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Mykologicka analyza potravin

a.
Souhrn

Rok 2009 byl druhym rokem dvouletého monitorovaciho obdobi (2008-2009) nové usporadaného Monitoringu
dietarni expozice ¢loveka a tim i pozménéného projektu "MYKOMON". Vzhledem k detailnéjsimu mykologickému
sledovani toxinogennich vlaknitych mikroskopickych hub Aspergillus sekce Nigri, producentti ochratoxinu A, byl
pocet vzorkd potravin diive odebiranych v jednom roce monitorovaciho obdobi opét rozdélen do dvou let (2008 -

2009).

Specializované mykologické vySetfeni bylo i nadale zaméfeno na popis a charakterizaci nebezpe¢i vyskytu
toxinogennich vlaknitych mikroskopickych hub (plisni) v potravinach. Ve ctyfech odbérovych terminech bylo

odebrano 16 druhti komodit na 12 odb&rovych mistech v CR, coz predstavuje 192 vzorkd potravin.

Byla ziskana frekven¢ni data o kvalitativnim a kvantitativnim vyskytu toxinogennich vlaknitych mikroskopickych
hub v potravinach v CR. U vybranych potravin byl stanoven celkovy poéet vlaknitych mikroskopickych hub (KTJ/g
potraviny) a charakterizovan jejich mykologicky profil. Vyskyt sledovanych druhd toxinogennich vlaknitych
mikroskopickych hub byl dale charakterizovan indexem kontaminace (Iy), tzn. pomérem pocétu potencidlné
toxinogennich vlaknitych mikroskopickych hub (KTJ/g potraviny) k celkovému poctu vlaknitych mikroskopickych
hub (KTJ/g potraviny).

Byla prokazana pfitomnost potenciadlné toxinogennich vlaknitych mikroskopickych hub Aspergillus flavus,
producentt aflatoxint, celkem ve 17 vzorcich (tj. 16 %) uvedenych typl potravin: téstoviny, ryze, mouka hladka,
mouka hruba, mouka polohruba, kasSe obilna détska, vlocky ovesné, ¢aj Cerny a Caj ovocny. Pritomnost
toxinogennich vlaknitych mikroskopickych hub Aspergillus tamarii, producenti aflatoxini nebyla v tomto

monitorovacim obdobi prokéazana.
Aflatoxiny nebyly ve vzorcich vySetfovanych v tomto monitorovacim obdobi zjistény.

Potencialné toxinogenni vlaknité mikroskopické houby Aspergillus sekce Nigri (potencialni producenti ochratoxinu
A) byly stanoveny celkem ve 36 vzorcich (60 %) nasledujicich potravin: rozinky, ¢aj ¢erny, ¢aj ovocny, kase obilna
détska a vlocky ovesné. Nejcastéji se toxinogenni vlaknité mikroskopické houby Aspergillus sekce Nigri vyskytuji
v komoditach, u nichZ jsou rovnéz zjiStovany nejvyssi hodnoty celkovych pocti plisni (rozinky, ¢aj Cerny, Caj
ovocny). U téchto komodit se ¢asto jedna o monokulturu Aspergillus sekce Nigri, a tedy 1 vysoké pocty KTJ této
toxinogenni vlaknit¢é mikroskopické houby obsazené vjednom gramu potraviny. Je zde pak znacna

pravdépodobnost, Ze za vhodnych podminek miize dojit v potravin€ k produkci ochratoxinu A.
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Na zékladé téchto nalezt bylo 12 vzork rozinek analyzovano na pfitomnost ochratoxinu A. Ochratoxin A byl zjistén

ve 4 (33 %) z téchto 12 vzorki rozinek (aritmeticky primér 10,7 pg/kg, maximalni hodnota 114 pg/kg).

b.

