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Mykologicka analyza potravin

a.
Souhrn

V roce 2010 byl zahajen druhy dvoulety cyklus nové uspofddaného Monitoringu dietarni
expozice Clovéka a tim 1 pozménéného projektu "MYKOMON". Vzhledem k detailnéjSimu
mykologickému sledovani toxinogennich vlaknitych mikroskopickych hub Aspergillus sekce
Nigri, producentii ochratoxinu A, byl pocet vzorkli potravin dfive odebiranych v jednom roce
monitorovaciho obdobi opét rozdélen do dvou let (2010 - 2011).

Specializované mykologické vySetfeni bylo i1 nadale zaméfeno na popis a charakterizaci
nebezpeci vyskytu toxinogennich vlaknitych mikroskopickych hub (plisni) v potravinach. Ve
Styfech odbérovych terminech bylo odebrano 13 druhti komodit na 12 odbérovych mistech v CR,
coz piedstavuje 156 vzorkl potravin.

Byla ziskéana frekvenc¢ni data o kvalitativnim a kvantitativnim vyskytu toxinogennich vlaknitych
mikroskopickych hub v potravindch v CR. U vybranych potravin byl stanoven celkovy podet
vlaknitych mikroskopickych hub (KTJ/g potraviny) a charakterizovan jejich mykologicky profil.
Vyskyt sledovanych druht toxinogennich vlaknitych mikroskopickych hub byl dale
charakterizovan indexem kontaminace (Ix), tzn. pomérem poctu potencidlné toxinogennich
vlaknitych mikroskopickych hub (KTJ/g potraviny) k celkovému poctu vlaknitych
mikroskopickych hub (KTJ/g potraviny).

Byla prokazana pfitomnost potencialné toxinogennich vlaknitych mikroskopickych hub
Aspergillus flavus, producenti aflatoxinii, celkem ve 3 vzorcich (tj. 8 %) uvedenych typl
potravin: té€stoviny, pept ¢erny a hrach.

Potencialn¢ toxinogenni vlaknit¢ mikroskopické houby Aspergillus sekce Nigri (potencialni
producenti ochratoxinu A) byly stanoveny celkem v 7 vzorcich (29 %) nésledujicich potravin:
kmin a pepfi Cerny.

Pfitomnost potencialné toxinogennich vlaknitych mikroskopickych hub Penicillium crustosum

(potencialniho producenta mykotoxinu penitremu A) nebyla v tomto monitorovacim obdobi
prokazana.

b.
Spolupracujici organizace a odbornici

Statni zdravotni ustav, Centrum laboratornich Cinnosti, Odbor laboratofi hygieny vyzivy a
bezpe€nosti potravin v Brn€¢, Narodni referencni centrum pro mikroskopické houby a jejich
toxiny v potravinovych fetézcich (doc. MVDr. Vladimir Ostry, CSc., Mgr. Jarmila Skarkova,
Pavlina Kremeckova), Sbirka kultur hub (CCF) katedry botaniky pfirodovédecké fakulty
Univerzity Karlovy v Praze (RNDr. Alena Kubatova, CSc.).
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C.
Z.akladni informace

Toxinogenni vlaknité mikroskopické houby jsou mikroorganismy, které maji schopnost
produkovat mykotoxiny. Patii k vyznamnym faktorim, které mohou v negativnim smyslu
ovlivnit zdravi ¢lovéka. Zaplesnivélé potraviny, obsahujici toxinogenni vlaknité mikroskopické
houby a mykotoxiny, pfedstavuji vyznamné nebezpeéi pro zdravi populace v CR, zejména
z hlediska tzv. pozdnich toxickych ucinkd (napf. karcinogennich, vyvojové toxicity). K
nejvyznamnéjS$im toxinogennim vlaknitym mikroskopickym houbdm patii producenti aflatoxint
a ochratoxinu A. Potraviny jsou vhodnym substratem pro kontaminaci, riist a rozmnozovani
toxinogennich vlaknitych mikroskopickych hub a nésledné pro produkci mykotoxini. Z
celkového poctu asi 114 druhtt vlaknitych mikroskopickych hub, které maji vyznam
v potravinach, je 65 druht toxinogennich. Potraviny kontaminované toxinogennimi vldknitymi
mikroskopickymi houbami tedy piedstavuji vyznamné nebezpeci tzv. "skrytych mykotoxind".

