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Preambule

Informace Vyboru byla ptipravena v souladu s ,,Proceduralnim manualem Védeckého vyboru pro
potraviny“. Informace je ptfehledny nebo technicky dokument, pokud neni uvedeno jinak. Tato
informace je urCena pro odborniky pracujici v oblasti potravinaistvi a hodnoceni zdravotnich
rizik. Pfipominky a nazory k tomuto dokumentu je mozné zasilat na sekretariat Vyboru.

Seznam ¢lenii Védeckého vyboru pro potraviny v abecednim poradi:
J. Drapal, K. Ettlerova, J. Hajslova, P. Hhibik,v M. Jechova, M. Kozakova, F. Malif, D.
Miillerové, V. Ostry, J. Ruprich, J. Sosnovcova, V. Spelina, D. Winklerova.

Seznam osob / instituci, které se podilely na pfipravé podkladii:
V.Ostry, J. Skarkova, J. Hajslova

Pravni odpovédnost

Podle ¢lanku 1, odstavec 2, Statutu, Vybor nema pravni subjektivitu. Jeho zavéry a usneseni maji
charakter doporuceni a signalnich informaci pro ¢leny a sekretariat KS. Vybor sdm proto nenese
pravni odpovédnost za jakékoli Skody zptisobené jako diisledek pouziti jeho zavera a usneseni.

© Védecky vybor pro potraviny (reprezentovany majoritou ¢lent)

Vsechna prava rezervovana. Tento dokument Védeckého vyboru pro potraviny mize byt jako
celek nebo jeho cast reprodukovan nebo pieklddan, pro nekomercéni nebo komercni pouziti,
pouze se souhlasem Védeckého vyboru pro potraviny (Statni zdravotni ustav, Palackého 3a, 612
42 Brno, tel/fax +420541211764, email: sekretariat@chpr.szu.cz). Dal$i vyuziti dokumentu neni
omezeno. Pii citaci dokumentu by mél byt vzdy uveden kod publikace ze zdhlavi tiskové strany.
Za autory dokumentu se povazuji vSichni ¢lenové Vyboru bez urceni prvniho autora. Proto by
m¢éli byt citovani vSichni ¢lenové Vyboru.
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zdravotni riziko.

Strana2 z 11



Obsah:

Kapitola:

Seznam pouzitych zkratek

Vymezeni ukolu a charakteristika problému
Ptehled o stavu problému

Vysledky realizace pilotni studie

Zavery a doporuceni

| Dne: 28.7. 2005 | VVP:INFO/2005/3/deklas/OTAvino/revl |

str.

o 3 b~ bW

Zakladni literatura 10

Seznam pouzitych zkratek:

CAS Chemical Abstracts Services Registry No., registracni ¢islo Chemical Abstracts

CR Ceska republika

EFSA European Food Safety Agency, Evropsky ufad pro bezpecnost potravin

EK Evropska komise

EU Evropskd unie

FAO Food and Agriculture Organization, Organizace pro potraviny a zemedélstvi pti
WHO

FDA Food and Drug Administration, Utad pro kontrolu potravin a 16¢iv

GMP Good Manufacturing Practice, spravna vyrobni praxe

GAP Good Agriculture Practice, spravnd zemédélské praxe

GRAS Generally recognized as safe, vSeobecné povazovany za bezpecny

HACCP Hazard Analysis Critical Control Point, systém kritickych kontrolnich bodi

HPTLC High Performance Thin-Layer Chromatography, Vysoko G¢innd chromatografie
na tenké vrstvé

IARC International Agency for Research of Cancer, Mezinarodni agentura pro vyzkum
rakoviny

OTA Ochratoxin A

PTDI Provisional tolerable daily intake, provizorni tolerovatelny denni piivod

SCF EC Scientific Committee for Food of European Commission, Védecky vybor pro
potraviny Evropské komise

SZU-CHPR | Statni zdravotni ustav — Centrum hygieny potravinovych fetézci

USA United States of America, Spojené Staty Americké

VVP Védecky vybor pro potraviny

WHO World Health Organisation, Svétova zdravotni organizace
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1. VYMEZENI UKOLU A CHARAKTERISTIKA PROBLEMU

1.

