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Pathogenic effects of ochratoxin A

Summary

Some fungi in specific environmental conditions may produce mycotoxins, especially ochratoxin A. It is
produced mainly by Aspergillus ochraceus, A. carbonarium and Penicillium verrucosum, and commonly
occurs in foodstuff and feed products. Ochratoxin A is metabolized in the organism in the liver and excreted
mainly by the urinary way as well as with bile and feces. After absorption by the organism, ochratoxin
binds blood serum proteins, which retards its direct toxic action but elongates its half time. Ochratoxin A
demonstrates a multifactorial pathological influence, especially nephrotoxic, hepatotoxic, immunotoxic and
carcinogenic. By damaging the mechanism responsible for the organic anion transport in epithelial cells brush
border of the proximal convoluted tubules it causes kidney dysfunction.

The disturbance of protein synthesis negatively influences mitotic divisions and differentiation of rapidly
dividing cells in the immunologic system and mucus membrane of the digestive tract. Ochratoxin causes
periodical inhibition of osteoblast proliferation, collagen fibers synthesis and bone mineralization. In humans
ochratoxin is recognized as the main etiologic factor of Balkan Endemic Nephropathy, while in pigs it causes

a disease named mycotoxicose nephropathy.
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Grzyby wystepuja w naturze jako heterotroficzne
mikroorganizmy. Wytwarzaja one weglowodany, kwas
cytrynowy i szereg innych kwasow. Niektore z nich,
jak Aspergillus, Penicillium czy Fuzarium, produkuja
ponadto wtorne metabolity zwane mikotoksynami (1).
Ze wzgledu na znaczne rozpowszechnienie mikotoksyn
w paszach 1 w produktach zywnos$ciowych stanowia
one powazne zagrozenie dla zdrowia zaré6wno ludzi, jak
1 zwierzat (17). Ocenia sig, ze okoto 25%, a wedtug
niektorych szacunkow nawet do 40% ziarna zb6z na
swiecie skazone jest co najmniej jedna mikotoksyna
(8). Powoduje to znaczne straty ekonomiczne (16). Te
specyficzne metabolity grzyboéw znane sa od dawna,
jednak mozliwos$¢ ich patogennego wplywu na orga-
nizm zwierzat nie byta brana pod uwagg, az do czasu
wystapienia ostrego zatrucia u indykow w Anglii
w 1960 r. Padto woéwczas ponad sto tysiecy ptakow,
a przyczyna zatrucia okazato si¢ spozycie paszy ska-
zonej aflatoksyna (8). Od tego czasu w wielu labora-
toriach na catym $wiecie podj¢to intensywne badania
nad mikotoksynami. Aktualnie znanych jest okoto 400
mikotoksyn (8). Ze wzgledu na swoja zroznicowana
budowe chemiczna mikotoksyny wykazuja rozne dzia-
fanie patogenne. Najcze$ciej dziataja one: nefrotok-
sycznie (10, 26, 30, 35), hepatotoksycznie (5, 11),
cytotoksycznie (2-5), neurotoksycznie (5, 39), karci-

O

Ir=z

////

CH,

Cl
Ryc. 1. Wz6r strukturalny ochratoksyny

nogennie (4, 8, 34), estrogennie (39), immunosupre-
syjne (9, 22, 29), a takze teratogennie (5, 25). Naj-
wigksze znaczenie z punktu widzenia toksykologicz-
nego maja: aflatoksyna, ochratoksyna A, patulina,
citrinina, rubratoksyna, fumonizyny (B1, B2, B3),
zearalenon oraz trichoteceny grupy A 1 grupy B.