Jestlize byla u nékterého kmene urcitého 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 redlné toxinogenity kment se
provadi kultivaci na specifickych zivnych pidach (napt. YES médiu) s naslednym analytickym
stanovenim piislusnych mykotoxin. 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 mykotoxint.

Vzhledem k tomu, 7¢ v CR nebyla k dispozici aktualni data o mife kvalitativni a kvantitativni
kontaminace potravin vlaknitymi mikroskopickymi houbami a ucelend spolehliva data o vyskytu
toxinogennich vlaknitych mikroskopickych hub - producenti aflatoxind 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 vysetieni jsou pouZity
vzorky potravin zakoupené v trzni siti v rdmci projektu monitoringu dietdrni expozice
chemickym latkam. Vybér 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 vldknitymi mikroskopickymi houbami. Vzorky
zakoupené nahodné v trzni siti CR simuluji redlnou situaci p¥i ndkupu potravin spotiebitelem.
Ziskané vysledky mykologického vySetfeni modeluji aktudlni situaci pied konzumaci potravin
v domacnostech, nikoliv pouze stav u vyrobce, ¢i v obchodni siti, protoze zohlediuji i ,,nakup,
transport potravin spotiebitelem a uchovani potravin v domacnostech. Tim se zaméfeni studie
lii od kontroly potravin provadéné dozorovymi organy MZe CR.

Ziskana data studie ("MYKOMON") a vyhodnoceni trendi vyskytu toxinogennich vladknitych
mikroskopickych hub v potravinach jsou prvnim piedpokladem pro realizaci hodnoceni dietarni
expozice a zdravotniho rizika toxinogennich vlaknitych mikroskopickych hub v potravinach
v CR.
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d.
Pouzita metodika

Mykologicka analyza byla provadéna podle platnych norem a doporuc¢eni Mezinarodni komise
mykologie potravin (ICFM) k pouziti diagnostickych zivnych pid pro identifikaci
toxinogennich vlaknitych mikroskopickych hub. Jednotlivé zkousky byly zpracovany do formy
standardnich operaénich 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 poctu (KTJ/g) a indexem kontaminace (1),
tzn. pomérem poctu potencidlné toxinogennich vlaknitych mikroskopickych hub (KTJ/g) k
celkovému poctu vlaknitych mikroskopickych hub (KTJ/g). Jedna se o plvodni pomocny
ukazatel, ktery byl zaveden pro potieby studie. Index Ix nabyva hodnot 0 - 1. Cim vice se index

rrrrr

N 24

zavaznéj$i. Pfi indexu Ix = 1 se toxinogenni vlaknit¢é mikroskopické houby vyskytuji
v potravindch v monokultufe. V odborné literatuie se uvadi, Ze v monokultuie byvd mnohem
vyssi produkce mykotoxinti (napt. aflatoxini) nez ve smésné kultuie, kde se mohou uplatnit
kompetitivni (ochranné) vztahy mezi vlaknitymi mikroskopickymi houbami.

Interni metodiky :

M_PK 01

Stanoveni mikromycetd v potravinach a krmivech

M_SM_01

Stanoveni kontaminace prostiedi laboratofe mikromycety (plisnémi)

MM 01

Ptiprava a sanitace LPPV pii odbéru vzorki pro mikrobiologické a mykologické vySetieni
AF/AP_TM_01

Stanoveni a identifikace toxinogennich mikromycett Aspergillus flavus a Aspergillus parasiticus
v potravinach

Technické normy :

CSN IS0 21517 Mikrobiologie potravin a krmiv - Horizontalni metoda stanoveni poctu
kvasinek a plisni

CSN ISO 6887 Vseobecné pokyny pro pripravu redeni pri mikrobiologickem zkouseni
CSNISO 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, lusténiny a odvozené vyrobky — Stanoveni poctu bakterii, kvasinek
a plisni
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e.
Vysledky laboratorni analyzy

V roce 2008 byla studie zaméfena na vyskyt toxinogennich vlaknitych mikroskopickych hub
(plisni) - producent aflatoxini a ochratoxinu A v potravinach, s cilem ziskat dalsi data o
kontaminaci potravin v CR.

