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METODICKE DOPORUCENI
K MIKROBIOLOGICKEMU ZKOUSENI POTRAVIN A POKRMU

KULTIVACNI METODA PRUKAZU AFLATOXINOGENNICH
MIKROMYCETU (PLISNI) Aspergillus flavus a Aspergillus parasiticus
V POTRAVINACH A POKRMECH

Odiivodnéni potiebnosti metodického doporuceni

Metodické doporuceni pokryva oblast nezajiSténou na odpovidajici odborné
urovni ¢eskym technickym piedpisem (CSN).

V soustavé &eskych technickych norem (CSN) neexistuje predpis pro kultivaéni
metodu prikazu aflatoxinogennich mikromycetti (plisni) v potravinach a
pokrmech. Metodické doporuceni vychazi a navazuje na doporuceni Mezinarodni
komise pro mykologii potravin (ICFM), kterd byla vytvofena v ramci
Mezinarodni unie mikrobiologickych spoleCnosti (IUMS). V  oblasti
standardizace metod pouzivanych v mykologii potravin prob&hla tada
mezindrodnich seminaii — workshopti, na nichz byla kultivaéni metoda prikazu
aflatoxinogennich mikromycetl v potravinach diskutovana:

- International Workshop on Standardization of Methods for mycological
examination of Foods - Boston 1986

- International Workshop on Standardization of Methods for mycological
examination of Foods - Baarn 1990

- International Workshop on Standardization of Methods for mycological
examination of Foods - Copenhagen, 1994.

Dalsi setkani odbornikii mykologie potravin probéhlo na svétovych
mykologickych kongresech (Praha 1994, Jeruzalém 1998, Sydney 1999, Oslo
2002).

Cilem metodického doporuceni je poskytnout analytikim piisobicim v oboru
mikrobiologického zkouSeni potravin a pokrml metodicky postup, odpovidajici
soucasné koncepci priikkazu toxinogennich mikromyceti Aspergillus flavus a
Aspergillus parasiticus.

Praktickd aplikace  metodického doporuc¢eni bude realizovana  pfi
mikrobiologickém zkouSeni potravin podle specifikaci obsazenych ve vyhlasce
MZ CR €. 294/1997 Sb. ve znéni pozd¢jSich predpist.



1. Uvod
1.1 Charakteristika toxinogennich vlaknitych mikromyceti

Toxinogenni vladknit¢ mikromycety (plisn€) jsou mikroorganismy, které maji
schopnost produkovat mykotoxiny. Patfi k vyznamnym faktoriim, které mohou
v negativnim smyslu ovlivnit zdravi ¢lovéka. Plesnivé potraviny, obsahujici
toxinogenni mikromycety a mykotoxiny, predstavuji vyznamné nebezpeci pro
zdravi populace v CR, zejména z hlediska tzv. pozdnich toxickych uéinka (napf-.
karcinogennich, vyvojové toxicity).

Potraviny jsou vhodnym substrdtem pro kontaminaci, rist a rozmnoZovani
toxinogennich mikromyceti a nasledn¢ pro produkci mykotoxini. Z celkového
poctu asi 114 druhi mikromycet, které maji vyznam v potravinach, je 65 druhti
toxinogennich  (Ostry 2000). Potraviny kontaminované toxinogennimi
mikromycety tedy pfedstavuji vyznamné nebezpeci tzv. "skrytych mykotoxind".
K nejvyznamnéj$im toxinogennim mikromycetiim patii producenti aflatoxint.

Jestlize byla u nékterého kmene urcitého druhu vldknitych mikromyceta diive
zjisténa produkce urcitého mykotoxinu, je mozné povazovat vSechny kmeny
tohoto druhu za potencidlné toxinogenni, tj. schopné produkovat urcity
mykotoxin. Stanoveni redlné toxinogenity kmenl se provadi kultivaci na
specifickych zivnych pldach (napt. YES médiu) s ndslednym analytickym
stanovenim piisluSnych mykotoxini. V poslednich letech jsou ke stanoveni
toxinogenity pouzivany metody molekuldrné biologické (napt. PCR). Pomoci
nich lIze detekovat specifické geny, které koduji enzymy podilejici se na
biosyntéze mykotoxinil.

1.2 Charakteristika aflatoxinogennich vlaknitych mikromycetii
1.2.1 Taxonomie rodu Aspergillus

Systematické zatazeni rodu Aspergillus je uvedeno v tab. ¢. 1.

