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Souhrn
Autoři práce upozorňují na Základní Obecná rizika biOterOrismu. Podrobněji analyzují nefrOtOxicitu myko-

tOxinu Ochratoxinu A (OTA). Byla vyšetřena plazmatická hladina OTA u rozsáhlého SOubOru Zdravých. Byly
pOrOvnány hladiny OTA u souborů nemocných S akutní a chrOnickOu renální insuficiencí. PrOkázána byla signi-
flkantneˇ vyšší hladina OTA u nemocných S chrOnickOu renální insuficiencí. Zvažována možnost, zda retence
OTA u chronické renální insuficience není dalším akcelerujícím faktorem progrese Základní nefrOpatie, která
vedla k chrOnicke'mu selhávcíní ledvin.

Klíčová Slova: Bioterorismus; Mykotoxiny; Ochratoxiny; Nefrotoxicita ochratoxinu A (OTA); Plazmatické hladiny OTA u Zdravé
populace; Retence OTA u renální 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 mctOxin 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 Ofpatients with chronic renal
insufliciency. A Significantly higher OTA level has been prOven in patients with chronic renal insuflìciency. The
possibility Of whether OTA retention in chronic renal insufiiciency 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.

Úvod

Moderní euroatlantická civilizace, Závislá na
technickém pokroku, a centralizace obyvatelstva ve
městech jako její přímý důsledek jsou ve své podsta-
tě velice Zranitelné. Nemusí Se ani jednat o vyhlá-
šenou válku mezi dvěma státy nebo koalicemi, kde
se tato civilizační Zranitelnost projeví. V poslední
době se totiž do popředí dostává tzv. terorismus, což
je nejzákeřnější metoda boje Za Zájmy určité skupi-
ny lidí, organizací, nebo dokonce i státu (tzv. státní
terorismus). Využívá nejrůznější prostředky, mj. i
bojové biologické látky —— tzv. bioterorismus. Ve
srovnání s ostatními zbraněmi jsou biologické zbra-
ně unikátní co do rozmanitosti. Jejich příprava je
relativně lehká a levná, proto Se někdy nazývají ato-
movou Zbraní chudých. Podle vyvolávajícího
původce se tyto zbraně člení na bakteriální, virové,
rickettsiové, mykotické a toxinové. Toxiny maji
některé vlastnosti chemických zbraní a některé Z
nich jsou produkovány plísněmi (mykotoxiny) (25).
V tabulce l jsou uvedeny některé mykotoxiny účin-
né především u lidí (27).

Tabulka 1

Účinky některých mykotoxinů u lidí

Agens Produkt
Biologický _

efekt

Aspergillus flavus aflatoxin
hepatotoxicita,
kanceıogenita

Penicillium tricinetum T-2 toxin
kožní
nekróZy,
hemoragie

Aspergillus ochraceus
Penicillium viridicatum

ochratoxin A

nefrotoxicita,
hepatotoxicita,
genotoxicita,
teratogenita

Sclerotinia Sclerotiorum pSoraleny kožní toxicita

Fusarium graminearum vomitoxin
profuZní
Zvracení

Phoma Sorghina Zatím

neidentifikován
hemoragie,
rychlá Smrt

Penicillium oxalicum
kyselina

Secalonová
smrt

Stachybotrys atra satratoxin hemoragie
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Z uvedeného neúplného přehledu je zřejmé, že
účinky některých mykotoxinů jsou tak závažné, že
Za určité Situace mohou být použity jako bojové
biologické látky. K nejvýznamnějším mykotoxi-
nům patří ochratoxiny, produkované mikromyceta-
mi rodu Aspergillus a Penicillium (Aspergillus
ochraceus, Penicillium Viridicatum) (23). Ochrato-
xikóza je celosvětově Se vyskytujici mykotoxikóza
Zvířat i lidí, způsobená příjmem ochratoxinu A
(OTA) v krmivu a potravinách. Nejdůležitější zdro-
je OTA jsou Zachyceny v tabulce 2.

