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MYKOTOXINY JAKO BOJOVE BIOLOGICKE LATKY?

IMiroslav BRNDIAR, !Jaroslav KACEROVSKY, 2Frantisek MALIR, 3Alena VOSECKOVA, !Ladislav JEBAVY
IKatedra vale¢ného vnitiniho 1ékafstvi Vojenské 1ékaiské akademie J. E. Purkyné&, Hradec Krilové
20ddéleni xenobiochemie, Zdravotni ustav, Hradec Kralové
3Katedra vojenské hygieny Vojenské Iékatské akademie J. E. Purkyné&, Hradec Krédlové

Souhrn

Autori prdce upozoriiuji na zdkladni obecnd rizika bioterorismu. Podrobnéji analyzuji nefrotoxicitu myko-
toxinu ochratoxinu A (OTA). Byla vySetiena plazmatickd hladina OTA u rozsdhlého souboru zdravych. Byly
porovndny hladiny OTA u souborii nemocnych s akutni a chronickou rendlni insuficienci. Prokdzdna byla signi-
fikantné vys$si hladina OTA u nemocnych s chronickou rendlni insuficienci. ZvaZovdna moznost, zda retence
OTA u chronické rendlni insuficience neni dalsim akcelerujicim faktorem progrese zdkladni nefropatie, kterd

vedla k chronickému selhdvdni ledvin.

Klicova slova: Bioterorismus; Mykotoxiny; Ochratoxiny; Nefrotoxicita ochratoxinu A (OTA); Plazmatické hladiny OTA u zdravé
populace; Retence OTA u rendlni insuficience.

Mycotoxins as Biological Warfare Agents

Summary

The authors point out in their study the basic general risks of biological terrorism. They analyse in detail
the nephrotoxicity of mycotoxin ochratoxin A (OTA). The OTA plasmatic level has been examined in a large
group of healthy individuals. The OTA levels have been compared in a group of patients with chronic renal
insufficiency. A significantly higher OTA level has been proven in patients with chronic renal insufficiency. The
possibility of whether OTA retention in chronic renal insufficiency is not an additional accelerating progression
factor of basic nephropathy which leads to chronic renal failure has been considered.

Key words: Bioterrorism; Mycotoxins; Ochratoxins; Renal toxic effect of ochratoxin A; Plasma ochratoxin A in healthy population;
OTA retention in renal insufficiency.

Uvod Tabulka 1
Utinky nékterych mykotoxini u lidi
Moderni euroatlanticka civilizace, zavisla na
te(ihnlck?m pplgolf}l, a ceintrahza_ce obyvatlestva ve Agens Produkt Biologicky
méstech jako jeji pifimy disledek jsou ve své podsta- efekt
té velice zranitelné. Nemusi se ani jednat o vyhla- i i hepatotoxicita,
« . . « . . . Aspergillus flavus aflatoxin .
Senou valku mezi dvéma staty nebo koalicemi, kde kancerogenita
se tato civilizaCni zranitelnost projevi. V posledni Korni
dobé se totiZ do poptedi dostava tzv. terorismus, coZ Penicillium tricinetum T-2 toxin | nekrézy,
je nejzdkernéjsi metoda boje za zajmy urcité skupi- hemoragie
ny lidi, organizaci, nebo dokonce i statu (tzv. statni nefrotoxicita,
terorismus). VyuZiva nejriznéjsi prostiedky, mj. i Aspergillus ochraceus . hepatotoxicita,
P Sz 14 . . LT s ochratoxin A . .
bojové biologické latky — tzv. bioterorismus. Ve Penicillium viridicatum genotoxicita,
srovnani s ostatnimi zbranémi jsou biologické zbra- teratogenita

né unikéitni co do rozmanitosti. Jejich piiprava je Sclerotinia sclerotiorum psoraleny koZni toxicita
relativné lehké a levn4, proto se nékdy nazyvaji ato- profuzni
movou zbrani chudych. Podle vyvoldvajiciho Fusarium graminearum vomitoxin -\ g
puvodce se tyto zbrané ¢leni na bakterialni, virové, - .