Tabulka €. 1 Systematické zarazeni rodu Aspergillus

Rise Oddéleni Rad Celed Anamorfni rod

Fungi (houby) Ascomycota Eurotiales Trichocomaceae Aspergillus

o 24



Tabulka ¢. 2 Vnitrorodové ¢lenéni rodu Aspergillus

Podrod Sekce Popsané teleomorfy ~ Vyznamné druhy
Aspergillus Aspergillus  Eurotium spp.
Restricti N
Fumigati Fumigati Neosartorya spp. Aspergillus fumigatus
Cervini N
Ornati Ornati Hemicarpenteles spp.
Sclerocleista spp.
Warcupiella spp.
Clavati Clavati N Aspergillus clavatus
Nidulantes Nidulantes ~ Emericella spp. Aspergillus nidulans
Versicolores N Aspergillus versicolor
Usti N
Terrei N Aspergillus terreus
Flavipedes  Fennellia spp.
Circumdati Circumdati  Petromyces spp. Aspergillus ochraceus
Aspergillus melleus
Aspergillus petrakii
Wentii N Aspergillus wentii
Flavi N Aspergillus flavus
Aspergillus
parasiticus
Nigri N Aspergillus niger
Candidi N Aspergillus candidus
Cremei Chaetosartorya spp.
Sparsi N
Stilbothamnium N

Pozn. N - teleomorfy zatim nebyly popsany

1.2.2 Piehled druhii rodu Aspergillus ze sekce Flavi

Ptehled akceptovanych druhi a nove popsanych druhii aflatoxinogennich
mikromycetl rodu Aspergillus ze sekce Flavi je uveden v tab. ¢. 3.



Tabulka ¢. 3 Aflatoxinogenni mikromycety rodu Aspergillus ze sekce Flavi

Akceptované druhy ' Nové popsané druhy
Aspergillus avenaceus G. Sm. Aspergillus bombycis Petersen et al.
’ésp er%z llus clavato-flavus Raper & Aspergillus caelatus B.W. Horn
enne
. , Aspergillus pseudotamarii Ito et al.
Aspergillus flavus Link

Aspergillus zhaoqingensis

Aspergillus leporis States & M. Chr.
pers P Z.Sun et Z. Qi

Aspergillus nomius Kurtzman et al.
Aspergillus oryzae (Ahlb.) Cohn
Aspergillus parasiticus Speare

Aspergillus sojae Sakag. & K.Yamada
ex Murak.

Aspergillus subolivaceus Raper &
Fennell

Aspergillus tamarii > Kita

Aspergillus zonatus Kwon-Chung &
Fennell

Pozn. Aflatoxinogenni druhy jsou zobrazeny tucnou kurzivou
' Podle Samsona (1994)
? Pritkaz toxinogenity a druhové identifikace je nutno jesté konfirmovat
molekularné biologickymi metodami



1.2.3 Mykologicka charakteristika rodu Aspergillus

Mikrohabitus rodu Aspergillus je uveden na obr. ¢. 1

Obrazek ¢. 1 Mikrohabitus rodu Aspergillus podle Gamse aj. (1987)

Konidie

Fialidy

Metuly

Meéchyiek
(vesicle)

Vysvetlivky a - uniseriatni konidiofory (I vrstva fialid)
b - biseriatni konidiofory (I vrstva fialid, 1 vrstva metul)
¢ - konidialni hlavice sloupcovita
d - konididlni hlavice paprscita
e - "Hiille cells" (prazdné buiiky)

Mikrohabitus a makrohabitus Aspergillus flavus je uveden na obr. ¢ 2.



Obrazek ¢. 2 Mikrohabitus a makrohabitus Aspergillus flavus

Vysvetlivky:a—  Mikroskopicky preparat Aspergillus flavus — biseriatni
konidiofor (400x)

b—  Relativné rychly rist na Czapkove agaru pri 25°C, 5 dni
inkubace



1.2.4 Vyskyt v potravinach

Vyskyt vyznamnych aflatoxinogennich druhii rodu Aspergillus sekce Flavi
v potravinach v zahranici je uveden v tab. ¢ 4. (Ostry osobni sd€leni).

Tabulka €. 4 Vyskyt vyznamnych aflatoxinogennich druhtu rodu Aspergillus
sekce Flavi v potravinach v zahranic¢i

Druh Potravina

Aspergillus  kukufice a vyrobky z kukufice, Cirok, Cervena ryze, ryze
flavus (paddy rice), ryze (milled rice), ryze (parboiled), oves,
pSeni¢na zrna, obiloviny a vyrobky z obilovin, pSenice a
pSeni¢na mouka, chléb, téstoviny, otruby, je¢men, millet
(pearl millet)
boby (velvet beans), boby (talo beans), s6ja mungo, hrach
(chick peas), hrach (pigeon peas), s6jové boby, Cerstvé
ovoce, citrusy, raj¢ata, li¢i, ananas, granatova jablka
ofechy, arasidy, ofechy kemiri, pistacie, pekanové ofechy,
liskové ofechy, vlasské ofechy, ofechy kola, kokosové
ofechy, betelové ofechy
pept, ¢erny pepft, koriandr
zpracovana masa, uzend masa, slanina, Sunky, Sunky ze
Spanélska, africké rybi vyrobky, susené, uzené nebo solené
ryby z jihovychodni Asie
mléko, syr