Tabulka 2

Možné zdroje OTA v potravinách

Cereálie Mouka, kroupy

Vepřové maso, játra, Slezina,Žıvočısne zdroje ledviny, krev

Ostatni Káva, pivo, koření, luštěniny

Tento mykotoxin byl objeven asi před třiceti lety
a postupně byly prokázány jeho závažné toxikolo-
gické účinky (20). V tabulce 3 je přehled hlavních
nežádoucích účinků OTA bezpečně prokázaných na
podkladě experimentálních poznatků. Akutní into-
xikace OTA jako bojové biologické látky je za
mírových podmínek málo pravděpodobná, nicméně
musíme S níV počítat. V experimentu byl jako biolo-
gický materiál použit pes, kterému byl podáván
OTA v denní dávce 0,2 mg/kg hmotnosti. Smrt nastala
za 10-14 dní. Při pitvě byly zjištěny patologické
změny na Střevě, lymfatických uzlinách a v ledvi-
nách (hemoragická enteritida, nekróza lymfatických
uzlin, nekróza proximálního tubulu) (14, 30).

Do popředí Se v dnešní době dostává chronická
intoxikace OTA Se všemi Svými nežádoucími účin-
ky (tab. 3). Ta je aktuální hlavně v důsledku globa-
lizace potravinového řetězce.

Tabulka 3

Přehled hlavních nežádoucích účinků OTA

Citace

Možnost akutní intoxikace 4, 30

Nefrotoxicita 1, 7, 15

Genotoxicita 2, 13

Teratogenita 5, 19

Imunosupresivni účinky 17, 18

Potenciální kancerogenita 24

Neurotoxicita 2, 13
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Cíle práce

V naší práci Se zabýváme jmenovitě nefrotoxici-
tou OTA. Zájem o tuto oblast byl vyvolán především
nálezem významně vyšších Sérových koncentrací
OTA (v některých Sestavách až v 80 %) u nemoc-
ných S balkánskou endemickou nefropatií, tj. u jed-
noho z podtypů tubulointerSticiální nefritidy (15).
Tato hypotéza byla později podpořena průkazem pří-
tomnosti OTA Ve Stravě zasažené populace (21, 22).
Navíc u části nemocných byl OTA nalezen i v jejich
moči, a to bez ohledu na Stav renálních funkcí (6).
Existují také práce o častějším výskytu nádorů
Vývodných močových cest u lidí S vyššími hodno-
tami OTA V Séru a v moči (24). Experimentální práce
o nefrotoxicitě OTA ve Svém Souhrnu dokumentují,
že tento mykotoxin narušuje intracelulární metabo-
lické pochody S následnou apoptózou renálních
buněk (1, 8, 10, 29, 31), narušuje renální hemody-
namiku a vede k poklesu glomerulámí filtrace i
tubulámí resorpce (7). Znalosti o globálním působe-
ní OTA na ledviny u člověka a vlastní klinické důsled-
ky tohoto toxického působení nejsou ještě úplně
známy.

Konkrétním cílem naší práce - Vzhledem k časté
frekvenci poklesu Snížených renálních funkcí —
bylo:
l. zjistit koncentraci OTA ve vzorku zdravé populace,
2. zjistit, zda — a do jaké míry — dochází k retenci

OTA v Séru nemocných Se Sníženými renálními
funkcemi, u nichž Však jejich pokles nevyžado-
val dialyzační léčbu,

3. zvažovat možné klinické důsledky našich nálezů.

Soubor nemocných a metodika

Byly vyšetřeny tři Soubory osob:
a) Soubor zdravých osob (nl = 1750),
b) Soubor nemocných S přechodnou renální insufi-

ciencí bez preexistující nefropatie (n2 = 25),
c) Soubor nemocných Se Stabilizovanou chronic-

kou renální insuficiencí na podkladě různých
typů chronických nefropatií (n3 = 103).

U všech tří Souborů byla Stanovena hladina krea-
tininu v Séru a SéroVá koncentrace OTA. Kreatini-
némie byla Stanovena na automatickém analyzátoru
Hitachi (Japonsko). Pro vlastní analytické Stanove-
ní OTA bylo odebráno 10 ml krve Současně S odbě-
rem na kreatininémii a další biochemická Vyšetření,
která byla 20 min temperována na pokojovou teplo-
tu, 20 min centrifugována při 3000 otáčkách/min,
Sérum bylo Slito do nových Skleněných zkumavek,
které byly zmraženy a uloženy v mrazničce při tep-
lotě -18 °C.
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Pro Stanovení OTA byla použita metoda vysoko-
účinné kapalinové chromatografie S fluorescenční de-
tekcí po předchozí exktrakci OTA Z 5 ml séra, zalo-
žené na dělicím koeficientu OTA ve vodných (roz-
tok chloridu hořečnatého a kyseliny chlorovodíko-
vé, roztok 0,1 mol.l-l hydrogenuhličitanu sodného) a
organických rozpouštědlech (chloroform) ve vztahu
k hodnotě pH (cca 2,5). Po odpaření chloroformu
ve vodní lázni byl odparek rozpuštěn v metanolu a
napipetován do Eppendorfových špiček.

