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Souhrn

Cilem této prace je podat informace o tom, co jsoxinogenni plisé a
mykotoxiny. DalSicast zahrnuje charakteristiku jiz konkrétnichirquisni @Aspergillus,
Fusarium, Penicillium, Trichoderma Alternaria). Zde se podrokiji hovori o jejich
vyskytu v potravindch, produkci mykotoxira negiznivém vlivu €chto mykotoxiri na
zdravicloveéka. V posledniasti jsou uvedeny metody stanoveni toxinogennitdnph

mykotoxind.
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Summary

The aim of this work is to provide information albavhat toxigenic fungi and
mycotoxins are. The other section includes the asttaristic of specific fungi genera,
(Aspergillus Fusarium Penicillium Trichoderma and Alternaria). Further their
occurrence in foods, production of mycotoxins addease effects of these mycotoxins
on human health are discussed in detail. The kdio® introduces methods which

determine toxigenic fungi and mycotoxins.
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1. Uvod

Plisr¢ rodu Aspergillus Penicillium, Fusarium Trichodermaa Alternaria jsou
producenti Siroké Skaly mykotoxin Témet vSechny mykotoxiny poskozuji z
dlouhodobého hlediska jatra, ledviny, krevniélmba negativé pasobi na imunitni
systém. Mykotoxiny mohou mit ¢inky karcinogenni, mutagenni, teratogenni,
genotoxicke, imunotoxické, hemoragicke, neurotogjckytotoxické, neurotoxické a
hepatotoxicke.

Vzhledem ké&mto negativnim &inkam je dnes mykotoxitm veénovana velka
pozornost. Pro &Sinu mykotoxiri jsou jiz stanoveny limity pro jejich vyskyt
v potravinach. Proto jetdeZité gredchézet vyskytu mykotoxiniz pri péstovani plodin,

pii jejich sklizni a i jejich skladovani a nasledném zpracovani.

13



2. Charakteristika toxinogennich plisni a mykotoxin

2.1. Toxinogenni plis#

Plisr¢ jsou mikroskopické vlaknité eukaryotni mikroorgany, které seadi
mezi houby (Fungi). Maji ifisné aerobni povahu, a proto se dagji rozmnozuji na
povrchu napadeného materidlu. Siroké enzymové \giiawmo#uje napadat
nejriznéjSi organicky material. DalSi schopnosti je roznmovahi (i nizké vodni
aktivit¢ prostedi. K rozvijeni plisni sta 15% obsahu vody. Mohou se upilatat tam,
kde jiz wtSina bakterii neni schopna metabolismu, a to ddappnosti rozmnoZovat se
i za nizkého pH. Rostou i za velmi nizké teploty ¢(40°C), ale naopak nigZivaji
nékolikaminutové zativani na teplotu 70 az 75°C (Silhankova, 2002).

Hlavnim rezervoarem plisni jeaga, ze které se dostavaji do vzduchu, na
organicky material f@vazié rostlinného fivodu, na exkrementy z#t a ptimyslové
piedntty ulozené ve vihku. Napadaji riédad povrchy dZerin chleba nebo navihlé
suroviny — mouku, mak, soju, araSidy, atd (Malikol., 2003). Nkteré plis& mohou
byt proc¢lovéka patogenndi fytopatogenni. Jiné vyvolavaji alergické reakce.

Mezi nejvyznamSi toxinogenni plis& v souvislosti s potravinami gatrody
Aspergillus Fusarium a Penicillium DalSimi producenty mykotoxin jsou rody
Trichodermaa Alternaria (Pitt, 2000).

2. 2. Mykotoxiny

Jde o sekundarni metabolity, jejichz produkce ddavia mnoha faktorechéetns
genetiky. Mykotoxiny se vyziaji znanou promnlivosti svych metabolickych
pochodi i pii zcela obdobnychustovych podminkach. Za ditych podminek kmen
daného druhu plign produkuje mykotoxiny a za jinych podminek (dosuigspe
nedefinovanych) k produkci nedochazi (Sudakin &akRaP008).

Faktory, které ovlisuji tvorbu mykotoxiti, mizeme rozdliit na fyzikalni,
chemické a biologické. Mezi fyzikalni faktory pateplota, relativni vihkost substratu,
vodni aktivita @ a pitomnost kysliku(Hussein a Brasel, 2001). ,Ase pg&ita
z rovnovahy vody mezi substratem a okolnim vzduclpgindané teplai. Pro tSinu
vlaknitych mikromycet je minimalni,g0,7. Plisg, které pro skj rast potebuji nejvice
kysliku, kontaminuji povrch substratu. Mikromycelgeré vyZzaduji ménkysliku, se

vyskytuji v hloubce substratu. ¢které vilaknité mikromycety jsou schopné se

14



rozmnozovat v anaerobnim priesti. Mezi chemické faktory patpouzivani hnojiwi

fungicida. Biologické faktory zahrnuji najklad pirozenou odolnost rostlin (i

napadeni plisimi. Mykotoxiny, o kterych budu mluvit, maji nizkomnolekulovou
hmotnost. Proto organismus, ktery je napaden, piotineni schopny twd ochranné
latky (protilatky) (Malf a kol., 2003).

NejvyznamijSim zdrojem pro nakaztlovéka jsou potraviny. Mohou Zgobit
mnoho onemocmi, ktera dlime do 4 skupin, podle druhu toxicity — na akutni,
chronické, mutagenni a teratogenni. ddefjSi onemocani je zhorSeni funkce jater a
ledvin. Zasahuji do syntézy bilkovinjiigobi na replikaci DNA, jsou neurotoxiny.
V dasledku potlaeni imunity vlivem mykotoxifh miZze dojit ke vzniku alergickych
reakci (Sudakin a Fallah, 2008). Vyrazna imunossgrevysuje karcinogenni riziko.
Vyskytuje se u aflatoxiin vétSiny trichothecenovych mykotoxina ochratoxinu A
(OTA). K mykotoximim s hepatoxickymi &nky pati zejména aflatoxiny,
trichotheceny (T-2 toxin, deoxynivalenol (DON), OTebo kyselina cyklopiazonova.
Nefrotické &inky vyvolava OTA, citrinin a kyselina cyklopiazové (Hruby a Turek,
1996).

Mechanismy psobeni mykotoxih jsou fizné. DOilezitd je pitomnost
enzymatického aparatu, ktery tgobuje zminu rekterych sloZzek pozivatin. kfe
dochéazet ke zhorSeni jejich senzorickych vlastpostio ke sniZzeni biologické hodnoty
nebo k tvorl zdravi Skodlivych latek. Jejich vliv na zdravostav se projevuje azip
dlouhodobém pozivani. Mezi nejvyznagfii mykotoxiny pati aflatoxiny, OTA,
fumonisiny. VSechno jsou to silné karcinogeny (Silda Fallah, 2008).
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2. Rod ASPERGILLUS

Jde o mikromycety, kterym dal rodové jméaspergillusv roce 1729 botanik

Pier Antonio Micheli.Cesky je tento rod ozdavan jako kropidlak, protoze ez
rozmnozZovacim organentipomind tvar kropitka. RoAspergillus(obr. ¢.1) seradi do
iiSe Fungi (houby), odteni Askomycetajadu Eurotiales &eledi Trichocomaceae
(Malit a kol., 2003). Teplotni optimum pro jejiclist je okolo 35°C, mohou alést

v rozmezi od 8-12°C do 47-53°C (Klaban, 2005). Kagsou zbarvené dle pouzitého
kultivatcniho média od bilé, ips Zlutou, oranZovou, zelenou az po modrozelenou,
Sedozelenodi ¢ernou (Kubatova, 2011).

Mezi nefastjSi mykotoxiny, které rodAspergillus produkuje, pat patulin,
cytochalasin E, aflatoxin Ba B, cyklopiazonova kyselina, gliotoxin, OTA nebo
citrinin. Nalézt ho mMizeme v &chto potravinach — obiloviny @enen, pSenice), ryze,
kukurice, ovoce (ananas, granatova jablka, meloun, jghattusové plody, mangéi
grepy), kdeni (kopr, pep koriandr) nebo i®chy (liskové, vlaSské, pekanowé
pistacie) (Malf a kol., 2003).

V souwasné dob (do roku 2001) obsahuje rdsspergillusvice nez 221 druh
Do této doby bylo popsano mnoho novych drukteré byly rkolikrat revidovany.
Z toho asi 18 drul bylo popsano jako patogennich pflovéka. Za vice jak 95%
infekci zodpovidaji pouzefit druhy — Aspergillus fumigatis Aspergillus flavusa
Aspergillus nigeMalit a kol., 2003).

