Zavérecna zprava projektu specifického vyzkumu-zakazka ¢. 2119/2012

Nazev projektu: Stanoveni mykotoxinu ochratoxinu A v séru téhotnych Zen v 11. tydnu
téhotenstvi (v prvnim trimestru)

Specifikace FeSitelského tymu:

Odpovédny fesitel: Doc. RNDr. FrantiSek Malir, Ph.D.
Studenti magisterského studia na PfF UHK:

Bc. Alice Urbanova, 1. r., obor Systematicka biologie a ekologie
Bc. Tomas Matys, 1. r., obor Systematicka biologie a ekologie
(pro piipadny zastup za Be. Alici Urbanovou)

Na projektu dale spolupracovali:

Ing. Tomas Roubal a doc. MVDr. Vladimir Ostry, CSc.

1. Ing. Tom&s Roubal, vedouci Narodni referencni laboratofe pro biomarkery
mykotoxinil a mykotoxiny v potravinach, Zdravotni tstav se sidlem v Hradci Kréalové,
Centrum hygienickych laboratofi, Nezvalova 958, 500 02 Hradec Kralové

2. doc. MVDr. Vladimir Ostry, CSc., vedouci Narodniho referen¢niho centra

pro mikroskopické houby a jejich toxiny, Statni zdravotni Gstav v Praze, Centrum zdravi,
vyzivy a potravin v Brn¢, Palackého 3a, 612 42 Brno

Celkova ¢astka poZzadované dotace: 163 482, - K¢

Stru¢ny popis pri FeSeni projektu:
Reseni projektu bylo zaméfeno do sledovani mykotoxinu ochratoxinu A (OTA).

Vyznam a vyskyt ochratoxinu A
Mykotoxin ochratoxin A je spole¢né s mykotoxiny - deoxynivalenolem (DON),
aflatoxiny, fumonisin, dale zearalenonem pokladdn za zeméd¢€lsky nejvyznamnéj$i, jako

kontaminant surovin, potravin a krmiv plisobi vyznamné ekonomické ztraty. Navic vSak,
vzhledem k vyznamnym toxickym uG¢inkiim, ptedstavuje vyznamné riziko pro lidské a zviteci
zdravi. Do lidského organismu se dostava predevSim pfivodem potravinami- a to i pies to, ze
jeho obsah v potravinach v EU je legislativné regulovan.

Toxicita ochratoxinu A
Vyznamné jsou jeho toxické tc¢inky-napt. nefrotoxické, hepatotoxické, neurotoxickeé,
genotoxické, mutagenni a karcinogenni, ale také velmi vyznamné embryvotoxické a

teratogenni. PtfedevSim se jednd o vyznamny nefrotoxin s karcinogennim tUc¢inkem (zatim
dle klasifikace IARC WHO 1993: skupina 2 B, mozny karcinogen pro clovéka).
V soucasnosti se diskutuje problém - zda OTA neni pfimy genotoxin (tj.pfimo reagujici



s DNA za vzniku aduktl) a dokonce ,kompletni karcinogen, tj. inicidtor a promotor
karcinogenniho procesu.

zen v prvnim trimestru téhotenstvi, které je z hlediska vyvoje plodu rizikovéjsi. V roce 1979
Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv v USA (FDA: Food and Drug Administration) defininoval
kategorie rizik v téhotenstvi a do skupiny C zafadil 1é¢iva nebo i latky s teratogennimi ¢i
embryocidnimi ucinky u zvitat, i pfesto, ze nebyly provedeny zadné kontrolované studie u
zen. Piesné do této skupiny spada také ochratoxin A.

Hodnoceni expozice OTA
Je zndmo, ze hodnoceni dietdrni expozice OTA a jeho mozného zdravotniho rizika pro

Clovéka lze s vyhodou provést provést pomoci sledovani s vyuzitim tzv. biomarkerii
expozice, mezi které patii napt. stanoveni OTA v krevnim séru, jako indikatoru tzv. vnitini
davky, ktera se jiz dostala do organismu, proto toto stanoveni bylo ve studii upfednostnéno.