ickettsiové, mykotické a toxinové. Toxiny maji Phoma sorghina zasm hemoragic,
I‘IVC ¢ % ’ y . L c vy . J neidentifikovan | rychla smrt
nékteré vlastnosti chemickych zbrani a nékteré z ool
nich jsou produkovény plisnémi (mykotoxiny) (25). Penicillium oxalicum qec};SIZrllI;ia smrt
V tabulce 1 jsou uvedeny nékteré mykotoxiny Gcin- -

Stachybotrys atra satratoxin hemoragie

né predevsim u lidi (27).
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Z uvedeného nedplného piehledu je ziejmé, Ze
ucinky né€kterych mykotoxind jsou tak zavazné, Ze
za urcité situace mohou byt pouzity jako bojové
biologické latky. K nejvyznamnéjSim mykotoxi-
nim patii ochratoxiny, produkované mikromyceta-
mi rodu Aspergillus a Penicillium (Aspergillus
ochraceus, Penicillium viridicatum) (23). Ochrato-
xikoéza je celosvétove se vyskytujici mykotoxik6za
zvitat i lidi, zpdsobena pfijmem ochratoxinu A
(OTA) v krmivu a potravinach. NejdileZzitéjsi zdro-
je OTA jsou zachyceny v tabulce 2.

Tabulka 2

Mozné zdroje OTA v potraviniach

Cereilie Mouka, kroupy

Veprové maso, jatra, slezina,

Zivocisné zdroje .
J ledviny, krev

Ostatni Kava, pivo, kofeni, luSténiny

Tento mykotoxin byl objeven asi pred tficeti lety
a postupné byly prokazany jeho zavazné toxikolo-
gické ucinky (20). V tabulce 3 je prehled hlavnich
nezadoucich uc¢inktt OTA bezpecné prokazanych na
podkladé experimentalnich poznatkd. Akutni into-
xikace OTA jako bojové biologické latky je za
mirovych podminek malo pravdépodobna, nicméné
musime s ni pocitat. V experimentu byl jako biolo-
gicky materidl pouzit pes, kterému byl podavan
OTA v denni davce 0,2 mg/kg hmotnosti. Smrt nastala
za 10-14 dni. Pti pitvé byly zjiStény patologické
zmény na stfevé, lymfatickych uzlinich a v ledvi-
nach (hemoragickd enteritida, nekréza lymfatickych
uzlin, nekréza proximalniho tubulu) (14, 30).

Do poptedi se v dnesni dobé dostava chronicka
intoxikace OTA se vSemi svymi nezZddoucimi tcin-
ky (tab. 3). Ta je aktudlni hlavné v disledku globa-
lizace potravinového fetézce.

Tabulka 3

Prehled hlavnich nezadoucich Géinka OTA

Citace
MozZnost akutni intoxikace 4,30
Nefrotoxicita 1,7,15
Genotoxicita 2,13
Teratogenita 5,19
Imunosupresivni uc¢inky 17,18
Potencidlni kancerogenita 24
Neurotoxicita 2,13

Cile prace

V nasi praci se zabyvame jmenovité nefrotoxici-
tou OTA. Zajem o tuto oblast byl vyvolan predevsim
nalezem vyznamné vysSich sérovych koncentraci
OTA (v nékterych sestavach az v 80 %) u nemoc-
nych s balkdnskou endemickou nefropatii, tj. u jed-
noho z podtypt tubulointersticidlni nefritidy (15).
Tato hypotéza byla pozdéji podpofena prikazem pii-
tomnosti OTA ve stravé zasazené populace (21, 22).
Navic u ¢asti nemocnych byl OTA nalezen i v jejich
moci, a to bez ohledu na stav renalnich funkci (6).
Existuji také prace o castéjSim vyskytu nadort
vyvodnych mocovych cest u lidi s vy$S§imi hodno-
tami OTA v séru a v moci (24). Experimentélni prace
o nefrotoxicité¢ OTA ve svém souhrnu dokumentuji,
Ze tento mykotoxin naruSuje intracelularni metabo-
lické pochody s naslednou apoptdézou rendlnich
bunék (1, 8, 10, 29, 31), narusuje renalni hemody-
namiku a vede k poklesu glomerularni filtrace i
tubulérni resorpce (7). Znalosti o globalnim piisobe-
ni OTA na ledviny u ¢lovéka a vlastni klinické dasled-
ky tohoto toxického pisobeni nejsou jesté tplné
zZnamy.