Aspergillus ~ amaranth, millet (pearl millet)

parasiticus sdjové boby
ara$idy, liskové ofechy, vlaSské ofechy, pistacie, pekanové
ofechy
zpracovana masa

Aspergillus  pSenice, jeCmen, Cirok, kukufice, ryze (paddy rice), ryze
tamarii (milled rice)
sojové boby, zelené kavové boby, ¢erné fazole, sdja mungo,
prach (cowpeas), kopra
araSidy, pistacie, pekanové ofechy, liskové ofechy, vlasské
ofechy, ofechy kola, betelové ofechy, kopra, kakao, palmové
jadro, kesu, ofechy kemiri,
koteni, pept
masné vyrobky, solené suSené ryby, uzené suSené ryby
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1.2.5 Metody stanoveni a identifikace

Pti determinaci aflatoxinogennich mikromyceti rodu Aspergillus ze sekce Flavi
jsou vyuzivany:

e morfologické znaky (makrohabitus a mikrohabitus)

e biochemické znaky (napt. produkce pigmentl vzniklych reakci aspergilovych
kyselin s zelezitymi ionty na AFPA nebo ADMB médiu — u Aspergillus flavus
a Aspergillus parasiticus ano, u dosud testovanych kment Aspergillus nomius
nikoliv)

o fyziologické znaky (napf. riist na Czapkové agaru pi1 42°C — Aspergillus
flavus a Aspergillus parasiticus dobry, Aspergillus nomius omezeny)

V posledni dob&é dochédzi k rozvoji molekularné biologickych metod pro

identifikaci druhl rodu Aspergillus v potravinach a zjisténi jejich toxinogenity

(napt. PCR metody).

Na obr. ¢. 3 je zndzornéno schéma biosyntézy aflatoxini vcetné specifickych

genil (omt-1, ver-1, afl R /apa-2/) a jejich exprese v podobé enzym, podilejicich

se a umoznujicich uvedenou biosyntézu.
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Obrazek ¢. 3 Schéma biosyntézy aflatoxint
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2. Predmét metodického doporuceni a oblast pouziti

Toto metodické doporuceni specifikuje ptipravu a pouziti kultivatni metody pro
prukaz toxinogennich mikromyceti (plisni) Aspergillus flavus a Aspergillus

parasiticus v potravinach a pokrmech.
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3. Normativni odkazy

Tabulka ¢. 5 Normativni odkazy

Cislo Nazev

CSN ISO 6887  Vseobecné pokyny pro pripravu redent pri mikrobiolo-
gickem zkouseni
CSN ISO 7667  Standardni struktura metod mikrobiologického zkouseni

CSN ISO 7954  Vseobecné pokyny pro stanoveni poctu kvasinek a plisni.

CSN ISO 6611  Mléko 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.

CSN ISO 10718 Korkové zdtky — Stanoveni poctu jednotek tvoricich
kolonie kvasinek, plisni a bakterii schopnych ristu v piide
s alkoholem.

4. Podstata zkouSky

Priikkaz toxinogennich mikromycetl Aspergillus flavus a Aspergillus parasiticus
je zalozen na reakci kyseliny aspergilové, produkované toxinogennimi
mikromycety a Zelezitych iontd (Fe’"), které jsou soudasti testovaciho média. P
této reakci dochazi ke vzniku oranzovo - zlutého komplexu, ktery zpusobuje
pigmentaci spodni strany kolonie.

4.1 Popis a historie diagnostické pudy

Bothast a Fennell (1974) v ndvaznosti na praci Jarvise (1973) vyvinuli
Aspergillus diferen¢ni medium (ADM), obsahujici 1,0 % kvasni¢ného extraktu,
1,5 % tryptonu a 0,5 % chloridu Zelezitého, doporu¢ena inkubace byla 3 dny pii
28°C. Hamsa a Ayres (1977) pfidali do ADM streptomycin a dichloran a
doporugili zivnou pidu inkubovat 5 dnu pii 28°C. Ob& média jsou zaloZena na
vytvoreni jasné oranzovo - Zluté spodni pigmentace kolonie u Aspergillus flavus a
Aspergillus parasiticus. Assante aj. (1981) zjistili, Ze pigmentace spodni strany
kolonie je zplsobena reakci kyseliny aspergilové, produkované toxinogennimi
mikromycety a Zelezitych iontd (Fe’"), které jsou soudasti testovaciho média.
King aj. (1979) a Pitt aj. (1983) dale upravili a optimalizovali slozeni
diagnostické pludy tak, ze dochéazi k dostate¢né intenzivnimu zbarveni spodku
kolonie a umoznuje rozeznani kolonii Aspergillus flavus a Aspergillus parasiticus
za 42 az 48 hodin pii 30°C.
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V soucasné dobé jsou na trhu k dispozici dva obdobné produkty ', které vychézi
z prace Pitta aj. (1983):