Jeden díl byl použit pro přímou analýzu OTA,
druhý díl pak k potvrzení OTA, např. po jeho roz-
kladu enzymem karboxypeptidázou (za vzniku
ochratoxinu ot a fenylalaninu), třetí díl byl zálohován
pro případnou kontrolu. Dobře uzavřené a popsané
špičky byly uloženy v chladničce do doby vlastní
analýzy. (Při tomto způsobu uložení a uzavření jsou
Stabilní cca 1 rok.) Pro Stanovení OTA na HPLC
byla použita mobilní fáze: metanol:acetonitril:0,05
moll-l octan sodnýzkyselina octová. Rychlost průto-
ku mobilní fáze 1,5 ml.min-1. Parametry fluores-
cenčního detektoru: vlnová délka — excitace 340 nm,
emise 465 nm. Při těchto podmínkách byl eluční
čas OTA více než 7 min. Současně Se vzorky byly
vždy analyzovány Standardy OTA 0,4 pg.l-1, 4 pgl-l
metanolu, Slepý vzorek a dle možnosti i vzorky Sér
uměle Spikované OTA. Pro zjištění koncentrace
OTA (pgll) byla použita metoda vnějšího Standar-
du, kdy Se reálná koncentrace OTA ve vzorku vypo-
čte ze Součinu koncentrace Standardu a poměru ploch
vzorku/Standardu. Jedná se o metodu Srovnatelnou S
metodami používanými celosvětově, S detekčním
limitem (což představuje Současně i mez Stanovitel-
noSti) 0,1 pg OTA.1`l Séra. U 12 náhodně vybraných
nemocných (8 mužů a 4 ženy) byla Stanovena hla-
dina OTA v moči.

Výsledky byly zpracovány párovým T-testem.

Výsledky

Výsledky průměrných koncentrací kreatininu v
Séru a OTA v jednotlivých Souborech jsou zachyceny
v tabulce 4.

Průměrná hodnota OTA v Séru zdravých osob
byla 0,252 pg/l při normální hodnotě kreatininémie
(< 110 umol/l). Ve Skupině nemocných S přechod-
nou renální insuficiencí (S2) byla průměrná hodno-
ta OTA v Séru dokonce nižší (0,240 ug/l) než ve
skupině zdravých osob (S1), přitom došlo k růstu
kreatininémie na průměrnou hodnotu 193 umol/l.
Změna hodnoty OTA při porovnání těchto dvou
Skupin (Sl:S2) je Statisticky nevýznamná.

Ve Skupině nemocných Se stabilizovanou chro-
nickou renální insuficiencí ještě nevyžadujících
dialyzační léčbu (S3) byla průměrná hodnota OTA
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v Séru 0,407 pg/l, při hodnotě kreatininémie 275
umol/l. Změna hladiny OTA v Séru je při porovnání
této Skupiny S předcházejícími Skupinami (81:53, SZ :S3)
Statisticky významná (p = 0,001).

Tabulka 4

Průměrné hodnoty OTA a kreatininémie v datových
souborech

Soubor n øKr ø OTA

Sl 1750 <110 0,252

S2 25 193 0,240

S3 103 275 0,407

(Sl - normální populace, S2 — nemocni S přechodnou renální
insuficiencí, S3 — nemocní Se Stabilizovanou chronickou renální
insuficiencí, ø Kr - průměrná hodnota kreatininu v Séru (umol/l),
ø OTA - průměmá hodnota OTA (ng/l), n — počet členů Souboru)

Diskuse

Globalizací potravinového řetězce a otevřením
Se české ekonomiky Světu dochází i u nás k objevo-
vání se onemocnění v minulosti prakticky nezná-
mých. V potravinách Zpracovávaných a Skladova-
ných v podmínkách vhodných pro růst a rozmnožo-
vání plísní (Subtropické a tropické oblasti) a násled-
ně distribuovaných k nám Se ve zvýšené míře obje-
vují bud' Samotné tyto mikroorganismy, nebo jejich
toxiny. Jedním Z nich je i OTA, S velkým počtem
nežádoucích účinků na organismus (tab. 3). Někte-
ré práce potvrzují, že Se OTA chová jako kumula-
tivní jed S rychlou absorpcí a pomalým vylučová-
ním (11, 12), jehož poločas je u člověka aSi 35 dní
(23). Hlavními místy jeho Záchytu jsou játra, ledvi-
ny, varlata a Střevo (rychlá kinetika), rezervu tvoří
tuková tkáň a Svaly (11, 23). V krvi je velmi Silně
vázán na albumin a na makromolekulu o relativní
molekulární hmotnosti asi 20 000 (23).