Odbér vzorki a jejich laboratorni zpracovani

Jednalo se o projekt experimentdlniho charakteru. Vzorky krevnich sér od t&hotnych
zen z VC. regionu byly ziskdny jako zbytkové po odbéru vzorkli na screening Downova
syndromu. Bylo s nimi pracovano naprosto anonymn¢, pouze jim byla ptidélena ¢isla 1-100.
V ramci této pilotni studie byly postacujici informace o véku té¢hotnych. V nékolika diivéjsich
studiich realizovanych ve svété bylo zjisténo, ze mnozstvi OTA v krvi plodu je 2 x vyssi ve
srovnani s matefskym sérem. Navic bylo také jednoznacné prokazano, ze OTA piechéazi

aktivnim transportem placentou. Dvé vyzkumné studie take potvrdily moZna rizika plynouci z
expozice OTA v podobé moznych kongenitalnich defektl a zvySenych rizik spontdnnich
potratl. Proto je nezbytné minimalizovat expozici OTA u té¢hotnych Zen vSeobecné, zejména
vSak v prvnim trimestru t¢hotenstvi, které je kli¢ové pro rozvoj plodu. Séra téhotnych Zen ve
veku mezi 19-40 roky byla prioritné sbirdna pro screening Downova syndromu. Zbyla séra
pak byla uloZena do plastovych kontainerti a zmrazena na — 80 °C. Béhem letnich mésict
byla séra postupné rozmrazovana a bylo v nich provedeno stanoveni ochratoxinu A metodou
HPLC s fluorescen¢ni detekci - po predchozi extrakci a nasledném vyciSténi na
imunoafinitnich kolonkach (OCHRAPREP®, R-Biopharm, Némecko). Parametry FLD byly
Ex=333 nm a Em = 465 nm. Analyzy vzorkl byly provedeny v Néarodni referen¢ni laboratofi
pro biomarkery mykotoxini a mykotoxiny v potravinach, kterd je navic pod ¢.1388
akreditovana jako soucast ZU HK u Ceského institutu pro akreditaci (nyni ZU Usti nad
Labem, regionalni pracovisté Hradec Kralové).

Dalsi vysvétleni
Pokud se tyka nékladi za sluzby ZU HK, tak uvadim nasledujici informaci, ¢ NRL

ZU HK si b&Zné normalné uétuje za provedeni komplexnich analyz ochratoxinu A ¢astku
2 000,- K¢/za 1 vzorek (+ DPH), tj. celkova cena ve vysi 112 000 K¢ + 28 000 K& DPH byla
témeét polovicni ve srovnani s cenikovou cenou.

Cena byla vyznamné levnéjsi, protoze fesitel chodil na uvedeném ukolu pracovat do

narodni referencni laboratoie /NRL/. Do NRL chodila dle Casovych moznosti, které byly



bohuzel omezené, také studentka, Bc. Alice Urbanova, kterd po dobu feSeni projektu, mivala
Casto terénni praxi, proto se pln¢ nezapojila a ani nemohla zapojit do feSeni ukolu na
separacich ochratoxinu A z lidskych sér, tak do vlastnich HPLC analyz ochratoxinu A
v rozsahu a ani v Casovém terminu, jak si feSitel pivodné ptedstavoval. Zde jsme byli navic
Gasové limitovani - jak ze strany ZU HK, do kdy musime préaci udélat - vzhledem k mnoZstvi
analyz, které¢ se v NRL provadi, tak ze strany organizatort World Mycotoxin Forum — a to
terminem zaslani posteru do 1. srpna 2012 (viz www.WMFmeetsI[UPAC.org- World
Mycotoxin Forum - WMF® and IUPAC: deadline for submission 1 August 2012;
notification of acceptance 15 September 2012). V Cervenci 2012 byla navic studentka na

zahrani¢ni dovolené, kterou jiz méla zaplacenu diive a tudiz se prace nedala v uvedenou dobu
dodélat a vuvedenou dobu bylo tfeba mit jiz podklady pfipraveny a poster na WFM
kompletovat.  To vedlo resitele kzaveru nevyplatit studentce piivodné naplanované
stipendium ve vysi 3 000 K¢. (Pozn.: V praxi lze pfti feSeni jinych projektl, napt. v rdmci MZ
CR- IGA - Interni grantové agentury, po pfisluiném zdiivodnéni a odsouhlaseni provést
zménu, navic se nejednalo o vysokou finan¢ni Castku). Zastupujici student, Bc. Tomas
Matys, se praci nakonec fyzicky nezucastnil, i kdyz mu na zacatku studie byly zakoupeny
osobni ochranné¢ pomicky (boty, koSile, kalhoty a plast) — a to taky z divodu castych

terénnich praxi. Student nemusel byt ockovan proti hepatitidé, byl o€kovan jiz drive.

