTA

Laktonovou otevienou formu ochratoxinu A (OP-OTA) poprvé definoval ve své
studii Xiao et al. Po aplikovani injekce OTA (100 ug v 1 ml roztoku) u samic krys
Sprague-Dawley nebyla OP-OTA detekovana v krvi nebo moci, ale pouze ve Zluci
téchto hlodavci. Urcité mnozstvi OP-OTA bylo pozdéji zjiSténo také v moci krys, coz
naznacovalo, Ze OP-OTA miiZe byt naopak transformovan do OTA (Wu et al, 2011).
Na zakladé téchto toxikologickych vysledkii muiZeme zhodnotit tuto laktonovou
formu jako stejné, a nebo vice toxickou neZ je samotny OTA (Wu et al, 2011).

Biologicka reaktivita OTA dzce souvisi s jeho laktonovou karbonylovou skupinou

a izokumarinovym zbytkem (Wu et al., 2011).
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1.9 Chinonovy (0TQ) a hydrochinonovy (OTHQ) derivat

OTA vykazuje silnou miru nefrotoxicity a renalni karcinogenity u hlodavct. Jedna z
hypotéz vzniku nadori plsobenim OTA je zaloZena na jeho genotoxickych
vlastnostech, které jsou podporovany jeho oxidativnim metabolismem. Stejné jako
jiné chlorované fenoly, OTA prochdazi oxidativnim dechlora¢nim procesem, pri kterém
dochéazi k tvorbé chininového (0OTQ) / hydrochinonového (OTHQ) redoxniho paru,
ktery hraje dilezitou roli v jeho genotoxicité. OTHQ derivat kromé svého vlivu na
genotoxicitu hraje dtlezitou roli i v mutagenité mykotoxinu a to zejména
v pritomnosti cysteinu. K obéma témto mechanismim dochazi pres tvorbu DNA

aduktli s OTQ / OTHQ (Tozlovanu et al, 2006; Akman et al,, 2012).

1.10 Ochratoxin A

OTA plisobi hepatotoxicky, teratogenné, imunotoxicky, neurotoxicky, nefrotoxicky,
genotoxicky a karcinogenné (mozZny lidsky Kkarcinogen skupiny 2B). Projeveni
toxickych ucinki je zavislé na druhu a pohlavi cilového organismu (Malir et al,, 2013).

Mezi dalSi pozorované toxické ucinky OTA patii srdecni a jaterni histologické
abnormality, aberace koagula¢nich faktorti u potkanl, doprovazené Kkrvacenim a
tromboézou ve sleziné, mozku, jatrech, ledvinach a srdci, 1éze gastrointestinalniho
traktu a lymfatické tkané u krecka, myelotoxicita u mysi a stfevni kiehkost a
ledvinové 1éze u kurat (Malir et al, 2013).

OTA piisobi svymi toxickymi uc¢inky na bunécné udrovni pomoci nékolika
mechanismi. Je konkurentem fenylalaninu-tRNA ligazy a zptsobuje inhibici syntézy
bilkovin. Jiné mechanismy zahrnuji tvorbu DNA aduktli, apoptdz, interferenci s
cytoskeletem, peroxidaci lipidli a inhibici mitochondridlni respirace. Je obecné znamo,
ze OTA inhibuje produkci ATP. Dale je zndma schopnost OTA redukovat molekuly
Fe3* na Fe2+ a naopak oxidovat molekuly FeZ* na Fe3*, coZz za pritomnosti CYP 450
a/nebo NADPH vede k produkci Skodlivych aktivnich radikali béhem metabolismu
toxinu za pritomnosti Zeleza ve formé k dispozici pro redukci a oxidaci. OTA narusuje

mitochondrialni funkce a metabolismus sacharidli a vapniku (Malit et al, 2013).

35



1.10.1 Toxikokinetika OTA

Toxikologicky profil OTA se méni v zavislosti na druhu organismu. Jak jiz bylo
FeCeno v piredeslych kapitolach OTA je povazovan za vyznamny kontaminant potravin
rostlinného a ZivociSného ptvodu. Kontaminace potravin ZivociSného pavodu je
zavisla na mnoha parametrech, které jsou ve vztahu s vlastnostmi daného organismu.
Jedna se predevSim o schopnost resorpce OTA travicim traktem a schopnosti
vylucovat OTA z organismu (Ruprich, 1997).

OTA je kumulativni sloucenina s relativné rychlou absorpci a pomalou eliminaci.
Po absorpci z gastrointestinalniho traktu, ke které dochazi nejcastéji v tenkém strevé,
se vaZe na sérové proteiny (Malir et al, 2013).

