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ANOTACE

Tato bakalaiska prace se zabyva efektem kvasinek na rust plisni a produkci
mykotoxinu. Popisuje vztahy mezi vybranymi druhy kvasinek a plisni a mykotoxiny,
které plisn¢ tvofi. Stru¢né je popsano Pythium oligandrum.

KLICOVA SLOVA

Mykotoxiny, kvasinky, plisné, Pythium oligandrum

TITLE

Effect of yeasts on fungal growth and mycotoxin production

ANNOTATION

This bachelor’s thesis deals with effect of yeasts on fungal growth and mycotoxin
production. Bacheor thesis describe relation yaets and fungi and mycotoxinc which
are produce by fungi. Pythium oligandrum is briefly describe on the end of thesis.

KEYWORDS

Mycotoxins, yeasts, fungal, Pythium oligandrum
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Uvod

Tématem této bakalatské prace je objasnit efekt, ktery maji kvasinky na rast plisni a
produkci mykotoxind. Mezi nejcastéjsi producenty mykotoxind patii plisné
Penicillium, Fusarium a Aspergillus.

Mykotoxiny se nejvice vyskytuji na obilninach, kukufici a sezamovych semenech.
Koncentraci mykotoxinli v potravinach je tfeba sledovat, kvili jejich G¢inkim na
zdravi ¢loveka i zvitat. Mykotoxiny mohou ptsobit na bunky jater, ledvin, plic, nervi
a imunitniho systému. Koncentraci mykotoxind v potravinach a kramivech upravuje
nafizeni komise Evropskeé unie 2015/1005, ktere vstoupilo v platnost 25.6. 2015.
Obsah mykotoxinli V potravé je snizovan nékolika zplsoby. Jednim znich je
vstiebavanim v gastrointestinalnim traktu, pouzitim adsorbénich ¢inidel nebo
péstovanim s kvasinkami, jako napf. Pichia anomala, Saccharomyces cerevisiea nebo
Candida utilis. Tato prace popisuje i studije, které vykazuji efekt kvasinek na rast
plisni pii spolecné kultivaci.

V zéveru prace je popséna takzvana chytra houba. Jedna se o Pythium oligandrum.
Tato houba se pouziva jako biokontrolni ¢inidlo. Pythium oligandrum je hojné

vyuzivéano v lékatskeé i veterinarni praxi jako lé¢ebny prostiedek.
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1 Vztahy mezi mikroorganismy

Vztahy mezi mikroorganismy lze d¢€lit do nasledujicich skupin.

Komenzalismus je nejjednodusi vztah mezi mikroorganismy. Je to tzv. volné
sdruzeni mikroorganismu které si neskodi, ale ani neprospivaji. Je to napiiklad souziti
bakterii v dutin¢ Gstni ¢i na pokozce. Komenzalismus muze také znamenat, ze jeden
druh mikroorganismu vytvoii prostiedi (naptiklad vhodné pH) pro jiny druh
mikroorganismu.

Syntrofismus (synergismus) umoziiuje organismum zit v blizkosti jiného
organismu, ktery pomoci enzymu $t€pi makromolekuly nebo vylucuje rastové ziviny
do prostiedi. Patii sem zaradit i rGst anaerobni bakterii V pfitomnosti aerobnich
bakterii, které odebiraji z prostfedi kyslik. Dalsim ptikladem jsou kefirové kultury.
Bakterie obsazené v kefirovych Kkulturach okyseluji prostfedi na pH vhodné pro
kvasinky, zatimco kvasinky dodavaji rastové latky (Silhankova, 2002).

Mutalismus dfive také oznaCovany jako symbiOza je vztah, kdy se oba
zhcastnéné mikroorganismy podili na souziti a maji z toho prospéch. V ptirodé se
vyskytuje velmi vzacné. Ptikladem je souziti fas a hub, kdy vznikaji liSejniky. DalSim
ptikladem je vyskyt Escherichia coli v tlustém stieve.

Opakem synergismu je antagonismus, kdy jeden z druhi neptiznivé ovliviiuje
jiné druhy. Tent typ je velmi rozsiteny. Piikladem mize byt rychlé vyuziti Zivin
mikroorganismi, zména fyzikalnich a chemickych vlastnosti prostiedi (oxida¢né
redukéni potencial, pH) nebo hromadéni metaboliti. Ptikladem jsou bakterie
mlécného kvaseni, které jsou velmi silnym antagonistou hnilobnych bakterii, diky
rychle vytvorené kyseliné mléné se zméni pH prostiedi, které jiZ neni vhodné pro
hnilobné bakterie. Dalsim piikladem mohou byt bakterie produkujici antibiotika, které
pusobi na citlivé bakterie jiz v nizkych koncentracich. Jinym typem uplatnéni je
ochrana rostlin pted patogennimi mikroorganismy (Whipps, 2001).

Parazitismus je vztah, kde organismy ziskavaji potfebné ziviny od hostitele,
kdy mu ale vyrazné S$kodi svymi produkty a nékdy zpusobi i jeho smrt. Parazitismus
se vyskytuje mezi mikroorganismy a rostlinami ¢i zivoCichy, nebot’ parazitismus
mikroorganismu a jinych mikroorganismu je vzacny. Parazité se mohou specializovat
jen na ur€ity druh hostitele.

Metabioza je nejrozsifenéjsi vztah, pii némz jsou produkty metabolismu

jednoho mikroorganismu vyuzivany jinymi mikroorganismy. Jednd se napf. o
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zkvasSovani cukernych substrati kvasinkami kdy vzniké alkoholicky napoj, jenz muze
nasledné zoctovatét ptisobenim octovych bakterii (Kalina a Vana, 2005). Bez tohoto
vztahu by nedochazelo k rychlé mineralizaci latek v pfirodé a byl by tak naruSen

ptirozeny prub¢h v piirode.
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2 Mykotoxiny

Vsechny mykotoxiny maji nizkou molekulovou hmotnost a jsou to ptirodni produkty,
které jsou produkované jako sekundarni metabolity vlaknitych hub (Bennett, 1987).

Termin mykotoxin byl poprvé pouzit roku 1962.

Nejcastéjsi producenti mykotoxini jsou plisn¢ rodu Penicillium, Fusarium a
Aspergillus. Nejbéznéji se vyskytujici mykotoxiny jsou aflatoxiny (Bi, B2, Gi1, G,
My), ochratoxin A, patulin, citrinin, zearalenon, T-2 a HT-2 toxiny, nivalenol a
deoxynivalenol. Z téchto toxint je nejvétsi hrozbou pro lidské zdravi aflatoxin Bi.
Vyskyt mykotoxinti v potravinach je dan natizenim komise Evropské unie 2015/1005,
které vstoupilo v platnost 25. ¢ervna 2015 a nahradilo tak piedchozi nafizeni ¢.
1881/2006 ES. Toto nafizeni upravuje koncentraci naptiklad pro ochratoxin, jehoz
hladina nesmi piekrocit tydenni piijem 120 ng/kg télesné hmotnosti, patulinu jehoz
nejvyss$i mozna koncentrace je denné 0,4 ug/kg té€lesné hmotnosti a deoxynivalenolu
na 0,06 ug/kg télesné hmotnosti (Nafizeni komise 2015/1005).

Plisn¢ jsou silnym alergenem a mohou vyvolavat u lidi rtiznd onemocnéni ktize, ale i
zivot ohrozujici nemoci u lidi s oslabenou imunitou. Mezi tato onemocnéni se fadi
mykoalergdzy, nejéastéji je zpusobuji plisné Penicillium, Aspergillus, Mucor a dalsi.
Mykotoxikézy jsou zpusobeny mykotoxiny, které produkuji plisné. Nejéastéji
napadaji u lidi bunky jater, ledvin, nervi, plic a imunitniho systému. Mykotoxiny
kontaminuji potraviny i krmiva a ohrozuji tak lidi i zvifata (Havrankova a Ovesna,
2012).

Mykotoxiny, konkrétné citreoviridin  (produkovany Penicillium citreoviride)
zpisobuje akutni kardidlni beri-beri. Toto onemocnéni zpiisobuje kiece, paralyzu a
srde¢ni poruchu rytmu Wenckebachovi periody. Detoxikace citreoviridinu probiha na
slunci, protoze je silné fotolabilni. Toxin T-2 (produkovan plisnémi Fusarium spp.)
zpusobuje alimentarni toxickou aleukii. Onemocnéni se d€li na tfi faze. Prvni faze je
prudky nastup onemocnéni v misté vstupu, nejcastéji pies travici trakt. Postizeny ma
zangty sliznic traviciho traktu, prijmy a zvraceni. Ve druhé fazi pfichazi zdanliva
Uleva, ale v krevnim obrazu zaznamenavame pokles krevnich desticek a bilych
krvinek. Tteti faze je nebezpetna v moznosti nastupu sekundarni infekce a v krvaceni,
které muize byt velmi rizikové pro Zeny v menstruaénim cyklu, kdy hrozi i

vykrvaceni. Mezi dalsi onemocnéni zplsobené mykotoxiny se fadi i toxicka

14



hepatitida, kterou pii dlouhodobé&jsi expozici vyvolavaji aflatoxiny. Existuji ovSem
kultury, které inaktivuji nebo jinak ni¢i mykotoxiny. Lactobacilus rhamnosus vaze
aflatoxiny a trichotheceny. Kvasinkova kultura Saccharomyces cerevisiae produkuje
enzymy, které $tépi funkéni skupiny trichothecent a laktonovy kruh zearelenonu na
neskodné metabolity (Dolezal, 2012).Vyskyt plisni a spor nemusi vzdy nutné

znamenat velkou produkci mykotoxind.