1. Aspergillus Differentiation Medium Base (ADMB) od firmy HIMEDIA
2. Aspergillus flavus a Aspergillus parasiticus agar (AFPA) od firmy OXOID

4.2 Priprava diagnostické pidy

4.2.1 Aspergillus Differentiation Medium Base (ADMB)
4.2.1.1 SloZzeni ADMB diagnostické ptudy

SloZzeni ADMB diagnostické ptdy je uvedeno v tab.c. 6.

Tabulka ¢. 6 SloZeni ADMB diagnostické piidy

Kvasni¢ny extrakt 20g
Pepton 10 g
Citran Zelezito-amonny 0,5¢g
Dichloran (2,6-dichloro-4-nitroanilin) 0,002 g
Chloramfenikol 0,l¢g
Agar I5¢
Destilovana nebo deionizovana voda 1000 ml

4.2.1.2 Pracovni postup

Suspendovat 22,75 g ADMB v 500 ml destilované vody. Zahiat smés k varu a
kompletné rozpustit. Sterilizovat v autoklavu 15 minut pii 121°C. Po zchlazeni na
50°C asepticky piidat sterilni rehydratovany obsah jedné lahvi¢ky (50 mg)
Chloramfenicol Selective Supplement (FD033) a duikladné promichat. pH
piipraveného média by mélo dosahnout hodnoty 6,3 + 0,2. Rozplnit pfipravenou
zivnou pudu do sterilnich Petritho misek (primér 9 cm) po 15 ml a nechat
ztuhnout. Pouzit bud’ okamzité nebo uchovavat v temnu pfi 2 — 4°C. Pfipravenou
pudu je mozno pouzivat az 4 tydny.

4.2.1.3 Fyzikalni vlastnosti
Vzhled: barva jantarova, ¢ira
pH: 6,3+0,2 (4,55 % vodny roztok zivné pudy)

' Tato informace je uréena uZivateldm tohoto metodického doporuéeni SZU pro
usnadnéni vybéru a neznamena podporu ¢€i propagaci téchto produkti autory
metodického doporuceni.
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4.2.1.4 Skladovatelnost (expirace)
Pro pfipravené médium 4 tydny pii 2 — 8°C

4.2.1.5 Aplikace vzorku
Vzorek je mozZno aplikovat nékolika zplsoby:
e na Petriho misku s Zivnou ptidou provést roztér 0,1 ml natedéného vzorku

e na Petriho misku s zivnou padou aplikovat vzorek izolovaného kmene
Aspergillus flavus ¢ Aspergillus parasiticus jehlou namocenou do suspenze
ptipravené z konidii zkoumaného izolatu a polotuhého agaru

e na Petritho misku s Zivnou plidou umistit ¢asti testované¢ho vzorku (napft.
obilky apod.)

4.2.1.6 Inkubace
48 — 72 hodin pti 30°C

4.2.1.7 Odecitani vysledkii a interpretace

Aspergillus  flavus a Aspergillus parasiticus produkuji oranzovo-zlutou
(chromové Zlutou) pigmentaci spodni strany kolonie.

Aspergillus niger nékdy také produkuje svétle zlutou pigmentaci na spodni stran¢
kolonie. Je vSak snadno rozeznatelny po dalsi 24 — 48 hodinové inkubaci, kdy se
za¢nou vytvaret ¢erné hlavicky konidiofort.

4.2.1.8 Zabezpeceni jakosti

e Jako pozitivni a negativni kontrola se pouziji testovaci sbirkové kmeny viz
tab. ¢. 7, které musi rast na zivné pud¢ definovanym zptisobem

e Uziva se inokula¢ni technika

e Spodni strana kolonii musi ziskat typickou pigmentaci za 48 — 72 hodin
inkubace pfi teploté 30°C