Vysledky
Vysledky stanoveni ochratoxinu A v krevnim séru téhotnych Zen ve véku 19-40 let

jsou sumarizovany v prvnim fadku v Tab. 1.

OTA incidence Rozsah Pramér’ Median® 90 % Percentil
n/n’ (%) min/max (ug/l) (ug/l) (ug/l)
100/96 (96 %) 0,10/0,35 0,15 0,13 0,24
67/53 (79,%) 0,10/0,70 0,17 0,10 0,30

Vysvétl.: n, pocet vzorkl; n+: pocet pozitivnich vzorkii (OTA kontaminace > 0,1 ug/l); (%): procento
pozitivnich vzorki; b: koncentrace OTA < 0,1 pg/l zapocitany do vysledkt — jako polovina meze
stanovitelnosti (LOQ) = 0,05 pg/l (dohodou — v souladu s vysledky Monitorovanim ochratoxinu A v krevnim
séru darct krve v CR — v gesci SZU Praha). Pozn.: ve 2. fadku: kontrolni skup. krevnich sér Zenskych darct
krve (které nebyly t&hotné)., ziskana v ramci monitoringu, ¥izeného SZU.

Navratnost metody se pohybovala v rozsahu 82 — 86 % pro koncentrace OTA 0,5 —
1, 0 ng/l krevniho séra. Primérna relativni standardni odchylka opakovatelnosti (RSDr) €inila
3,1 %. Mez stanovitelnosti (LOQ) pro OTA v krevnim séru byla 0,1 pg/l. Vysledky byly
statisticky zpracovany v programu EXCEL.

Zavér:

V zadném ze 100 analyzovanych vzorkli nebyl prokazan pozitivni vysledek
na Downtiv syndrom, proto nemohla byt provedena ani statisticka korelace.

Pokud by se prokdzalo, Ze ochratoxin A je pfimy genotoxin, ktery reaguje s DNA
za tvorby aduktli a pokud by se skutecné definitivné potvrdilo, Ze ve fetalnim séru je 2 x vyssi
hladina OTA ve srovnani s matefskym sérem, pak uvazovana priimérna koncentrace OTA ve
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http://www.wmfmeetsiupac.org-/

vysi cca 0,30 pg/l, by mohla ptredstavovat pomérné vysokou negativni zatéz pro plod, protoze
zcela jisté v séru se vyskytuji dalsi mykotoxiny a jejich metabolity, ptipadné dalsi cizorodé
kontaminanty, které by mohly na plod napft. spoluptisobit synergicky (souhlasné) — ve smyslu
bud’ souctu toxickych ucinkd, nebo dokonce mozné potenciace (zesileni) ucinkl, coz
je u t¢hotnych zen a z hlediska rozvoje plodu naprosto nezddouci.

Z hlediska zde prezentovanych vysledkii u cloveka se jednalo o prvni studii v byvalém
Ceskoslovensku a v EU i celosvétové teprve o ctvrtou studii.