Dne 17. 2. 2005 rozhodlo plenarni zasedani Védeckého vyboru pro potraviny (VVP) o tcelnosti
zpracovani informace VVP k problematice vyskytu ochratoxinu A (dadle OTA) ve ving, ktera se
stala zejména ve vinaifskych zemich Stfedomoti vyznamnym problémem. Vino je zde fazeno k
vyznamnym expozicnim zdrojim ochratoxinu A. Dovozy vina z téchto oblasti mohou byt
zdrojem expozice OTA i pro populaci v CR.

2.

Rozhodnuti VVP o zpracovani informace piedchazela diskuse o pribéznych zaveérech projektu
5. ramcového programu EU WINE-OCHRA-RISK, nafizeni EK ¢. 123/2005, v kterém je nové
limitovéan ochratoxin A ve vin€ [1] a vysledky pilotni studie v uveden¢ problematice provedené
v CR.

VVP v pfipravené informaci:

1. Shrnuje zakladni informace o ochratoxinu A a jeho vyskytu ve viné

2. Hodnoti vysledky pilotni studie "Mykobiota hrozni révy vinné a stanoveni
ochratoxinu A v hroznové §avé, mostu a viné v CR"

2. PREHLED O STAVU PROBLEMU

3.

Ochratoxin A (dale OTA) patfi mezi vyznamné mykotoxiny. Tento sekunddrni metabolit byl
objeven a chemicky charakterizovan pii laboratornim testovani toxinogennich kment vlaknitych
mikroskopickych hub Aspergillus ochraceus v Jihoafrické republice v roce 1965 [2]. Patii do
skupiny ochratoxinti, kam jesté fadime dalsi ochratoxiny (B, C, D a a). V této skupin¢ je OTA
dominantni. Lze ho obecné charakterizovat jako derivat 7-izokumarinu vazany na aminoskupinu
L-B-fenylalaninu [3]. Pfesny nazev OTA je (R)-N-((5-chloro-3,4-dihydro-8-hydroxy-3-methyl-1-
oxo-1H-benzo(c)pyran-7-yl)carbonyl)-3-phenylalanin (CAS No. 303-47-9). Strukturni vzorec
OTA je uveden na obr.

Obr. Strukturni vzorec OTA

4.

Pti produkci OTA se dosud uplatiiuji piedevsim dva rody, Aspergillus (A. ochraceus, A. melleus)
a Penicillium (P. verrucosum, P. nordicum). V tropickych a subtropickych oblastech je OTA v
potravinach produkovan zejména vlaknitymi mikroskopickymi houbami rodu Aspergillus.
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Teplotni rozsah pro produkci OTA napf. u Aspergillus ochraceus byl zjistén v rozmezi 15-37 °C,
optimalni teplota se pohybuje okolo 28 °C. V chladngjSich oblastech je OTA produkovan
vlaknitymi mikroskopickymi houbami rodu Penicillium. Kmeny Penicillium verrucosum jsou
schopny produkovat OTA jiZz v rozmezi od 4 - 30 °C [4-6].

5.

Dalsi vyznamny producent OTA Aspergillus niger byl poprvé identifikovan v roce 1994 [7].
Toto zjisténi bylo piekvapujici, protoze do té doby byly mikroskopické houby Aspergillus niger
povazovany z hlediska produkce vyznamnych mykotoxini za bezpecné. Kmeny Aspergillus
niger jsou bézn¢ vyuzivany v biotechnologiich pifi produkci riznych hydrolytickych enzymu
(naptf. a-amylazy, glukoamylazy, lipazy, neutrdlni protedzy) a metaboliti (napt. kyseliny
citronové a dalSich organickych kyselin). FDA v USA zatadila Aspergillus niger pouzivany k
vyrobé uvedenych produktl mezi mikroorganismy se statutem GRAS (generally recognized as
safe). Z hlediska taxonomie je Aspergillus niger fazen do Aspergillus sekce Nigri. Nasledné
bylo prokazano, ze fada dalSich zastupcii Aspergillus sekce Nigri produkuje OTA [8, 9].

6.