Ve ¢&tyfech terminech bylo odebrano 13 druhiéi komodit' na 12 odb&rovych mistech v CR, coz
pfedstavuje 156 vzorkl potravin. V prvnim odbérovém terminu byly mykologicky vySetieny
nasledujici komodity: saldm trvanlivy tepelné opracovany (2 druhy), saldm trvanlivy
fermentovany (2 druhy), téstoviny, ryze (celkem 72 vzorkl ). Ve druhém odbérovém terminu byl
mykologicky vySetien syr tvrdy Eidam (celkem 12 vzorki). Ve tfetim odbérovém terminu byly
mykologicky vySetieny: paprika sladka, kmin, pept cerny (celkem 36 vzorkd). Ve cCtvrtém
odbérovém terminu byly mykologicky vySetfeny: CoCka, hrach, ofechy vlaSské (celkem 36
vzorki).

V uvedenych potravinach byla ziskdna sada frekven¢nich dat o kvalitativnim a kvantitativnim
vyskytu toxinogennich vlaknitych mikroskopickych hub. Byl stanoven celkovy pocet kolonie
tvoficich jednotek vldknitych mikroskopickych hub (KTJ/g) a mykologicky profil vybranych
toxinogennich vlaknitych mikroskopickych hub, ktery byl déle charakterizovan indexem
kontaminace (Iy).

Stanoveni celkového poctu vlaknitych vlaknitych mikroskopickych hub
Stanoveni celkového poctu vlaknitych vlaknitych mikroskopickych hub (KTJ/g)
v potravinach v roce 2010 je uvedeno v tabulce €. 1.

! Vzhledem k detailngjsimu mykologickému sledovani toxinogennich vlaknitych mikroskopickych hub Aspergillus
sekce Nigri, producentli ochratoxinu A a Aspergillus sekce Flavi, producentti aflatoxinll byl pocet vzorkl potravin
dfive odebiranych v jednom roce monitorovaciho obdobi rozdélen do dvou let (2010 - 2011).
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Tabulka ¢. 1:
Stanoveni celkového poctu vlaknitych vlaknitych mikroskopickych hub (KTJ/g)
v potravinach v roce 2010

Potravina Pocet vzorkiu Aritmeticky Median Rozsah
n primér’ (KTJ/g) (min/max)
(KTI/g) (KTJ/g)
Cotka 12 49 5 <10 - 370
Hrach 12 120 5 <10 - 1000
Kmin 12 1771 620 <10 - 6400
Of‘echy vlasské 12 4230 87 <10 - 49000
Paprika sladka 12 406 5 <10 - 4800
Pepi* Cerny 12 4111 14 <10 - 25000
RyZe 12 639 39 <10 - 4400
Salam trvanlivy 12 10 5 <10 - 64
fermentovany 1
Salam trvanlivy 12 6 5 <10-18
fermentovany 2
Saldam trvanlivy 12 24 5 <10-190
tepelné opracovany 1
Salam trvanlivy 12 59 5 <10 - 590
tepelné opracovany 2
Syr tvrdy Eidam 12 133 30 <10 - 730
Téstoviny 12 10 5 <10 - 32

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

Aspergillus flavus

Byla prokazana pfitomnost potencialné toxinogennich vlaknitych mikroskopickych hub
Aspergillus flavus, producenti aflatoxinii, celkem ve 3 vzorcich (tj. 8 %) uvedenych typa
potravin: té€stoviny, pept ¢erny a hrach (viz tabulka ¢. 2).