Aspergillus
flavus

konidie
fialidy

metuly

stopka

biseriatni
konidiofor

uniseriatni
konidiofor

Obr.¢.1: Aspergillus flavus
[www.vscht.cz/obsah/fakulty/fpbt/ostatni/miniatlaskr.htm]
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2. 1. Aspergillus fumigatus

Tento druh plisé sefadi mezi termofilni a termotolerantni. Rostefii teplot
50°C. Na Sabouraudévagaru roste v podeébnizkych, sametovych, zelenomodrych
kolonii, které jsou uprostd mirg vyvysSené. Okraj kolonii je bezbarvy a typicky
dlouze vlaknity. Spodni strana kolonii je é8g Zluta. Produkuje mykotoxiny
fumitremorgeny, verukulogen a gliotoxin.tliéeme ho nalézt v potravindch jako jsou
nagiklad pSenice, ryZze, kakaové a sojové bohigcby (liskove, viasske, arasSidy),
zpracovaneé syry, atd (Mala kol., 2003). Pro mandle, liskovéeohy a pistacie dené
pro dalSi zpracovani stanovil Codex Alimentariusiti celkovych aflatoxif na 15
ug/kg €lesné hmotnosti. Pro mandle, liskou@ahy a pistacie dené k gimé spatehs
byl limit stanoven na 10 pg/kglesné hmotnosti (Commission regulation, 2006).

Jde o saprofytickou, vSudiippmnou houbu se vzdusnymi konidiemi, které maji
dostaténé maly pamér (2 — 3mm), a proto se mohou dostat az do plicsidipka.
Environmentélni pizkumy ukazuji, Ze kazdglovék vdechne derthaz rekolik set
Aspergillus fumigatusU imunokompetentnich osob méa vdechovani conidisinou
negativni vyznam. Konidie jsou eliminovany pomoaamanisni imunitniho systému.
Vzhledem k tomu, Ze roste §& osob a oslabenou imunitou, stavaAspergillus
fumigatusjednim z nejasgjSich patoget, které zjisobuji zavazné az fatalni infekce
(Latge, 1999).

Mistem infekce mohou bytuke, ledviny, kosti, &. NejcastjSim portalem
vstupu a mista infekce jsou vSak dychaci cesty.iR&intiéi formy aspergilozy.
NejvyznamigjSim typem je alergick& bronchopulmondlni aspergil6Vyskytuje se
upacient s astmatem a cystickou fibrozou. Diagnostika jenggoé¢ obtizna. Kritéria
pro ukeni jsou astma, vydeni periferni krve, ktera obsahuje eosinofily, Eka
kuzi, zvySené hladiny celkového imunoglobulinu E wsé v neposledriac vySeteni
vykaSlavaného sputa. Diagnostika je ztizend timtafie kritéria se malokdy vyskytuji
vSechna naréz (Latge, 1999).

2. 2. Aspergillus niger

Aspergillus nigerje hojre rozS8fen v girodk. Na Sabouraud@vagaru roste
velmi rychle. Nejprve se t¥obilé mycelium, které postuprhnédne azcerna. Spodni
strana kolonii je bezbarva neboétte Zluta. Produkuje OTA hla¥nv tropickych a

subtropickych oblastech (Baker, 2006). Hlavnim jro Aspergillus niger jsou
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obiloviny, vyrobky z obilovin, vefové maso, vnihosti (jatra, ledviny), k&va, pivo,
lusteniny a suSené ovoce (fiky a rozinky) (Maikol., 2003).

Hlavni toxické dinky OTA jsou nefrotoxicita, imunotoxicita, mutagen
karcinogenita a neurotoxicita. OTA tgobuje inhibici syntézy protein naruSuje
mitochondrialni funkce a metabolismus sachaedvapniku. Byl zji&n v lidské krvi v
mnoha zemich. Jeho vazba na plazmatické bilkovipysabuje jeho toxicitu. V
organismu se chova jako kumulativni jed s rychlbeaspci a pomalym vytiovanim.
Hlavnim mistem jeho retence jsou jatra, plice,atarhebo $evo. OTA také zfisobuje
onemocgni tykajici se ledvin. To se projevuje zhorSenimkfte ledvin, tubularni
degeneraci, intersticialni fibr6zou, snizenim¢tpoburek, zarétem az nekrézou a
apoptozou (Matfia kol., 2001). Evropskyiad pro bezp@ost potravin (EFSA) stanovil
pro OTA tolerovany tydenni fjem 120 ng/kg dlesné hmotnosti (Commission
regulation, 2006).

Kromé toho, Ze Aspergillus niger produkuje mykotoxiny, ma i zgay
biotechnologicky vyznam. Pouziva s& pyrob¢ kyseliny citronove, glukonové nebo
Stavelové. Také slouzi kifpraw amylolytickych, proteolytickych a lipolytickych
enzymi (Baker, 2006).

2. 3. Aspergillus flavus

Kolonie na Sabouraud®wsladinovém agaru jsou Zlutozelené, goms rychle
rostouci a v dob zralosti vinaté (viz. loha — obr.¢.1). Spodni strana kolonii je
zbarvena zlwt az hrgdé. Produkuje aflatoxin B1, B2 a cyklopiazonovou ddysu.
Vyskytuji se po celém $® v potravinach. Nap suSené ovoce (Svestky, migty a
fiky), kukufice (viz. giloha — obr¢.2), ryze, chléb, éstoviny, obiloviny, @echy
(araSidy, pistacie) (Malia kol., 2003). Mohou kontaminovat plodinked sklizni nebo
pii skladovani, a tim ohroZovatlovéka (Pasqualotto, 2009). Maximalni limit pro
aflatoxin B1 je 2 pg/kg&esné hmotnosti, s vyjimkou kukae, pro kterou je stanoven
limit na 5 ng/kg &glesné hmotnosti (Commission regulation, 2006).

Aflatoxiny maji pro ¢lovéka hepatotoxické a karcinogennéinky na jatra.
Aspergillus flavuszpisobuje onemocmi nazyvané aspergiléza. Nagtji se penasi
vzduchem v tropickych zemich. dastou picinou plisiové kozni infekce a zétu
vedlejSich nosnich dutin. Je druhoudasgjsi piicinou invazivni plicni aspergilozy.
Mezi dalSi onemoaimi pati zaretlivé onemocgni ocni rohovky, podkozni tkana

astni sliznice (Janati et al., 2011).
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2. 4. Aspergillus clavatus

Tato plisé se vyskytuje v fdé a na rozkladajicim se rostlinném materidlu. Na
piirozeném substratu i na @hich pevnych fgdach se vyznaije vysSim vazistem
kolonii. Casto kontaminuje potraviny, jmen tthem skladovani, obiloviny, mouka,
chléb, ryze, kuktice, pekanovéiechy, paprika, pégpsusSené maso nebo suSené solené
ryby. Produkuje mykotoxiny patulin, tryptoquivaloaycytochalasin E (Klaban, 2005).

Patulin vzkazuje imunosupresivnic¢itky a po opakovaném poZiti tbe
poSkozovat jatra a slezinu. CytochalasiniEkpntaktu s ¢ima zpisobuje slzeni nebo
zarudnuti spojivek. i vdechnuti kontaminovanyctéstic dochézi k rozvoji rozedmy
plic a chronického z&tu priduSek. Dlouhodobé vystaveni vyS$Sim koncentracithem
zpasobit zneny plicnich funkci (Mali a kol., 2003).

Evropské zerh stanovily gfipustny obsah patulinu v potravinach na 50 pg/L.
Odbornéd komise WHO stanovila maximalni denni dgu&tulinu na 0,4 pg/kgstesné
hmotnosti (Commission regulation, 2006).

2. 5. Aspergillus parasiticus

Produkuje mykotoxiny ze skupiny aflatoxinrKonkrétré aflatoxin B1, B2, G1 a
G2. Proc¢loveéka jsou tyto mykotoxiny karcinogenni a hepatotogick/yskytuji se
v potravinach po celém &, konkrét to jsou arasidy, pistaciefexhy, obiloviny,
kukurice, ryze a fiky. K expozici aflatoxindochazi vdechovanim prachu, ktery vznika
pifi manipulaci a zpracovani napadenych rostlin a krmilejvice ohroZeni jsou
zenedelSti pracovnici (Malia kol., 2003).

Mezi nefasgjSi projevy i kontaminace, ndjklad aflatoxinem G1, p#t
poSkozeni jater (jaterni cirhOza, jaterni nekr@azvétSeni jater), hokka, otoky

kon¢etin nebo zvraceni (Klaban, 2005).
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3. Rod PENICILLIUM

Rod Penicillium (obr. ¢.2) setadi dotiSe Fungi (houby), odteni Ascomycota,
fddu Eurotiales aceledi Trichocomaceae (Mélia kol., 2003). Nazev pochazi
z latinského slova penicillus, coZ znamensie&t nebo kartd Cesky nazev je potom
Setickovec nebo plige Sttickova (Klaban, 2005). Tento rod obsahuje asi 150wdru
Tyto druhy tvdi kolonie s velkym mnozstvim Zlutozelenych az maétenych konidii.
Vyskytuji se natiznych potravinach i jiném materialu patrné jakcenél sametové az
mowné povlaky. Okrajeéchto kolonii, na nichZ nejsou spory, jsou bilé (yiloha -
obr. &.3) (Silhankovéa, 2002). Pro diagnostikéchto plisni pouzivame diagnostické
pudy, jako jsou Czapek agar s kvasnim extraktem (CYA) nebo MEA — agar se
sladovym extraktem. Teplotni optimum pfiest €chto plisni je okolo 23°C, minimum
jsou 4°C a maximum je 37°C (Kubétova, 2011).