V naší práci jsme prokázali, že reprezentativní
vzorek naší populace (1750 osob) má určitou hladi-
nu OTA v Séru, tj. že konzumuje potraviny konta-
minované tímto toxinem. Přitom šlo o osoby, u kte-
rých nebylo prokázáno žádné onemocnění. Výsled-
ky vyšetření naší skupiny významně nevybočují z
vyšetření populace v jiných Státech (3, 4, 9, 28). To
by mohlo být důkazem Zařazení České republiky do
globálního potravinového řetězce. Přípustná kon-
centrace OTA v Séru není definitivně Stanovena, je
však Zřejmé, že čím je nižší, tím jsou menší zdra-
votní rizika způsobená ochratoxikózou. Vzhledem k
metabolismu OTA je však jasné, že jeho velká část
je vázána v tzv. periferním kompartementu (orgá-
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ny), a Sérová hladina je jen částečným ukazatelem
celkového množství tohoto toxinu.

Druhá Sledovaná Skupina nemocných (n = 25) S
přechodnou renální insuficiencí na podkladě jiného
onemocnění než primární nefropatie byla charakte-
rizována těžkým klinickým stavem S výraznou
polymorbiditou a prerenálním typem renální insufi-
cience S mírným až Středně závažným Stupněm
poklesu funkce ledvin. Průměrné hodnoty kreatini-
nu činily 193 umol/l a po Stabilizaci základního
onemocnění byla rychlá tendence k jeho poklesu.
Šlo tedy o přechodné, reverzibilní Selhání ledvin.
Průměrná koncentrace OTA dosáhla hodnoty 0,24
ug/l a nedosáhla ani hodnoty OTA u zdravé popula-
ce. Vzhledem k metabolismu OTA a jeho kumula-
tivní hladině je tato hodnota tedy vlastně průměr-
nou hodnotou zdravé populace. Zároveň tento údaj
prokazuje, že krátkodobé selhání ledvin nemá vliv
na retenci OTA v séru. Z hlediska klinické interpre-
tace lze předpokládat, že OTA za daných okolností
není nutno považovat za faktor, který by přechod-
nou renální insuficienci akceleroval a který by nutil
zvažovat jiné terapeutické či dietní postupy.

Třetí skupina nemocných (n = 103) se Stabilizo-
vanou chronickou renální insuficiencí trvající
nejméně 3 roky neměla závažnější metabolické
komplikace a vlastní nefropatie vedla k různému
stupni poškození ledvin. Průměrná koncentrace
kreatininu u této Skupiny byla 275 umol/l a průměr-
ná koncentrace OTA dosáhla hodnoty 0,407 ug/l. Je
to vysoce Signifikantní rozdíl oproti oběma před-
cházejícím Skupinám. Průkaz, že u Stabilizované
CHRI může dojít ke kumulaci OTA, lze považovat
za významný, ikdyž v současné etapě znalostí nelze
Z něho vyvodit jednoznačné, klinicky aplikovatelné
závěry. Z obecně teoretických poznatků o nefroto-
xicitě OTA lze připustit, že u nemocných, kteří
kumulují OTA, může jít o jeden z akcelerujících
faktorů progreSe základní nefropatie, a tedy i pro-
grese chronické renální insuficience (7, 16, 26).

Závěry

Výsledky práce nás opravňují k těmto závěrům:
1. bylo prokázáno promoření naší populace ochra-

toxinem A,
2. Srovnáním koncentrací OTA v naší populaci s

populací jiných států je zřejmé, že globalizace
Zasáhla i potravinový trh (jíme přibližně stejně
kontaminované potraviny),

3. u přechodné renální insuficience bez preexistu-
jící nefropatie nebyla zjištěna abnormální
kumulace OTA v séru,

4. u stabilizované chronické renální insuficience
na podkladě chronického postižení ledvin jsme

10.

11.

12.

14.

15.

16.
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zjistili Signifikantně významnou retenci OTA v
séru.
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