2.1 Mykotoxiny produkované rodem Fusarium

Plisné rodu Fusarium jsou jednim z hlavnich patogent obilovin. V Ceské republice se
nejcastéji vyskytuje Fusarium graminearum a Fusarium culmorum, které napadaji
obiloviny a tvoii toxické metabolity. Dalsi zastoupeni rodu Fusarium je napiiklad
Fusarium avenaceum, Fusarium poae nebo Fusarium equiseti (Havrankova a Ovesna,
2012).

Nejcastéji celosveétoveé napadanou obilovinou je pSenice a jeémen, oves a kukufice u
kterych Fusarium vyvolava onemocnéni fusariosa v zahrani¢i zvane Fusarium (head
blight FHB). Symptomy, kterymi se fusariosy projevuji je celé spektrum, ale
nasledkem je znehodnoceni obilného zrni nebo tvorba toxickych mykotoxintu ( Wofl-
Hall, 2007).

Plisn¢ rodu Fusarium tvoii fadu mykotoxini jako trichotheceny, deoxynivalenol,
zearalenol a dalsi. Vyznamnym trichothecenem je T-2 toxin. T-2 toxin se nachazi ve
velké skupiné obilnin, naptiklad v pSenici, kukufici, jeCmenu, Zitu a ovsu a ve
zpracovanych obilnych produktech jako je slad, chléb nebo pivo. T-2 toxin je zndm
pro svou schopnost inhibovat syntesu RNA nebo DNA syntesu proteind, ovliviiovat
mitochondrialni funkci a dalsi vnitrobunécné procesy coz vede az ke smrti buiiky u
eukaryotickych organismi. Trichotheceny se déli na 4 podskupiny, které jsou
oznaceny velkymi pismeny A, B, C, D. Trichotheceny A a B jsou v obilovinach velmi
hojné zatimco C a D jsou v krmivech a potravinach jen vzacné (Hajslova, 2008).
Zearalenon je produkovan druhy Fusarium cerealis, Fusarium equiseti, Fusarium
culmorum a dalSimi. Zearalenon je toxicky, ale méné nez ostatni mykotoxiny.
Vyskytuje se ve skladovaném obili a je stabilni i po tepelném zpracovani nebo
fermentaci. Jelikoz je jeho povaha lipofilni, mize dojit k jeho ptenosu do rostlinnych

oleju, ale i do cerealii, chleba nebo piva (Velisek a Hajslova, 2008).
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2.1.1 Trichotheceny a jejich zdravotni rizika (T-2 toxin, HT-2 toxin,
deoxynivalenol)

Mezi hlavni ptiznaky mykotoxikdéz patii krvavé prajmy, zvraceni, zavazné
dermatitidy a krvaceni. Podle klinickych ptiznakl lze rozdélit onemocnéni do Ctyt
skupin. Prvni skupina zahrnuje odmitani potravy, druha skupina kozni nekrosu, tfeti
skupina ovliviiuje gastrointestinalni trakt a ¢tvrta skupina zpusobuje koagulopatii.
Vyskyt trichothecent v téle vede k apoptdze in vitro i in vivo v dulezitych télnich
organech jako lymfatické organy, krvetvorna tkan, jatra, stievni krypty, kostni dfen a
brzlik (Yazard and Omurtag, 2008). Pii vysokych davkach trichothecend se projevi
akutni forma zvracenim, prijmy, leukocytosou, krvacenim a ob&hovym selhdnim,
které mize vyustit az ve smrt. Pfi mirné zvySenych davkych byl pozorovan i
cytotoxicky efekt. Pokud jsou davky trichothecent nizké, ale dlouhodobé, projevi se
chronicka forma onemocnéni anorexii, Ubytky pftirustkové vahy a dopadem na
imunitni systém. Byl sestaven zebficek citlivych zvifat na pfitomnost trichothecenti a
bylo zjisténo, Ze krocani a prasata patii mezi citliva zvifata na ptitomnost
thrichothecenii. Jako méné citlivé na trichotheceny v potravé povazujeme kufata a
prezvykavce. Pokud bychom provadéli histologicky prizkum u napadenych zvifat,
nasli bychom buné¢nou nekrosu v misté aktivniho d€leni stfevni sliznice, kostni dfeni,
varletech a vajecnicich (Yazadr and Omurtag, 2008). Informaci o toxickych ucincich
trichothecenti na ¢lovéka neni mnoho, a proto zatim neni jisté, zda ma na ovlivnéni
lidského zdravi pii intoxikaci trichotheceny vliv dodrzovani (Sudakin, 2008).

Pokud dojde ke kontaminaci T-2 toxinem, muze to mit velmi zavazny dopad na
Cloveéka 1 zvitata a v nékterych ptipadech zpisobit 1 smrt. Hlavnimi ptiznaky je pocit
na zvraceni, zvraceni, zavrat’, zimnice, bolest bticha, krvaceni, potraty, kozni nekrozy,
nevratné poSkozeni kostni diené, redukce bilych krvinek (vede az k aleukii), inhibice
syntesy proteina. T-2 toxin je toxicky pro lymfaticky systém a krvetvorbu.
V imunitnim systtmu ma& T-2 toxin vliv na pocéty leukocyti, opozdénou
hypersensitivitu, vycerpani kmenovych bunek cervené tady a nekolik dalSich
zavaznych dopadl. Prvni popsany piipad toxického ti¢inku T-2 toxin na ¢lovéka byl
v Cing, kde doslo k nakaze skrze plesnivou ryzi napadenou plisni Fusarium a byl zde
detekovan toxin T-2. T-2 toxin byl vySetfovan mezinarodni agentiirou pro vyzkum

rakoviny skupinou (IARC) a nebyl zatazen do skupiny karcinogennich latek pro

wewr
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jsou T-2 a HT-2. Zptsobuji kozni problémy, které mohou doprovazet krvaciva loziska
Vv oblastech na hlavé a u pohlavnich organti. DalSim onemocnénim je alimentarni
toxicka alexie (ATA).

Deoxynivalenol zpiasobuje pii akutni intoxikaci bolest bficha, zvySené slinéni,
nevolnost, prijem, zvraceni a anorexii. U chronickych pfipadid se u zvifat muze
objevit nizsi vaha, anorexie a zménéna nutri¢ni ucinnost, imunotoxicky efekt a zmény
neurochemickych latek v mozku. Pokud se =zaméfime na citlivost vaci
deoxynivalenolu, nejcitlivéjsi jsou prasata, poté nasleduje driibez a piezvykavci. Toto
uspofadani je ¢aste¢né dané diky rozdilnému metabolismu deoxynivalenolu. Také je
dokazano, ze samci jsou citlivgjsi nez samice. V trichothecenech patii deoxynivalenol
mezi méné toxické, avsak jeho vyssi davka muze v téle zplsobit Sokovy stav a smrt.
Ze studie akutnich stavii u zvitat vyplyva, Ze deoxynivalenol mize mit podobny efekt
na Cloveéka. V Asii byl popsan piipad onemocnéni clovéka se symptomy jako
zvraceni, zimnice a bolest hlavy ve spojitosti s obilim kontaminovanym

deoxynivalenonem. V zebiicku IARC se netadi mezi karcinogenni pro ¢lovéka.

2.1.2 Zearalenon a jeho zdravotni rizika

Zearalenon byl objeven u prasat jako puvodce reprodukcéni vady znamé jako
vulvovaginitida (Moss, 2002). Zearalenon zptsobuje u zvifat vymizeni fije nebo
naopak déle trvajici fiji, snizenou plodnost, mensi vrhy a niz$i porodni hmotnost.
Dal$im moznym ptiznakem je pseudogravidita, kterou zpiisobuje persistence zlutych
té€lisek na ovariich. Zearalenon je omezené karcinogenni a teratogenni (Suchy a
Herzig, 2005). Zearalenon nejcastéji kontaminuje kukufici, dale oves, je¢men, pSenice
a ¢irok. Ve vyjimé¢nych piipadech se mize vyskytovat spolecné s deoxynivalenolem.
Studie dokazuji, Ze zearalenon je velmi rychle metabolizovan u zvifat 1 u lidi. Volna
forma muize byt nalezena i v kravském mléce, ale neovliviiuje vefejné zdravi.
Zearalenon a né&které jeho metabolity mohou mit kompetetivni vazbu na estrogenové
receptory v in vitro systému. Vazba na specificky receptor se mtze prokazat v déloze,
Vv prsnich zlazach, jatrech a hypothalamu u riznych druhd (Scientific committee of
Food, 2000). Problémy s plodnosti zptuisobené zearalenolem se objevuji nejcastéji u
svini a ovci. Hlavni efekt se projevi na urogenitalnim traktu. Sviné jsou nejbéznéji
napadena zvifata, ale napadena mohou byt i labolatorni hlodavci, dobytek a dribez.