Akutni i chronicka toxicita OTA je odvozena od jeho schopnosti inhibovat syntézu proteini na
zakladé kompetice s fenylalaninem v reakcich katalyzovanych fenylalanin-t RNA syntetazou. Pii
studiu mechanismt u¢inku OTA bylo dale prokdzano zvySeni peroxidace lipidd, poskozeni
metabolismu cukrd a vapniku a poskozeni mitochondrialnich funkci. Mezi hlavni toxické ucinky
OTA patii nefrotoxicita, imunotoxicita, genotoxicita, karcinogenita, teratogenita a neurotoxicita
[10-12].

7.

K vyznamnym toxickym u¢inkiim OTA patii nefrotoxicita, kdy cilovym organem jsou ledviny a
vylucovaci systém. Bylo prokazano, ze OTA by mohl hrat velkou roli v etiologii nefropatie
prasat. Podobnost mezi patofyziologickym obrazem nefropatie u prasat a projevy Balkanské
OTA je dale spojovan s nadory ledvin a nddorovym onemocnénim varlat [10,11]. Mezindrodni
agentura pro vyzkum rakoviny (IARC) FAO/WHO Kklasifikuje OTA jako mozny karcinogen pro
cloveka (kategorie 2B) [13].  Mechanismus karcinogenity OTA neni zatim dostatecné objasnén
[14].

8.

Reélnou expozici ¢loveéka OTA dokladaji jeho ndlezy v lidské krvi, moci a tkanich. V Evrop¢ byl
OTA detekovan v lidskych krevnich vzorcich v mnoha zemich, a to v koncentracich v rozsahu
0d 0,1 do 14,4 pg.I" krevniho séra nebo plazmy [15-17]. V Ceské republice je OTA systematicky
sledovan od roku 1994 v krevnim séru darci krve okresit BeneSov, Plzeti, Usti nad Labem a Zd’ar
nad Sazavou v ramci systému Monitoringu zdravotniho stavu obyvatelstva ve vztahu k zivotnimu
prostiedi, jehoz garantem je Statni zdravotni Ustav Praha. Dosud bylo vySetfeno na obsah OTA
celkem 2 206 vzorkl krevnich sér, ztohoto poctu bylo 2 077 vzorkd (94 %) pozitivnich,
(> 0,1pg.I™). Aritmeticky pramér ¢inil 0,28 pg.I”', median 0,2 pg.1™" a 90 % percentil 0,5 pg.1™".
Koncentrace OTA se pohybovaly v rozsahu 0,1-13,7 pg.l” séra [18-20]. Ziskané koncentrace
OTA v krevnim séru odpovidaji koncentracim zjisténym v obdobnych studiich v Evropé [15, 16,
21].

9.

Vroce 1998 SCF EC (Scientific Committee for Food of European Commission) stanovil
provizorni tolerovatelny denni p¥ivod (PTDI) pro OTA 5 ng.kg" t. hm.den™.
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10.

OTA se vyskytuje v fadé¢ komodit jak rostlinného, tak i zivoc¢isSného ptavodu. Za hlavni zdroje
OTA v potravinovém fetézci jsou pokladany obiloviny, produkty z obilovin, vepfové maso, krev
a vnitfnosti (jatra, ledviny, vyrobky z krve), dale se nachazi v kave, pivu, lusténinach, kofeni,
zeleném Caji, suseném ovoci, napt. ficich ¢i rozinkach, 1ékofici a grapefruitové S$tave, aj. [3].

11.

Zimmerli a Dick sledovali v roce 1995 v epidemiologické studii ve Svycarsku vyskyt OTA v
lidském krevnim séru. Piekvapive zjistili, ze muZi z oblasti jiznéji od Alp v kantonu Ticino méli
v krevnim séru mnohem vyssi koncentrace OTA nez Zeny a muzi Zijici severnéji od Alp a v
jinych &astech Svycarska. Zamysleli se nad témito vysledky a z analyzy dostupnych dat zjistili,
ze oproti jinym kantontim je kanton Ticino, sousedici s Italii, specificky v tom, Ze se zde ji
typicky italska jidla a pije se hodn¢ vina [15]. Pfi vyhledavani dalSich moznych dietarnich
expozi¢nich zdroji OTA byl OTA poprvé stanoven ve viné a hroznové §tavé [22]. Toto
vyznamné nové zjisténi vyvolalo dalsi vyzkum vyskytu OTA ve viné v Evropé 1 ve svéte.