15



Tabulka €. 7 Testovaci kmeny k zabezpeceni jakosti

Testovaci kmeny ATCC CSIRO NRRL CSM Kontroly
Aspergillus flavus 22547 3084 3251 CCM F-108 pozitivai

kontrola
Aspergillus 28285 2744 2999 CCM F - 550 pozitivni
parasiticus kontrola
Aspergillus niger 9642 2522 3361 CCM 8189 negativni

kontrola

4.2.1.9. Specificky rist Aspergillus flavus na ADMB médiu

Obrazek ¢. 4 Specificky rast Aspergillus flavus na ADMB médiu

a b

a - spodni strana Petriho misky - typické Zlutooranzové zbarveni spodni strany
kolonii

b - horni strana Petriho misky

4.2.2 Aspergillus flavus a Aspergillus parasiticus agar (AFPA)

4.2.2.1 Slozeni AFPA diagnostické pudy
Slozeni AFPA diagnostické piidy je uvedeno v tab. é. 8.
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Tabulka ¢. 8 SloZeni AFPA diagnostické pudy

Kvasni¢ny extrakt 20 g
Pepton 10 g
Citran Zelezito-amonny 0,5¢g
Dichloran (2,6-dichloro-4-nitroanilin) 0,002 g
Chloramfenikol 0,1g
Agar 15¢
Destilovana nebo deionizovana voda 1000 ml

4.2.2.2 Pracovni postup

Suspendovat 22,75 g AFPA Base v 500 ml destilované vody. Zahtat smés a
kompletné rozpustit. Ptipravit sterilni vodny roztok z jedné lahvicky (50 mg)
Chloramfenicol Supplement (SR78) a ptidat asepticky do zivné piidy. Sterilizovat
v autokldvu 15 minut pii 121°C. Po zchlazeni na 50°C rozplnit pfipravenou
zivnou pudu do sterilnich Petriho misek (primér 9 cm) po 15 ml a nechat
ztuhnout. Pouzit bud’ okamzité nebo uchovavat v temnu pfi 2 — 8°C. Pfipravenou
pudu je mozno pouzivat az 4 tydny.

4.2.2.3 Fyzikalni vlastnosti
Vzhled: barva jantarova, ¢ird
pH: 63+0,2

4.2.2.4 Skladovatelnost (expirace)
Pro pfipravené médium 4 tydny pii 2 — 8°C

4.2.2.5 Aplikace vzorku
Vzorek je mozno aplikovat nékolika zptsoby:
e na Petriho misku s zivnou pidou provést roztér 0,1 ml nafedéného vzorku

e na Petrtho misku s Zivnou pudou aplikovat vzorek izolovaného kmene
Aspergillus flavus €1 Aspergillus parasiticus jehlou namocenou do suspenze
piipravené z konidii zkoumaného izolatu a polotuhého agaru

e na Petriho misku s zivnou ptidou umistit ¢asti testované¢ho vzorku (napf.
obilky apod.)
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4.2.2.6 Inkubace
42 — 48 hodin pii 30°C

4.2.2.7 Odecitani vysledkii a interpretace:

Aspergillus flavus a Aspergillus parasiticus produkuji oranZzovo-Zluty (chromové
zluty) pigment na spodni strané kolonie.

Aspergillus oryzae udajné muze také produkovat oranzovo-zluty (chromové
zluty) pigment na spodni stran¢ kolonie. U kmen, které jsme testovali jsme tuto
pigmentaci za 42 — 48 hodin inkubace pfi teploté 30°C nepozorovali.

Aspergillus niger nékdy také produkuje svétle zluty pigment na spodni strané
kolonie. Je vSak snadno rozeznatelny po 43 hodinové inkubaci, kdy se zacnou
vytvaret cerné hlavicky konidioforti.

4.2.2.8 Zabezpeceni jakosti

e Jako pozitivni a negativni kontrola se pouziji testovaci sbirkové kmeny viz
tab. ¢ 7, které musi rlst na Zivné pidé definovanym zptisobem

e Uziva se inokula¢ni technika

e Spodni strana kolonii musi ziskat typickou pigmentaci za 42 — 48 hodin
inkubace pfi teploté 30°C

4.2.2.9 Specificky rist Aspergillus flavus na AFPA médiu
Obrazek €. 5 Specificky rlst Aspergillus flavus na AFPA médiu

a - spodni strana Petriho misky - typické Zlutooranzové zbarveni spodni strany
kolonii

b - horni strana Petriho misky (kultivace obilek pSenice na AFPA médiu)
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Priloha
Vyskyt aflatoxinogennich kmeni Aspergillus sekce Flavi v potravinach v CR

Vzhledem k tomu, Ze v CR nebyla k dispozici aktualni data o mife kvalitativni a
kvantitativni kontaminace potravin vlaknitymi mikromycety a ucelend spolehliva
data o vyskytu toxinogennich mikromyceti — producenti aflatoxinii a
ochratoxinu A v potravinach, byla pfipravena a v letech 1999 — 2001 realizovana
studie MYKOMON v rdmci projektu Monitoringu zdravotniho stavu
obyvatelstva CR ve vztahu k Zivotnimu prostiedi. Daldi roénik studie
MYKOMON probiha i v roce 2002.