Spolupracujici organizace a odbornici

Statni zdravotni tstav, Centrum laboratornich ¢innosti, Odbor laboratofi hygieny vyzivy a bezpecnosti potravin
v Brng, Narodni referen¢ni centrum pro mikroskopické houby a jejich toxiny v potravinovych fetézcich (MVDr.
Vladimir Ostry, CSc., Mgr. Jarmila Skarkové, Pavlina Kfemectkova), Odbor podpory veiejného zdravi (kolektiv
pracovnikil) z nasledujicich mist: Prahy, Brna, Ostravy, Plzng, Hradce Kralové, Usti nad Labem, Ceskych Budgjovic,
Zdaru nad Sazavou, Znojma, Jablonce nad Nisou, BeneSova a Sumperka, Sbirka kultur hub (CCF) katedry botaniky
prirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy v Praze (RNDr. Alena Kubatova, CSc.).

C.

Zakladni informace

Toxinogenni vlaknité mikroskopické houby jsou mikroorganismy, které maji schopnost produkovat mykotoxiny.
Patfi k vyznamnym faktorim, které mohou v negativnim smyslu ovlivnit zdravi ¢lovéka. Zaplesnivélé potraviny,
obsahujici toxinogenni vlaknité mikroskopické houby a mykotoxiny, pfedstavuji vyznamné nebezpeci pro zdravi
populace v CR, zejména z hlediska tzv. pozdnich toxickych w¢inkil (napf. karcinogennich, vyvojové toxicity). K
nejvyznamngj$im toxinogennim vlaknitym mikroskopickym houbam patii producenti aflatoxinii a ochratoxinu A.
Potraviny jsou vhodnym substratem pro kontaminaci, rist a rozmnozovani toxinogennich vlaknitych
mikroskopickych hub a nasledné pro produkci mykotoxini. Z celkového poctu asi 114 druhti vlaknitych
mikroskopickych hub, které maji vyznam v potravinach, je 65 druhd toxinogennich. Potraviny kontaminované
toxinogennimi vlaknitymi mikroskopickymi houbami tedy predstavuji vyznamné nebezpeci tzv. "skrytych
mykotoxint".

Jestlize byla u nékterého kmene urcit¢ho druhu vlaknitych mikroskopickych hub diive zjisténa produkce urcitého
mykotoxinu, je mozné povazovat vSechny kmeny tohoto druhu za potencialné toxinogenni, tj. schopné produkovat
ur¢ity mykotoxin. Stanoveni realné toxinogenity kment se provadi kultivaci na specifickych zivnych ptidach (napft.
YES médiu) s naslednym analytickym stanovenim piislu§nych mykotoxind. V poslednich letech jsou ke stanoveni
toxinogenity pouzivany metody molekularné biologické (PCR). Pomoci nich lze detekovat specifické geny, které

koduji enzymy, podilejici se na biosyntéze mykotoxinil.

Vzhledem k tomu, Ze v CR nebyla k dispozici aktualni data o mife kvalitativni a kvantitativni kontaminace potravin
vlaknitymi mikroskopickymi houbami a wucelena spolehliva data o vyskytu toxinogennich vlaknitych
mikroskopickych hub - producentii aflatoxinti a ochratoxinu A v potravinach, byla pfipravena a je realizovana studie
("MYKOMON"). Cilem studie je ziskat informace o mife aktudlni kontaminace potravin uvedenymi toxinogennimi
vlaknitymi mikroskopickymi houbami v CR. Ke specializovanému mykologickému vy3etieni jsou pouzity vzorky

potravin zakoupené v trzni siti v ramci projektu monitoringu dietarni expozice chemickym latkam. Vybér
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vySetfovanych komodit je proveden s vyuzitim dat spotfebniho kose potravin a je zaméfen na ty vyznamné skupiny
potravin, které byly v minulosti u nas a ve svété kontaminovany sledovanymi toxinogennimi vlaknitymi
mikroskopickymi houbami. Vzorky zakoupené ndhodné v trzni siti CR simuluji realnou situaci pfi nakupu potravin
spotiebitelem. Ziskané vysledky mykologického vySetfeni modeluji aktudlni situaci pfed konzumaci potravin
v domécnostech, nikoliv pouze stav u vyrobce, ¢i v obchodni siti, protoze zohlediuji i ,,nakup, transport potravin
spotfebitelem a uchovani potravin v domacnostech®. Tim se zaméfeni studie 1isi od kontroly potravin provadéné

dozorovymi organy MZe CR.