Vstrebavani OTA se liSi mezi druhy, napfiklad u prasat c¢ini mnoZstvi
absorbovaného OTA az 66 %, dale u potkani a kraliki 56 % a u kurat 40 %. K
resorpci OTA dochazi v proximalnich a distalnich tubulech ledvin, krvi a jatrech. Jatra
ze streva zpét do krevniho obéhu v dilsledku bilidrni recyklace upiednostiiuje
systémové rozdéleni do rhaznych tkdni. U vSech druhi hraji dilezitou roli
v plazmatickém odbourani toxinu fekalni a mocové vymésky. Kromé toho se OTA

vylucuje spolu s matefskym mlékem (Ringot et. al, 2003).

1.11 Toxikologické hodnoceni OTA

1.12 Akutni a subakutni toxicita

Mechanismus dc¢inku OTA spociva predevsim v inhibici syntézy proteind. Syntéza
probiha na zakladé kompetice s fenylalaninem v reakcich katalyzovanych fenylalanin-
tRNA syntetdzou. Odtud odvozujeme akutni a chronickou toxicitu OTA. Studiem
téchto mechanismi bylo mimo jiné prokazano poskozeni metabolismt cukri a
vapniku, poskozeni mitochondridlnich funkci a zvySeni peroxidace lipidd. Hlavnimi
toxickymi ucinky OTA jsou nefrotoxicita, genotoxicita, mutagenita, imunotoxicita,

neurotoxicita, teratogenita a karcinogenita. (Malit & Ostry, 2003).
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Akutni toxicita OTA se lisi v zavislosti na druhu, pohlavi a na zpisobu prijmu OTA.
Bylo prokazano, Ze psi a prasata (LD50 0,2 a 1 mg / kg télesné hmotnosti, v tomto
poradi) jsou citlivéjsi k akutni toxicité vice neZz krysy (LD50 20-30 mg/kg télesné
hmotnosti) nebo mysi (LD50 46-58 mg/kg télesné hmotnosti ) (Malif et al,, 2013).

Hlavnim cilem toxicity OTA jsou u vSech testovanych druhti zvirat ledviny. Dalsi
disledky toxickych uc¢inkii OTA jsou srdetni a jaterni abnormality, aberace
koagulac¢nich faktori u potkant doprovazené krvacenim a trombézou ve sleziné,
mozku, jatrech a srdci. Objevuji se také léze gastrointestinalniho traktu u mysi a

strevni kiehkost a ledvinova poSkozeni u kurat (Malir, 2015).

1.13 Chronicka toxicita

Vystaveni nizkych davek OTA je zodpovédné za nefrotoxicitu a rakovinu mocovych
cest. OTA je také imunotoxicky, hepatotoxicky a teratogenni. Pfi podani OTA nékolika
druhlim zvitat vyvolal OTA riizné ucinky na kostni dien a také imunitni reakce, které
zahrnuji lymfopenii u pst, slepic, kriit a prasat. Byla zaznamenana také regrese
brzliku a imunosuprese u mysi (Malit, 2015).

I kdyZ jsou ochratoxiny v prvni radé nefrotoxické, mize dojit i k posSkozeni jater.
Pfi studiich na kurecich brojlerech bylo zaznamendno poskozeni jater ve shodé s
nefrotoxicitou avSak ucinky ochratoxinli na jatra se zdaji byt mnohem méné vyrazné
nez u aflatoxini. Imunitni systém prasat je citlivy na OTA jiZ pti davkach niZsich neZ 1
mg/kg (10% inhibice imunitni reakce je pozorovana u davky 0,06 mg/kg) za
normalnich podminek chovu. OTA je silnym teratogenem u mysi, potkant a kralikt. U
prasat jsou teratogenni ucinky ve srovnani s témito zviraty vyrazné nizsi (Malir et al,

2013).

1.13.1 Nefrotoxicita

Z vyzkumi a testovani zivocCichti vyplyva, ze OTA vykazuje toxické ucinky na ptaky
a savce, ale u dospélych prezvykavci pravdépodobné k nefrotickému pisobeni
nedochazi. Studie v Dansku, Mad'arsku, Skandinavii, Polsku, Chorvatsku, Bulharsku a
byvalém Ceskoslovensku prokazaly, ze OTA hraje hlavni roli v etiologii praseci