Zearalenol také méni pohlavni systém u laboratornich zvifat jako jsou mysi, krysy,
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guinejska prasata, kiecci, kralici nebo domaci zvifata. Zearalenon je nebezpecny i pro
malé déti a jesté nenarozeny plod, kdy zpiisobuje predCasny vyvoj prsou, ochlupeni a
zvétseni prsou. Diky vzrlstajici poptavee po dobyt¢im mase, musely byt stanoveny
povolené hodnoty zearalenolu v mase. V nékterych zemich, jako USA, maji povolé
urc¢ité limity, ale v evropskych zemich je vyskyt zearalenolu v mase zakazan zcela
(Yazard and Omurtag, 2008).

2.2 Mykotoxiny produkovane rodem Aspergillus

Aflatoxiny jsou produkovany kmeny Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus,
Aspergillus nomius atd. Aflatoxiny se za spravné teploty a vlhkosti vyskytuji
v zeméd¢€lskych plodinach, v kofeni, ofechach a to i muskatovych, fikach nebo
suSeném ovoci (Malit a Ostry, 2003). Dale se také Casto vyskytuji v arasidovych
omackach, arasidovych pastach a smésich, kandovanych arasidech, jadrech broskvi,
cerealiich, ¢esneku naklddaném nebo v prasku, cokoladé, kukufiénych vyrobcich,
kukufi¢ném sladu a $krobu, mandlich, marcipanu, sezamovych semenech, rybach,
rozinkach, pivu i vinu, prosu a sojové mouce, dokonce i ve Spagetach a vajeénych
vyrobcich a dalSich (Velisek, 2002). V potravinach se vyskytuji aflatoxiny B1, B2, G1
a G2, ostatni z 20ti druhti se nevyskytuji v potravindch. Nejcastéji se vyskytujici

aflatoxin je B1, ktery je zaroven pfirodnim karcinogenem (Velisek a Hajslova, 2009).

2.2.1 Aflatoxiny a jejich zdravotni rizika

Aflatoxiny v téle se hromadi v télnich tekutinach a tkanich a jejich vylucovani
z organismu je pomalé. Aflatoxiny pusobi na ¢lovéka a zvifata hepatotoxicky.
Toxické ucinky zavisi na mife davky a délce peroralnimu podavani. Pokud je
expozi¢ni davka vysoka, aflatoxiny zpUsobuji akutni hepatotoxicitu. Akutni
hepatotoxicita se projevuje anorexii, gastroenteritidou, krvacenim podkozi a z télnich
otvorti. Oproti tomu dlouhodobéjsi vystaveni niz§im davkam aflatoxint, zpisobuje
chronickou hepatotoxicitu. Ta se projevi cirhozou jater, ktera vede k anorexii, snizuje
uzitkovost a té€lesnou hmotnost. Mezi dalsi G¢inky aflatoxinti patii uc¢inky mutagenni
a teratogenni. Tyto uCinky se predpokladaji i u lidi. Pokud je ¢lovék nebo zvife
vystaven vlivu aflatoxini zaroven s vlivem ochratoxind, jejich ucinek se zvysuje.

Jedna se o synegistické toxiny (Velisek, 2002).
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2.3 Mykotoxiny produkované rodem Penicillium

V chladnéjsich  klimatickych podminkach produkuji plisné rodu Penicillium
mykotoxin zvany ochratoxin A. Mezi jeho G¢inky patfi nefrotoxicita, imunotoxicita,
karcinogenita a neurotoxicita. Tyto symptomy se vyskytuji u pokusnych zvirat, ale i u
lidi (Mateo et al., 2007). Ochratoxin A funguje na rychlé absorbci a jako prvni ptisobi
na jatra a ledviny. Vyskytuje se v mnoha plodinach od obilovin (je¢men, kukufice,
oves a ryze) po kavu, lusténiny, kofeni a vinné hrozny a vyrobky z nich (Kabak,
2009). Ochratoxin A muzeme nalézt i v dal$ich potravinach jako napiiklad fazole,
vepiové maso a vyrobky z vepiového masa kontaminovaného potravou zvifat a velmi

vzacné i kutecich vejcich (Putnari¢ et al., 2001).

2.3.1 Ochratoxiny a jejich zdravotni rizika

Na ochratoxin jsou ze zvifat nejcitlivéjsi prasata. Ochratoxiny maji v téle nefrotické,
imunotoxické, genotoxické, teratogenni a karcinogenni uc¢inky. Tyto Uc¢inky
vyvolavaji drazdéni sliznic traviciho ustroji a zptisobuji akutni gastroenteritidu. Ta je
pfi¢inou nechutenstvi, depresi, prijmu a horeCek az poSkozeni ledvin u prasat.
Tomuto stavu se tiké nefropatie prasat. Ochratoxin A je rizikem i pro lidi, protoze
prechazi do masa a tim kontaminuje maso a pokrmy z néj (Suchy a Herzig, 2004).
Jeho pfimy ¢i neptimy ucinek na lidské zdravi nebyl nikdy vysetfovan ani potvrzen i
pfes jeho toxicitu otestovanou u zvifat in vivo i in vitro. Ochratoxin byl vySetfovan ve
spojeni s prase¢i mykotoxickou nefropatii, znamou téz jako Balkanska endemicka
encefalopatie. Jednd se o chronické onemocnéni tubulointestninalniho traktu
s neznamou piic¢inou a odehralo se pied 50ti lety v Rumunsku, Bulharsku a zemich
byvalé Jugoslavie, jako Chorvatsko, Bosha a Herzegovina a nékolik dalSich. Cilem
studie bylo uréit, zda obilniny ze Slavinski Brodu, na tizemi endemické nefropatie,
obsahovaly ochratoxin A a pokud ano, tak tento vyskyt porovnat s ostatnimi plochami
se vzacnym nebo zadnym vyskytem onemocnéni. Studie méla také pomoci stanovit
maximalni mnoZstvi ochratoxinu A v lidském jidle a potravinach (De Koe, 1999).

Pfi testovani vzorka kukufice a pSenice byl ochratoxin A nalezen v 75,8 % vzorcich
pSenice, coz je 74 z 92 z testovanych vzorkl. V piipad¢ kukufice byl nalezen ve
33,3 %, coz je v 17 z 51 piipadi. V obou ptfipadech byly hladiny ochratoxinu
mnohonasobné vyssi nez jaké dovoluji hodnoty Nafizeni smérnice (ES) zroku

2015/1005. Hodnoty byly porovnany se stanovenim v oblasti Slavinski Brod, oblasti
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s endemickym vyskytem a oblasti Osijek, kterd nebyla napadena Balkanskou
endemickou nefropatii, ale sporadicky se zde vyskytovala. V obou oblastech byly
hodnoty ochratoxinu v kukufici i1 pSenici velmi vysoké. Onemocnéni nikdy nenastalo
u déti, coz dokazuje prodlouzenou inkubaéni dobu a etiologickou expozici. Tento fakt
byl potvrzen také tim, Ze osadnici jsou stejné postizeni onemocnénim jako ptivodni
obyvatelé, ktefi zili v endemické oblasti vice nez 10 let (Puntari¢ et al., 2001).
Kontaminace jidla ochratoxinem A byla popsana i v mnoha rozvojovych zemich a
mnoha Africkych zemich. Zvysena hladina ochratoxinu v séru u napadenych mohla
byt i v dusledku akumulace ochratoxinu v téle zapfi¢inéna poSkozenim funk¢nosti
ledvin dal$im etiologickym ¢inidlem. V roce 1997 byly stanoveny maximalni limity

ochratoxinu A v potravinach, které byly nékolikrat novelizovany ( Biotox, 2007).