Ziskana data studie ("MYKOMON") a vyhodnoceni trendt vyskytu toxinogennich vlaknitych mikroskopickych hub
v potravinach jsou prvnim piedpokladem pro realizaci hodnoceni dietdrni expozice a zdravotniho rizika

toxinogennich vlaknitych mikroskopickych hub v potravinach v CR.

d.

Pouzita metodika

Mykologicka analyza byla provadéna podle platnych norem a doporuceni Mezinarodni komise mykologie potravin
(ICFM) k pouziti diagnostickych zivnych pid pro identifikaci toxinogennich vldknitych mikroskopickych hub.
Jednotlivé zkousky byly zpracovany do formy standardnich operacnich postupti (SOP) a byly akreditovany u
Ceského institutu pro akreditaci.

Vyskyt toxinogennich vlaknitych mikroskopickych hub byl pro potfebu hodnoceni kontaminace potravin
charakterizovan stanovenim jejich celkového poétu (KTJ/g) a indexem kontaminace (I), tzn. pomérem poctu
potencialné toxinogennich vlaknitych mikroskopickych hub (KTJ/g) k celkovému poctu viaknitych mikroskopickych
hub (KTJ/g). Jedna se o pivodni pomocny ukazatel, ktery byl zaveden pro potieby studie. Index Iy nabyva hodnot 0

rrrrr

v

v monokultufe. V odborné literatufe se uvadi, ze v monokultufe byva mnohem vys$si produkce mykotoxint (napf.
aflatoxinl) nez ve smésné kultufe, kde se mohou uplatnit kompetitivni (ochranné) vztahy mezi vlaknitymi

mikroskopickymi houbami.

Interni metodiky :

AF_BM 01 Stanoveni aflatoxint v biologickém materialu

OA_PK 02 Stanoveni ochratoxinu A v potravinach a krmivech

M_PK 01 Stanoveni mikromycetil v potravinach a krmivech

M_SM 01 Stanoveni kontaminace prostiedi laboratofe mikromycety (plisnémi)

MM_02 Pfiprava a sanitace LPPV pfi odbéru vzorkl pro mikrobiologické a mykologické vysetfeni

AF/AP_TM 01 Stanoveni a identifikace Aspergillus flavus a Aspergillus parasiticus v potravinach
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Technické normy :

CSN ISO 21527-1 Stanoveni poctu kvasinek a plisni (kultivacni metoda)

CSN ISO 21527-2 Stanoveni poctu kvasinek a plisni (kultivacni metoda)

CSN ISO 6887 Vseobecné pokyny pro pripravu redeni pri mikrobiologickém zkouseni

CSN ISO 7667 Standardni struktura metod mikrobiologického zkouseni

CSN ISO 6611 Miéko a mlécné vyrobky-Stanoveni poctu jednotek kvasinek a/nebo plisni tvoricich kolonie
CSN ISO 13681 Maso a masné vyrobky-Stanoveni poctu kvasinek a plisni- technika pocitani kolonii

CSN ISO 7698 Obiloviny, lusteniny a odvozené vyrobky- Stanoveni poctu bakterii, kvasinek a plisni

c.

Vysledky laboratorni analyzy
V roce 2009 byla studie zaméfena na vyskyt toxinogennich vldknitych mikroskopickych hub (plisni) - producentt

aflatoxinl a ochratoxinu A v potravinach, s cilem ziskat dalsi data o kontaminaci potravin v CR.