Konkrétnim cilem nasi prace — vzhledem k Casté
frekvenci poklesu sniZenych renalnich funkci —
bylo:

1. zjistit koncentraci OTA ve vzorku zdravé populace,

2. zjistit, zda — a do jaké miry — dochazi k retenci
OTA v séru nemocnych se snizenymi renalnimi
funkcemi, u nichz vSak jejich pokles nevyzado-
val dialyzacni 1écbu,

3. zvazovat mozné klinické dusledky nasich naleza.

Soubor nemocnych a metodika

Byly vysetfeny tfi soubory osob:

a) soubor zdravych osob (n; = 1750),

b) soubor nemocnych s pfechodnou rendlni insufi-
cienci bez preexistujici nefropatie (n, = 25),

¢) soubor nemocnych se stabilizovanou chronic-
kou rendlni insuficienci na podkladé rtznych
typti chronickych nefropatii (n; = 103).

U vsech tfi soubori byla stanovena hladina krea-
tininu v séru a sérova koncentrace OTA. Kreatini-
némie byla stanovena na automatickém analyzatoru
Hitachi (Japonsko). Pro vlastni analytické stanove-
ni OTA bylo odebrano 10 ml krve soucasné s odbé-
rem na kreatininémii a dal$i biochemicka vySetfeni,
ktera byla 20 min temperovana na pokojovou teplo-
tu, 20 min centrifugovana pii 3000 otackach/min,
sérum bylo slito do novych sklenénych zkumavek,
které byly zmraZeny a uloZeny v mraznicce pii tep-
loté —18 °C.
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Pro stanoveni OTA byla pouZita metoda vysoko-
ucinné kapalinové chromatografie s fluorescencni de-
tekci po predchozi exktrakci OTA z 5 ml séra, zalo-
Zené na délicim koeficientu OTA ve vodnych (roz-
tok chloridu hotecnatého a kyseliny chlorovodiko-
vé, roztok 0,1 mol.I'! hydrogenuhli¢itanu sodného) a
organickych rozpoustédlech (chloroform) ve vztahu
k hodnoté pH (cca 2,5). Po odpafeni chloroformu
ve vodni lazni byl odparek rozpusStén v metanolu a
napipetovan do Eppendorfovych Spicek.

Jeden dil byl pouzit pro pfimou analyzu OTA,
druhy dil pak k potvrzeni OTA, napft. po jeho roz-
kladu enzymem karboxypeptidazou (za vzniku
ochratoxinu o a fenylalaninu), tfeti dil byl zdlohovan
pro ptipadnou kontrolu. Dobie uzaviené a popsané
$picky byly ulozeny v chladnic¢ce do doby vlastni
analyzy. (Pfi tomto zptsobu uloZeni a uzavieni jsou
stabilni cca 1 rok.) Pro stanoveni OTA na HPLC
byla pouzita mobilni faze: metanol:acetonitril:0,05
mol.I-! octan sodny:kyselina octova. Rychlost priito-
ku mobilni faze 1,5 ml.min-!. Parametry fluores-
cen¢niho detektoru: vlnovd délka — excitace 340 nm,
emise 465 nm. Pri téchto podminkéch byl elu¢ni
¢as OTA vice nez 7 min. Soucasné se vzorky byly
vzdy analyzovany standardy OTA 0,4 pg.-1, 4 pg.l-!
metanolu, slepy vzorek a dle moZnosti i vzorky sér
uméle spikované OTA. Pro zjiSténi koncentrace
OTA (pg.I't) byla pouZzita metoda vnéjSiho standar-
du, kdy se realné koncentrace OTA ve vzorku vypo-
¢te ze soucinu koncentrace standardu a poméru ploch
vzorku/standardu. Jedna se o metodu srovnatelnou s
metodami pouZivanymi celosvétoveé, s detekénim
limitem (coZ predstavuje soucasné i mez stanovitel-
nosti) 0,1 pg OTA.I-! séra. U 12 ndhodné vybranych
nemocnych (8 muzi a 4 Zeny) byla stanovena hla-
dina OTA v moci.