neuropatie (Malit, 2015).
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Nefropatie se vyznacuje polyurii, glykosurii, proteinurii, enzymurii, sniZenou
osmolaritou moci, poruchou funkce tubuli a histopatologickymi zmeénami v
proximalnim tubulu. Psi a prasata jsou velice citlivi k nefrotickym uc¢inkiim OTA pfi
oralni expozici. U prasat je mira koncentrace krmné davky velmi nizka a to 0,2 mg/kg
(coZ odpovida 8 ng/kg télesné hmotnosti za den). Podani takové davky po dobu 90
dni zptsobilo sniZeni aktivity nékolika ledvinovych enzymi a sniZenou funkci ledvin.
Studie chronické toxicity OTA na nefropatii prokazaly selhani ledvin u prasnic
krmenych krmivy s obsahem OTA 1 mg/kg (odpovida priblizné 41 ng/kg télesné
hmotnosti za den) po dobu dvou let. Pfitomnost OTA v krmivech je nejvyznamnéjsi
pri¢inou mykotoxikézy prasat a dribezi neuropatie (IARC, 1993).

Experimentalni studie nefrotoxicity OTA jak in vitro, tak in vivo ukazaly, Ze OTA
naruSuje intercelularni metabolické procesy (s naslednymi apoptézami ledvinovych
bunék), rendlni hemodynamiku a vyrazné ovliviiuje funkci proximalnich tubulti (a to i
po subchronické expozici). OTA zplisobuje pokles glomeruladrni filtrace a tubularni
resorpce, ovliviiuje také vSechny casti nefronu a ledvin. OTA je nejspiSe pricinou
Balkanské Endemické Nefropatie (BEN) a Chronické Intersticidlni Nefropatie (v
severni Africe), dale urotelidlnich nadort u lidi (Malit, 2015).

Porovname-li toxické ucinky ostatnich typt ochratoxint, které vyplyvaji napriklad
ze studie na kuratech, vychazi, Ze OTA je aZ 16x méné toxicky. Ochratoxin C je stejné
toxicky jako OTA, ale v potravinach a krmivech se vyskytuje daleko méné. Ochratoxin

B se vyznacuje zejména svymi genotoxickymi tcinky (Malit & Ostry, 2003).
1.14 Pozdni toxické ucinky

1.14.1 Genotoxicita a mutagenita

Genotoxické ucinky OTA byly prokazany za pomoci riznych in vitro a in vivo
studii. Vysledky téchto studii vSak nebyly Kkonzistentni, protoZe mechanismus
genotoxického pisobeni OTA jeSté neni zcela objasnén a je stile v Setfeni.
Protichidné vysledky byly ziskany z rlznych mikrobidlnich zkousSek a z testli
provadénych u savcii (zejména pokud slo o tvorbu adukti DNA) (Malif et al,, 2013).
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OTA byl dlouhou dobu povaZovan jako genotoxicky necitlivy ke klasické zkouSce
pro mutagenitu. Amesliv test na bakteridlni mutagenitu provedeny na rliznych
kmenech Samonella typhimurium byl negativni. Pozdéji byla mutagenni aktivita v
Amesové testu prokazana pii testovani metabolismu OTA aktivovaného pomoci
primarnich hepatocyti potkana nebo pri pouziti mikrosoml ledvin. Tento
modifikovany organismus vykazoval jasnou mutagenni odpovéd (Malif & Ostry,
2003).

OTA nevyvolal chromozomalni aberace v buiikdch CHO, ale indukovanou vyménu
sesterskych chromatid v prasecich epitelidlnich bunék mocového méchyre, stejné
jako chromozomalni aberace lidskych lymfocytt (Malif et al.,, 2013).

Indukce jednoretézovych zlomil potvrdila genotoxicitu OTA na drovni DNA. Pri
testovani in vitro bylo pri cytogenetickém vySetfeni pozorovano zvySeni vymeény
sesterskych chromatid vlidskych perifernich lymfocytech. Na zakladé soucasné
odborné literatury, kterou mame k dispozici, se déli genotoxické plisobeni OTA na
DNA na primé (tvorba adukti DNA) a neptimé (oxidacni poskozeni DNA) (Malir et al,
2013).

Tvorba kovalentni vazby OTA (nebo jeho metaboliti) na strukturu DNA, priikaz
aduktd OTA s DNA u testovanych zvitat, ale i u pacientli s nadory ledvin z oblasti BEN
je dulezitym ukazatelem mozZné tvorby nddorového onemocnéni zplisobeného
expozici OTA (Malir & Ostry, 2003).