2.4 Biologickéa kontrola

Obsah mykotoxinti v potravinach je monitorovan a regulovan v mnoha zemich po
celém svéte (Van Egmond et al., 2007). Byly stanoveny rizné strategie biokontrol
jako je naptiklad rozvoj netoxigennich hub, které zabranuji rustu toxigennim kmentim
a redukuji produkci mykotoxint na plodinach (Cleveland et al., 2003). Dorner a Cole
(2002) uvadi, ze netoxigenni kmeny Aspergillus flavus a Aspergillus parasiticus
snizuji aflatoxinovou kontaminaci po sklizni 0 95,9%. Kompetitivnim vylou¢enim
plisné brani nebo snizuji intracelularni rast hyf. Masoud a Kaltoft (2006) popsali in
vitro inhibici ochratoxinu A, produkovaného Aspergillus ochraceus, tfemi
kvasinkami (Pichia anomala, Pichia kluyveri a Hanseniaspora uvarum). Kvasinkové
druhy jsou slibna biokontrolni ¢inidla, protoze neprodukuji alergenni spory a obvykle
jsou nepatogenni. Candida oleophila a Candida sake jsou aktivni ptisady komeréniho
produktu BioNext a Candifruit (Janisiewicz a Korsten, 2002, Droby et al., 2009).
Kvasinkove druhy se mohou rychle rozvijet na listech, ovoci a rostlinném povrchu a s
ostatnimi mikroorganismy sout€zi 0 prostor pro rust a vyzivu. Kvasinky jsou snadno
kultivovatelné, rychle vyrGstaji a jsou pfitomny ve volném Zivotnim prostiedi
(Janisiewicz a Korsten, 2002, Walker, 2011). Houba rodu Trichoderma se také podili
na kontrole patogennich hub, k tomu vyuzivd mechanismy jako soutéZeni o vyzivu,
antibiosu a mykoparasitismus (Benitez et al., 2004). Schopnost antagonistickych hub
kontrolovat toxigenni typy zavisi na rozdilnych efektech makro a mikroklimatickych
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podminek patogenniho pusobeni (Luongo et al., 2005). Dilezita kritéria pro
hodnoceni ucinnosti biokontrolnich ¢inidel zahrnuji schopnosti osidlovat cilovy
substrat nebo ¢ast rostliny, schopnost aktivity v riznych ekologickych podminkach na
poli nebo béhem skladovani, tak aby se shodovala s ristem patogenu a je slucitelna
s dals§imi kontrolnimi prostfedky bez indukujiciho efektu na kompromis kvality
kone¢né komodity (Bacon et al., 2001).

Biologické metody zajiStuji dekontaminaci skrz zménu struktury mykotoxinové
molekuly beze vzniku vedlejSich toxickych produktii nebo metabolitii. Tento ptistup
zajistuje, Ze nejsou nijak pozménény nutricni hodnoty, zastoupeni vitamint,

stopovych prvku ¢i chutnost potraviny (Bakutis et al., 2005).

2.5 Dekontaminace

Dekontaminace krmiva a potravin kontaminovanych mykotoxiny miize byt dosazeno
skrz jejich chemoochranu nebo vstiebavanim v gastrointestinalnim traktu (Kensler et
al., 2004). Jsou rizné adsorbéni ¢inidla, ale lisi se Gi¢innosti v prevenci mykotoxikos.
Vybrany montmorillonit vapenaty prokazal nejvyssi selektivnost a efektivnost u
adsorbce v gastrointestinalnim traktu. Esencialni oleje a vodni vyluhy z Aframomum
danielli byly nedavno popsany pro snizeni ochratoxinu A v kakaovém prasku o 64
az 95 %. I prestoze molekula ochratoxinu je stabilni, je potvrzeno, Ze okolo 40-90%
ochratoxinu je zni¢eno béhem prazeni kavovych zrn (Aroyeun a Adegoke, 2007).
Izolace a charakteristika mikroorganismu (kvasinek), které jsou schopny bio-
transformace mykotoxinli je zlomovéa v praktickém pouziti v dekontamina¢nim
procesu piimo v travicim traktu zvifat. Biologické metody se mohou stat
technologickou volbou jako enzymatické reakce nabizejici specifitu, ireversibilitu,
ucinnost a piirod¢ prospéSnou cestu k detoxikaci, aniz by zanechdvali nezadouci
toxicka residua a nezadouci vedlejsi produkty (Bakutis et al., 2005).

Mnoho adsorbentii mykotoxind bylo testovano pro vazby na né€kolik mykotoxind in
vitro i in vivo. Mezi absorbenty patii naptiklad Mycofix plus 3.0, Mycosorb, Bio-mos
a Klinosan. Stupen adsorpce in vitro zavisi na chemické struktufe mykotoxinu
v zavislosti na vlastnostech povrchu a stavbé adsorbentu. Pokud je vazba mykotoxinu
dostatecné¢ pevnd na adsorbent, bude adsorbci v travicim traktu zabranéno

(Schatzmayer et al., 2004). Studie dokazuji, Ze vybrané druhy kvasinek mohou
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redukovat riizné mykotoxiny, pokud jsou kvasinky kultivovany na raznych

rostlinnych substratech.
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3 Kvasinky

Kvasinky jsou heterotrofni eukaryotni mikroorganismy, které se fadi mezi houby
(Fungi). Od ostatnich eukaryotnich organismu je odliSuje tvorba pevné a pomérné
silné bunécné stény. Zdrojem uhliku a energie jsou pro kvasinky pfevazné cukry,
které zkvasuji nebo zpracuji aerobni respiraci. Jejich ¢esky nazev vznikl na zaklad¢
jejich schopnosti zkvaSovat monosacharidy, uré¢ité disacharidy a trisacharidy na oxid
uhli¢ity a ethanol, ale i H*, glycerol, sukcinat, aceton a dalsi.

Dalsi vlastnosti kvasinek je lipolyza nebo mohou hydrolyzou uvoliiovat mastné
kyseliny a také mohou zpusobovat zluklou chut’ napiiklad u syrt (Gorner a Valik,
2004).

3.1 Morfologie kvasinek

Tvar a vzhled kvasinek je ovliviiovan nejen vné&j$imi vlivy (sloZeni kultiva¢niho
média, koncentrace latek v okoli kvasinky, pH, redoxni potencidl), ale i zptisobem
rozmnozovani, které mize probihat puenim nebo pficnym délenim. Tvar kvasinek se

mize, ménit i v prabéhu zivota kvasinky.

Rotacni elipsoid jako zakladni tvar kvasinek mize byt pozménén vlivem vnéjsich
podminek do tvard kulovitych. To muize nastat pii dlouhodobé kultivaci na témze
médiu nebo na médiu, které ma zvySenou koncentraci minerdlnich latek ¢i zvysSené
povrchové napéti. Pokud je médium bohaté na kyslik av§ak chudé na mineralni latky
a ma nizké povrchové napéti, kvasinky se protahuji az do vldknitych forem. Toto
protazeni do vlaknitych forem muize nastat i na médiich, po vycerpani zivin. Z takto
strukturovanych kvasinek se pak tvofi pravé mycelium délené piepazkami a
pseudomycelium. U pseudomycelia nedochazi k oddélovani piepazkami, proto
nedochazi k oddéleni matetskych a dcefinych bunék a jako jeden celek se snazi
proniknout az k periferii ke zdroji Zivin.

Tvorba pseudomycelia i pravého mycelia souvisi s aerobnim metabolismem kvasinek,
a také proto se vyskytuje u drsnych kvasinek (R-mutantt), které maji vyssi aerobni
metabolismus, coz je typické pro rod Endomycepsis, Sporobolomyces a Candida.

Netypickym druhem tvaru kvasinek je rod Kloeckera, jehoz tvar je podobny citronu,
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rod Trigonopsis jehoz tvar tvoii trojuhelnik a rod Schizosaccharomyces jenz je ovalny
(Silhankova, 2002).

Kvasinky jsou schopné tvofit toxiny, jejichz podstatou jsou glykoproteiny nebo
proteiny. Tyto toxiny vykazuji smrtici nebo inhibujici G¢inky proti citlivym kmenim
kvasinek. Smrtici fenomén je popsan na mnoha druzich kvasinek jako napiiklad
Sacharomyces, Rhodotorula, Kluyveromyces, Candia a Pichia. Nesouvisejici skupina
eukaryotickych mikroorganismu je citliva na antimikrobialni efekt kvasinkového
smrticiho toxinu.

Kvasinky patiti mezi jedny znejpodrobnéji prozkoumané organismt. Maji
nezastupitelnou Ulohu v potravinafském a farmaceutickém prumyslu, ale i v oboru
genového inzenyrstvi. Byvaji vyuzivany jako modelové systémy pii studiu regulace
metabolismu nebo ve studiu genetiky eukaryotnich organismi. Mezi nejprobadané;si
druh kvasinek patii i Saccharomyces cerevisiae. V dnes$ni dobé jsou po genetické
modifikaci kvasinky schopné produkovat i farmakologické preparaty, které slouzi
k 1é¢be¢ i prevenci onemocnéni. Geneticky modifikované kvasinky jsou nepatogenni
(Jin a Speers, 1998). Mezi kvasinky, které slouzi jako organismy ke genové
modifikaci se fadi pfevazné tyto Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces
pombe. Dale Pichia pastoris, Yarrowia lipolytica, Hansenula polymorpha nebo
Kluveromyces lactis (Rosypal a kol., 2002).