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

Toxinogenita izolovanych kment nebyla testovéna.

Tabulka €. 2 :
Frekvence vyskytu potencialné toxinogennich kmena Aspergillus flavus
v potravinach v roce 2010

Potravina Pocet vzorki %

(vz. pozitivai / vz. celkem)
Hrach 1/12 8
Pepi Cerny 1/12 8
Téstoviny 1/12 8
Celkem 3/36 8
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Tabulka €. 3 :
Index kontaminace (Iy) Aspergillus flavus v roce 2010

Pocet Oznaceni izolatu Izolovan Pocet Ix | Toxinogenita
iZ0lAti k A. flavus
izolatd ze vzorku (KTJ/g)

1 Aspergillus flavus 166 hrach 10 0,030 N

2 Aspergillus flavus 108A peprt Cerny 50 0,091 N

3 Aspergillus flavus 11 téstoviny 5 1,000 N

Aspergillus tamarii
Pritomnost vlaknitych mikroskopickych hub Aspergillus tamarii nebyla v tomto monitorovacim
obdobi prokazana.

Aspergillus sekce Nigri

Potencidln¢ toxinogenni vlaknité mikroskopické houby Aspergillus sekce Nigri, producenti
ochratoxinu A, byly stanoveny celkem v 8 vzorcich (22 %) nasledujicich potravin: ryze, paprika
sladka a pept ¢erny (viz tabulka ¢. 4).

Tabulka ¢. 4:

Frekvence vyskytu potencialné toxinogennich kmenu Aspergillus sekce Nigri
v potravinach v roce 2010

. Pocet vzorki o
Potravina L %o
(vz. pozitivni / vz. celkem)

Kmin 3/12 25
Pept Cerny 4/12 33
Celkem 7/24 29
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Index kontaminace (Ix) Aspergillus sekce Nigri je uveden v tabulce €. 5.

Tabulka ¢. 5:

Index kontaminace (Iy) izolovanych kmeni Aspergillus sekce Nigri v roce 2010

Pocet Oznaceni izolatu Izolovan Pocet I
izolati ze vzorku A s_ek_ce “
Nigri
(KTJ/g)
1 Aspergillus sekce Nigri 86 kmin 2300 0,489
2 Aspergillus sekce Nigri 92 kmin 30 0,330
3 Aspergillus sekce Nigri 119 kmin 100 0,154
4 Aspergillus sekce Nigri 93 peprt Cerny 20000 0,800
5 Aspergillus sekce Nigri 108B pepr ¢erny 400 0,727
6 Aspergillus sekce Nigri 111 peprt Cerny 5 1,000
7 Aspergillus sekce Nigri 120 pepr ¢erny 50 0,071
Stanoveni aflatoxinti v potravinach
Aflatoxiny nebyly ve sledovanych potravinach v tomto monitorovacim roce testovany.

Stanoveni ochratoxinu A v potravinach

Ochratoxin A nebyl ve sledovanych potravinach v tomto monitorovacim roce testovan.

Penicillium crustosum

Pfitomnost potencialné toxinogennich vlaknitych mikroskopickych hub Penicillium crustosum
(potencialniho producenta mykotoxinu penitremu A) nebyla v tomto monitorovacim obdobi
prokazana.

f,
Zavér

Z vysledkt projektu ("MYKOMON") v roce 2010 vyplyva doporucent :

- 1 nadale zaméfit cilenou kontrolu dozorovych organizaci na sladkou papriku, ¢erny pepi a
kmin z hlediska vyskytu potencialné toxinogennich mikroskopickych hub Aspergillus flavus a
Aspergillus sekce Nigri.

- provést identifikaci izolath Aspergillus sekce Nigri s vyuzitim molekularné-biologickych
metod a oveéfit nove pristupy v testovani toxinogenity uvedenych izolatt z hlediska produkce
ochratoxinu A.
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