Ochratoksyna A (OTA) jest bezbarwna substancja
krystaliczna dobrze rozpuszczalna w polarnych rozpusz-
czalnikach organicznych oraz wodnych roztworach
o odczynie zasadowym. Stabo natomiast rozpuszcza
si¢ w wodzie (28). Posiada strukturg ztozona z jednej
czasteczki dihydroizokumaryny (7-karboksy-5-chloro
8-hydroksy-3,4-dihydro-3 R-metylizokumaryna) zwia-
zanej wigzaniem peptydowym z L-B-fenyloalaninag
(ryc. 1) (2,4, 5).
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Jest ona wytwarzana przez jedenascie gatunkow
grzybow z rodzaju Aspergillus oraz dziesi¢¢ gatunkdéw
grzybow z rodzaju Penicillium. Obecnie uwaza sig, ze
gtownymi gatunkami grzybow wytwarzaj qcych ochra-
toksyne A sa: Penicillium verrucosum najczesciej spo-
tykany w krajach strefy umiarkowanej oraz Asper-
gillus ochraceus 1 Aspergillus carbonarium, ktore
rozwijaja si¢ w cieptym klimacie krajow troplkalnych
Wzrost tych grzybow nie jest jednak rownoznaczny
z wytwarzaniem przez nie duzej ilo$ci ochratoksyn,
ktore zalezy zar6wno od szeregu czynnikow wewnetrz-
nych, jak: aktywno$¢ wodna, pH oraz potencjat redox,
jak i zewnetrznych, jak: wilgotno$¢ wzgledna, tempe-
ratura, dostgpnos¢ tlenu oraz sktad substratu (8).
Wzrost pH wptywa zdecydowanie hamujaco na syn-
tezg ochratoksyny.

Toksyczne metabolity grzybow Aspergillus moga
wystepowa¢ w wielu produktach spozywczych, mig-
dzy innymi w kawie, piwie, ziarnach zb6z oraz w prze-
tworach mleczarskich. Srednie skazenie pasz ochra-
toksyna A ksztaltuje si¢ na poziomie okoto 100-500
ng/kg, a w przypadku nlepraw1d10wych warunkow
przechowywania moze osiaga¢ wartoSci nawet powy-
7ej 5000 pg/kg (7). W Polsce (w latach 1984-1985) na
368 badanych probek chleba w 63 stwierdzono obec-
no$¢ ochratoksyny A w $rednim stezeniu 1360 pg/kg,
a na 215 badanych probek maki w 48 stwierdzono
obecno$¢ ochratoksyny A o $rednim stezeniu 4370
;,Lg/kg (17). Byta ona obecna takze we krwi, watrobie
1 nerkach zwierzat poddanych ubojowi (36). Badania
przeprowadzone w krajach bytej Jugostawii 1 w Kana-
dzie wykazaly obecnos$¢ ochratoksyny A na poziomie
10-229 ng/ml we krwi loch poddanych ubojowi (36).

Wedtug ustalen FAO/WHO, 112 ng/kg masy ciata
jest orientacyjna tolerowana tygodniowa dawka ochra-
toksyny, ktéra odpowiada dawce dziennej na pozio-
mie 16 ng/kg masy ciata. Dawka ta zostata obliczona
na podstawie najnizszego pozmmu ochratoksyny
powodujacego uszkodzenie nerki $wini, ktora jest
najbardziej wrazliwym zwierzgciem gospodarsklm
W krajach Unii Europejskiej maksymalne dopuszczalne
stezenie ochratoksyny A wynosi 5 pg/kg w zbozach
(ryz, jeczmien), 3 pg/kg dla produktéw zbozowych
1 ziarna zboz przeznaczonego bezposrednio dla kon-
sumpcji czlowieka oraz 10 pg/kg dla suszonych owo-
cow przeznaczonych do produkcji win (1). Migdzy-
narodowa Agencja Badan nad Rakiem (IARC), oce-
niajac wptyw ochratoksyny A na organizm czlowieka
1 zwierzat, uznala jej karcinogenne dziatanie 1 zakwali-
fikowata ja do grupy 2B karcinogenow (8, 13), jednak
dzienne dawki 5 ng ochratoksyny/kg masy ciata nie
wykazuja dziatania karcinogennego (25).

Ro6zna wrazliwo$¢ poszczegolnych gatunkow zwie-
rzat na ochratoksyne A obrazuje tab. 1.