Ve &tyfech terminech bylo odebrano 16 druhti komodit na 12 odbérovych mistech v CR, coz predstavuje 192 vzorki
potravin. V prvnim odbérovém terminu byly mykologicky vySetfeny nasledujici komodity: salam trvanlivy tepelné
opracovany (2 druhy), salam trvanlivy fermentovany (2 druhy), té€stoviny, ryze a rozinky (celkem 84 vzorki ). Ve
druhém odbérovém terminu byl mykologicky vySetfen syr tvrdy Eidam (celkem 12 vzorkll). Ve ¢tvrtém odbérovém
terminu byly mykologicky vySetfeny: mouka polohruba, mouka hladkd, mouka hruba, vloc¢ky ovesné, krupice

pSeni¢na, kase obilna détska, ¢aj Cerny a ¢aj ovocny (celkem 96 vzorkt).

V uvedenych potravinach byla ziskana sada frekvenc¢nich dat o kvalitativnim a kvantitativnim vyskytu toxinogennich
vlaknitych mikroskopickych hub. Byl stanoven celkovy pocet kolonie tvoficich jednotek vlaknitych

mikroskopickych hub (KTJ/g) a mykologicky profil vybranych toxinogennich vlaknitych mikroskopickych hub,
ktery byl dale charakterizovan indexem kontaminace (Ik).

e. 1
Stanoveni celkového poctu vlaknitych vlaknitych mikroskopickych hub

Stanoveni celkového poctu vlaknitych vlaknitych mikroskopickych hub (KTJ/g) v potravinich v roce 2009 je uvedeno

v tabulce ¢. 1.

Tabulka ¢. 1:
Stanoveni celkového poctu vlaknitych vlaknitych mikroskopickych hub (KTJ/g) v potravinach

v roce 2009
Potravina Pocet vzorkii Aritmeticky Medién" Rozsah
n prl"lmér* (KTJ/g) (min/max)
(KTJ/g) (KTJ/g)
Caj &erny 12 561 345 110 - 2100
Caj ovocny 12 4379 2350 150 - 19000
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Kase obilna détska 12 43 5 <10 - 250
Krupice pSeni¢na 12 51 36 18 - 140
Mouka hladka 12 698 385 77 - 3900
Mouka hrubi 12 49 41 <10 - 150
Mouka polohruba 12 126 116 55-260
Rozinky 12 5446 260 <10 - 47000
RyzZe 12 18 5 <10 - 64
Salam trvanlivy 12 37 5 <10 - 230
fermentovany 1

Salam trvanlivy 12 413 12 <10 - 3900
fermentovany 2

Salam trvanlivy 12 65 5 <10 - 350
tepelné opracovany 1

Salam trvanlivy 12 219 5 <10-2100
tepelné opracovany 2

Syr tvrdy Eidam 12 172 5 <10 - 1800
Téstoviny 12 33 5 <10 —220
Vlo¢ky ovesné 12 35 16 <10 - 140

" U celkového poctu vidknitych mikroskopickych hub < 10 KTJ/g byla pro vypocet aritmetického priméru a
medianu pouzita hodnota 1/2 limitu stanovitelnosti =5 KTJ/g

e.2
Aspergillus flavus

Byla prokazana pfitomnost potencidlné toxinogennich vlaknitych mikroskopickych hub Aspergillus flavus,
producentt aflatoxint, celkem ve 17 vzorcich (tj. 16 %) uvedenych typl potravin: téstoviny, ryze, mouka hladka,

mouka hruba, mouka polohruba, kaSe obilna détska, vlocky ovesné, ¢aj Cerny a ¢aj ovocny (viz tabulka €. 2).

Index kontaminace (Iy) Aspergillus flavus je uveden v tabulce €. 3.

Toxinogenita izolovanych kmenti nebyla testovana.

Tabulka ¢. 2 :

Frekvence vyskytu potencialné toxinogennich kmeni Aspergillus flavus v potravinach v roce 2009

Potravina Pocet vzorku %
(vz. pozitivni / vz. celkem)

Caj &erny 3/12 25
Caj ovocny 1/12 8
Kase obilna détska 1/12 8
Mouka hladka 4/12 33
Mouka hruba 2/12 17
Mouka polohruba 1/12 8
Ryze 1/12 8
Téstoviny 2/12 17
Vlocky ovesné 2/12 17
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Celkem