Cilem studie je =ziskat informace o mife aktudlni kontaminace potravin
uvedenymi toxinogennimi mikromycety v CR. Ke specializovanému myko-
logickému vySetieni jsou pouZzity vzorky potravin zakoupené v trzni siti v rdmci
projektu monitoringu dietarni expozice chemickym latkdm. Vybér vySetiovanych
komodit je proveden s vyuzitim dat spotfebniho koSe potravin a je zaméten na ty
vyznamné skupiny potravin, které byly v minulosti u nids a ve svété
kontaminovany sledovanymi toxinogennimi mikromycety. Vzorky zakoupené
ndhodné v trzni siti CR simuluji redlnou situaci pfi nakupu potravin
spotiebitelem. Ziskané vysledky mykologického vySetfeni modeluji aktualni
situaci pted konzumaci potravin v domécnostech, nikoliv pouze stav u vyrobce, Ci
v obchodni siti. Zohlediuji 1 ,,ndkup, transport potravin spotiebitelem a uchovani
potravin v domacnostech®. Tim se zaméfeni studie liSi od kontroly potravin
provadéné dozorovymi organy MZe CR.

Ziskana data studie MYKOMON a vyhodnoceni trendli vyskytu toxinogennich
mikromycetl v potravinach jsou prvnim ptedpokladem pro realizaci hodnoceni
dietarni expozice a zdravotniho rizika toxinogennich mikromycetli v potravinach
v CR.

Vyskyt toxinogennich mikromycetii byl pro potfebu hodnoceni kontaminace
potravin charakterizovan stanovenim jejich celkového poctu (KTJ/g) a indexem
kontaminace (Ij), tzn. pomérem poctu potencidlné¢ toxinogennich mikromyceti
(KTJ/g) k celkovému poctu mikromycett (KTJ/g). Jedné se o piivodni pomocny
ukazatel, ktery byl zaveden pro potieby studie. Index I nabyva hodnot 0 - 1. Cim
vice se index blizi Cislu 1, tim je kontaminace potravin toxinogennimi
v potravinach v monokultufe. V odborné literatufe se uvadi, Ze v monokultuie
byvd mnohem vyss$i produkce mykotoxini (napf. aflatoxinil) nez ve smésné
kultufe, kde se mohou wuplatnit kompetitivni (ochranné) vztahy mezi
mikromycety.
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Vysledky laboratorni analyzy studie MYKOMON v letech 1999 - 2001

V kazdem roce bylo ve ¢tyfech terminech odebrano 25 druhii komodit na 12
odbérovych mistech v CR, coz predstavuje 300 vzorkl potravin (fab. ¢ 1.)

Tabulka ¢. 1 Prehled odebranych potravin

Odbérovy Potravina Pocet
termin vzorki
1. saldm VysocCina, saldm Selsky, salam polosuchy, 84
salam Polican, rozinky, téstoviny, ryze
2. syr Eidam 12
3. paprika sladkda, kmin, pept Cerny 36
4. c¢oCka, fazole, hrach, ofechy vlasské, arasidy, 168

mouka polohruba, mouka hladkéa, mouka hrub4,
vlocky ovesné, kroupy, krupice détskd, krupice
détskéd instantni, ¢aj ovocny a €aj cerny
Celkem 300

V uvedenych potravinach byly ziskany jiz tfi sady frekvenénich dat o kva-
litativnim a kvantitativnim vyskytu toxinogennich mikromycetii. Byl stanoven
celkovy pocet kolonie tvoficich jednotek mikromycetd (KTJ/g) a mykologicky
profil vybranych toxinogennich mikromycetl, ktery byl dale charakterizovan
indexem kontaminace (Iy).

e Stanoveni celkového poctu vlaknitych mikromyceti

Stanoveni celkového poctu vlaknitych mikromycet (KTJ/g) v potravinach v roce
2001 je uvedeno v tab. é. 2.
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Tabulka ¢. 2 Stanoveni celkového poctu vlaknitych mikromyceti (KTJ/g)
v potravinach v r. 2001