U OTA byly hlaSeny indukce peroxidace lipidii nebo posSkozeni v diisledku
plisobeni nepiiznivych Ucinkl na enzymy zajiStujici opravy DNA, topoizomerazy a
bilkovinna vretena.
mikrojader. Test mikrojader je jednoduchy a citlivy test, ktery slouZi pro stanoveni

klastogenicity a aneugenicity chemickych latek (Malir et al, 2013).
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1.14.2 Karcinogenita

V soucasné dobé je zptlisob karcinogenniho plisobeni OTA ne zcela objasnén, avsak
genotoxicky metabolismus OTA, ktery uzce souvisi se zprostiedkovanim
karcinogeneze, hraje diileZitou roli v iniciaci nddorového procesu. Dostupné dlikazy
naznacuji, Ze OTA je genotoxicky karcinogen, ktery indukuje oxida¢ni poSkozeni DNA
spolu s tvorbou DNA duktti (Pfohl-Leszkowicz & Manderville, 2007).

Pti studiich na potkanech a krysach byla pozorovana vysoka mira vzniku metastaz
z karcinom1 ledvin piredevsim do plic, jater a lymfatickych uzlin, coZ bylo pozorovano
také u muzli a Zen. S ohledem na tyto vysledky, Mezinarodni agentura pro vyzkum
rakoviny (IARC) vyhodnotila experimentalni dlikazy karcinogenity jako dostatecné a
oznacila OTA jako pravdépodobny karcinogen pro ¢lovéka (skupina 2B, IARC 1993
karcinogenni riziko OTA je dostatecné charakterizovano a znamo z toxikologickych
udajt ziskanych ze studii na pokusnych zviratech) (Malit, 2015).

Posledni informace o moZné karcinogenité OTA u lidské populace, pochazejici
z Francie, zverejnéné na 32. workshopu mykotoxinu v Lyngby v roce 2010 informuji o
tom, Ze OTA je povaZovan za uplny karcinogen. Bylo rovnéZ prokazano, Ze
nitrodélozni expozice OTA vytvaii DNA adukty ve varlatech nové narozenych mysi a
ze tyto adukty jsou podobné DNA aduktiim, které jsou pozorovany v ledvinach a
varlatech dospélych mysi, které jsou vystaveny plisobeni OTA v potravé. Tyto udaje
prispély k hypotéze, Ze OTA miuZe hrat roli v rakoviné varlat. Toto zjisténi je

predmétem diskuzi o karcinogennim tc¢inku OTA (Malir, 2015).

1.14.3 Teratogenita

OTA je stejné ucinny teratogen jako neurotoxin. Testovani biezich samic potkant a
krys prokazalo niZ$i hmotnost plodd v riznych dnech biezosti, zakrnélost plodq,
deformace cenichti a dal$i vyznamné zmény, vCetné volnych Zeber a agenezi obratlii.
Utinek OTA zavisel na dobé podani dané davky (Brown et al, 1976).

Zmény embryi byly pozorovany také u kieckli a to jiz po jedné davce OTA
intraperitonealné (2,5 - 20 mg.kg-! hmotnosti mezi 7. - 10. dnem brezosti) (Malif &

Ostry, 2003).
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Mechanismus teratogenity navozené OTA nebyl dosud jednoznacné urcen, ale
predpoklada se primy ucinek OTA na embryonalni vyvoj. O ucincich OTA z hlediska
vyvojové toxicity u Clovéka nejsou dosud zadné relevantni udaje (Malii & Ostry,

2003).

1.14.4 Imunosupresivni ucinky

OTA inhibuje syntézu proteini a do jisté miry i syntézu Kyseliny ribonukleové
v bakteriich (Haubeck et al,, 1981).

Pii testovdni imunosupresivnich uc¢inkdi OTA v podminkach in vitro byla
prokazana schopnost OTA inhibovat proliferaci perifernich T a B lymfocytfi, narusit
tvorbu interleukinu 2 a potlacit tvorbu interferonu. U experimentalnich zvirat mize
indukovat lymfopenii, regresi thymu a potlaeni imunitni odpovédi. Imunitni systém
prasete je citlivy na davky OTA men$i neZ 1 mgkg-1 v podminkach béZného
standardniho chovu. Davky OTA v mnozstvi 2,5 mg.kg-1 krmiva podané prasatim
snizuji fagocytarni aktivitu makrofagtl a tvorbu interleukinu 2 (Malit & Ostry, 2003).

Pii testovani bylo prokdzano, Ze inhibice rdstu a proteinové syntézy
imunosupresivnimi uc¢inky OTA v kulturach bunék hepatomu tkani mohou byt
potlaceny piidanim fenylalaninu. U mysi otravenych letalni davkou OTA (100%)
okamzité intraperitonedlni podani fenylalaninu zabranilo smrticimu ucinku OTA.
Dale inhibice mikrofagi OTA mohla byt potlacena nebo zeslabena podanim
fenylalaninu (Haubeck et al,, 1981).