Mykotoxiny, které rod Penicillium produkuje, niZzeme nalézt wthto
potravinach — obiloviny, kukice, ryZze, ovoce (jablka, hrusky, jahody), zelenina
(brambory, rajata), araSidy, pistaciové&axhy, masné vyrobkyi syry. Konkréti se
jednd hlavd o mykotoxiny patulin, citrinin, kyselina penicildy kyselina
cyklopiazonova, roquefortin C nebo kyselina mykafena (MPA). Mezi nejastjsSi
onemockni zpisobena dmito plisremi a mykotoxiny, které produkuji, sadi izné
infekce — endokarditida, perikarditida, towé infekce nebo keratitida. Jiné druhy
mohou zgisobovat potom alergické reakce. K nejvyzng$im drulim pati
Penicillium expansumPenicillium chrysogenumPenicillium aurantiogriseunrnebo
Penicillium roqueforti(Malit a kol., 2003).

Penicillium chrysogenum

stopka

asymetricky
vétveny
konidiofor

Obr. ¢.2: Penicillium chrysogenum
[www.vscht.cz/obsah/fakulty/fpbt/ostatni/miniatlaskr.htm]
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3. 1. Penicillium aurantiogriseum

Kolonie této plisa jsou modrozeleh zbarvené a povrch je typicky zrnity. U
mnoha kolonii MiZzeme pozorovat papte ryhovani, u starSich kultur se objevuje
soustedna vrstevnatost. Jejich spodni strana jerivejezbarva, pozg ziskava zZluté
az Zlutohwdé zbarveni. Produkuje kyselinu penicilovou, roqu&i C, xanthomegin,
viomelluxin a verukozidin. V firock se vyskytuje zvlastv padach a na rozkladajicich
se rostlinnych zbytcich (Klaban, 2005).

Kyselina penicilova zijsobuje onemocmi kukurice. Projevuje se modro-
zelenym zbarvenim Kkt kukufice a &Zr¢é se tento stav oztiaje jako modré oko.
Napada hlavé kukuici uloZzenou v zdsobnicich a skladovanou véph teplotach 1-
10°C. Stanoveni mnozstvi obsahu kyseliny¢spo v ukeni jeji koncentrace pomoci
metod tenkovrstvé chromatografie, kdy mame neznamgrek a znamé mnozstvi
standardu na silikagelu ukotvené na desce, kteéisledr’ vioZzime do vypar amoniaku
(Ciegler a Kurtzman, 1970).

3. 2. Penicillium expansum

Kolonie této plisa jsou bul zrnité nebo seietelrt vytvorenymi drobnymi
svazky konidiofoli. Vyznauje se sousgednou vrstevnatosti, zvl&Sv okrajové zon
také papr&itym ryhovanim. Pokud se ti¥ioexsudat, tak je bezbarvy. Spodni strana
kolonii je také bezbarva, u starSich kolonii §&dy i Zlutohréda. Penicillium expansum
produkuje mykotoxiny patulin a citrinin. Nachazi kejré v prirodé, v padé nebo na
organickych zbytcich. Vyziaje se produkci celulolytickych enzyimkteré podporuji
destruktivnicinnost této plisé (Klaban, 2005).

Bézneé Penicillium expansunroste a nasle@nprodukuje patulin na plodech
s poSkozenou povrchovou tkani. ZvySenou koncenpattilinu nizeme nalézt hlavn
v jableginych mostech ffpravenych z pedem ndfdénych jablek. EleZitostre byl také
ZjiStén v ovoci s pirozenou hidou hnilobou — banany, grepy, broskve, ni&gy
ananas, ale i maliny. Vyskyt patulinu v potravingehedy spiSe indikatorem Spatnych
vyrobnich postup nez hrozbou pro zdrawlovéka. OvSem eventudlni chronicka
intoxikace neni vylotena. Patulin ma jak toxicke, tak teratogenni a gerai @inky.
Hlavnim projevem toxickych dinka patulinu jsou nevolnost, zvraceni,

gastrointestinalni poruchy, krvaceni nebo ulce(Buees et al.., 2009).
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Hlavnimi metodami stanoveni patulinu jsou chromgedfické metody,
konkrétré chromatografie na tenké vrgt(TLC), plynova chromatografie (GC) a
vysokoinna kapalinova chromatografie (HPLC). TLC je veligednoducha a
vyZzaduje nizké naklady. HPLC uniaife snadnou identifikaci a kvantifikaci patulinu
pomoci jeho charakteristicky absonich spekter. V roce 2000 byla #ggena metoda
kapilarni elektroforézy, coz je rychla a vysocdivct metoda analyza pro stanoveni

koncentrace patulinu v jaldleych mosStech a’avach (Pires et al., 2009).

3. 3. Penicillium chrysogenum

Kolonie Penicillium chrysogenumnmaji sametovy povrch zbarveny Zlutozelen
nebo Sedozeléna vyzn&uji se papr&tym ryhovanim pronikajicim i na jejich spodni
stranu.Casto vznika Zluty aZ Zlutokdy exsudat v podabkapek. Spodni strana kolonii
je zbarvena Zlgt ¢i Zlutohrédé. V mnoha pipadech lze pozorovat charakteristickou
difuzi Zlutého pigmentu do okolniagy (Klaban, 2005). Teplotni optimum prast této
plisre je okolo 23 °CPenicillium chrysogenurse hoji vyskytuje po celém s&. Je
jednim z nejbznejSich druti rodu Penicillium kontaminujicich potraviny rostlinného i
ZivociSného fivodu (Kubatova, 2011). iPozere se vyskytuje ve vihkychtgach
s dostaténym mnozstvim uhliku a dusiku.

Prilezitostre byl tento druh zaznamenan jako alergefiygulce astmatuwii
riaiznych mykéz uclovéka. Casto jde o plicni infekce u lidi s oslabenou imomitU
jedinail s normalg fungujicim imunitnim systémem ne®enicillium chrysogenum
obvykle gi¢inou infekce (D'Antonio et al., 1970)Casto se vyskytuje jako plisena
zdech. Mimo toto vSechno je ovSdPenicillium chrysogenurproducentem antibiotika
penicilin (Kubatova, 2011). five bylo Penicillium chrysogenunomezeno na é&u
spaly, zapalu plic, kapavky nebo zavaznych stafjfokych infekci. V dnesni deélse
jiz pouziva proti Sirokému spektru bakterii (D'Anto et al., 1970). Penicilin gatmezi
beta — laktamova antibiotika. Principemispbeni je schopnost proniknoutep
bungé¢nou sénu patogenu a navazat se na cilovy enzym (peniedizajici proteiny —
penicilin binding proteins — PBP). Tim dojde k p&eni syntézy peptidoglykanu, iika
ztrati svou stabilitu a zanikne (Taborska, 2007201
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3. 4. Penicillium roquefortii

Na agaru tvii typicky sametové, nizké, hladké kolonie s bilykmajem. Tyto
kolonie maji modrozelenou az hraSkaelenou barvu, spodni strana je steggharvena
(viz. priloha — obr.¢.3). Penicillium roquefortiije nezbytnym mikroorganismentip
vyrob¢ a zrani syl rokforového typu, nehiovytvéi lipolytické a proteolytické enzymy
(viz. priloha — obr.¢.4). Tato plisg je malo naréna na kyslik, roste i v atmogé
obsahujici pouze 5% 0O2. Snasi vysokou koncentmaici as velmi kyselé progedi
(Klaban, 2005). Produkuje mykotoxiny roquefortin ®PA, patulin nebo kyselinu
penicilovou. Potraviny, ve kterych seude vyskytovat, jsou nasledujici — obiloviny
(jecmen), zelenina,f@chy (araSidy, pekanové, liskové, vlasské, manadiayo (susSené,
nakladané v soli§i chlazenédsto (Malt a kol., 2003).

MPA se pouziva jako imunosupresivni lék k prevempted odmitnutim
transplantovanych orgénTato kyselina inhibuje enzym, ktery je nezbytmg pist T a
B burek. Mezi nezadouci dinky ovSem pai gastrointestinalni, hematologické a
infekéni obtiZze (Atcheson et al.., 2005).