Vysledky byly zpracovany parovym T-testem.

Vysledky

Vysledky pramérnych koncentraci kreatininu v
séru a OTA v jednotlivych souborech jsou zachyceny
v tabulce 4.

Priimérnd hodnota OTA v séru zdravych osob
byla 0,252 pg/l pti normalni hodnoté kreatininémie
(< 110 umol/1). Ve skupiné nemocnych s prechod-
nou rendlni insuficienci (S2) byla priimérna hodno-
ta OTA v séru dokonce nizsi (0,240 ug/l) nez ve
skupiné zdravych osob (S1), pfitom doslo k ristu
kreatininémie na pramérnou hodnotu 193 pmol/l.
Zména hodnoty OTA pfi porovnani téchto dvou
skupin (S1:S2) je statisticky nevyznamna.

Ve skupiné nemocnych se stabilizovanou chro-
nickou renalni insuficienci je$té nevyZzadujicich
dialyzac¢ni 1écbu (S3) byla primérnad hodnota OTA

v séru 0,407 pg/l, pfi hodnoté kreatininémie 275
pmol/l. Zména hladiny OTA v séru je pfi porovnani
této skupiny s predchézejicimi skupinami (S1:S3, S2 :S3)
statisticky vyznamna (p = 0,001).

Tabulka 4
Prumérné hodnoty OTA a kreatininémie v datovych
souborech
Soubor n JKr < OTA
S1 1750 <110 0,252
S2 25 193 0,240
S3 103 275 0,407

(S1 — normélni populace, S2 — nemocni s pfechodnou rendlni
insuficienci, S3 — nemocni se stabilizovanou chronickou renalni
insuficienci, & Kr — primé&rna hodnota kreatininu v séru (umol/l),
& OTA — pramérnd hodnota OTA (ug/l), n — pocet ¢lenti souboru)

Diskuse

Globalizaci potravinového fetézce a otevienim
se Ceské ekonomiky svétu dochdzi i u nés k objevo-
vani se onemocnéni v minulosti prakticky nezna-
mych. V potravinich zpracovavanych a skladova-
nych v podminkéach vhodnych pro riist a rozmnoZo-
vani plisni (subtropické a tropické oblasti) a nasled-
né distribuovanych k nam se ve zvySené mife obje-
vuji bud samotné tyto mikroorganismy, nebo jejich
toxiny. Jednim z nich je i OTA, s velkym poctem
nezadoucich G¢inkl na organismus (tab. 3). Nékte-
ré prace potvrzuji, ze se OTA chova jako kumula-
tivni jed s rychlou absorpci a pomalym vylucova-
nim (11, 12), jehoZ polocas je u cloveka asi 35 dni
(23). Hlavnimi misty jeho zachytu jsou jatra, ledvi-
ny, varlata a stfevo (rychld kinetika), rezervu tvofi
tukova tkan a svaly (11, 23). V krvi je velmi silné
vazan na albumin a na makromolekulu o relativni
molekularni hmotnosti asi 20 000 (23).