Splnéni kontrolovatelnych vysledku feseni:

Jiz realizovany vystup:

1) Ziskané vysledky vyzkumu €. 219/2012 byly prezentovany (autorii Frantisek
Malir, Vladimir Ostry, Tomas Roubal, Vladimir Dvorak a Alice Urbanova) ve form¢ posteru
(P70) a dale ptispévku ve Sborniku abstraktt WFM, 2012, s.151-152 - s nazvem: ,, The Level
of Ochratoxin A in Blood Serum of Pregnant Women in the Czech Republic* na
7. Konferenci of The World Mycotoxin Forum® (WFM) and XII™ TUPAC International
symposium on Mycotoxins and Phycotoxins v Rotterdamu v Holandsku, konaného ve dnech
5.- 9. 11. 2012 (Priloha ¢.1a). Jde o nejvyznamnéjsi celosvétovou akcei z oblasti sledovani
plisni a mykotoxinii, konanou vzdy pouze 1x /2 roky. Konference se zucastnilo pftes
450 odbornikii z vice nez 35 zemi svéta. Z Ceské republiky se konference a sympozia
zh&astnil doc. Frantiiek Malit (Univerzita Hradec Kralové), doc. Vladimir Ostry (SZU, CZVP
Brno) a prof. Jana Hajslova (VSCHT, Praha).

Mezinarodni konference méla velmi obsahly program, ktery byl kombinaci pfednasek,
posterovych prezentaci, workshopli a ,round table” diskuze. Celkem bylo pfedneseno
odborniky 107 pfednések a bylo presentovano 211 postert.

Pozn.: Navic ugast na této odborné akei byla jes§té vyuZita i pro Projekt OP VK, Inovace
studijnich obord zajistovanych katedrami PiF UHK®, Registraéni ¢. CZ.1.07/2.2.00/28.0118 a ziskané
informace byly zapracovany, jako samostatna kapitola do skript autorti: F. Malif, V. Ostry - s ndzvem: Pfirodni

toxiny, kterad jsou vyznamnou studijni podporou.

Resitel SV 2119/2012 se obratil na Dr. Hanse van Egmonda, jednoho z hlavnich
garantl a organizatort WFM - do Holandska — zda tato velmi vyznamna konference nebude
zaclenéna do databaze Web of Science (jako tomu bylo v roce 2005). Dr. Van Egmond sdélil,
ze nebude, ale, Ze maji zamér publikovat v srpnu 2013 specidlni ¢islo do €asopisu World
Mycotoxin Journal (s IF cca 1,4) a do které¢ho vsak budou vzhledem k prezentovanému
rozsahu (107 prednasek a 211 posterii) vybrany pouze nékteré prispévky. Resitel projevil
zéjem o publikaci ¢lanku, ale to neznamena, ze bude vybran. Je pravdépodobné, ze budou
v Casopise spiSe prezentovany piednasky (korespondence dolozena- viz pfiloha ¢.1b).
V ptipad¢, Ze tomu tak nebude, tak budou vysledky a vystupy piipraveny a odeslany do
jiného Casopisu, pravdépodobné do ,,Biomarkers* s IF v rozsahu 2,1-2,3 (kde feSitel v roce
2012 uspésné publikoval) - a to nejpozdéji do zari 2013.

2) Navic fesitel s kolektivem publikoval v dalSim sborniku s ISBN- a to: Malir, F.,
Ostry, V., Roubal, T., Urbanova A. (2012). Biomonitoring of ochratoxin A in the light of
international comparison. In. Sbornik sd€leni z Konference s mezinarodni uc¢asti Mykotoxiny
2012 (Bratislava, 18.-19.10.2012), VSCHT Praha, 42-59, ISBN 978-80-7080-764-4.



Spolecné s ing. Dvordkem, PhD feSitel provedl navic ELISA stanoveni ochratoxinu A
v krevnich sérech. Ziskané vysledky, namétené jak HPLC, tak ELISA byly odeslany docentu
Dohnalovi z KChem, Pi.F vcetn¢ podrobné dokumentace a jiz Caste¢né predpiipraveného
¢lanku v anglicting, spole¢né s dal§imi literarnimi podklady. Kolega Dohnal se zabyval jako
analytik také chemometrii, proto provede porovnani vysledkd, ziskanych obéma metodami a
clanek bude odeslan pravdépodobné do casopisu Analytical Letters /IF cca 1,016/-
(korespondence dolozena- viz ptiloha ¢.2 ze 7.9.2012) — nejdéle opét do zaii 2013.