Potravina Pofet  Aritmeticky Median Rozsah
vzorki pramér’ (KTJ/g) (min/max)
n (KTJ/g) (KTJ/g)
Arasidy 12 6 5 <10-10
Caj ¢erny 12 473 215 47 - 2600
Caj ovocny 12 983 100 <10 - 10000
Cocka 12 7 5 <10-20
Fazole 12 9 5 <10 - 20
Hrach 12 67 8 <10 - 640
Kmin 12 111 39 10 - 390
Kroupy 12 502 56 <10 - 5000
Krupice détska 12 94 104 <10 -200
Krupice détska inst. 12 44 24 <10 - 220
Mouka hladka 12 578 255 150 - 4000
Mouka hruba 12 143 73 <10 - 830
Mouka polohruba 12 487 160 25 -4200
Ofr'echy vlasské 12 14963 2800 320 - 100000
Paprika sladka 12 196 56 <10 - 820
Pepr ¢erny 12 4532 185 <10 - 38000
Rozinky 12 51303 9000 100 - 240000
RyZe 12 365 190 <10 - 2000
Salam Poli¢an 12 2520 8 <10 - 1900
Salam polosuchy 12 17 S <10 - 100
Salam Selsky 12 36 5 <10 - 200
Salam Vysocina 12 91 5 <10 - 760
Syr Eidam 12 52 23 <10 - 220
Téstoviny 12 10 5 <10 - 57
Vlocky ovesné 12 59 13 <10 - 190

" U celkového poctu mikromycetii < 10 KTJ/g byla pro vypocet aritmetického
primeéru a medianu pouzita hodnota 1/2 limitu stanovitelnosti = 5 KTJ/g

Median celkového poctu vldknitych mikromyceti (KTJ/g) v potravinach v letech
1999 - 2001 je uveden v tab. ¢. 3.
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Tabulka ¢.3 Median celkového poctu vlaknitych mikromyceta (KTJ/g)
v potravinach v letech 1999-2001

Medisn *
Potravina (KTJ/2)

1999 2000 2001
AraSidy 5 5 5
Caj ferny 310 570 215
Caj ovocny 415 265 100
Cocka 8 5 5
Fazole 47 17 5
Hrach 29 5 8
Kmin 675 540 39
Kroupy 26 80 56
Krupice détska 27 27 104
Krupice détska 5 10 24
inst.
Mouka hladka 555 1130 255
Mouka hruba 61 245 73
Mouka 190 225 160
polohruba
Ofrechy vlasské 800 3400 2800
Paprika sladka 580 700 56
Pepr 1500 25 185
Rozinky 1525 255 9000
Ryze 35 35 190
Salam Poli¢an 5 5 8
Salam polosuchy 10 5 5
Salam Selsky 5 5 5
Salam Vysocina 5 5 5
Syr Eidam S S 23
Téstoviny 5 5 5
Vlocky ovesné 25 23 13

o U celkového poctu mikromycetii < 10 K1J/g byla pro vypocet medidnu pouZita
hodnota 1/2 limitu stanovitelnosti = 5 KTJ/g
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o Priikaz Aspergillus flavus

V roce 2001 byla prokazana ptitomnost potencidlné toxinogennich mikromyceti
Aspergillus  flavus, producentli aflatoxinii celkem v 13 vzorcich (18 %)
uvedenych typl potravin: v pepii ¢erném, kminu, Caji ¢erném, ¢aji ovocném,
vlockach ovesnych a mouce hladké (zab. ¢ 4 a 5).

Index kontaminace (I;) Aspergillus flavus a stanoveni toxinogenity izolovanych
kment Aspergillus flavus jsou uvedeny v tab. ¢. 6.

10 1zolovanych kmenl Aspergillus flavus (77 %) bylo posouzeno jako
toxinogenni. Jejich toxinogenita byla ovéfena stanovenim produkce aflatoxinii na
testovaci zivné pud¢ (YES médiu) metodou HPTLC.

Tabulka ¢. 4  Frekvence vyskytu potenciialné toxinogennich kment
Aspergillus flavus v potravinach v roce 2001

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

Caj &erny 4/12 33
Caj ovocny 1/12 8
Kmin 1/12 8
Mouka hladka 1/12 8
Pepr Cerny 5/12 42
Vlocky ovesné 1/12 8
Celkem 13/72 18

Tabulka €. 5 Frekvence vyskytu toxinogennich kment u izolovanych kment
Aspergillus flavus z potravin, na zakladé vysledki stanoveni jejich
toxinogenity v roce 2001

Pocéet kmenu

Potravina ) Toxinogenni
Aspergillus flavus kmeny
(toxinogenni kmeny / (%)
kmeny celkem)
Caj éerny 3/4 75
Caj ovocny 1/1 100
Kmin 1/1 100
Mouka hladka 0/1 0
Pepr Cerny 5/5 100
Vlocky ovesné 0/1 0
Celkem 10/13 77
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Tabulka ¢. 6 Index kontaminace (I;) a hodnoceni toxinogenity izolovanych
kment Aspergillus flavus v roce 2001