Poskozeni imunitniho systému podporuje hypotézu o souvislosti expozice OTA s
karcinogennim pisobenim. Udaje o imunotoxickych téincich OTA u ¢lovéka dosud

nejsou k dispozici (Malir & Ostry, 2003).
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1.15 Biomonitoring OTA

Biomonitoring OTA je zaloZen na stanoveni Urovné OTA v krevnim séru, plazmeé,
moci, mléce nebo cilovych tkanich jako jsou ledviny. Studie prokazaly, Ze expozice
lidské populace OTA je celosvétovym problémem (Malit, 2015).

Zakladnimi nastroji pouZivanymi za ucelem méreni expozice na toxické cinidlo
nebo rozsahu jakékoliv toxické reakce na toto c¢inidlo a také odhadu pravdépodobné
odpovédi jsou biomarkery. Biomarkery se obecné déli do tii skupin a to biomarkery
expozice, odpovédi nebo toxického ucinku a citlivosti. Bez ohledu na tyto kategorie,
by mél byt jakykoli biologicky marker kvantitativni, neinvazivni, citlivy, konkrétni,
snadno méritelny a vztahujici se k prisluSnému biochemickému mechanismu. Vybér
daného biomarkeru zavisi na mnoha faktorech, naptiklad na dostupnosti a platnosti
daného biomarkeru. Vnitini davky biomarkert ukazuji, Ze vystaveni konkrétni
slouceniné se potvrdilo mérenim jeho metabolitu v télnich tekutinach nebo tkanich
(Malir et al,, 2012).

OTA v mléce, séru nebo moci se kvalifikuje jako biomarker expozice vzhledem k
pomalému vylucovani z téla, coz doklada jeho biologicky polocas v krvi, ktery se
pohybuje v faddu neékolika tydnid. Hlavni nevyhodou je stile nedplna znalost
farmakokinetického profilu OTA. Vyssi hodnoty OTA jsou obvykle v krevnim séru nez
v moci. Je tfeba zminit, Ze pritomnost OTA v téchto vzorcich odrazi expozici
organismi OTA vyplyvajici ze vSech cest, dile expozici ze vSech zdroji a také
biologickou dostupnost OTA. Kjednodu$Simu posouzeni individudlni a rizikové

skupiny je potfeba analyzovat pouze jeden typ vzorku (Malir et al, 2012).
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1.15.1 Biologicky monitoring lidskych ledvin v CR

Pritomnost OTA v lidskych tkanich je prfimym a jednozna¢nym diikazem o expozici
Clovéka OTA, i kdyz proveditelnost méfeni "in vivo" je zjevné limitovana. Jedna série
téchto méreni se uskutecnila z triceti vzorka lidskych ledvin shromazdénych "post-
mortem" v ramci Ceského biologického programu sledovani v roce 2001. OTA byl
pritomen u 40% vzorkd, av§ak Zadna z osob, jejichz ledviny byly studovany, netrpéla

rendlni insuficienci (Malir et al, 2012).

1.16 Zdravotni riziko

Lidé jsou vystaveni piisobeni expozice ochratoxintli a jejich metabolitim nékolika
cestami, stejné jako je tou jinych druhii mykotoxini. V nejvétsi miie tomu dochazi
spolu s prijmem potravy, vyrazné mensi podil ma pak expozice po vdechnuti (Malir,
2015).

Nalezy OTA v krvi a tkanich dokladaji expozici ¢lovéka. OTA se v krvi velmi silné
vaZe a to az z95 % na proteiny obsazZené v plazmé, predevSim na albumin a
makromolekulu neznamé struktury o relativni molekulové hmotnosti 20 000. Afinita
této makromolekuly na OTA je 10¢ krat vyssi nez u sérového albuminu. Vazba OTA na
plazmatické proteiny hraje vyznamnou roli v organismu a podili se na toxicité
OTA. Toxikokineticky profil se 1is§i v zavislosti na Zivo¢iSném druhu. OTA vstupuje
do enterohepatalniho cyklu, ktery je z ¢asti odpovédny za dlouhy biologicky polocas
toxinu v organismu. Polocas vylucovani OTA cini u ¢lovéka kolem 35 dni (Malif &
Ostry, 2003).