4. Rod FUSARIUM

RodFusarium(obr.¢.3) pati dotiSe Fungi (houby), odteni Ascomycotaiadu
Hypocreales &eledi Hypocreaceae. Plispatici do tohoto rodu jsou Vifsodé znatné
rozStené, zejména viplé, ale také ve vatla v ovzduSi. Maji bohaté, plstnaté nebo
vatovité mycelium. Potraviny, na kterychuieme plisgé tohoto rodu najit, jsou
negastji obiloviny (pSenice, Zito, @nen, oves), ovoce (ananas, banan, meloun, jablka,
hrusky) a zelenina (brambory, kuiee, paprika, okurka) (Malia kol., 2003). Pro
kultivaci je nejvhodgjsi bramboroglukosovy agar (PGA), CYA nebo Sabodigu
agar. Na d&chto agarech fiZeme pozorovat kolonie zbarvené od biléespZlutou,
ZlutooranzZovou, ¢ervenooranzovoucervenofialovou az po Seddwovou. Teplotni
rozmezi pro kultivaci je od 0°C az po 31°C, optimjanvSak okolo 25°C (Klaban,
2005).

Vyzn&uji se charakteristickou tvorbou dvou tygonidii — mikrokonidii a
makrokonidii. Mikrokonidie jsou jednobt&né, elipsoidni nebo ovalné. Makrokonidie
jsou mnohobu&né a maji charakteristicky robtkiovity nebo srpovity tvar. Bkteré

druhy se vyznéuji tvorbou chlamydospor, které se vyvijeji upfedtnebo na konci
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mycelialnich vlaken. Bkdy miZzeme pozorovatiftomnost tuhych kulovitych Gtvar
zvanych sklerocia. VSechny tyto aspekty - makrpgie vlastnosti vyrostlych kolonii,
tvorba dvou drul konidii a jejich morfologie, vyskyt chlamydospor sklerocii
piedstavuje determikdai znaky pro z@mzeni vySébvanych plisni do jednotlivych
druhi.

Diive byli zastupci tohoto rodu povazovani za nepaod pro ¢loveka,
v souwtasné dob jsou popsany ipady mykotickych onemoéni osob se snhizenou
imunitou nebo s oslabenym organismem (Klaban, 20@xuhy rodu Fusarium
produkuji zna&n¢ nebezpe&né mykotoxiny, které se souhghmazyvaji trichotheceny,
nag. deoxynivalenol (DON), nivalenol (NIV), zearaleno(ZEA), T-2 toxin,
moniliformin (MON), fusarin C (FUS C), fusarenon ¢cUS X), chlamydosporol,
sambucinol nebo butenolid (MR kol., 2003). Z nich nejto&i¢jSi je T-2 toxin. Dalsi
skupinu mykotoxifi tvori fumonisiny, kam pdt fumonisin Al, A2, B1, B2, B3, B4,
C1. NejvyznamgjSi z nich je B1. Fumonisiny Ize pokladat za mokaécinogeny pro
clovéka a jsou charakterizovany jako promotory Kkarcimogleo procesu.
Z biochemickéhai fyziologického hlediska mohou inhibovat biosyniégfingolipidi,
které se vyskytuji ve &Sim mnoZstvi v nervové tk&ni a jsou nutné pro miaa

spravnowinnost viech buik v lidském organismu (Klaban, 2005).

Obr. ¢.3: Fusarium culmorum
[www.vscht.cz/obsah/fakulty/fpbt/ostatni/miniatlaskr.htm]
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4. 1. Fusarium Poae

Fusarium poaese vyskytuje v obilovinach (pSenicegijeen, oves), v kukici
v chladrgjSich oblastecki v sojovych bobechFusarium poaeprodukuje mykotoxiny
obecrt nazyvané trichotheceny - T-2 toxin, DON, FUS QY NHT-2 toxin, fusarenon
X (FUS X) a dalSi. Z&hto mykotoxirh je nejvyznamgysi T-2 toxin (Malf a kol.,
2003). T-2 toxin, NIV a DON jsou v posledni dosledovany kuli znatné toxicit¢ a
stale vyrazgjSimu vyskytu v @iznych pozivatinach (Hruby a Turek, 1996). V roc€20
stanovil \&decky vybor pro potraviny tolerovany dendijgm (TDI) T-2 toxinu na 0,06
png/kg €lesné hmotnosti. Proto jeilézité zajistit takové podminky, aby séegeslo
napadeni materialu, kde seiZe vyskytovat. Naifklad sniZzeni vlhkosti substtét
vytiidéni narusenych, poskozenych nebo jinak zbarvenyeliGommission regulation,
2006).

T-2 toxin se nmiZze do organismu dostat pozitim, vdechnutim nelidenbyt
vstteban Kizi ¢i sliznici. Toxin je velmi rezistentni i teplo®. Je stabilni i i
slung&nimu a UV zéeni. T-2 toxin zfisobuje onemoami nazyvané alimentarni toxicka
aleukie (ATA). V byvalém Saitském svazu onemogio touto nemoci tisice lidi po
poziti vyrobki z obilovin, jejichZz zrna byla kontaminovana. Ke&tpo pozZiti lidé
pozorovali péleni a otoky v Ustech, zvracelglirorecku a bolesti Eicha. Po 3-9 dnech
se jejich stav vratil k normalu. U nejvice postiyem jeding doSlo k aplné destrukci
krvetvorného systému. Mimo jiné bylo potvrzeno, ki@ tento toxin pouzit jako
biologicka zbr& béhem olganské valky v Laosu v aerosolové farzluty dese™).

DalSi &inky T-2 toxinu jsou hepatotoxické,upobi kardiotoxicky (vyvolava
buré¢né léze v myokardu, intersticialni edém a lokalbrdzy), zpisobuje nekrozu
ktuze, hemoragie aipdevSim vyraznou imunosupresi, ale nemiéaky karcinogenni
(Hruby a Turek, 1996).

4. 2. Fusarium oxysporum

Barva kolonii Fusarium oxysporunje na Sabouraudévagaru zpodatku bila,
pozdiji se zbarvuje od oranZzovégs fialovou aZz po modrou. Optimalni teplota pistr
je 28°C, nize se vSak vyskytovat v teplotnim rozmezi 14-3(P@sarium oxysporum
je velmi stabilni a adaptabilni prézné podminky prostdi. Z jiz kontaminovanéupoly
ho nelze odstranit jinak nez kompletni steriliz&bdukuje mykotoxiny MON, FUS X,

FUS C, T-2 toxin, sambutoxin nebo NIFusarium oxysporummizZeme nalézt wthto
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potravindch — obiloviny (famen), zelenina (réata, kukiice, okurek, brambory), ovoce
(banéany, citrusové plody, jablka, meloun) (Malikol., 2003).

Mezi nefasgjSi onemocnni, kterd tento druh Zigobuje, paf mykoticka
keratitida, onychomykdéza a hyalohypomykéza. MyKdidkeratitida — jde o hnisavou
infekci ocni rohovky, ktera mize postihovat i éni bulvu a zfisobovat abscesy.
Nap‘iklad v Asii je to hlavni onemoéni zpisobujici slepotu. Laboratorni diagnostika
se provadi pomoci PCR (polymerazokekzova reakce) a konfokalni mikroskopie
(Srinivasan, 2004). Onychomykoza (vizilpha — obr.¢.7) — jedna se o mykotickou
infekci nehtového aparatu. Neni bezpredte Zivot ohrozujici, ale u osob s oslabenou
imunitou mize zpisobit vazné komplikace (Kulikova, 2008). Patologickneny
postupuji od volného konce nehtu&em k jeho keeni (Klaban, 2005). Infekce se drzi
na povrchu ploténky nebo pronika down®Potom dochazi k barevnym &nam nehtu,
nehty se na konctepi a ulamuji. U net&né formy dochazi k totalni destrukci nehtové
ploténky. K identifikaci se vyuziva mikroskopické/deteni, histologické vyS&eni
nebo PCR. Hyalohypomykéza je pidwva infekce kZe, kterd se projevuje vyrazkou.

Muze ale pronikat az do dermis aigpbovat vnitni krvaceni (Srinivasan, 2004).

4. 3. Fusarium culmorum

Pro kultivaciFusarium culmorunse pouziva PGA, kde pozorujemegavé az
vinové kolonie (viz. floha — obr.¢.5). Optimum pro dst je 25°C, roste v3ak i
v teplotnim rozmezi 0-31°C. dZeme ho nalézt v obilovinach (vizilpha — obr¢.6) a
produktech z nich (mouka), nebo v ovoci (bananylkm hrusky)Fusarium culmorum
produkuje mykotoxiny DON, NIV, ZEA, FUS C, FUS Xkb@MON (Klaban, 2005).

DON je tepeln stabilni, proto jed&ké ho odstranit. Vyskytuje se vSak pouze na
povrchu zrn obili, proto se jeh@&tgina odstrani mletim. Mimo jiné je di@brozpustny
ve vod, proto dalSi zn@ma c¢ast je ¥tSinou odstratna mytim. Z trichothecenovych
toxinem. Ri poziti zpisobuje bolesti ficha a hlavy, zavrat nevolnost, zvraceni,
prijem a krev ve stolici. ¥decky vybor pro potraviny stanovil jeho TDI ve vyEBi
ug/kg €lesné hmotnosti (European commission, 1999).