Mezi kvasinkovymi druhy se vyskytuji i takové, které jsou patogenni pro ¢lovéka.
VétSinou se projevi u lidi se snizenou imunitou nebo u jinak oslabenych jedincii ( po
1é¢bé antibiotiky, u pacientt s leukémii nebo po chirurgické operaci)

Mezi patogenni rody patii naptiklad rod Candida, Cryptococcus nebo Trichosporon.
Avsak v posledni dob¢ k nim pfibyvaji i rody jako Rhodoturola, Saccharomyces nebo
Geotrichum (Bonini et al., 2008).
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3.2 Pichia anomala
;GW - ot

& 3

Obrézek 1 Pichia anomala Dostupné z:
http://wineserver.ucdavis.edu/industry/enology/winemicro/wineyeast/pichia_anomala.
html (cit. 2017-06-30)

Kvasinka Pichia anomala (obrazek 1) byla puvodné izolovana z uskladnéného obili
(Kurtzman a Robnett, 1998). Citlivost Pichia anomala na antimykotické latky, byla
porovnavana s kvasinkou Candida albicans, jejiz citlivost na antimykotické latky
byly dobfe popsany. Pichia anomala je klasifikovana jako organismus biologicke
bezpecnosti irovné 1. To znamena, ze je bez zndmych rizik u zdravych jedinct a bez
omezeni tykajicich se manipulace. Je prokéazano, ze tato kvasinka je potencialné
vhodna jako biokontrolni ¢inidlo pro promeénliva prostiedi. Pichia anomala je
schopna riist pfi nizké tenzi kysliku, vysoké (20-35 °C) i nizké (10-15 °C) teploté,
v Sirokém rozmezi pH, déale dokaze vyuzivat zdroje uhliku a dusiku, které dale
vyuziva pro soutéZeni s plisnémi o prostor a zZiviny pii uskladnéni obiln¢ho zrna
(Praphailong a Fleet, 1997). Aktivita smrticiho toxinu je zavisla na pH (4,6) a teploté
(25-28°C) a jeho aktivita mize byt neutralizovana monoklonalni protilatkou proti
Pichia anomala smrticimu toxinu (mAbKT4) ( Polonelli a Morace, 1987).

Inhibiéni efekt Pichia anomala smrticiho toxinu je blokovan preinkubaci s protilatkou
mabKT4 (Séguy et al., 1994).
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3.3 Saccharomyces cerevisiae

Bylo prokazano, ze Saccharomyces spp. je schopna fermentovat glukosu, galaktosu,
sacharosu a maltosu, zatimco laktosa a D-manitol nebyly fermentovany ani jednim
z druhit Saccharomyces spp. Kvasinka Saccharomyces spp je ovalna a netvofi pravé
mycelium se septy. Pozitivni interakce mezi Saccharomyces cerevisiae a plisni
Penicillium roqueforti stimuluje rdst a sporulaci plisné v syrové kultufe. Tato
interakce snizuje svoji silu s rostouci koncentraci NaCl (Vaughan-Martini a Martini,
1998).
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Obrazek 2 Saccharomyces cerevisiae Dostupné z:
http://wineserver.ucdavis.edu/industry/enology/winemicro/wineyeast/saccharomyces_
cerevisiae.html (cit. 2017-06-30)

Saccharomyces cerevisiae (obrazek 2) je kvasinka, ktera je dobfe kultivovatelna a
fadi se mezi fakultativn€ anaerobni. Je téZ hojné probadana. Mezi jeji vlastnosti patii
schopnost adsorbovat mykotoxiny, napiiklad aflatoxiny az 0 95 %, fumonisiny o 67
%, zearalenon o 77 %, ochratoxin A 0 12,5 % a nivalenon o 8,2 % (Yiannkouris a
Jouany, 2002). Dalsi schopnosti této kvasinky je tvorba biofilmu v laboratonich
podminkach. Ptilnavost kvasinky k povrchu se zvySuje se sniZujici se koncentraci
glukosy. Pokud ovSem koncentrace glukosy zcela vymizi, ptilnavost kvasinky se
snizi. Pro tvorbu biofilmu jsou nepostradatelnou soucésti povrchové bilkoviny, tzv.
flokuliny, které jsou kddované genem flo11. Diky tomuto proteinu neroste u kvasinek
jen tvorba biofilmu, ale i povrchova hydrofobnost kvasinky (Reynolds a Fink, 2001).
Saccharomyces cerevisiae preménuje zearalenon (Biotox, 2007) z 69% na toxin -

zearalenon, metabolit jenz ma niz$i aktivitu nez vychozi latka (Karlovsky, 1999).
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Glukomanany, které se extrahuji z vné&jsi strany bunéné membrany Saccharomyces
cerevisiae jsou schopny vazat ur¢ité mykotoxiny (Yiannkouris a Jouany, 2002).

3.4 Candida utilis

Obréazek 3 Candida utilis Dostupné z:
http://old.vscht.cz/obsah/fakulty/fpbt/ostatni/miniatlas/cand-util.htm (cit. 2017-06-30)

Kvasinka Candida utilis (obrazek 3) je schopna fermentovat sacharosu a vyuzivat
fadu zdroji uhliku vcetné monosacharidi a disacharid jako je maltosa a xylosa.
Roste v prostiedi glukosy, xylosy, glukonatu nebo ethanolu. Také roste na médiu
s obsahem jednoduchych soli, vitamini a vyZaduje draslik. Na pidach s omezenym
obsahem drasliku, Candida utilis méni rychlost svého ristu, ackoliv na padach
s omezenou koncentraci glukosy se rychlost riistu neméni. Pokud pidy obsahuji zdroj
hoi¢iku a fosforu, vznikaji meziprodukty danych reakci.

Souvislost mezi zmé&nami koncentrace hot¢iku a mezi zménami koncentrace drasliku
byla jen slaba, avSak zna¢na se zménou koncentrace glukosy. Tato souvislost
naznaCuje zapojeni drasliku do procesu ziskdvani energie pomoci oxidativni
fosforylace a vyuziti takto vzniklé energie do ristovych procesu. Studie prokazali, Ze
Candida utilis neni schopna piimé syntézy NADPH zNADP, lIze ji vSak
zprosttedkovat pomoci péstovani na ethanolu a v pfitomnosti enzymu
acetaldehyddehydrogenazy. Jako dodate¢ny zdroj energie kvasinka vyuziva

mravencnan, ktery je zéavisly na mravencnandehydrogendze, jez se vyskytuje
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v buikach péstovanych na glukose. Candida utilis ma vysokou koncentraci
esencidlnich aminokyselin v proteinech a je schopna metabolizovat Siroké spektrum
sacharida.

Candida utilis spolu se Saccharomyces cerevisiae patii mezi kvasinky s vysokym
obsahem proteinti, hlavné diky jednotlivym bunécnym proteinim (SCP) jejichz
hodnota mize tvofit az 50% suSiny kvasinky. Zbytek hmotnosti tvoii sacharidy a
lipidy (Ziino et al., 1999). Vyuziti sacharidu jako zdroj uhliku neni pro kvasinku
Vramci tvorby bunéénych proteinii ekonomické. Proto se vyuziva pro masivngjsi
péstovani Candida utilis melasa. Melasa se sklada z 50% roztoku sacharosy, ktera je
zdrojem uhliku a zarovén i 0,5-1 % zdrojem dusiku, bilkovin, vitaminu,
aminokyselin a organickych kyselin a téZkych kovu jako naptiklad Zeleza, zinku,
hotéiku nebo vapniku a médi. Studie dokazaly, ze péstovani kvasinek na melase je
ekonomicky vyhodné&jsi, nez péstovani kvasinek na béznych kvasinkovych médiich

pomoci chemikalii (Roukas, 1998).

3.5 Trichosporon spp.
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Obrazek 4 Trichosporon spp. Dostupné z:
https://atlasdemicologia.wordpress.com/2016/03/30/trichosporon-spp/ (cit. 2017-06-
30)

Tato kvasinka muze byt u lidi soucasti mikroflory gastrointestinalniho traktu a dutiny
ustni a pfechodn¢ osidlovat dychaci trakt a kuzi. Vyskytuje se prevazné v tropickém a

mirném podnebi a to zejmeéna v pud¢, rozkladajicim se dfevu, vzduchu, vod¢, fekach
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a jezerech, syru a trusu ptaku, holubi a dobytku (Cafarchia et al., 2008).
Charakteristickym znakem pro Trichosporon spp. (obrazek 4) je ptitomnost
multilaminarni buné&cné stény a specialnich piepazek (septum) (Gueho et al., 1992).
Trichosporon spp. jsou schopné vyuzivat sacharidy, zdroje uhliku a rozkladat
mocovinu. Tato kvasinka byla také uznana jako oportunni a patogeni a zpisobuje
invazivni infekce v nemocnicich tietiho svéta, prestoZze u nas se bézné izoluje
Vv laboratofich a zpisobuje jen povrchové infekce (Chagas-Neto et al., 2009).