17/108

[ 16 |

Tabulka €. 3 :
Index kontaminace (Ix) Aspergillus flavus v roce 2009
Pocet Oznaceni izolatu Izolovan AP;;ZSL s Iy | Toxinogenita
izolatu ze vzorku (KT T/e)
1 Aspergillus flavus 116A ¢aj Cerny 20 0,095 n
2 Aspergillus flavus 172A ¢aj Cerny 20 0,059 n
3 Aspergillus flavus 124A Caj Cerny 56 0,400 n
4 Aspergillus flavus 165A ¢aj ovocny 100 0,032 n
5 Aspergillus flavus 115 kaSe obilna détska 10 0,278 n
6 Aspergillus flavus 119A,B mouka hladka 12 0,041 n
7 Aspergillus flavus 143A,B mouka hladka 35 0,097 n
8 Aspergillus flavus 151 mouka hladka 80 0,195 n
9 Aspergillus flavus 159 mouka hladka 82 0,195 n
10 | Aspergillus flavus 160 mouka hruba 10 0,122 n
11 | Aspergillus flavus 184 mouka hruba 10 0,067 n
12 | Aspergillus flavus 158 mouka polohruba 10 0,182 n
13 | Aspergillus flavus 42 ryze 5 1,000 n
14 | Aspergillus flavus 20 téstoviny 30 0,136 n
15 | Aspergillus flavus 27B téstoviny 23 0,500 n
16 |Aspergillus flavus 121 vlo¢ky ovesné 11 0,478 n
17  |Aspergillus flavus 153 vlo¢ky ovesné 10 0,714 n
e.3

Aspergillus tam

Pritomnost potencialn¢ toxinogennich vlaknitych mikroskopickych hub Aspergillus tamarii producentli aflatoxint

arii

nebyla ve vzorcich v tomto monitorovacim obdobi prokazana.

e. 4

Aspergillus sekce Nigri

Potencidlné toxinogenni vldknité mikroskopické houby Aspergillus sekce Nigri, producenti ochratoxinu A, byly
stanoveny celkem ve 36 vzorcich (60 %) nasledujicich potravin: rozinky, ¢aj ¢erny, ¢aj ovocny, kase obilna détska a
vlocky ovesné (viz tabulka ¢. 4). Nejcastéji se toxinogenni vlaknité mikroskopické houby Aspergillus sekce Nigri

vyskytuji v komoditach, u nichz jsou rovnéz zjistovany nejvyssi hodnoty celkovych pocti plisni (rozinky, ¢aj Cerny,
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¢aj ovocny). U téchto komodit se Casto jedna o monokulturu Aspergillus sekce Nigri (Ix = 1,00), a tedy i vysoké
pocty KTJ této toxinogenni vlaknité mikroskopické houby obsazené v jednom gramu potraviny. Je pak znacna
pravdépodobnost, Ze za vhodnych podminek mize dojit v potraviné k produkci ochratoxinu A.

Tabulka €. 4:

Frekvence vyskytu potencialné toxinogennich kmeniu Aspergillus sekce Nigri v potravinach v roce 2009

Potravina Pqéet yzorkﬁ %
(vz. pozitivni / vz. celkem)

Caj &erny 12/12 100
Caj ovocny 12/12 100
Kase obilna détska 1/12 8
Rozinky 10/12 83
Vlocky ovesné 1/12 8
Celkem 36 /60 60

Index kontaminace (Ix) Aspergillus sekce Nigri je uveden v tabulce €. 5.