ZEA sice nema steroidni strukturu, ale mdéinky steroidniho hormonu
estrogenu. U lidi rize zmisobovat hyperestrogenismus. Ten byl vSak prokapamzep

v rodinach s nadémnou konzumaci dibeze, ktera poZivala krmivo infikované ZEA.
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Také je znam ijpad vyskytu hyperestrogenismu u vyzkumnych pramovkteré
provadly izolaci ZEA v hygienicky nevyhovujicich podmindta(Plasencia a Mirocha,
1991). decky Panel pro kontaminujici latky v potravinovéettzci EFSA stanovil
TDI pro ZEA ve vysi 0,25 png/kgkesné hmotnosti (Commission regulation, 2006).

4. 4. Fusarium graminearum

Vzhled kultury a jeji zbarveni velmi zavisi na koukultivatniho média. Na
PGA nebo na Sabouraudowagaru tvéi Sedotizové kolonie (Klaban, 2005). Mezi
negasgji produkované mykotoxiny p&tDON, ZEA, NIV, FUS C, FUS X nebo T-2
toxin. Fusarium graminearumnegasgji parazituje na stéblech obilovin (pSenice,
jeémen) a trav a Zisobuje jejich hnilobu. Také setre vyskytovat na suseném masu,
séjovych bobech, ovoci (banany)cukrovéieps (Malit a kol., 2003, Klaban, 2005).

S parazitovanim na stéblech rostlin souvistamsdjSi destruktivni onemoemni
rostlin, a to Fusarium head blight (FHBXesky Fusarium hlavové ptisvé
onemockni, nebo-li strup. Népstji postihuje pSenici a fanen. S timto onemoé&nim
poté souvisi tvorba mykotoxin které po poZiti &hto napadenych rostlin mohou
zpasobit zdravotni potize dlovéka. Nefastji se jednd o DON, jehoZcinky byly
popsany jiz vyse (Mattila et al., 2009). Proto tottemocgni pati mezi vyznamnou
hrozbu pro globalni bezpeost potravin a je iedmétem sledovani. Organizace Food
and Drug stanovila limit 1 ppm pro DON ve vSechdwyth vyrobcich z pSenice, které
mohou byt konzumovany lidmi (Loughman et al., 2004)

5. Rod TRICHODERMA

Rod Trichoderma(obr. ¢.4) pati do #iSe Fungi (houby), odteni Ascomycota,
fadu Hypocreales &ledi Hypocreaceae. Zastupci tohoto rodu jsou&valjici houby
piitomny ve viechiméach.Casto se vyskytuji na kenech rostlin jako symbionti (Mali
a kol., 2003). Pro kultivaci se restji pouziva bramboromrkvovy agar (PCA) nebo
MEA. Na tchto pidach sledujeme kolonie zbarvené od bil&sps¥tle nizovou a

¢ervenou az po tmawzelenou (viz. filoha — obr¢.8). Teplotni optimum praist je 23-
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27 °C. Zastupci roddrichodermase vSak mohou vyskytovat i v teplotnim rozmezi O-
35 °C. Kontaminuje obili, ryZi nebo kukai (Kubatova, 2011).

Rod Trichodermaprodukuje mykotoxiny ze skupiny trichotheéero kterych
jsem jiz mluvila u rodu~usarium Mezi dalSi mykotoxiny péit cyklické peptidy, které
naruSuji permeabilitu fosfolipidové vrstvy biologich membran a Zsobuji lyzu
membran. P&t sem alamethiciny, trichlorzianiny a suzukaciliiteti skupiny
mykotoxini tvori isokyanidy. \&tSina z nich je velmi nestabilnim vyjimku ttfqoouze
trichoviridin (Harman et al.., 2004).

Pokud pomineme produkci mykotoxin ma Trichoderma Siroké uplatani
v mnoha snrech. Produkuje celoadu extracelularnich enzyimkteré se pouzivaji
nagiklad pro komefni vyrobu celulosy. DalSi schopnosti je tvorbacksich faktof,
které brani pomnozeni bakterii nebo jinych hub oi@hech rostlin, kter@richoderma

osidluje. Chrani tak Kenovy systém dané rostliny (Harman et al.., 2004).

Trichoderma viride

rozvétveny
konidiofor

Obr. ¢.4: Trichoderma viride
[www.vscht.cz/obsah/fakulty/fpbt/ostatni/miniatlaskr.htm]

5. 1. Trichoderma viride

Trichoderma viridetvoii na Sabouraud@vnebo sladinkovém agaru vkovité
porosty s typicky kokosovouini a v dol zralosti je mycelium nesouvisle zbarvené
dozelena, coz je Aigobeno fitomnosti spor (viz. iloha — obr¢.8). Pod mikroskopem
pozorujeme typické #zkovité Gtvary zpsobené tistem fialid. Trichoderma viride

produkuje enzymy celulosu a chitinasu, které degjifagtlulosu a chitin. Proto iieme
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Trichoderma viridenalézt na tew, které obsahuje celulosu, a na &tnych stnach
hub, které obsahuiji chitin. Tento druh napada skiadé obiloviny, ovoce a zeleninu,
hojr¢ je rozsten v mdé (viz. priloha — obr.¢.9) (Klaban, 2005)Trichoderma viride
produkuje fungistaticka antibiotika gliotoxin a idin (mykotoxiny) (Malié a kol.,
2003). V disledku produkce gliotoxinu bylipodni nazev tohoto druhGliocladium
virens(Howell, 2003). Fungicidni aktivita se vyuzivdiologické ochra# rostlin proti
patogennim plisnim — konkrétrjde o Rhizoctonia Pythium a Armillaria (Mishra,
2011). Enzymy celulosa a chitinasaugpbuji SEpeni polysacharid které jsou
zodpowdné za tuhost butiné sény, ¢cimz dochazi k poruseni tétaiisy a patogen je
zni¢en (Howell, 2003).

6. Rod ALTERNARIA

Rod Alternaria (obr. ¢.5) pati do tiSe Fungi (houby), odteni Ascomycota,
fadu Pleosporales &eledi Pleosporaceae. Na kulttvéch médiich se tento rod
vyzna&uje rychlym fistem. Zpoatku tvai bilé kolonie. Pozgi jsou Sedé az olivay
hneédé (viz. giloha — obr¢.10). Vzhled kolonii pechazi od zrnatého az po vinaty (Mali
a kol., 2003). Charakteristické vicek&iné spory maji podélné &igné gepazky. Proto
se jim tika spory @'ovité neboli muriformni (z lat. muris = @& (Klaban, 2005).
Teplotni optimum protst je 25-28 °C, vyskytovat se vSakibe v teplotnim rozmezi
od -5 °C az po 36 °C (Kubatova, 2011). RaHernaria pa¥i mezi kosmopolitt
rozSiené mikromycety. Vyskytuji set@devSim v fidnich ekosystémech (kde se
podileji na rozkladu organického substratu) (Kalikol., 2003). Dale na rostlinach
nebo jako vzdusSna kontaminace v mlékarnach aamaah pivovarskych mistnosti. Ve
skladistich zeleniny ZjsobujeAlternaria skvrnitost kogalovin a¢ernou hnilobu mrkve.
Tmava barva spor i mycelia chrani tuto pligged &inky sluné&niho swtla, proto se
gasto vyskytuje ve vzduchu (Silhankova, 20023ktdré druhy jsou saprofyty (Méla
kol., 2003).

Tento rod produkuje velmi toxicky metabolit Altaria alternata toxin (AAT)
podobny fumonisinu a kyselinu tenuazonovou (TeA)ezM mér vyznamné
mykotoxiny pati alternariol (AOH). Tyto mykotoxiny vykazuji mutagni aktivitu
(Kubéatova, 2011). Spory tohoto rodu se mohou vyskatt ve vysokych koncentracich
v ovzduSi a dochazi k jejich vdechovani. Protorge Alternaria velmi ¢astym
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pivodcem alergii, senné rymy a astmatu.agfipbuje oportunni infekce u jedinc
s oslabenou imunitou (nAppo transplnatci kostnifeng). Dale byly hlaseny ifpady

onychomykozy, koznich infekci nebo keratitiddternaria kolonizuje vedlejSi nosni
dutiny, coz niZze vést krozvoji chronického z&n téchto dutin. Mimo jiné je
pavodcem za#u stedniho ucha, zejména u z&skych pracovnik pohybujicich se
v terénu (Klaban, 2005).