Nékteré studie ukazuji, Ze se OTA chova jako kumulativni jed s rychlou absorpci a
pomalym vyluc¢ovanim. Krevni cestou je pak OTA distribuovan v organismu. Hlavnimi
misty retence jsou ledviny, jatra, varlata, stfevo (organy rychlé kinetiky), svaly
a tukova tkan, ktera tvori rezervu. Uvadi se, Ze nalezy koncentraci OTA v krevnim

séru vyssi nez 10 pg.kg'mohou vyvolat neuropatii (Malit & Ostry, 2003).
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Zptsob hodnoceni expozice OTA, zdravotniho rizika a nebezpeci pro lidskou
populaci se provadi bud’ odhadem denniho ptijmu OTA spolu s potravou (stanoveni
OTA v potravinach ve vztahu k jejich zkonzumovanému mnozstvi), nebo stanovenim
OTA, jako vyznamného biomarkeru v Kkrevnim séru a plazmé, modi,
popripadé ,post mortem* v ledvinach aj. tkanich (Malit & Ostry, 2003).

Riziko ochratoxinii spociva v pomalejsi eliminaci, neZ u ostatnich testovanych
druhli a tim padem k delSimu obdobi, ve kterém mizZe dojit k vlivu na nasledné
poskozeni lidského zdravi. Pres jednotlivé rozdily v odolnosti nebo nachylnosti k
expozici ochratoxind, tyto mykotoxiny prispivaji ke zhorseni zdravi. Ochratoxikézy,
nebo-li onemocnéni vznikaji v disledku ptsobeni ochratoxinti, se mohou projevit jak
v akutni tak i chronické formé. Mohou vést k nahlé a rychlé smrti nebo k tvorbé
nadorl. Vice akutni onemocnéni mize nastat, pokud se ochratoxiny stretavaji s
imunitnimi procesy, ¢imZ se pacient stava vice nachylnym k danym onemocnénim
(Malir, 2015).

Byly pozorovany vyssi hladiny OTA v krvi u pacientl trpicich nefropatii nez u
zdravych lidi. Vyrazny nartst hladiny OTA v séru u pacientli s chronickym selhanim
ledvin miZe predstavovat jeden z mechanismii odpovédnych za zvysSeny vyskyt
zhoubnych nadord. Zvyseni vyskytu nadort bylo prokdzano zejména pro ledviny a
mocové cesty, které byly vystaveny expozici OTA. V Ceské republice je vyskyt
karcinomu ledvin nejvyssi v Evropé a proto je tieba ovérit, zda OTA hraje roli v tak
vysokém procentu vyskytu nadort v ¢eské populaci. Kromé téchto poznatki byla také
vyslovena hypotéza, Ze OTA miZe byt zapojen do patogeneze karcinomu varlat,
nicméné tyto poznatky vyzaduji dalsi studie, které s urcitosti potvrdi vliv OTA na
karcinom varlat a objasni jeho roli v tomto procesu (Malir et al, 2013).

V nedavné Tchajwanské studii, zabyvajici se mnozstvim OTA v moci u pacientt s
diabetes mellitus bylo zjiSténo, Ze OTA je zde pritomen ve vyrazné vyS$Sim mnozstvi
nez u pacientd s jinymi typy nefropatie. Také bylo zjisténo, Ze vylucovani OTA v moci
pozitivné a vyznamné koreluje s vyluCovanim bilkovin v mo¢i (priznak nefropatie).

Tyto studie ukazuji vzajemny vztah a dohromady naznacuji, Ze vystaveni vysokym
davkam OTA je spojeno s poskozenim ledvin. Vztah mezi OTA a diabetus mellitus je

bohuzel stale nejasny (Malit et al., 2013).
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Je dilezité podotknout, Ze OTA mize synergicky spolupracovat i s ostatnimi druhy
mykotoxinli nebo jejich chemickych kontaminanti. Tato synergie miZe mit za
nasledek predevsim zesileni toxickych ucink( danych latek. Dal$i problém spociva v
konjugovanych nebo maskovanych mykotoxinech, které se vyskytuji spolecné s
"volnym" OTA. Maskované myKkotoxiny mohou byt hydrolyzovany v
gastrointestinalnim traktu a mohou mit toxické vlastnosti "volnych" mykotoxind,
pricemz jejich skutefna toxicita a toxikokinetika zlistava do zna¢né miry zahalena. U
zvirat bylo prokazano, Ze k mykotoxikézam dochazi po konzumaci kontaminovaného
krmiva. Pfitomnost tzv. "volnych" mykotoxini v krmivu miiZze vést k neoCekavanym
toxickym reakcim a zavazné toxicité. Za zminku také stoji existence rostlinnych
maskovacich ochratoxinti, napt. b-glukosid izomerd (4R) - a (4S) -4-
hydroxyochratoxinu A (Malir, 2015).