Tabulka ¢. 5:
Index kontaminace (Ix) izolovanych kment Aspergillus sekce Nigri v roce 2009

Pocet Oznaceni izolatu Izolovan A?:fliZe Ik
izolati ze vzorku Nigri
(KTJ/g)

1 Aspergillus sekce Nigri 5 rozinky 45 1,00
2 Aspergillus sekce Nigri 12 rozinky 2000 1,00
3 Aspergillus sekce Nigri 19 rozinky 13000 1,00
4 Aspergillus sekce Nigri 33 rozinky 160 1,00
5 Aspergillus sekce Nigri 40 rozinky 360 1,00
6 Aspergillus sekce Nigri 47 rozinky 410 1,00
7 Aspergillus sekce Nigri 54 rozinky 47000 1,00
8 Aspergillus sekce Nigri 61 rozinky 21 0,78
9 Aspergillus sekce Nigri 68 rozinky 2300 1,00
10 | Aspergillus sekce Nigri 82 rozinky 41 1,00
11 | Aspergillus sekce Nigri 116B &aj Gerny 160 0,76
12 | Aspergillus sekce Nigri 117 &aj ovocny 50 0,33
13 | Aspergillus sekce Nigri 124B &aj Gerny 84 0,60
14 |Aspergillus sekce Nigri 125 &aj ovoeny 670 0,67
15 | Aspergillus sekce Nigri 132A,B &aj Cerny 1600 1,00
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16  |Aspergillus sekce Nigri 133 &aj ovoeny 2100 1,00
17 | Aspergillus sekce Nigri 140A,B &aj Gerny 110 1,00
18  |Aspergillus sekce Nigri 141 &aj ovoeny 920 0,16
19 | Aspergillus sekce Nigri 148 &aj Gerny 120 0,80
20 | Aspergillus sekce Nigri 149 &aj ovocny 700 0,32
21 | Aspergillus sekce Nigri 156A,B &aj Cerny 550 1,00
22 | Aspergillus sekce Nigri 157A,B &aj ovoeny 180 0,90
23 | Aspergillus sekce Nigri 164A,B &aj Cerny 2100 1,00
24 | Aspergillus sekce Nigri 165B,C &aj ovocny 2900 0,94
25 | Aspergillus sekce Nigri 171 kage obiln détské 5 1,00
26 |Aspergillus sekce Nigri 172B,C &aj Cerny 300 0,88
27 | Aspergillus sekce Nigri 173 &aj ovoeny 950 0,05
28 | Aspergillus sekce Nigri 177 vlotky ovesné 30 0,33
29 | Aspergillus sekce Nigri 180 &aj Cerny 170 0,89
30 | Aspergillus sekce Nigri 181 &aj ovoeny 12000 1,00
31  |Aspergillus sekce Nigri 188A,B &aj Cerny 430 0,90
32 | Aspergillus sekce Nigri 189A,B &aj ovocny 1200 0,33
33 | Aspergillus sekce Nigri 196A,B &aj Gerny 480 0,94
34 |Aspergillus sekce Nigri 197 &aj ovocny 700 0,64
35 | Aspergillus sekce Nigri 204 &aj Gerny 330 0,94
36 |Aspergillus sekce Nigri 205 &aj ovocny 2500 1,00

e.5
Stanoveni aflatoxinii v potravinach

Aflatoxiny nebyly ve vzorcich vySetifovanych v tomto monitorovacim obdobi zjistény.

e.6
Stanoveni ochratoxinu A v potravinach

Na zaklad¢ vyskytu toxinogennich vlaknitych mikroskopickych hub Aspergillus sekce Nigri bylo provedeno
analytické vysSetfeni 12 vzorku rozinek na obsah ochratoxinu A metodou HPTLC. Ochratoxin A byl zjistén ve 4
vzorcich (33 %) rozinek (aritmeticky pramér 10,7 pg/kg, maximalni hodnota 114 pg/kg). U ostatnich vzorkl rozinek

byl ochratoxin A pod mezi stanovitelnosti pouzité analytické metody.

f.
Zavér
Z vysledki projektu ("MYKOMON") v roce 2009 vyplyva doporuceni :
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i nadale zaméfit cilenou kontrolu dozorovych organizaci na sladkou papriku a cerny pept z hlediska vyskytu

ochratoxinu A a na sladkou papriku z hlediska mozného vyskytu aflatoxinu,

provést identifikaci izolatd Aspergillus sekce Nigri s vyuzitim molekularné-biologickych metod a ovéfit nové

pristupy v testovani toxinogenity uvedenych izolatd z hlediska produkce ochratoxinu A.
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