Pocet

Pocet Oznaceni izolatu Izolovan A, flavus I, Toxino-
izolatu ze vzorku (KT/e) genita
1 Aspergillus flavus 102B  pepft Cerny 2400 0,50 +
2 Aspergillus flavus 111B  pepf erny 22800 0,60 +
3 Aspergillus flavus 119  kmin drceny 39 0,10 +
4  Aspergillus flavus 120 peprt cerny 306 0,07 +
5  Aspergillus flavus 123B  pepf Cerny 1700 0,27 +
6  Aspergillus flavus 126 peprt cerny 300 1,00 +
7 Aspergillus flavus 192A mouka hladka 10 0,04 -

8  Aspergillus flavus 213 Caj Cerny 84 0,03 -

9  Aspergillus flavus 241A  &aj Cerny 10 0,02 +
10 Aspergillus flavus 250A vloCky ovesné 10 0,08 -

11 Aspergillus flavus 254 ¢aj ovocny 20 0,20 +
12 Aspergillus flavus 269 Caj Cerny 10 0,04 +
13 Aspergillus flavus 297A  &aj Cerny 18 0,27 +

Srovnani frekvence vyskytu toxinogennich kment Aspergillus flavus
v potravinach v letech 1999-2001 je uvedeno v tab. é. 7.

Tabulka €. 7 Srovnani frekvence vyskytu toxinogennich kment Aspergillus
flavus v potravinach v letech 1999-2001

Potravina Pocet Frekvence (%) Toxinogenita (%)
vySetienych
vzorki za
rok

1999 2000 2001 1999 2000 2001
Caj éerny 12 17 25 33 100 33 75
Caj 12 25 0 8 100 - 100
ovocny
Kmin 12 17 8 8 50 0 100
Krupice 12 8 0 0 100 - -
Mouka 12 8 8 8 100 100 0
hladka
Pepft Cerny 12 83 25 42 60 100 100
Vlocky 12 8 0 8 100 - 0
ovesne
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o Prukaz Aspergillus tamarii

Piitomnost toxinogennich mikromycett  Aspergillus tamarii’, producenti
aflatoxint byla v roce 2001 prokézana celkem ve 3 vzorcich pepte ¢erného (25
%) a ve 2 vzorcich ¢aje ¢erného (17 %). 4 izolované kmeny Aspergillus tamarii
(80 %) byly posouzeny jako toxinogenni. Jejich toxinogenita byla ovéfena
stanovenim produkce aflatoxinl na testovaci zivné pidé (YES médiu) metodou
HPTLC.

Index kontaminace (I;) Aspergillus tamarii a stanoveni toxinogenity izolovanych
kment Aspergillus tamarii jsou uvedeny v tab. ¢. 8

Tabulka ¢. 8 Index kontaminace (I;) a hodnoceni toxinogenity izolovanych
kment Aspergillus tamarii v roce 2001

Pocet Oznaceniizolitu  Izolovan Pocet . I Toxino-
izolata ze vzorku - tamarii genita
(KTJ/g)
1 Aspergillus tamarii  pept erny 800 0,17 +
102A
2 Aspergillus tamarii  pept cerny 15200 0,40 +
111A
3 Aspergillus tamarii  pept Cerny 200 0,03 +
123C
4 Aspergillus tamarii ¢aj Cerny 10 0,01 -
227
5 Aspergillus tamarii ¢aj Cerny 570 0,98 +
241B

Srovnani frekvence vyskytu toxinogennich kmeni — Aspergillus tamarii
v potravinach v letech 1999-2001 je uvedeno v tab. ¢. 9.

* Izolované kmeny byly identifikovany s vyuzitim klasickych mykologickych
metod (podle makrohabitu a mikrohabitu) jako Aspergilus tamarii. Zda se
skutecné jedna o Aspergillus tamarii nebo o nové popsany druh Aspergillus
pseudotamarii ndm odpovi pouze DNA analyza s vyuzitim molekularné
biologickych metod (napt. PCR) vblizk¢é budoucnosti. Izoladty kment
mikromycetd Aspergillus flavus a Aspergillus tamarii jsou deponovany ve Sbirce
kultur hub (CCF) katedry botaniky piirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy
v Praze a soub&zné v hlubokomrazicim boxu pti -71°C na SZU-CHPR v Brné.
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Tabulka ¢. 9 Srovnani frekvence vyskytu toxinogennich kmenia Aspergillus
tamarii v potravinach v letech 1999-2001

Potravina Pocet Frekvence (%) Toxinogenita (%)
vySetienych
vzorki za
rok
1999 2000 2001 1999 2000 2001
Caj erny 12 0 25 17 - 33 50
Pepft Cerny 12 25 25 25 100 100 100
Zavér

V ramci studie MYKOMON byly v letech 1999-2001 z aflatoxinogennich kmeni
Aspergillus sekce Flavi izolovany kmeny Aspergillus flavus a Aspergillus
tamarii. Kmeny Aspergillus parasiticus a Aspergillus nomius nebyly izolovany.
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