Omezeni vyskytu mykotoxinu

v potravinach v rozvojovych zemich

e Aflatoxiny

K tomuto tématu nas pfivedla dvoumssic-
ni staz (TDS Fellowship Program) pracov-
nikt Centrdlni laboratote pro bezpecnost
potravin z Beninu v zadpadni Africe, kte-
ré probéhla v laboratofich Statniho zdra-
votniho tstavu, Centra pro zdravi, vyzivu
a potraviny v Brné, v rdmci pomoci rozvo-
jovym zemim Afriky. Zicastnéni projevi-
li mimo jiné velky zajem o problematiku
toxinogennich hub a mykotoxini v potra-
vinach.

Pro¢ pravé rozvojové zemé? Vysoka
teplota, vysoka relativni vlhkost a vyskyt
toxinogennich hub v ptadé pfedstavuji
vhodné podminky pro osidleni kulturnich
plodin témito houbami a zvy3enou pro-
dukci mykotoxind, pfedevsim aflatoxini.
Po dietarni expozici vysokym koncentra-
cim aflatoxint dochézi k akutni aflato-
xikéze. Casto se vyskytovala v 80. letech
20. stol. v Etiopii a dalsich zemich Afriky
a Asie. Umrti 125 lidi v oblasti Makueni
v Keni v r. 2004 po konzumaci pokrma
z kukutice silné kontaminované aflatoxiny
svédei, ze nejde o historickou zaleZitost.

Je z této situace vychodisko? Jednim
muze byt aplikace p¥ipravku Aflasafe™.
Aflasafe byl vyvinut skupinou vyzkumni-
ki z rozvinutych zemi za vydatné finan¢ni
podpory Nadace Billa a Melindy Gateso-
vych a poprvé byl pouzit k ochrané kukufi-
ce v Nigérii. Jde o semena obiloviny ¢iroku
naockovana konidiemi netoxinogenniho
L-kmene A. flavus. Cirok slouZi jako nosi¢
a substrét pro konidie A. flavus. Aflasafe
se aplikuje rozsevem do pidy 2-3 tydny
pfed kvetenim kukufice v mnozstvi 10 az
20 kg/ha porostu. V ptidé konidie vykli¢i na
semenech ¢iroku a nasledné dochazi ke

kompetitivnim vztahtim mezi toxinogen-
nimi a netoxinogennimi kmeny A. flavus,
které se projevi snizenim kontaminace
palic kukufice aflatoxiny o vice nez 80 %.
Aflasafe byl pouzit nebo se planuje k po-
uziti i v dalsich zemich Afriky (napf. Gha-
né, Keni, Malawi, Mozambiku, Senegalu,
Tanzanii a Ugandé) a zda se, Ze mtZe mit
pozitivni dopady jak v ochrané vefejného
zdravi, tak i v ekonomické oblasti.

e Fumonisiny
Po konzumaci kukutfi¢nych tortill a dal-
§ich kukufi¢nych pokrmt s fumonisiny
v koncentraci vy$si nez 6 000 ug/kg se pro-
jevi u plodu téhotnych Zen v prvnim tri-
mestru téhotenstvi teratogenni efekt spi-
na bifida cystica, kdy p¥i vyvoji neuralni
trubice plodu nedochézi k jejimu uzavie-
ni. Spina bifida cystica patfi do skupiny
defekt zptsobenych zejména nedostat-
kem kyseliny listové (folatt) ve stravé té-
hotnych. Podil fumonisini na vzniku toho-
to postizeni byl toxikology velmi dobte
popsén a vysvétlen. Fumonisiny zpisobu-
ji rozvrat biosyntézy sfingolipidid v bunéc-
né membrané a zabraniujf transportu folatt
do buiiky. Prevalence vyskytu spina bifi-
da cystica ve spojitosti s fumonisiny je
nejvyssi v Guatemale (az 150 p¥ipadt na
10 000 narozenych kojencti), kde kukufi-
ce predstavuje zakladni slozku potravy
(obr. 3) a slouzi k p¥ipravé pokrmi.
Odbornici doporucuji péstovani trans-
genni Bt kukufice, tedy geneticky modifi-
kované kukufice obsahujici transgeny
z bakterie Bacillus thuringiensis, jez se
exprimuji v podobé Bt toxint (3 toxint).
Ty Géinné plisobi proti vyvojovym stadiim
zavijece kukuti¢ného (Ostrinia nubilalis)
a brouka bazlivce kukufi¢ného (Diabroti-
ca virgifera; viz také Ziva 2004, 2: 54-56