Cerpani finan¢nich prostiedki v K¢

Polozka Plan Skuteénost
Stipendia 3000 0

* (nakonec nepfidéleno

- vysvétleno v textu)
Odmény a DPP, DPC 0 0
Zakonné zdravotni a socialni pojiSténi 0 0
Celkem osobni naklady 3000 0
Spotieba materialu celkem 0 0
Drobny hmotny a nehmotny majetek 6 302 5936
Sluzby celkem 141 080 140 509
Cestovné celkem 13100 14 541,13
Mezisoucet 163 482,- K& 160 986,13

+ 199,95

161 186,08

- 0,25

161 185,83
Kancelarsky material 0 2 611
Naklady 163 482,- K¢ 163 796,83*"*

*Vysvetl..: Celkové naklady byly piekroceny o Castku ve vysi 314, 83 KC.



Sumar vystupi FeSeni projektu

Typ vystupu Plan | Skutecnost | Poznamka
(napf. vyslo,
prijato,

v redakénim
Fizeni apod.

Pocet ¢lenu FeSitelského tymu Cerpajicich 1 0

mzdové prostredky

Z toho studenti 1 0

Pocet dizerta¢nich praci 0 0

Pocet diplomovych praci 1 1

Zarazeno do kategorie excelence - - * mohlo by byt
zafazeno do této
kategorie, protoze se
jedna teprve o 4.
studii v EU i ve svété

Jimp - vystup v impaktovaném ¢asopisu 2 0 * bude teprve
realizovano —
podrobné viz text

J — ostatni odborna periodika 0 0

B — odborna kniha 0 0

C - kapitola v odborné knize 0 0

D — ¢lanek ve sborniku 1 2

+ poster na celosvétové konferenci 1 1

F — uzitny vzor aj. 0 0

Hradec Kralové, dne 3.1. 2012

doc. RNDr. Frantisek Malit, Ph.D.




Zavérecna zprava projektu specifického vyzkumu-zakazka ¢. 2119/2012

Pocet ptiloh — celkem 5 :

Piiloha ¢.1a:

Poster s nazvem: ,, The Level of Ochratoxin A in Blood Serum of Pregnant Women in the
Czech Republic” na 7. konferenci “ The World Mycotoxin Forum® (WFM)” v Rotterdamu
Piispévek s nazvem: ,, The Level of Ochratoxin A in Blood Serum of Pregnant Women in the
Czech Republic ve Shorniku 7. konference “ The World Mycotoxin Forum® (WFM)”
Priloha 1b:

Obsah komunikace z 11.12. 2012 s Dr. Hansem van Egmondem, jednim z hlavnich
organizatordi WFM v Holandsku - ohledné publikace do World Mycotoxin Journal (s IF cca
1,4), ktery by mél vyjit v srpnu 2013.

Piiloha €. 2:

Obsah komunikace ze 7.9. 2012 s docentem Dohnalem, ohledné publikace do impatovaného
analytického c¢asopisu, ve kterém by méla byt publikovano srovnani HPLC stanoveni
ochratoxinu A v séru a ELISA stanoveni ochratoxinu A v séru (podrobnéji-viz text nahote)
Priloha ¢&. 3:

Konec¢na vysledovka v systtmu MAGION

Priloha ¢&. 4:

Zadost 0 zmény ve struktufe rozpoétu z 31.10. 2012:

a) zadost o neproplaceni stipendia ve vysi 3 000,-K¢ pro Bc. Alici Urbanovovou

( z divodu podrobné vysvétleném v textu zavéreCné zpravy);

b) prevod kompletni ¢astky za ubytovani na akci v Holandsku z projektu PfiFino - na projekt
SV ¢ 2119;

¢) povoleni Cerpani cestovného na Workshop do Brna (problematika ochratoxinu A);

d) Zadost o zakoupeni kancelarského materialu.

Priloha ¢&. 5:

Publikace ve sborniku VSCHT Praha s ISBN:

Malir, F., Ostry, V., Roubal, T., Urbanova A. (2012). Biomonitoring of ochratoxin A in the
light of international comparison. In. Sbornik sdéleni z Konference s mezinarodni ucasti
Mykotoxiny 2012 (Bratislava, 18.-19.10.2012), VSCHT Praha, 42-59, ISBN 978-80-7080-
764-4.

doc. RNDr. Frantisek Malif, Ph.D.