Negativni vliv vysokych davek ochratoxinu A u brojlert lze neutralizovat ptidanim
stabilizujici bunék Trichosporon spp.. Vroce 2004 byl izolovan novy druh
Trichosporon mycotoxinivoras (Molnar et al., 2004). Inkubace s témito novymi
kvasinkami Trichosporon mycotoxinivoras prokazala, ze mykotoxin zearalenon mutize

byt uspésné degradovan.

3.6 Rhodotorula spp.
‘ <«
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Obrazek 5 Rhodotula spEDostupné z:

http://wineserver.ucdavis.edu/industry/enology/winemicro/wineyeast/rhodotorula_mu
cilaginosa.html (cit. 2017-06-30)

Zastupci rodu Rhodotorula (obrazek 5) jsou znami pro svou schopnost degradovat

fenolovou skupinu a jsou schopni kolonizovat v extrémnich podminkach (Sampaio,
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2004). Rhodotorula spp. je vysoce vSestrannd ve vyuzivani fenolu a podobnych
monoaromatickych sloucenin jako jediného zdroje uhliku pii teploté¢ 10°C a je
schopna rist ve vysoké koncentraci téchto slouc¢enin (Bergauer et al., 2005).

Kultivaci Rhodotorula rubra se redukuje mnozstvi deoxynivalenolu ve
slune¢nicovych seminkach béhem 10 dnii, a to 0 47, 7 %, zearalenonu a aflatoxinu az
0 100%. Rhodotula glutinis redukuje mnozstvi deoxynivalenolu o 84, 6 % a mnozstvi
zearalenonu redukuje dokonce o0 93, 2 % v krmné kukufici béhem 10 dnd. Oproti
tomu tato kvasinka zvySuje mnozstvi ochratoxinu v krmné kukufici o 20,3 % za 10
dni (Bakutis et al., 2005). Nékteré druhy rodu Rhodotorula jsou vyuzivany k produkci
karotenoidu, napiiklad S-karotenu a torularhodinu (Tinoi et al., 2005).
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4 Efekt kvasinek na rist plisni a produkci mykotoxinu

Plisn¢ napadaji uskladnéna zrna a obiloviny. Zrna jsou proto preventivné suSend, coz
je nakladné. Susend zrna jsou skladovana za nizké tenze O a vySs$iho obsahu CO> ve
vzduchu (Funck-Jensen a Olsen, 1990). Vyssi hodnota CO», ktera je zajiSténa
kultivaci s mikroorganismem a zaroven s niz§i hodnotou Oz, ma vliv nejen na rast a
sporulaci plisni, ale i na produkci mykotoxind. Napiiklad mykotoxin Ochratoxin A
produkovany plisni Apergillus ochraceus vykazuje naprostou inhibici pfi hodnoté
CO2 vyssi nez 30% bez ohledu na hladinu kysliku. Pokud je hladina CO2 nizsi nez
30% dojde k inhibici pouze pokud je hladina Oz nizs§i nez 20%. Nejéastéjsi plisni,
ktera napada zrna b&hem skladovani je plisenn Aspergillus a Penicillium (Lacey a
Magan, 1991). Zptsobem jak zabranit plisnim napadnout zrna béhem vymeény
vzduchu mezi silem a okolni atmosférou je nasadit antagonisticky mikroorganismus

vuci plisnim.

4.1 Uéinky kvasinek Pichia anomola a Pichia guilliermondii na rist

plisni

Pichia anomala inhibuje na agaru rust plisni Penicillium roqueforti a Aspergillus
candidus. Vyuzivani kvasinek jako kontrolniho organismu rustu plisni je pfipustny
jako biologickd kontrola plisni v pokrmech a krmivech, ale nesmi vylucovat
potencialné nebezpecéné latky. Pichia anomala je Casto nalézana v odvétravacich
systémech pfi skladovani obilovin, napfiklad pSenice. Inhibice rastu plisné byla
nejucingjsi pii teploté nizsi nez 15°C a kolem 20°C, coz jsou teploty niz§i nez je
teplota vyuzivana pro tvorbu spor a rust plisné Penicilium expandum a Aspergilus
candidum. Kvasinka Pichia guilliermondii snizuje vyskyt plisni po sklizni napf. u
plisné Penicilium digitatum, ktera napada grapefruity, Aspergillus flavus na sojovych
bobech a Penicillium expasum na jablkach (Wisniewski et al., 1990). Pichia
guilliermondii byla vybrana jako soucast aktivni latky fungicidu proti poskliziiové
nakaze plisni (Hofstein et al., 1990). Uginky kvasinky Pichia guilliermondii byly
uspésné aplikovany na rostliny, ucinky kvasinky byly schopny se vyrovnat béznym
chemickym ptipravkim, které se pouzivaji Vv prevenci posklizinové odolnosti ovoce
proti plisnim (Hofstein et al., 1990). Pliseri Penicillium digitatum a Penicillium

italicum, patii mezi odolné plisn¢ a nejCastéji napadaji citrusové plody.
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4.2 Udinek kvasinek na rist plisné rodu Penicillium

Saccharomyces cerevisiae je bézné¢ pouzivana kvasinka pro peceni a vafeni a je
povazovana za bezpeény organismus. Pichia anomala vykazuje silnou schopnost
redukovat rist a tvorbu plisni. Pichia guilliermondii je soucasti aktivni latky
fungicida.

Pokud rozdélime plisn¢ podle citlivosti na dany kmen kvasinek, tak v tomto
experimentu je nejcitlivéjsi plisenn Aspergilus fumigatus, ktera byla senzitivni jiz pfi
koncentraci bun&k Pichia anomala 10* kolonie tvoficich jednotek (CFU). Ve druhé
skupin¢ jsou plisné Penicilium roqueforti a Penicilium sporotrichoides, které
vykazovaly vyssi odolnost. Penicillium digitatum a Penicillium italicum patii do tieti
skupiny, tedy mezi nejodolnéjsi plisné v tomto experimentu. Tyto plisn¢ vyrostly i pfi
koncentraci kvasinky 108 bungk, avsak rist byl viditelny pouze v oblasti inokula
S pramérem kolonii mens$im nez 4 mm. Kultivace bun€k kvasinky a plisni probihala

14 dni a data byla vyhodnocovana po 7 a 14 dnech. Vysledkem byly ty to data:
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Graf 1: Efekt kvasinkek na rast plisni béhem 1. tydne (Upraveno podle Peterso a Schnurer,
1995)
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Tento graf vyjadiuje spéSnost snizeni sporulace a ristu plisni za sedm dni.
Jak je znatelné z grafu ze strmé kiivky, nejrychleji zastavuje rist a sporulaci plisné
Penicillium roquefortii kvasinka Pichia anomala. Kvasinky Pichia guilliermonidii a

Saccharomyces cerevisiae maji také vliv na rust a sporulaci plisné.
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Graf 2: Efekt kvasinkek na rtst plisni béhem 2. tydne (upraveno podle Peterso a Schnurer, 1995)
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Tento graf popisuje efekt kvasinek na zastaveni rustu a sporulace ve druhém tydnu
experimentu, tedy den 7. az 14. Podobny pribéh jako v predchozim grafu maji
kvasinky Pichia guilliermondii a Saccharomyces cerevisiae. Nejsilngjsi efekt na rust a
sporulaci plisné Penicillium roqueforti mé¢la kvasinka Pichia anomala.
Saccharomyces cerevisiae snizuje rust a sporulaci plisné silnéji ve druhém tydnu, nez
Vv prvnim.

Dalo by se ptedpokladat, ze ¢im rychleji plisen roste, tim je nizsi citlivost vuci
kvasinkdm. Nicméné souvislost mezi rychlosti rlstu a citlivosti na kvasinky nebyla

prokazana (Peterso a Schnurer, 1995).
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4.3 Uéinek kvasinky Pichia anomala na Penicillium verrucosum

Pichia anomala redukuje rust plisné Penicillium verrucosum. Pokud pliseni vyrusta
spole¢né s jinym mikroorganismem, muize ji to bud’ stimulovat k ristu nebo inhibovat
produkci mykotoxinti. Kvasinka Pichia anomala mé velky vyznam pii
redukci poskliziiovych plisni, které se vyskytuji pii uskladnéni krmného zrni ve
vzduchotésném a velmi vlhkém skladu.