Ivana Borovickova

Metody dlouhodobého uchovavani

mikroskopickych hub

Ziskéani ¢isté houbové kultury (izolatu)
z prostiedi je ndro¢ny proces a kazdy, kdo
s izolaty pracuje, musi diive ¢i pozdéji
fesit otdzku jejich dlouhodobého ucho-
vavani. Je potfeba zachovat nejen Zivota-
schopnost, ale také morfologické, fyziolo-
gické a genetické vlastnosti, protoZe jen
tak se daji vyuzit k dalsimu studiu. V his-
torii vyzkumu hub, kvasinek a bakterii
bylo vyvinuto mnoho metod, které se
v rizné mife pouzivaji dodnes. Tento p¥i-
spévek vénujeme piedevsim uchovavani
saprotrofnich mikroskopickych hub (mi-
kromycett). U parazitickych mikromyce-
vCetné napi. péstovani nebo chovu jejich
hostitele.

Zakladnimi metodami uchovéavani hou-
bovych kmenii (jako kmen oznacujeme izo-
14t uloZeny do sbirky a alespon ¢astecné
charakterizovany svymi vlastnostmi) jsou
rust v kultufe, suSeni a mraZeni. Zatim-
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co aktivni rtst v kultufe byvé kratkodoby
(nejvyse dva roky), suseni a mrazeni jsou
zédkladem dlouhodobého uchovavani —
po desitky let. Jakou metodu pouZzijeme,
zalezi pfedevsim na vlastnostech konkrét-
niho druhu houby (zejména jeho schop-
nosti sporulace nebo vytvafeni klidovych
stadii), dale na icelu a pfedpokladané dobé
uchovani a v neposledni fadé na pfistro-
jové a finan¢ni vybavenosti laboratote.
Z téchto dvodt se ve sbirkdach kultur hub
obvykle vyuZzivaji miniméalné dva zptiso-
by zaroven.

Uchovavani na sikmém agaru

Jde o agarové médium nalité do zkumav-
ky a ztuhlé na §ikmé plose, ktera je vyhod-
né z hlediska vétsi plochy pro otkovéni
(viz obr. 1). Kultury mtzeme skladovat
v chladni¢ce pfi 5 °C po dobu nékolika
mésict az dvou let. Kazdy kmen se obvyk-
le uchovavé na dvou médiich, z nichZ jed-

a 2012, 2: 55-56), ¢imz se minimalizuje
poskozeni kukuftice jejich poZerem, a tu-
diZ i vstupni bréna pro toxinogenni hou-
by. Fumonisiny v kukufici 1ze omezit i po
sklizni. Od dob mayské civilizace je znam
technologicky postup zvany nixtamaliza-
ce. Zrno kukufice se vafi v zasaditém roz-
toku vépna, nasledné se propere pitnou
vodou a po ususeni se pomele na kuku-
Fi¢nou mouku. Vedle zvyseni stravitelnos-
ti a vyzivové hodnoty dochézi k vyraznému
snizeni obsahu fumonisinti.

Zavérem bychom zminili, Ze profesni
zivot mykologa pfinédsi fadu aktuélnich
tkold. Jde o vyhledavéani novych expozic-
nich zdroji mykotoxini (vyskyt mykoto-
xind nebo jejich producentid v potravi-
néch). S tim souvisi rozvoj analytickych
metod imunochemickych (napt¥. ELISA)
a chromatografickych (napf. LC-MS/MS)
ke stanoveni mykotoxinti. Neméné vy-
znamné pozornost se vénuje vyzkumu no-
vych producenti mykotoxind v potravi-
néach (napf. kropidldk ¢erny — A. niger
a produkce fumonisint B, a B, v hroznech
révy vinné a v rozinkéch), metabidze (d¥i-
ve se vyvijejici druh mikroorganismu vy-
tvafi vhodné podminky pro druh pozdéj-
§i) toxinogennich hub s bakteridlnimi
patogeny v potravinach a tvorbé biofilmu
v potravinach. S témito tikoly pak souvisi
rozvoj molekularnébiologickych metod
k detekci a identifikaci toxinogennich hub.

Clanek vznikl s podporou Ministerstva
zdravotnictyf CR — RVO (Stéatni zdravotni
tstav — SZU, IC 75010330).