Alternaria
alternata

konidie

— mlada
konidie

Obr.¢.5: Alternaria alternata
[www.vscht.cz/obsah/fakulty/fpbt/ostatni/miniatlaskr.htm]

6. 1. Alternaria alternata

Pro kultivaci tohoto druhu se ®eptji pouzivaji kultiva&ni média MEA, PCA
nebo bramboro-glukdzovy agar s chloramfenikolem ARONa PCA roste v podeb
sametovychti vinatych tmavych aZernych koloniich. Teplotni optimum je 25-28 °C
(Kubéatova, 2011).Alternaria alternata miZze napadat tyto potraviny — obiloviny
(pSenice, jegmen), zeleninu (rapta, ketak, okurka, brambory), ovoce (jablka, banany,
meloun), dechy (pekanové, liskové, araSidy) nebo maso (amazmrazené, susSené)
(viz. priloha — obr¢.11). Mezi produkované mykotoxiny paAAT, AOH , alternariol
monometyl éter (AME) nebo TeA (Malia kol.,, 2003). Vyskyt alternariovych
mykotoxini v potravinach je velmi nizky a moznost expozitevéka je omezena.
Proto dosud nebyly stanoveny zZadné zakonné nebenélmisady stanoveného limitu
pro tyto mykotoxiny (Lawley, 2011)
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7. Kvalitativhi metody stanoveni vlaknitych mikroasii

Kolonie jsou na diagnostickych Zzivnychigach hodnoceny podle svych
makromorfologickych znak v piipraveném mikroskopickém preparatu jsou
hodnoceny podle mikromorfologickych zriakV poslednich letech dochazi k rozvoji
identifikace pomoci metod molekularni biologie, mtiekych a biochemickych metod
(Malit a kol., 2003). Rehled uveden v tabulce 1.

Primé metody Neffimé metody
Kultivacni a makroskopickeé techniky Chemické metody
a) plotnové metody a) elektroforéza enzym
b) piprava mikroskopickych b) stanoveni sekundarnich metaboljt
preparétpro s¥telny (mykotoxin)

i elektronovy mikroskop

Biochemické metody
FF MicroPlate (BIOLOG) Identifikéni
test pro vlaknité mikromycety

Molekularre biologické metody
a) PCR
b) RT — PCR

Tabulkac.1: Kvalitativni stanoveni vidknitych mikromyeéet potravinach (Matia kol.
2003).

7. 1. FFimé metody
7. 1. 1. Identifikace podle makromorfologickch zhékakrohabitu)

Stanoveni se provadi na diagnostickych zivnyébaph (nap Czapek agar,
Czapek Yeast extract agar — m@dnicillium a Aspergillus bramboro-glukézovy agar —
rod Fusariun). Hodnoti se struktura kolonie, jeji velikost, pEni kolonie, paprsté
ryhovani, sousgedna vrstevnatost kruhovych zon, okrajovy steriém, vypotek na
povrchu kolonie v podabrizné zbarvenych kipéji, zbarveni spodni strany kolonie a
pigmentova proliferace do okolniho agaru (Zahrakne kol., 1987).

7. 1. 2. Identifikace podle mikromorfologickych lzhémikrohabitu)

Provadi se v mikroskopikém preparatu po obarvekfofenolem. Na zaklad
typickych morfologickych struktur mycelia, tvaru aelikosti nepohlavnich
rozmnoZzovacich orgén pohlavnich a nepohlavnich spér se identifikujprané rody

s vyuzitim odborné literatury a identifiaich klica (Zahradnicky a kol., 1987).
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7. 2. Nefimé metody
7. 2. 1. Molekulara biologické metody
Tyto metody detekuji odliSnost v DNA mezi jedneglini druhy mikromycai.

Existuje rekolik metod, které se mohou navzajem kombinovateDse neépstji

vyuziva metoda polymerazovétzové reakce (PCR) (Méla kol., 2003).

7.2.1. 1. Polymerazovéiczova reakce (PCR)

PCR je metoda, pomoci které lze zvelmi malého Zstwd biologického
materialu vyprodukovat beziippmnosti Zivych bugk az miliardy identickych kopii
uréitého fragmentu DNA. Metoda PCR mé hlavni vyznainigentifikaci druhi rodu
Aspergillus Penicillium, Fusarium(Malit a kol., 2003).

VétSi ¢asti zkoumané DNA se nejprve pomoci enzymu rastrikendonukleaza
,,rozstihaji,, na mensi Useky. Vlaknéhto kratkych Usekse vlivem zvySené teploty
(92 — 95 °C) oddi. Vzniknou dva jednoduché rettzce. Termalnim  poruSenim
vodikovych niistki mezi jednotlivymi bazemi DNA nastava denaturacedalsim
kroku se primery (kratké syntetické oligonukleotidyl5 — 20 nukleotidech). SlouZzi
jako startovaci body pro syntézu DNA a navazouas@aradovana koncova mista na
odctlenychietzcich DNA. Nésleduje inkubaceiy0 — 78 °C s teplothstabilni DNA
polymerazou (nap Tag polymeraza izolovana z bakteriehermus aquaticysa
s deoxynukleotidfosfaty. Takto ziskamecdwvé kopie DNA. Tento proces zarani
se stale opakuje, dokud neni dosaZzeno ddskEe® mnozstvi poZzadovanych
dvouettzcovych DNA (Ferrer et al., 2001).

7.2.1. 2. RT-PCR (PCR v realnéase)

Sledujeme firastek mnozstvi DNA v redki sntsi v redlnémcase. Toho se
muze dosahnout édwna zmsoby. Bul’ se pouZije interkatai barvivo typu SYBRgreen
nebo tzv. TagMan sonda, coz je oligonukleotid obfah na jednom konci
fluorescekni barvu a na druhém konci zh&Sektery pohlcuje fluorescenci. fiP
degradaci sondy DNA polymerasou se uvolni fluone&tiebarvivo a zvysi se intenzita
fluorescence. Zatimco prvni mechanismus je nesplegifi indikuje jakékoli zvySeni
mnoZstvi DNA (nap pii nespecifické vazb primeit), pouziti TagMan sondy je diky
pouziti ¥i oligonukleotidi specifttéjSi a @i pouziti fluorescetnich barviv o rozdilnych
excitatnich vinovych délkach umaaje i sledovani exprese vice gerarove (TSUI et
al., 2011).
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7. 2. 2. Chemické metody

7. 2. 2. 1. Elektroforéza izoenzym

Identifikace je zaloZena na elektroforetickém staami vybranych enzyin—
tzv. zymogramovou technikou — schopnost zkvaSovaié cukry (Wilkesman a Kurz,
2009).

7. 2. 2. 2. Chemotaxonomie — stanoveni sekundaméthbolit; (mykotoxie)

Stanoveni toxinogenity se provadi kultivaci nacfskych zZivnych mdach
(na@. YES meédiu) s naslednym analytickym stanovenifslgsnych mykotoxif
(Malit a kol., 2003).

7. 2. 3. Biochemické metody

Test FF MicroPlate BIOLOG slouzi ke zjgvani schopnosti vice nez 500 diuh
vlaknitych mikromycei vyuZzivat (utilizovat) §zné zdroje uhliku a asimilovatizné
cukry a dusikaté latky (tzv. auxanogramy) na mikiatni destéce (Fungi
Identification, 2007)

8. Kvantitativhi metody stanoveni viaknitych
mikromyce#

8. 1. Metody pimé mikroskopie
8. 1. 1. Howardovdislo

Principem je vytveeni suspenze potraviny a naneseni definovanéhostwioa
podlozni sklo s fizkou. Spory a ulomky mycelia se di@ji ve 25 poklkach pod
mikroskopem. Howardovdislo se wi jako paet pozitivnich zornych poli&enych

celkovym p@tem prohlédnutych poli nasobeno 100 (Klaban, 2005).

8. 1. 2. Vyuziti specifickych barviv

Tato specifickad barviva maji afinitu keesém hyf a spor mikromycét které
zbarvi specifickym zgsobem. Zbarvené spory a ulomky mycelia se vyhodhocu
mikroskopicky. Dle pouZittinidla se hyfy a spory mikroskopickych hub barvidfe
nebo datervena (Mali a kol., 2003).
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8. 1. 3. Fluorescemmi techniky
Tyto techniky vyuZivaji fluorescénich ¢inidel, nagiklad Blankophor nebo

Rylux. Nebo vyuZzivaji specifické protilatky ztemé flouroscetnimi cinidly. Tato
metoda je zaloZena na reakci antigenu mycelia mhoeti (polysacharidu
galaktomananu) a specifické Zeaé protilatky. Pod mikroskopem je detekovana a
hodnocena  fluorescence komplexu antigen - priélat Vyznamné jsou
cyklodextriny, které se pouzivaji k zesileni flimrerni emise. Jedna se o cyklické
oligosacharidy sloZzené z podjednotek s obsahemamy\d pouZivaji se néglad ke
stanoveni OTA, ZEN nebo aflatoxifiMaragos et al., 2008).