12.

V roce 2001 byl iniciovan multidisciplinarni projekt "WINE-OCHRA RISK" v ramci
5. ramcového programu Evropské unie. Cilem projektu bylo vyhodnoceni zdravotniho rizika
OTA ve vin€ a snizeni vyskytu OTA béhem produkce révy vinné a zpracovani vina s vyuzitim
integrované¢ho systému fizeni (spravné zeméedélské praxe /GAP/, spravné technologické praxe
/GTP/ a systému kritickych kontrolnich bodti /HACCP/). Projektu se tcastnily stfedomotské staty
Italie, Francie, gpanélsko, Portugalsko, Recko a Izrael. V hroznech révy vinné byla izolovana
transevropska populace kmenti toxinogennich vlaknitych mikroskopickych hub produkujicich
OTA. Kmeny Aspergillus sekce Nigri, jako potencialni producenti OTA, byly dominantnimi
druhy pfi mykologickém vySetifeni révy vinné ve sledovanych vinohradech (viz tabulka ¢.1).
Aspergillus carbonarius byl konfirmovan jako vyznamny producent OTA v révé vinné a ve viné
[23].

Tabulka ¢.1.
Osidleni hroznti révy vinné ochratoxinogennimi vlaknitymi mikroskopickymi houbami

Stat Producenti ochratoxinu A
Francie Aspergillus carbonarius
Recko Aspergillus carbonarius,
Aspergillus sekce Nigri
Izrael Aspergillus carbonarius,
Aspergillus sekce Nigri
Italie Aspergillus carbonarius,
Aspergillus sekce Nigri
Portugalsko Aspergillus carbonarius,
Aspergillus sekce Nigri
Aspergillus ochraceus
Spanélsko Aspergillus carbonarius
Aspergillus ochraceus

13.

Vyskyt OTA byl potvrzen v Cervenych, rosé, bilych a dezertnich vinech. Koncentrace OTA ve
vzorcich vin se pohybovaly v zavislosti na oblasti v rozsahu <0,01-7,6 ng.1 . Vyssi koncentrace
OTA byly stanoveny zejména v Cervenych a ros¢ vinech [23].

Projekt "WINE-OCHRA RISK" bude ukoncen v fijnu 2005 na mezinarodni konferenci v Marsale
na Sicilii v Italii.
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14.

Dne 26. ledna 2005 vyslo Natizeni komise (EC) €. 123/2005. Zde je nové limitovan mykotoxin
OTA ve §tavé z hroznll révy vinné, v moStu a viné. Toto nafizeni vstoupilo v platnost
1. dubna 2005 a tyka se §tav, mosti a vin ze sklizné roku 2005 a ze sklizni v dal$ich letech. Ve
$P4vé z hroznii révy vinné, v mostu a viné a napojich na jejich béazi byl stanoven limit 2 pgkg”

[1].

3. VYSLEDKY REALIZACE PILOTNI STUDIE

15.

V navaznosti na projekt "WINE-OCHRA RISK" byla v Ceské republice realizovana pilotni
studie (hrazeno z prostiedki SZU). Jejim cilem bylo studium osidleni hroznii révy vinné
toxinogennimi vlaknitymi mikroskopickymi houbami se zaméfenim na producenty OTA a
ptipadny vyskyt OTA ve $t'ave z hroznli révy vinné, v mostech a vinech.

16.

Pro realizaci pilotni studie bylo vybrano 5 vini¢nich trati s 22 odridami révy vinné ve Znojemské
vinaiské podoblasti (tabulka ¢. 2). Béhem sklizné, v fijnu roku 2004 bylo odebrano celkem
22 vzorkl hroznt révy vinné. Jeden vzorek hroznd révy vinné tvorily tfi dil¢i vzorky odebrané
vzdy v levé Casti, uprostied, a v pravé Casti vinohradu s jednotlivymi odriidami.

17.

Odbér vzorki hrozni byl provadén do sterilnich polyetylénovych sacki. Vzorky byly po odbéru
neprodlené dodany do laboratofe mykologie potravin SZU-CHPR v Brné¢.