V nasi praci jsme prokazali, Ze reprezentativni
vzorek nasi populace (1750 osob) ma urcitou hladi-
nu OTA v séru, tj. Ze konzumuje potraviny konta-
minované timto toxinem. Pfitom §lo o osoby, u kte-
rych nebylo prokazano zadné onemocnéni. Vysled-
ky vySetfeni nasi skupiny vyznamné nevybocuji z
vySetfeni populace v jinych stitech (3, 4, 9, 28). To
by mohlo byt diikazem zatazeni Ceské republiky do
globalniho potravinového fetézce. Pripustnd kon-
centrace OTA v séru neni definitivné stanovena, je
vSak ziejmé, Ze ¢im je niZsi, tim jsou mensi zdra-
votni rizika zptsobena ochratoxik6zou. Vzhledem k
metabolismu OTA je vSak jasné, Ze jeho velka Cast
je vazana v tzv. perifernim kompartementu (orga-
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ny), a sérovd hladina je jen ¢4steCnym ukazatelem
celkového mnoZstvi tohoto toxinu.

Druha sledovana skupina nemocnych (n = 25) s
pfechodnou rendlni insuficienci na podkladé jiného
onemocnéni neZ primarni nefropatie byla charakte-
rizovana t€Zkym klinickym stavem s vyraznou
polymorbiditou a prerendlnim typem rendlni insufi-
cience s mirnym az stfedné zdvaznym stupném
poklesu funkce ledvin. Primérné hodnoty kreatini-
nu Cinily 193 pumol/l a po stabilizaci zakladniho
onemocnéni byla rychld tendence k jeho poklesu.
Slo tedy o prechodné, reverzibilni selhéni ledvin.
Primérnd koncentrace OTA dosdhla hodnoty 0,24
pg/l a nedosahla ani hodnoty OTA u zdravé popula-
ce. Vzhledem k metabolismu OTA a jeho kumula-
tivni hladin€ je tato hodnota tedy vlastné prameér-
nou hodnotou zdravé populace. Zarovei tento udaj
prokazuje, Ze kratkodobé selhani ledvin nema vliv
na retenci OTA v séru. Z hlediska klinické interpre-
tace lze predpokladat, Ze OTA za danych okolnosti
neni nutno povazovat za faktor, ktery by pfechod-
nou rendlni insuficienci akceleroval a ktery by nutil
zvazovat jiné terapeutické Ci dietni postupy.

Treti skupina nemocnych (n = 103) se stabilizo-
vanou chronickou rendlni insuficienci trvajici
nejméné 3 roky neméla zavaznéjSi metabolické
komplikace a vlastni nefropatie vedla k rtiznému
stupni poSkozeni ledvin. Primérnd koncentrace
kreatininu u této skupiny byla 275 wmol/l a primér-
na koncentrace OTA dosahla hodnoty 0,407 pg/l. Je
to vysoce signifikantni rozdil oproti obéma pied-
chéazejicim skupindm. Prikaz, Ze u stabilizované
CHRI miZe dojit ke kumulaci OTA, lze povazovat
za vyznamny, i kdyZ v soucasné etap¢ znalosti nelze
z né¢ho vyvodit jednoznacné, klinicky aplikovatelné
zaveéry. Z obecné teoretickych poznatkl o nefroto-
xicit¢ OTA Ize pfipustit, Ze u nemocnych, ktefi
kumuluji OTA, miZe jit o jeden z akcelerujicich
faktorti progrese zakladni nefropatie, a tedy i pro-
grese chronické rendlni insuficience (7, 16, 26).

Zavéry

Vysledky prace nas opraviiuji k t€émto zavéram:
bylo prokdzano promoteni nasi populace ochra-
toxinem A,

2. srovnanim koncentraci OTA v nasi populaci s
populaci jinych statd je ziejmé, Ze globalizace
zaséhla i potravinovy trh (jime pfiblizné stejné
kontaminované potraviny),

3. u prechodné rendlni insuficience bez preexistu-
jici nefropatie nebyla zjiSt€na abnormalni
kumulace OTA v séru,

4. u stabilizované chronické renalni insuficience
na podkladé chronického postiZeni ledvin jsme

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

zjistili signifikantn€ vyznamnou retenci OTA v
séru.
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