Ochratoxin je stabilni na agaru obsahujici sladovy extrakt. Na sladovém agaru nebyla
pozorovéna degradace ani absorbce ochratoxinu kvasinkou a jeho znovuziskani bylo
mezi 75 a 104 % (Peterson et. al., 1997). Pokud porovndme redukci Penicillium
verrucosum kvasinkami Picha anomala a Saccharomyces cerevisiae, tak vyssi
reduk¢ni efekt ma na plisen kvasinka Pichia anomala. Pichia anomala byla schopna
béhem prvniho tydne kultivace redukovat rast Penicillium verrucosum, méfeno pouze
pohledem, uplné. Ve druhém tydnu kultivace byl jiz zaznamenadm drobny narust
plisné a ve tietim tydnu rostla pliseni zcela viditelné na obili. Po tfetim tydnu nebyla
zaznamenana inhibice rustu a sporulace plisné ani inhibice plisni produkovaného
ochratoxinu A , a to ani pfi vyssi koncetraci kvasinky Pichia anomala. Avsak Pichia
anomala v koncentraci 1x 10 ® CFU/g zredukovala Penicillium verrucosum z 2,5 x
108 CFU/g na 2x10°CFU/g. In vitro Pichia anomala a Saccharomyces cerevisiae

redukovaly rust Penicillium verrucosum se stejnym efektem (Peterson et. all, 1997).
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5 Pythium oligandrum

Taxonomie Pythium oligandrum
Tabulka 1: Taxonomie Pythium oligandrum (Polyversum, 2016)

Taxon Latinsky nazev

fise Chromalveolata
kmen Heterokontophyta
tiida Oomycetes

rad Pythiales

celed’ Pythiaceae

druh Pythium oligandrum
kmen M1

5.1 Charakterizace Pythium oligandrum

Pythium oligandrum je houba bé&zné se vyskytujici na polich a fadi se do tiidy
oomycet. Zatim nebyl prokadzan ptimy zhoubny ucinek na zemédélsky vyznamné
rostliny. Pythium oligandrum si ziskala pozornost zejména v Evropé a ve Spojenych
statech, diky schopnosti parazitovat na patogennich plisnich a to zejména na druzich,
které napadaji kli¢ici semena a semenacky, tudiz je vhodnd jako biokontrolni
prostiedek. Mykoparazitarni schopnosti se vyuZivaji v biologické ochrané rostlin,
V primyslu a v medicing k 1é€bé mykoz.

Rozvojem biologickych kontrolnich opatfeni s nativnim Pythium oligandrum se
podafilo isolovat Pythium oligandrum v Hokkaido v Japonsku. Diky tomu se podafilo
vyjasnit jeho biokontrolni mechanismus, analyzou vazby mezi rostlinnymi patogeny
hostitelskych bunék, jako naptiklad rajcata, brambory ¢i cukrova fepa a Pythium
oligandrum (Rosypal, 1994).

Vroce 1930 bylo poprvé popsano Pythium oligandrum americkym védcem
Charlesem Drechslerem (Al-Rawahi a Hancock,1997). Pythium oligandrum bylo
pivodné izolované z bezbarvych kofenti hrasku. Nicméné vztah mezi Pythium

oligandrum a koteny rostliny neni zcela objasnén (Le Floch,2003).
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V roce 1965 Cesky védec doc. Ing. Dasa Vesely, DrSc., Pythium oligandrum izoloval
a zjistil, ze vyuziva bunky jinych hub ke svému metabolismu. Doc. Ing. Dasu
Veselého, DrSc., vedlo toto zjisténi k moznosti vyuzivani Pythium oligandrum
v zemé&délstvi k biologické ochrané rostlin. Po letech vyzkumu doslo k urychleni
mnozeni a zavedeni do pramyslového ziskavani zarodki. V roce 1992 bylo Pythium
oligandrum pouzito pro ¢lovéka, a to pro 1é€bu kozni mykdzy. Toxikologické studie
vroce 1994 potvrdily, ze Pythium oligandrum neni patogenni pro Clovéka, tj. je
zdravotné nezavadné. Prvni biopreparat uréeny pro kosmetické tcely K 16¢bé mykozy
nohou byl vyroben roku 1996. Tento preparat slouzil ke sniZzeni poceni nohou a
Kk odstranovani pachu nohou (Whips a Lumsden, 1989). V roce 2006 vznikla firma
Bio Agens Research and Development — BARD, s.r.o. Tato firma se zabyva
vyzkumem a vyrobou ptipravki s fungicidnim G¢inkem na lidi, ale i ve veterinafstvi.
Dalsi firmou zabyvajici se témito preparaty je firma Biopreparaty spol. s.r.o., ktera se

zbyva vyuzitim Pythium oligandrum v zem&dé€lstvi na ochranu rostlin (Bard, 2016).

5.2 Biochemické vlastnosti

Na zakladé nékterych odlisnych vlastnosti oomycet, se zatazeni do fiSe hub (Fungi)
ukazalo jako nespravné a vznikla nova fiSe Straminipila, do které byly oomycety

zatazeny. Nyni se oomycety také Casto nazyvaji ,,houbam podobné* organismy.

Pythium oligandrum obsahuje ve své buné¢né sténé malé mnozstvi chitinu. Bunécnou
sténu tvoii prevazné celulosa, -1,4-glukan a dalsi glukany.

Daéle se v ni také nalézaji proteiny, které jsou bohaté na hydroxyprolin. Zasobni latkou
je polysacharid. Funkce organel v cytoplazmé je stejna jako u jinych eukaryotnich
organismil, pouze v nékterych ptipadech se li$i. Plazmatickd membrana je tvofena
dvojvrstvou fosfolipidi s transmembranovymi proteiny z nichz se nékteré zapojuji
piimo ¢i nepiimo do piijmu zivin. Na membranu se mohou také navézat enzymy.
Chitin syntetasa a glukanosyntetasa jsou 2 hlavni integralni membranové proteiny
zakotvené na vng&jsi strané membrany diky produkci polysacharidovych fetézct. Dalsi
latkou obsazenou v plazmatické membrané je rostlinam podobny sterol. Sterol
obsazeny v rostlinach se nazyva B-sitostrerol. Pythium neni schopné syntetizovat

sterol z prekurzort, a proto ho pfijima od hostitele. Prostup Zivin pfes membranu je
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zajistén endocyt6zou. Transport organel v hyfé je mozny diky enzymim kinesinu a
dyneinu. Tyto dva enzymy interaguji s mikrotubuly, jenz vznikly kombinaci a-
tubulinu a proteinu B-tubulin jez tvoii dimer. Dimery dale pak polymeruji a vznikaji
tubulinové fetézce, které dale interaguji s enzymy. Oproti tomu cytoplasmaticka
kontrakce, kterd vznika diky aktinu a proteinu myosinu, se nepodili na transportu

hlavnich organel (Polyverdum, 2016).

5.3 Pisobeni Pythium oligandrum

Pythium oligandrum obvykle neni patogenni pro semena a kofeny rostlin, pouze
nékteré jeho izoldty mohou mit patogenni uéinek.

Pythium oligandrum je schopno ptisobit nékolika odlisnymi zpisoby mezi nez patii
napiiklad mykoparazitismus, produkce oligandrinu nebo efekt ristové stimulace.
Mykoparazitismus je souziti, kdy jsou enzymaticky napadavany fytopatogenni houby.
Pythium oligandrum ziskava ziviny enzymatickym rozkladem mycelia a nékterych
rozmnozovacich organi napadenych hub.

Pythium oligandrum produkuje protein zvany oligandrin, ktery se vyznacuje
translamindrnimi a systematickymi vlastnostmi. V rostlinach vyvolava rezistenci vici
foliarnim houbovym chorobadm. Rezistence se projevuje dvéma zpiisoby - aktivné a to
zejména inhibici kliceni spor napadeneho mikroorganismu a potlacovanim ristu
mycelia. Druhy zplsob projevu rezistence je pasivni, kdy dochdzi ke ztluSténi
bunécné stény rostliny, kterd je oSetfovanad. Efekt rGstové stimulace napomiize
rostliné prezit v nepfiznivych podminkach prostiedi (Deanco, 2006). Pythium
oligandrum je schopné indukovat v rostlinach produkci latek stimulujicich rast a
nepiimo tak navysuji piijem fosforu a mikroprvku rostlinou (Prochézkova-Rulfova,
2009). Pythium oligandrum miize vyvolat v rostlindch obrannou reakci a to zejména
produkci ctyt elicitinu podobnych proteint ozna¢enych POD-1,POD-2, POS-1 a
oligandrin. Tyto proteiny jsou produkovany oomycetami. POD-1,POD-2, POS-1 jsou
proteiny bunécné stény (CWPs = cell wall proteins). Isolaty Pythium oligandrum byly
jiz diive rozdéleny do dvou skupin. Prvni skupinu tvoii D-typ isolati obsahujicich
POD-1 a POD-2. Druhou skupinu tvofi S-typ isolatt, které tvoti POS-1.

Geny pro produkci proteini POD-1, POD-2, POS-1 a oligandrin jsou obsazeny

v genomu Pythium oligandrum, ale uz se nenachazeji v ostatnich deviti druzich
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Pythium, které byly testovany (Pythium iwayamai, Pythium volutum, Pythium
vanterpoolii, Pythium spinosum, Pythium torulosum, Pythium irregulare, Pythium
ultim, Pythium aphanidermutum a Pythium butleri). Pomoci genetického vySetieni 1ze
dokazat, ze D-typ isolath muze byt odvozen od S-typu isolati pomoci genové
duplikace ¢i delece (Polyversum, 2016).