Tabulka ¢. 2

Odbér vzorkd hroznt révy vinné

Vinafrska obec Vini¢ni trat’ Odridy révy vinné
Hostéradice Volné pole Svatovaviinecké
Ryzlink rynsky

Rulandské modré
Rulandské bilé
Sauvignon

Miroslav Weinperky Frankovka

Palava

Veltlinské zelené

Podmoli Sobes Ryzlink rynsky
Rulandské bilé

Rulandské sedé
Ryzlink vlassky

Rulandské modré

U Hajku Sauvignon
Dobsice Frankovka
Tramin Cerveny

Frédy Frankovka

Horni Dunajovice -
Cabernet moravia

Svatovaviinecké

Sauvignon

Ryzlink vlassky

Veltlinské zelené
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18.

Pét nahodné odebranych bobuli z kazdého dil¢iho vzorku hroznu révy vinné bylo umisténo
sterilni pinzetou na Petriho misku s Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol (DRBC) agarem a
inkubovano pfi teploté 25 °C po dobu 5-7 dni [24]. 1zolované rody Penicillium a Aspergillus byly
preockovany na Czapek Yeast Extract (CYA) agar, rody Alternaria, Cladosporium, Rhizopus a
Epicoccum na Potato dextrose (PDA) agar k ziskani cCistych kultur a k jejich dalsi identifikaci.
Identifikace izolovanych kmenti vlaknitych mikroskopickych hub byla provedena s pouzitim
odborné¢ mykologické literatury [4-6]. Izolované kmeny byly uchovany k dal§imu vyzkumu v
hlubokomrazicim boxu pfi -71 °C.

19.

Déle bylo odebrano 22 vzorkl hroznové Stavy, 13 vzorkli mosti a 13 vzorkli mladého vina,
které koresponduji se vzorky hrozni révy vinné, u nichz bylo provedeno mykologické vysetieni.
20.

Hroznova s§tdva byla pfipravena v laboratornich podminkéch lisovanim hroznl révy vinné.
Vylisovana hroznova §tdva byla umisténa do sterilnich plastovych doéz. Plastové dozy se vzorky
byly uchovany do doby zpracovani v hlubokomrazicim boxu pii -71 °C. Mosty byly odebrany do
sterilnich plastovych d6z a mladé vina do sklenénych lahvi (200 ml) ve vinafském zdvod¢ Znovin
Znojmo béhem vyroby vina.

21.

Byla vyvinuta metoda instrumentalizované HPTLC (vysokoucinné chromatografie v tenké
vrstve) pro stanoveni nizkych koncentraci OTA v hroznové §t'aveé, mostu a viné [25]. Validace
metody byla provedena podle principi obvyklych pro planarni chromatografii [26]. Mez
stanovitelnosti metody (LoQ) byla 8 ng.l”'. Metoda stanoveni ochratoxinu A je akreditovana
podle CSN EN ISO/IEC 17025.

22.

Ze zkoumanych vzorkti hrozni révy vinné byly izolovany nésledujici druhy vlaknitych
mikroskopickych hub: Alternaria alternata biotyp 1 a biotyp 2, Cladosporium (C. herbarum, C.
cladosporioides), Penicillium (P. expansum, P. aurantiogriseum, P. spinulosum, P. citrinum),
Rhizopus nigricans, Aspergillus clavatus a Epicoccum nigrum. Vysledky mykologického
vySetieni hroznll révy vinné jsou uvedeny v tabulce ¢. 3.

Tabulka ¢. 3
Osidleni hroznt révy vinné ve Znojemské vinaiské podoblasti v roce 2004

Vini¢ni trat’ Producenti

ochratoxinu A

Vlaknité mikroskopické houby
rodu Penicillium a Aspergillus

Jiné druhy vliknitych
mikroskopickych hub

1

Alternaria alternata
Cladosporium herbarum
Epicoccum nigrum
Rhizopus nigricans

Penicillium aurantiogriseum,
Penicillium citrinum
Aspergillus clavatus

2 - Penicillium aurantiogriseum Alternaria alternata
3 - Penicillium expansum Alternaria alternata
Penicillium spinulosum Cladosporium cladosporioides
4 - - Alternaria alternata
Cladosporium herbarum
5 - Penicillium griseofulvum Alternaria alternata

Cladosporium herbarum
Rhizopus nigricans
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23.