8. 2. Kultivaéni techniky
8. 2. 1. Dilwni plothové metody

Tyto metody jsou ¥eské republice odeny technickymi normami. Naijxlad
CSN ISO 7954 — VSeobecné pokyny pro stanovetiiupkvasinek a plisni. Interpretaci
ziskanych vysledk mikrobiologického vyséeni plisni a kvasinekeSi vyhlaska
294/97Sb. Stanoveni specialnich skupin  mikroskogmick hub (xerofilnich,
toxinogennich, termorezistentnich, stresovanychii fié¢ technickou normoueSeno.
Tyto otazkyieSi vydana dopoteni odbornik Mezinarodni komise mykologie potravin
(ICFM) (Malit a kol., 2003).

8. 2. 2. SimPlate
Jde o technicky prastdek, ktery obsahuje kulatou slwhmotnou desku s 84

jamkami, saci prouzek buiiié vaty a dehydrovanou ZzZivhouigu. Pouziva se ke
spolehlivému stanoveni mikroskopickych hutigmnych v potravinach jiz za 48 hodin.
Test je zaloZzen na biochemickych reakcich, kdyegavana fitomnost ki¢ovych

hydrolytickych enzym viladknitych mikromycel. V pripact pozitivni reakce dojde ke

zbarveni tekuté Zivnéiply v jamce (Townsend a Naqui, 1998).

8. 2. 3. Petrifilm TM desitky
Destitky obsahuji zivné médium pro okamzité pouzittemé ke spolehlivému

stanoveni plisni dZr¢ pritomnych v potravindch. Jde o alternativu Zivnidy na

Petriho miskach. Zivné médium je vysuSené obohacenéntibiotika a barevny
fosfatazovy indikator ke zvySeni vizualizadestu mikroskopickych hub na deste

(Tavolaro et al., 2005).
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8. 3. Stanoveni specifickych skupin vidknitych miknycet
8. 3. 1. Stanoveni toxinogennich mikromycet

Izolaty vlaknitych mikromycéit se kultivuji na specifickych diagnostickych
meédiich, kde rostou specifickymigonbem (Mali a kol., 2003).

8. 3. 1. 1. Aspergillus flavus and parasiticus agaFPA)

Slozeni tohoto agaru je nasledujici — peptidouwyadx zvireci tkar, kvasnicovy
extrakt, Zelezity citronan amonny, dichloran a agame:né pH by ndlo byt kolem 6,3
pii teplog€ 25 °C. Ripravené médium potom skladujemé peplo# pod 8 °C a
udrzujeme v suchu. Dichloran napomahd identifikadd a peptidovy extrakt Zeci
tkarg spole&né s kvasnicovym extraktem zrychluji tempstu hub.Aspergillus flavus
aAspergillus parasiticusvytvai po inkubaci 42-48 hodin ip teplog 30°C oranzovo-
Zlutou pigmentaci jak na spodni stkdeolonie, tak jejim okoli. Zbarveni jeignbeno
reakci Zelezitych iofits aspergilovou kyselinou za vzniku barevného kempl(Pitt et
al., 2004).

8. 3. 1. 2. Dichlore Rose bengal Yeast Extractaseiagar (DRYES)
Penicillium verrucosum na tétaig produkujecerveno-fialovy pigment, ktery

zabarvuje spodni stranu kolonie a zivhady (Malit a kol., 2003).

8. 4. Stanoveni toxinogenity vlaknitych mikromydet
8. 4. 1. Testace izolovaného kmene vlaknitych m«cet: na syntetické zivnéige

Nap. 2% kvasniny extrakt + 2% sachar0za, Yeast Extract@eAgar
[YES]. Test se provadi na zaktagnikazu vyprodukovanych mykotoxima vhodném
substratu (Matfia kol., 2003).

8. 4. 2. Fim4 testace potraviny

Potravina, ze které byl potenciéltoxinogenni kmen vlaknitych mikromydet
izolovan, se nasype na Petriho misku, Zeliim se upravi jeji aw a inkubuje se
v biologickém termostaturpteplot 26°C. Tim se vytvih vhodné podminky pro rozvoj
a st mikroskopickych hub a k produkci sledovanych otgkini. Po étrnactidenni
kultivaci pri 26°C je potravina s porostem mikroskopickych  hulzpracovana a
vyhodnocena pomoci chromatografickych (HPLC, TWC)munochemickych metod
(ELISA) (Malit a kol., 2003).
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8. 4. 2. 1. ELISA (enzyme — linked imunosorberaygss

Jedna se o sendevou metodu enzymové imunoanalyzy, ktera je zalazem
schopnosti specifickych protilatek rozeznavat tminerné struktury mykotoxit
(Klaban, 2005). Dnes se jiZ@r¢ pouzivaji komeme¢ dodavani soupravy pro ELISA
test, které umailji zkratit inkub&ni dobu az na minuty a pouzivat malé objemy
vzorka (Zheng et al., 2006).

Do mikrotitranich jamek, kde jsou jiz navazané specifické f[aibdy proti
mykotoxinim, se pida vzorek spokné s konjugatem, ktery je zdeny enzymem.
Vzorek s konjugatem bojuji o vazebna mista nalatog. Poté nasleduje promyti, aby
se odstranily nenavazané slozky. V dalSi fazi gsereahkce fidava substrat, ktery
reaguje s enzymem a dochazi ke vzniku barevnéhmgllexu) produktu. Nakonec se
spektrofotometricky progti absorbance, kter4 je m@po uanEtrna koncentraci

mykotoxinu ve vzorku (Zheng et al., 2006).

8. 4. 2. 2. Tenkovrstva chromatografie (TLC)

Tato metoda je zaloZzena na vzlinanésmozpoustdel tenké vrst¥ sorbentu na
povrchu vhodného na®. Rozpou&dlo projde pes vzorek a jeho jednotlivé slozky
jsou unasenytznou rychlosti po vrstvsorbentu. Jakmile dojd&lo rozpoustdla na
konec desky, pohyb se zastavi.

P¥i chromatografii se osdcilo nanaSet na desku vzorek, standard mykotoxinu a
vzorek s pidanym standardem. Takto lze snadno objevipary, kdy balastni latky
raiznymi mechanismy blokuji detekci mykotokinAnalyzovanou latku poté sledujeme
piimo (je-li barevna), pod UV stlem nebo ji vizualizujeme vhodnym péikem
chemickych latek (Scott et al., 1970).

8. 4. 2. 3. Vysokainna kapalinova chromatografie (HPLC)

Zde se vyuzivaji drobné kolonky, skrze které j@dati soustava protlavana
pumpou. Moderni ffistroje jiz umo#uji kontinualr® meénit sloZzeni unaseci soustavy.
Prichod sledovanych latek skrze kolonu je detekovamakdad fyzikalnich vliastnosti
roztoku. Nefastji se jedna o absorpci viditelného, infemveného nebo ultrafialového
swtla. V piipadt analyzy aflatoxif se vyuziva tzv. packed flow cell. Jedna se o kyvet
z kiemenného skla naginou silikagelem, ktera zesiluje fluorescenci aftaé a tim
vzrasta citlivost detekce azi@ad. Hlavni nevyhodou této metody jsou ztratydmsténi
(Pascale, 2009).
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8. 5. Chemické metody
Pomoci &chto metod se stanovuji latky, které jsou cemti nap. seny hyfy

nebo vznikaji metabolickotinnosti mikromycat.

8. 5. 1. Stanoveni ergosterolu

Ergosterol je indikatoremustu mikromycei v potravindch. Je extrahovam
metanolem a po saponifikaci vzorku KOH a etanolemegxtrahovan do petroléteru. Po
zahusini na definovany objem se provaggteni vzorku separaci na pevné fazi a
stanoveni ergosterolu je provedeno metodou vysaké@tkapalinové chromatografie
(HPLC) (Davidek a kol., 1977).

8. 6. Imunologické metody

Tyto metody vyuZivaji latex - aglutitiai testy (nap ECO-BIO Belgie, Holland
Biotechnology) a ELISA metody (Biopharm SRN). Mikmgcety rodu Aspergillus a
Penicillium produkuji imunologicky identické a akti extracelularni polysacharidy
galaktomanany, které jsou rozpustné veévakkjich produkce je zavisla na hmotnosti
mycelia a je tedy vrelaci se stavem kontaminac&apm. Tyto antigeny jsou
termostabilni, coz umdkje hodnotit i potravinové suroviny, které byly &tm

opracovany nebo o%eny radign¢ (Malit a kol., 2003).

8. 6. 1. Latex — aglutinfi testy

Jako nosie se zde pouzivaji latexowsstice, jejichZz vyhodou je inertnost
(neschopnost reagovat). N&ltto ¢asticich jsou navazané specifické protilatky, které
reaguji s pisluSnou slozkou, kterou chceme stanovit. MnozZstgiutinatu potom
odpovida mnozZstvi stanovované latky (Zahradnickglg 1987).