Pythium oligandrum také zvySuje rast rostlin pfimou interakei s jejich kofeny, vazba
je zprostiedkovana pomoci auxinovych sloucenin, tryptaminu, produkovanymi
houbou. In vitro pokusy dokézaly schopnost Pythium oligandrum metabolizovat
indolové derivaty, napf. tryptofan a inod-3-acetaldehyd prostfednictvim tryptaminoveé
dréhy a za vzniku tryptaminu (Masunaka et al., 2010).

5.4 Pasobeni Pythium oligandrum na zdravi ¢lovéka

Pythium oligandrum se jiz od 90. let minulého stoleti vyuziva k 1é¢bé koznich
mykdz. K 1é¢bé se vyuziva jeho schopnost mykoparazitismu, kdy Pythium
oligandrum pronika svymi vlakny do buné¢k parazita a vyuziva jeho vyzivu. Poté co
dojde Kk vycerpani Zivin parazitické bunky, Pythium oligandrum vymizi z dané
lokality (Naceradska, 2010). Pythium oligandrum ma téz velmi dobrou u¢innost pii
1é€bé mykdz vagindlnich a Ustnich, dale pak pii 1é€bé lupénky, aftli, atopického
exému nebo bércovych viedi na nohou u lidi trpicich diabetem (Mencl a Klimes,
2005). Pythium oligandrum parazituje na jinych mikroskopickych houbach
zpusobujici mykozy jako jsou napt. Trichophyton rubrum, Scopulariopsis brevicaulis,
Candida albicans, Candida parapsilosis, Trichophyton mentagrophytes,
Microsporum canis (Mencl, 2001).

Dermatofytosa tinea pedis, tinea interdigitalis a onychomykosa jsou dermatomykozy
na néz se nejvice vyuziva k 1é¢bé Pythium oligandrum, ale 1ze ho vyuzit i k omezeni
pachovych symtopmu nohou a hyperhydroze (Mencl, 2002). Pythium oligandrum je
pouzivan v preparatu Biodeur, jenZ je k dostani i v bioform¢, jedna se o prasek a

suspenzi ke koupelim (Hendrychova a Maly, 2011).
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5.5 Testovani biopreparatu s obsahem Pythium oligandrum

Diky tomu, ze se biopreparat Boideur objevuje na ¢eském trhu fadu let, byly ziskany
anketni podklady pro sledovani a¢inka preparatu u lékaisky mykoz. Jejich pocet roste
celosvétové 1 mezindrodné a to i diky tomu, Ze pfibyvaji pacienti s vy$§im rizikem

vzniku onemocnéni, napiiklad daibetici ¢i imunosuprimovani pacienti.

Pocet sledovanych, ktefi pouzivali Boideur piesné dle doporu¢eného navodu byl 69.
Vek studovanych pacientd byl v rozpéti mezi 17 lety az 77 lety. Stanovené diagnozy
byly hyperhydréza, pachové symptomy, tinea pedis, tinea interdigitalis,
onychomykoza, ale ¢asto se jednalo o jejich kombinace.
Vsech 69 studovanych pacientl bylo laboratorné¢ vySetfeno na pfitomnost hub
mikroskopicky. U vice nez 50 % osob se tak podafilo diagnostikovat mykédzu, pouze
mikroskopicky. Pokud byl nélez potvrzen i kultivaci, jednalo se pievazné o
dermatofyty. Nalez Trichophyton rubrum byl stanoven ve 40% kultiva¢nich nalezech.
Z vysledkt anketnich udaji a hodnoceni 1¢kaiti bylo zjisténo, ze u 78,6 %
ptipadi byly pachové symptomy odstranény a v 19 % piipadi byly symptomy
podstatné zlepSeny. U hyperhydrozy doslo k Giplnému odstranéni u 67,4 % osob a ke
zlepSeni u 27,9 %. V ptipadech odstranéni mikroskopickych hub bylo hodnoceni
zalozené na klinickych udajich oSettujicich 1ékait. Dle tohoto hodnoceni vyplyva, Ze
u tinea pedis a tinea interdigitalis lze odstranit u 82,8 % osob a zlepsit stav vSech
studovanych pacietni. U pacienti s onychomykdézou bylo za zlepSeni stavu
povazovano pokud doSlo ke zmenSeni hyperkeratotickych hmot pod nehtovou
ploténkou, ¢asteéném odristani nového nehtu, zméné barvy postizené ploténky a

ulevé od bolestivych projevi. Téchto ptipadi zlepseni bylo 72,9 % (Mencl, 2002)

5.6 Lécba Pythium oligandrum u hnisajicih ran

V Pardubické nemocnici probéhl v letech 2011-2013 vyzkum, ktery se zaméfil na
rany, které hnisaly, byly kontaminované bakteriemi nebo se nehojily. Hodnotil se i

vliv hub na biofilm.
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Do studie se zapojilo 11 muzi a 34 Zen jez méli hnisajici rany na nartech, lytkach
nebo bércich. VSem 45 testovanym byly aplikovany zarodky Pythium oligandrum ve
sterilnim fyziologickém roztoku a nasledné ptekryty obvazem, jenz se po 8 hodinach
menil. Takto 1é¢ba pokracovala 4 dny (Mencl et al., 2014)

Vysledkem tohoto vyzkumu bylo zlepSeni zdravotniho stavu se snizenim vyskytu
mikrobli u 64,4 % pacientil, coz je 29 pacientd z celkového poc¢tu. U 31,1 % pacientli
(14 pacientil) doSlo k mirnému zlepSeni a zméné¢ poméru mikroorganisma. Proto
nadale pokracovala konvekéni 1écba. K zadnému zlepSeni zdravotniho stavu nedoslo
u 4,5 % pacienti, coz jsou 2 pacienti ze celkového poétu 45 (Mencl et al., 2014).

Dale vyzkum prokazal 70% sniZeni tvorby biofilmu, u 17 % pacientd nebylo sniZeni
zaznamenano a u 13 % pacientd bylo méfeni riznorodé. Ovlivnéna tvorba biofilmu
byla prokazana u kmena Stenotrophomonas maltophilia a Pseudomonas aeruginosa
(Mencl et al., 2014).

5.7 Pythium oligandrum ve veterinaiské praxi

Ve veterinarské praxi se pouziva ptipravek s ndzvem Ecosin.

Léceno bylo naptiklad malé koté s dermatofytézou jemuz byla zjiSténa a kultivaci
potvrzena plisei Microsporum canis. DalSim pfiznakem u kotéte bylo nadmérné
drbani, bilé Supinky na kizi, zarudla kize a ztrata srsti. Lécba ptipravkem probihala
v podobé 15 minutové koupele v roztoku Ecosin po 7 dnech, celkem tfikrat. Tiikrat se
také Ecosin nanesl pfimo na postiZzené misto. Po prvnim tydnu bylo znatelné zlepSeni,
po dvou tydnech doristala srst a po tiech tydnech byly odebrany vzorky pro kultivaci,
jenz neprokazala piitomnost Microsporum canis (Naceradska et al., 2011). Ptipravky
s Pythium oligandrum lIze pouzit i u pst, koni, morc¢at, drobnych hlodavcu a kralika a
jsou nezavadné i pro mlad’ata, bfezi samice a staré¢ ¢i citlivé jedince. Ptipravky

nezpusobuji zadné vedlejsi ani nezadouci ucinky (Bard, 2016).
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6 Zavér

Tématem této bakalarské prace bylo objasnit efekt, ktery maji kvasinky na rast plisni
a produkci mykotoxinti. Mezi nejCastéjsSi producenty mykotoxini patii plisné
Penicillium, Fusarium a Aspergillus.

Mykotoxiny se nejvice vyskytuji na obilninach, kukufici a sezamovych semenech.
Koncentraci mykotoxinli v potravinach je tfeba sledovat, kvili jejich G¢inkim na
zdravi ¢loveka i zvitat. Mykotoxiny mohou ptsobit na bunky jater, ledvin, plic, nervi
a imunitniho systému. Koncentraci mykotoxind v potravinach a kramivech upravuje
nafizeni komise Evropské unie 2015/1005, které vstoupilo v platnost 25.6. 2015.
Obsah mykotoxinli v potravé je snizovan nékolika zplsoby. Jednim znich je
vstfebavanim v gastrointestinalnim traktu, pouzitim adsorb¢nich ¢inidel nebo
péstovanim s kvasinkami, jako napf. Pichia anomala, Saccharomyces cerevisiea nebo
Candida utilis. Tato prace popisuje i studije, které vykazuji efekt kvasinek na rast
plisni pii spolecné kultivaci.

V zavéru prace je popsana takzvana chytra houba. Jedna se o Pythium oligandrum.
Tato houba se pouziva jako biokontrolni ¢inidlo. Pythium oligandrum je hojné

vyuzivéano v lékatskeé i veterinarni praxi jako lé¢ebny prostiedek.
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