Pouzitou literaturu uvadime
na webové strance Zivy.

no je na ziviny bohaté a druhé chudé. Pii
dal$im ockovani (pfeneseni malého mnoz-
stvi houby — inokula — sterilni jehlou na
nové médium) se houby pfemistuji z chu-
dého média na bohaté a naopak. Tim se
limituje ztrata schopnosti izol4tt sporulo-
vat a produkovat sekundarni metabolity.
Pro dlouhodobé udrzeni se vSeobecné do-
porucuji spise chuda média, zatimco pro
obnoveni ristu se naopak pouzivaji bohat-
§{ média zvolena tak, aby co nejvice odpo-
vidala p¥irozenému stanovisti houby. Vedle
zdkladnich chemikalii pro p¥ipravu mé-
dii tak v nasi laboratofi objevite i p¥irod-
ni suroviny jako slepi¢i pefi, zajedi trus,
listy bananovniku nebo détské vlasy. Pies
veskerou péci vsak kmeny v kultufe po-
stupné degraduji — ztrdceji schopnost
vytvaret spory a produkovat sekundarni
metabolity, mtize dochézet ke zméndm na
molekuldrni trovni a nemalym rizikem je
kontaminace kultur a jejich vysychani. Pro
zachovani vlastnosti kmene je tudiz vhod-
né&jsi pouzit metody dlouhodobého udrzo-
vani v inaktivnim stavu.

Uchovavani pod parafinovym olejem

Sterilnim parafinovym olejem se bud na-
poustéji zatky zkumavek s kulturou na sik-
mém agaru, nebo se jim zalévaji pfimo
samotné kultury. Vrstva oleje chrani kultu-
ru pred vysusenim, kontaminaci, oxidaci
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a celkové prodluzuje interval mezi pte-
ockovanim az na nékolik let.

Uchovavani ve sterilni vodé

Tento jednoduchy, ale G¢inny zpisob je
vhodny pro sporulujici kmeny. Spory ¢i
vytezy kolonif se umist{ ve vialkach (skle-
nénych lahvi¢kach s vickem) nebo zku-
mavkéach v malém mnoZstvi sterilni desti-
lované vody pfi pokojové teploté. Délka
preziti se 1i8i druh od druhu, ale muze
dosdhnout 10 i vice let.

Vysouseni kultur na noesic¢ich

Suseni je levné a snadna metoda vhodna
pfedevsim pro kmeny sporulujici nebo
vytvarejici klidova stadia. Kultury se ob-
vykle su$i na nosi¢ich, na nichz se bud
houba necha vyrust, nebo se s nimi smicha
az suspenze z kultury. PouZziva se silikagel,
sklenéné kulicky nebo pida. Sypka kon-
zistence su$ené kultury je vyhodou pti
inokulaci vétsich ploch, napf. béhem te-
rénnich experimentt. V chladni¢ce v uzav-
fenych lahvickdch mtze Zivotaschopnost
dosahovat 10 i vice let.

Alginatové pelety

Tento modifikovany postup suseni kultur
je vhodny rovnéz pro nesporulujici kme-
ny. Suspenze spor se promiché v roztoku
alginatu sodného s praskem z otrub. Smés
se pak kape do 10% roztoku chloridu va-
penatého, pficemz dochézi k tuhnuti algi-
néatu v podobé kuli¢ek (stejna reakce se
vyuziva v molekularni kuchyni napt. pfi
vyrobé okurkového kaviaru). Kulicky (pe-
lety) se vysusi (obr. 2) a ulozi v lednici.
Podle nasich zkusenosti takto uchovava-
né mikromycety ztistanou Zivotaschopné
minimalné 7 let.

Lyofilizace
Lyofilizace neboli suseni mrazem ptred-
stavuje tradi¢ni metodu s Sirokym uplat-
nénim mimo jiné v potravinatstvi, farma-
ceutickém a biotechnologickém primyslu.
Pti nizkych teplotach a za nizkého tlaku
dochézi k efektivni sublimaci vody, tedy
pfechodu z pevné faze pfimo do plynné
bez prfechodu do kapalné. Timto zptisobem
se neposkodi buriky a pletiva si zachova-
vaji svij ptvodni{ tvar.