Mikotoksyny wnikaja do organizmu najczgsciej
droga pokarmowa, rzadziej droga oddechowa, przez
skorg badz przez spojowki. Do ptodu przenikaja przez
tozysko (5, 7), a potem wydzielane sa z mlekiem mat-
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ki (39). W przewodzie pokarmowym tylko niewielka
ilo§¢ ochratoksyny A wchianiana jest przez btong slu-
zowa zotadka w postaci niezj onlzowanej na zasadzie
dyfuzji biernej (13, 25). Gtéwnym miejscem wchta-
niania mikotoksyn, a w szczego6lnosci ochratoksyny
A jestjelito cienkie, zwlaszcza poczatkowa czg$¢ jeli-
ta czczego (13, 37). Wnika ona do komoérek zar6wno
za posrednictwem aktywnego transportu, jak 1 droga
biernej dyfuzji. Wnikanie to jest jednak redukowane
przez aktywno$¢ pomp w btonie szCZytowego obsza-
ru enterocytow. Sa to transportery anionOw organicz-
nych zwane biatkami opornosci wielolekowej MRP-2
(Multidrug Resistance Protein-2) (13). U §win w je-
litach wchtaniane jest 66% pobranej ochratoksyny,
u krolikéw 56%, a u brojleréw 40% (13). Po wchio-
nigciu z krwia zyty wrotnej dostaje si¢ ona do watroby
1 dalszych narzadow. W 99% zostaje zwigzana z bial-
kami surowicy krwi 1 tylko niewielka ilo$¢ pozostaje
we krwi w postaci wolnej (8). W szczegolnosci taczy
si¢ z albuminami surowicy oraz z makroczasteczka
o masie molekularnej 20 KDa (8, 13, 14, 25, 26).
Mechanizm, poprzez ktory ochratoksyna A taczy si¢
z albuminami, nie jest doktadnie wyjasniony. Wediug
niektérych doniesien taczy si¢ ona w postaci di-anio-
néw z podjednostkami ITA 1 [IB albumin surowiczych
(13). Opodznia to transport ochratoksyny A do narza-
dow wewnetrznych i wydhuza jej okres pottrwania,
prowadzac w konsekwencji do przewlektych efektow
toksycznych (25, 26). Polaczenia OTA z albuminami
moga by¢ jednak konkurencyjnie zastgpowane inny-
mi ligandami anionowymi, takimi jak: aminotransfe-
razy, fenyloalanina oraz niektére niesterydowe leki
przeciwzapalne. Okres poltrwania OTA jest najdtuz-
szy u ludzi 1 wynosi 30 dni. U matp wynosi on 21 dni,

u swin tylko 75-120 godz., a u szczurdéw 55-230 godz.
Stezenie ochratoksyny A i jej metabolitow w suro-
wicy zalezy od: wysokos$ci dawki, czasu ekspozycji,
drogi podania, okresu pottrwania, od tego, czy jest ona
podana naturalnie w paszy, czy w postaci czystej oraz
od stopnia wigzania z biatkami surowicy (13). Okoto
30-40% ochratoksyny A wydalane jest droga moczo-

Tab. 1. Dawka DL, ochratoksyny dla réznych gatunkéw
Zwierzat*

Gatunek zwierzgcia (mghg [r)nLasgy clata) Droga podania
Mysz (samiec) 51+68 doustnie
Mysz (samica) 22 dootrzewnowo
Szczur (samiec/samica) 12,6/14,3 dootrzewnowo
Brojler 3.3 doustnie
Indyk 5,9 doustnie
Swinia 1 doustnie
Pies 0,2 doustnie
(ss‘:;]il:eac /Tao;]silé: ) 9,1/8,1 doustnie