Nedavné studie prokazaly, Ze expozice mliZe predstavovat i celosvétovy problém.
V Evropé byl OTA detekovan vlidskych krevnich vzorcich v mnoha zemich,a to
v koncentracich vrozsahu od 0,1 do 14,4 pgliséra nebo plazmy. Velmi
zajimavym faktem pro nas miize byt celosvétoveé dosud nejvysSi namérena

koncentrace OTA v lidském séru, ktera Cinila 1 800 pg.lt (Malit & Ostry, 2003).

1.17 Metody stanoveni ochratoxint

Bylo vyvinuto nékolik metod pro stanoveni ochratoxinii v riznych potravinarskych
komoditach, jako jsou obiloviny (je¢men, kukurice, pSeni¢né otruby a mouka), kakao,
kava, vino, pivo a suSené ovoce. Nejvétsi pozornost je vénovana detekci OTA, protoze
se jedna o nejvyznamnéjsiho zastupce této skupiny mykotoxind (Skarkova et al.,
2013).

Metoda tenké chromatografické vrstvy je vhodna pro detekci 2,4-4 ug / kg OTA v
ryzi nebo kokosovych vlockiach a 10ug/ kg OTA v pSenici. VétSina metod
zahrnuje imunoafinitni (IMA) sanaci v kombinaci s vysoce ucinnou Kkapalinovou
chromatografii (HPLC) a naslednou detekci pomoci fluorescence (FD). HPLC spojena s
hmotnostni spektrometrii (MS) nebo tandemovou hmotnostni spektrometrif
(MS/MS) se rychle siri jako slibna technika pro screening, identifikaci a kvantitativni

stanoven{ velkého mnoZstvi mykotoxint, véetné OTA (Skarkova et al., 2013).
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Existuji i rGzné alternativni metody jako je napiiklad detekce
pomoci fotodiodického pole (LC-DAD). Vysoce vykonna metoda pro stanoveni OTA je
chromatografie na tenké vrstvé (HPTLC), plynovad chromatografie ve spojeni s
MS, imunoenzymaticky (EIA) a fluorescen¢ni polariza¢ni imunologicky test. Pro
stanoveni OTA ve viné byla navrZena kapilarni elektroforéza (CE) s UV detekci.
VyuZiti laserové indukované fluorescence (LIF) jako citlivéjSiho systému pro detekci
bylo navrZzeno pro stanoveni OTA v riznych vzorcich potravin (prazZené Kkavy,
kukufice, ¢iroku) (Skarkova et al., 2013).

V Ceské republice vznikl novy vyzkumny projekt s nazvem "Ochratoxin A -
hodnoceni zdravotniho rizika pro rfizné skupiny obyvatelstva v Ceské republice".
Prvnim cilem tohoto projektu bylo vytvorit a upravit schvalené metody (HPLC-FD)
pro ucely kvantifikace OTA ve velkém mnoZstvi druhd potravin a to

jak rostlinného tak Zivo¢isného ptivodu (Skarkova et al., 2013).

1.18 Moznosti detoxikace ochratoxinu

Kapitola je vénovana predevsim mozZnostem detoxikace OTA, jelikoZ se jedna o
nejvyznamnéjsiho a nejvice prostudovaného zastupce ochratoxin.

Studium mozZnosti sniZeni OTA a redukce jeho toxického efektu rozkladem je velice
dilezité, avsak stale ve stadiu zkoumani. Musime brat také v potaz, Ze OTA je
sloucenina, kterou nelze trvale odstranit. Detoxikac¢nich strategii je cela fada. MizZeme
zminit napiiklad detoxikaci pomoci oxidacnich ¢inidel (peroxidu vodiku) a detoxikaci
za zvySené teploty a pH, ke které dochazi napriklad u praZené kavy. BohuZel obé tyto
metody vedou jen k nepatrnému snizeni OTA. Z dalSich testovanych metod mtizeme
zminit detoxikaci pomoci amoniaku, ktera byla testovana v krmnych pokusech na
prasatech. Vysledkem bylo sniZeni obsahu OTA v je¢meni o 85 %, avSak v ledvinach
prasat byla zjiSténa rezidua toxinu vyss$i, neZ se ocCekavalo, proto je tato metoda
povazovana za nedokonalou. Detoxikace mechanickym zpracovanim zrna ukazala, Ze
béZné metody opracovani zrn nejsou adekvatni pro dostaCujici detoxikaci.
Detoxikace pridavkem adsorbentli ke krmivu patii mezi pomérné znamé metody
odstranovani OTA z krmiv. Metoda je zaloZena na pridavku nenutri¢nich sorbenti
(aktivni uhli, bentonit nebo napiiklad luminosilikaty). Princip spociva ve vazbé toxinu