V mykologii se vyuzivé jiz témér 100 let
a jeji obliba neklesla ani pfi rozvoji kryo-
prezervace (viz déle). Lyofilizace je vhod-
na pouze pro sporulujici kmeny, z nichz
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1 Kultury na $ikmém agaru. Vpravo
Flammulina velutipes jako piiklad
stopkovytrusné houby (Basidiomycota)
schopné tvotit plodnice i v kultute

2 Alginatové pelety pfed vysuSenim.
Tento zptisob uchovavani mikromyceta
je vhodny i pro nesporulujici kmeny.

3 Suspenze spor vysuSené mrazem —
lyofilizaty — zatavené ve zkumavkach.
Blize v textu. Snimky A. Kubatové

se plipravi suspenze spor smichana se su-
$enym mlékem nebo jinym ochrannym
médiem (napt. koriskym sérem). Naplni se
do zkumavek, ve kterych je po zmrazeni
a vysu$en{ zatavena ve vakuu. Vyrobené
ampulky (obr. 3) jsou skladné a 1ze je napi.
bez problémut posilat i postou. P¥i vhod-
ném uchovéavani dosahuje Zzivotaschop-

nost kmenti bézné 20 a vice let. Dikazem
z nasi sbirky miZe byt Zivotaschopny
lyofilizat kropidlaku Zzlutého (Aspergillus
flavus) stary 28 let.

Kryoprezervace

Tento pojem m4 asi vétSina z nas spojeny
s mrazenim embryi a vajicek, pfipadné
spermii, pro umélé oplodnéni. Nicméné
kryoprezervace — tedy uchovéavani pii vel-
mi nizké teploté (nejcastéji v kapalném
dusiku) — mé pouziti i mimo medicinu.
Jde o univerzalni metodu zachovani geno-
vych zdroji Zivocicht a rostlin, napf. mra-
zenim vzrostnych vrcholi rostlin mizeme
zachovat genofond zemédélskych plodin
nebo zachranit populace vymirajicich dru-
hid. V mykologii je kryoprezervace spolu
s lyofilizaci povazovana za nejlepsi zpti-
sob dlouhodobého uchovéavani kultur,
nebot zmény vlastnost{ jsou pfi n{ omeze-
ny na minimum. Mrazit miZeme vyTezy
kolonii, suspenze spor, tekuté kultury ¢i
kolonie na perlitu. Inokulum se promicha
v kryozkumavkach s kryoprotektivni 14t-
kou (nejcastéji 10% roztokem glycerolu)
a po zmrazZeni se pfemisti do kapalného
dusiku (-196 °C) nebo hlubokomraziciho
boxu (-80 az -140 °C). Velkou prednosti
je univerzélnost — s malymi obménami
v procesu piipravy a mrazeni lze metodu
pouZit pro vétsinu kment.

Kontrolované mraZzeni

Kritickym bodem pfi lyofilizaci a kryo-
prezervaci hub je mrazeni vzorku, kdy
muze dochézet k poskozeni bunék ledovy-
mi krystaly. Toto riziko omezime pfiddnim
kryoprotektivnich latek, které snizuji do-
stupnost vody v burikach a brani vzniku
ledu uvnitf bunék. Podle zptisobu ochra-
ny je lze rozdélit na intracelularni (gly-
cerol, dimetylsulfoxid), které vstupuji do
buriky a pfimo brani vzniku ledovych krys-
talt, a extraceluldrni, jez dovnitf nevstu-
puji a chrani buriku vyrovnavanim osmo-
tickych tlaki (lakt6za, glukéza, mannitol
ad.). Tradi¢né je rozsifené pouzivani suse-
ného mléka jako kryoprotektivni latky pii
lyofilizaci nebo glycerolu a dimetylsulfi-
du pii kryoprezervaci. Nicméné vyzkum
téchto latek je na vzestupu a prinasi stale
nové a ucinnéjsi typy.

Preziti bunék ovliviiuje také zptusob
mraZeni. Veobecné plati, Ze p¥i rychlém
zmrazeni se vytvori mnozstvi malych krys-
taldl, zatimco pfi pomalém vznikd mensi
pocet velkych krystalt. Kryoprezervace
Casto zahrnuje vitrifikaci neboli skokové
zmrazeni v kapalném dusiku ¢&i hluboko-
mrazicich boxech, pfi kterém voda nevy-
tvar{ krystaly, ale amorfni led (Ziva 2014,
5: 209-210). Dalsi moznost pfedstavuje
Fizené mrazeni, pfi némz se teplota poma-
lu sniZuje rychlosti 1 °C za minutu, ¢imz
docilime tvorby ledu mimo buiiky. Pro cit-
livé druhy je vhodné vyuzit fizenych mra-
zicich boxtd a optimalizovat mrazici pro-
ces ,na miru®.

Metody dlouhodobého uchovavéni lze
doporucit pfi skladovani kment déle nez
dva roky, pficemz je tfeba dbat na vybér
vhodné metody pro dany organismus na
zékladé literatury a mozZnosti laboratofe.

Seznam pouZité literatury najdete
na webové strance Zivy.
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