8. 7. Fyzikalré-chemické metody
8. 7. 1. Biosenzory

Jedna se o analytickyiptroj, ktery obsahuje citlivy prvek biologickéhéyodu.
Tento prvek se nachazi &shém kontaktu nebo je stasti fyzikalr-chemického
pievodniku, ktery poskytuje signal vhodny k dalSinpmazovani. Biosenzor poskytuje
elektronicky signal, ktery jetfmo ungrny koncentraci jedné nebgkolika chemickych
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latek ve vzorku (Skladal, 2002). Existuje mnohohdrbiosenzol — elektrochemické,
potenciometrické, amperometrické nebo konduktomiadri Ke stanoveni mykotoxin
jsou vSak nejvyhodijSi biosenzory optické (Taitt a kol, 2008).

Zakladnim principem optickych bioseniole interakce sitelného z#eni
s chemickymi latkami. Jako detektory se zde poyiiiedaonasobie nebo fotodiody,
které jsou oproti fotonasatlim mére citlivé. Detekce je zaloZzena na fluoresagn
znaenych protilatkach (stanovujeme mykotoxiny ve vzgrkebo na fluorescéné
znaenych aktivnich mykotoxinech (stanovujeme ve vorkrotilatky proti
mykotoxinim). Nevyhodou metody je citlivost na na optické &$teni, naopak
vyhodou je moznost detekcékolika mykotoximi v jednom vzorku najednou (Taitt a

kol., 2008).

8. 7. 2. Povrchova plasmova rezonance (SPR)

Tato technika vyuzZiva tenky kovovy film mezidwa transparentnimi médii
raizného indexu lomu, napsklereny hranol a roztok vzorku. Pozoruje se pokles
intenzity odrazeného &tfa v ukitém uhlu, ktery je zavisly na indexu lomu media na
neos¥tlené stras povrchu. Tento Uhel vznik& ve chvili, kdy se bidekally vaZzou na
povrch a mini se index lomu povrchové vrstvy (Hodnik, Anderl@B09).

Prikladem je detekce aflatoxin Konjugat aflatoxinu je imobilizovan na na
povrchucipového snimée a protilatky s volnym mykotoxinem mohou vélprotékat
po povrchu. Konjugovany a volny toxin sékit o vazbu na protilatku. Vidledku
vazby protilatek na konjugat seé¢m index lomu. Tyto zrmy métime pomoci SPR
(Daly a kol., 2000).

K dalSim fyzikalg — chemickym metodam pgatnagiklad meéreni impedance

(vodivosti), stanoveni Cf£) stanoveni volatilnich gkavych) latek nebo stanoveni
adenosintrifosfatu (ATP) (Malia kol., 2003).
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9. Metody laboratorni diagnostiky mikromyaget
v lékarské mykoloqii

V¢asna a spravna diagnostika je hlavni pro zvladmubové infekce €im je
houbova infekce zavaZjsi, tim je jeji diagndza obtiZ$i a zdlouha®si. Kozni a
slizniéni formy mykoz jsou snadno rozeznatelné tékana zaklag klinického obrazu,
laboratorni nalezy u organovych a systémovych wifekiidkakdy poskytuji

jednoznéné a spolehlivé vysledky (Mala kol., 2003).

9. 1. Laboratorni metody

9.1. 1. Odbr a zpracovani materialu

Odker provadi vysSkolena a poena osoba, ktera pouzivd metody a techniky
odkéru, spravné nastroje a péoky, dodrzuje aseptické a bezpestni podminky
s ohledem na specifika, ktera vyplyvaji z praceotepcial@ patogennimi houbami.
Material musi byt odebiran z aktivniho mista infeka v dostatgém mnoZstvi.
Transport vzorku by # byt proveden do 2 hodin po oftlh vzorku (Malf a kol.,
2003).

9. 1. 2. Kultivace

Zakladnim kultivénim médiem je Sabourain glukdzovy agar (SGA), ktery
existuje v gkolika modifikacich (rozdilny obsah glukdzy, jin&lp— pro zabr&ni
bakterialni kontaminace séigava chloramfenikol nebo gentamycin. Mezi dal&irsg
pati Czapkiv-Doxiv, bramborovy a sladinkovy.dSina viaknitych mikromycet roste
pii teplo okolo 25°C a ke kultivaci je piaba 24 — 72h (Zahradnicky a kol., 1987).

9. 1. 3. Mikroskopie
Mikroskopické vySdeni urychluje diagn6zu a umiofe nasazeni adekvatni

terapie. Obvykle se toto vy$ehi provadi pouze ve &elném poli pomoci suchych
objektivii (10 x az 40 x). Barveni slouzi ke zvidit&hh houby tak, abychom mohli dit

u jednotlivych struktur jejich tvar, velikost a wspdani. Mezi tato barveni pat
napiklad Gramovo barveni, orieidta barveni nebo fluoresc&m barveni (Klaban,
2005).
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9. 1. 4. Histologické vyS@&ni

Jedna se o nejspolehjsi laboratorni diagnostickou metodu, kterou lzeZib
pro pfikaz houbové etiologie. Existuje mnoho technik zndmy bakteriologie.
Napriklad stibieni podle Grocotta, které slouzi pro barveni huwbrekbyvaji  typicky
cerne zbarvené (Matia kol., 2003).

9. 2. Sérologickeé a imunologické vygeni

Tyto metody jsou zaloZeny na stanoveni protilatelalergickych projer a
aspergiloni. U oportunnich infekci jsou zaloZeny na stanovemibového antigenu.
Mezi nejlEzreji pouzivané techniky p#t imunodifize, latexova aglutinace azné

varianty enzymove imunoanalyzy (ELISA) (Zahradniekiol., 1987).
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10. Zaer

V mé bakaléské praci se zabyvantkolika vyznamnymi rody toxinogennich
plisni. Konkrété se jedna o rodAspergillus Penicillium, Fusarium Trichodermaa
Alternaria. U kazdého rodu jsem se zé&iita na rékteré vyznamné druhy. Podrafjinse
zabyvam jejich morfologii, fyzikdrchemickymi vlastnostmi a vyskytem
v potravinach. Mykotoxiny, které produkuji, se mahgyskytovat nejen v potravinach,
ale také v ovzdusi, vécti pudé. Mohou tak ohrozitiiznymi zpisoby zdraviclovéka.
At uz pozitim kontaminovanych potravin a vodiyvdechnutim. DalSim rizikem je
poziti produki pripravenych z kontaminovanych potravin.

Poslednicast mé bakal&ké prace je &anovana stanoveni mykotoXirraznymi
metodami. Od kultivace, ips mikroskopické vyS@ni az po metody chemické,
fyzikalné-chemické ¢i imunologické. V dneSni dab existuje spousta metod pro
stanoveni mykotoxiin a jsou jiz zndmé ty ne}inngjSi, které jsou schopné detekovat
velmi malé koncentrace mykotoxin

Myslim si, Ze do budoucna se bude mykotérinvénovat jest vétSi pozornost,
neba jsou stéle objevovany nové mykotoxiny a jejich atemi &inky na zdravi

éloveka.
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Obrazeke.1: Aspergillus flavusa Obrazek2: Aspergillus flavusa

CYA po 14 dnech 25 °C kukai
[www.vscht.cz/obsah/fakulty/fpbt/ [www.ipm.iastate.edu/ipm/icm/node/194].
ostatni/miniatlas/mikr.htm].

Obrazeke.3: Penicillium roquefortina Obrazek4: Pencillium roquefortina
CYA po 7 dnech p 25 °C [www.vscht. syru ptisvého typu
cz/obsah/fakulty/fpbt/ [www.eplantscience.com/index_
ostatni/miniatlas/mikr.htm]. files/fungus.php]

Obrézeke.5: Fusarium culmorumma Obrazeke6: PSenice napadena

PGA po 14 dnechip25 °C Fusarium culmorum
[www.vscht.cz/obsah/fakulty/fpbt/ [www.plant.wageningen-ur.nl/projects
ostatni/miniatlas/mikr.htm] [fusarium/].
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Obrazeks.7: Onychomyko6za Afsobendusarium oxysporum

[www.zdn.cz/clanek/postgradualni-medicina/syndrombdticke-nohy450804].

Obrazeke.8: Trichoderma viridena Obrazek9: Trichoderma viridena kite
MEA po 14 dnech i 25 °C stromu
[www.vscht.cz/obsah/fakulty/fpbt/ ttjx//www.projectnoah.org/spottings
ostatni/miniatlas/mikr.htm]. /8840348].

Obrazeke.10: Alternaria alternata Obrézek.11:Cerné léze na ovoci apobené
na PCA po 7 dnechrip25 °C Alternaria alternata
[www.vscht.cz/obsah/fakulty/fpbt/ [ucaomg/blogs/blogcore/postdetail.
ostatni/miniatlas/mikr.htm]. fr?postnum=3101].
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