a zabranéni jeho vstiebani do organismu (Ruprich, 1997).
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Zajimavy pokus s detoxikaci mléka byl proveden s vyuzitim jogurtovych bakterii
a bifidobakterii. Pridavek 0,05 - 1,5 mg bakterii k 1 litru mléka pted fermentaci vedl k
vymizeni kontaminace OTA. Jendou z mozZnosti jak chranit organismus pted toxickym
uc¢inkem OTA je snazit se o jeho rychlé vylouceni z organismu nebo jeho metabolické
rozloZeni. Snad nejznaméjsi latkou s protektivnim ucinkem je fenylalanin, ktery tvori
cast molekuly OTA. Protek¢ni efekt proti genotoxicité OTA byl zkoumam také u
aspirinu nebo indomethacinu. Uvedené latky vyrazné sniZovaly mnoZstvi aduktl v
mocovém méchyri a ledvinach, pokud byly podany mySim pired aplikaci OTA

(Ruprich, 1997).
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Zaver

Kontaminace potravin, krmiv a s tim spojené nakazy lidi a zvirat jsou znamy jiz od
nepaméti, od doby, kdy Clovék zacal obdélavat zemédélskou plidu. Ochratoxiny patii
mezi vyznamné naturalni toxiny, produkované vlaknitymi mikroskopickymi houbami
rodu Aspergillus a Pencillium. Své toxické ucinky na lidskou i zvifeci populaci
projevuji jiZ ve velmi nizkych koncentracich. NejvyznamnéjSim a v soucasné
dobé nejvice diskutovanym mykotoxinem této skupiny je ochratoxin A.

OTA je vSudypritomny, prirozené se vyskytuji mykotoxin, ktery vykazuje mnoho
toxickych  uc¢inkli -  teratogenitu, hepatotoxicitu, imunotoxicitu, neurotoxicitu,
genotoxicitu, karcinogenitu (mozny lidsky karcinogen skupiny 2B), ale wvynika
zejména svoji nefrotoxicitou. Hlavnim cilem jeho toxicity jsou ledviny.

Diky riiznym metabolickym draham dochazi ke vzniku mnoha metabolitli s riiznou
silou toxického plsobeni. Za netoxicky produkt je povazovan OTa, vznikajici
Stépenim peptidové vazby v OTA. Naopak lakton-otevieny produkt (OP-OTA)
nalezeny u hlodavct, vykazuje vyssi toxicitu nez OTA. OTB je diky ztraté chléru méné
toxicky nez OTA. Chininové a hydrochinonové (0TQ/OTHQ) formy jsou vyrazné
toxictéjsi oproti OTA.

Vyskyt OTA jev potravinach rostlinnéhoa ZivociSného plvodu. Z potravin
rostlinného pivodu se jednd zejména o ceredlie, kavu, kakao, C¢okoladu,
koreni lusténiny, zeleny caj, fiky, pistacie, rozinky, hroznovou S$tavu, vino a pivo.
Z potravin zivocisSného plivodu byvaji kontaminovany mnohdy - veprové maso,
vepiové vyrobky z krve, ledviny nebo jatra driibeZze, syrové maso a dokonce i uzené a
solené ryby. Hlavnim zdrojem podilejicim se na dennim privodu OTA jsou obiloviny a
to az z 58 %. Proto je tfeba monitorovat OTA v surovinach a potravinach a sledovat
jeho denni prijem.

Dle zjisténi je hlavnim zdrojem expozice ¢lovéka OTA predevSim potravni retézec,
jehoZ prostrednictvim jsou lidé tomuto toxinu vystaveni. Dochazi k tomu bud’ pfimo
(konzumaci kontaminovanych obilovin a olejnin) nebo nepiimo (konzumaci

kontaminovaného masa a mléka).
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Diky celosvétovému rozSireni, které je do znacné miry ovlivnhéno souCasnym
celosvétovym obchodem s potravinami, které podléhaji kontaminaci OTA a pro jeho
vyrazné biologické (toxické) ucinky, nesmime riziko OTA opomijeta vénovat mu
znacnou pozornost.

Tato prace shrnuje dosud publikované informace o mykotoxinech ochratoxinech a
jejich toxicité. Cilem této literarni reSerse je poskytnout ¢tenati uceleny prehled o této

skupiné mykotoxint a to predevsim o nejvyznamnéjsim zastupci ochratoxinu A.
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