Izolované kmeny Alternaria alternata byly rozdéleny na zakladé morfologickych kritérii a
mikroskopie konidii na biotyp 1 (delsi dictyspory) a biotyp 2 (kratsi az stiedni dictyspory).

24,

Pfi hodnoceni frekvence vyskytu izolati vlaknitych mikroskopickych hub ve vzorcich hroznt
bylo zjisténo, ze Alternaria alternata biotyp 1 a biotyp 2 se vyskytuji v 16 (73 %) vzorcich,
Cladosporium herbarum v 9 (41 %) vzorcich, Rhizopus nigricans v 6 (27 %) vzorcich, C.
cladosporioides, Penicilium aurantiogriseum a P. griseofulvum ve 3 (14 %) vzorcich, P.
expansum ve 2 (10 %) vzorcich, P. citrinum, P. spinulosum, Aspergillus clavatus a Epicoccum
nigrum v 1 (5 %) vzorku hroznt révy vinné.

25.

Ochratoxinogenni vlaknité mikroskopické houby Aspergillus carbonarius, dal§i druhy
Aspergillus sekce Nigri, Aspergillus ochraceus, Penicillium verrucosum a Penicillium nordicum
nebyly ve vzorcich hroznli révy vinné izolovany.

26.

Jestlize srovname vysledky ziskané ze vzorkd v naSich zemépisnych Sitkach s vysledky osidleni
hrozn révy vinné v zemich Stfedomoii zjistime, Ze jsou naprosto odlisné. Tam dominuji
zejména producenti ochratoxinu A Aspergillus carbonarius, Aspergillus sekce Nigri a
Aspergillus ochraceus (viz tabulka ¢.1) [23].

27.

Zajimavé jsou dosud nepublikované vysledky z Mad’arska, kde producenti OTA Aspergillus
carbonarius a dalsi druhy Aspergillus sekce Nigri byly izolovany z hroznii révy vinné pouze
v nejjiznéjsi ¢asti Mad’arska [27].

28.

Vyskyt ochratoxinu A ve vzorcich hroznové §tavy, mostu a vina (CR) nebyl zji§tén. Viechny
vysledky byly pod mezi stanovitelnosti (LoQ) pouzité metody.

4. ZAVERY A DOPORUCENI

29.

Vysledky pilotni studie z CR podporuji hypotézu, Ze vyskyt a koncentrace OTA ve vinech se
pravdépodobné zvySuje v jiznich vinafskych oblastech (v oblasti Stfedomoii) a snizuje v
severnich vinafskych oblastech. Tuto hypotézu podporuji i vysledky dalSich studii v zahranic¢i
[28, 29]. ZvysSeny vyskyt OTA ve vin€ z jiznich vinaiskych oblasti souvisi s osidlenim hrozna
révy vinné toxinogennimi vlaknitymi houbami Aspergillus carbonarius a dal§imi druhy
Aspergillus sekce Nigri.

30.

Vysledky pilotni studie jsou pro vinohradnictvi v CR dobrou zpravou. Piiznivé vysledky je viak
potfebné konfirmovat pii sklizni hrozni révy vinné i v dalSich letech a dal§ich vinatfskych
podoblastech. Jedna sezona neni dostatecné reprezentativni, vysledky neni mozné generalizovat.
31.

Riziko akutnich toxickych G¢inkti OTA je obvykle povazovano v podminkach CR za minimalni.
Jind situace miize byt u tzv. pozdnich toxickych u€inkd, napt. i souvislosti s karcinogenitou, které
vyplyvaji z pfivodu velmi nizkych jednorazovych nebo opakovanych koncentraci OTA
v potravinach. Proto je potfebné i nadale pokra¢ovat v hodnoceni dietarni expozice a zdravotniho
rizika OTA se zaméfenim na jeho vyznamné expozi¢ni zdroje - potraviny z obilovin, kavu,
masné vyrobky, rozinky, koteni, grapefruitovou $tavu, pivo a vino dovazené z jiznich oblasti.
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