Objasnienie: * zrodto: Faucet-Margquis V. (13)
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wa. W nerkach jest ona filtrowana w kigbkach nerko-
wych 1 z moczem pierwotnym dostaje si¢ do §wiatta
proksymalnych kanalikéw kretych, skad moze by¢
czg$ciowo reabsorbowana i ponownie wraca do krwi.
Eliminacja poszczeg6lnych ochratoksyn jest zrozni-
cowana. Badania przeprowadzone na szczurach przez
Li1wsp. wykazaty, ze najdtuzszy jest czas pottrwania
ochratoksyny A —wynosi 103 godziny. Natomiast czas
pottrwania metabolitow OTA wynosi: dla Op-OTA 50
godz., dla OT a 9,6 godz., dla 4-OH-OTA 6 godz., dla
OTB 4,2 godz., a dla OTC 0,6 godz. (13, 24). Ochra-
toksyna A, ochratoksyna B oraz ochratoksyna a s eli-
minowane gtownie droga moczowa (48%). Natomiast
4-OH-OTA jest eliminowana gldwnie droga zotciowa
(41%) (13). In vitro ochratoksyna A jest hydrolizowa-
na przy udziale enzyméw trawiennych, tj. a chymo-
trypsyny i karboksypeptydazy do ochratoksyny a i feny-
loalaniny (15, 39). Inkubacja ochratoksyny A z mi-
krosomami komodrek watrobowych szczura, $wini
1 cztowieka, a takze w hodowli komorkowej nerki
malp i nabtonka oskrzelowego czlowieka prowadzi
do powstania dwdch epimeréow hydroksylowanych, tj.
4-R-hydroksyochratoksyny A (4R-OHOA) i 4-S-hy-
droksyochratoksyny A. Natomiast inkubacja ochrato-
ksyny A z mikrosomami komoérek watrobowych kro-
lika lub nerki §wini prowadzi do powstania 10-hydro-
ksyochratoksyny A (10-OHOA) (13). Wszystkie te
transformacje sa zalezne od systemu mikrosomalnego
monooksygenazy cytochromowej i CYP P-450 oraz
peroksydazy. Niektorzy autorzy sugeruja, ze ochra-
toksyna A jest stabo metabolizowana przez biatka
enzymatyczne P-450, a jej toksyczne oddzialtywanie
wynika gtownie ze stresu oksydatywnego (2, 13), dla-
tego dodawanie do paszy witamin A, C i E — maja-
cych wilasciwosci przeciwutleniajace — zmniejsza jej
patogenne dzialanie.

Ochratoksyna A wykazuje réznorodne dzialania
patogenne, ale przede wszystkim dziata nefrotoksycz-
nie. Jest ona uznana za jeden z glownych czynnikéw
etiologicznych wielu chorob nerek o przebiegu ostrym
i przewlekltym. U szczuréw karmionych przez 8-12 ty-
godni dieta skazong ochratoksyna A w stezeniu 2 mg/kg
nastgpuje zmniejszenie aktywnosci dehydrogenazy
mleczanowej, fosfatazy alkalicznej, leucyno-amino-
peptydazy, gamma-glutamylo-transferazy oraz N-ace-
tylo-B-D-glukozo-amidazy we krwi (13). Na Batkanach
wystepuje ona powszechnie w produktach zywnoscio-
wych oraz w paszach, a w surowicy krwi mieszkaja-
cych tam ludzi stwierdza si¢ okoto 50 nM ochratoksyny
(14). Wywoluje tam chorobg zwang batkanska ende-
miczna nefropatia (BEN) (4, 5, 33, 34). Choroba ta
zostata stwierdzona po raz pierwszy w latach 50. XX w.
w Jugostawii, Rumunii 1 Butgarii i byla wigzana ze
spozyciem owocOw skazonych ochratoksyna A. Czgs-
totliwo$¢ jej wystgpowania w zagrozonych popula-
cjach wynosi okoto 2-25%, a $redni wskaznik $mier-
telnosci wedhlug oficjalnych statystyk w latach 1957-
-1984 wynosit 3% rocznie, przy czym kobiety okazaty
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si¢ bardziej wrazliwe niz mgzczyzni (25). Ostatnie
badania wskazuja, ze na terenach dotknigtych batkan-
ska endemiczna nefropatia ochratoksyna A obecna jest
we krwi 6-18% populacji ludzkiej. Choroba ma cha-
rakter przewlekty 1 rozwija si¢ w ciagu kilku lat z po-
stgpujacym rozlanym witoknieniem nerek (8). U jed-
nego na trzech pacjentéw umierajacych na batkanska
endemiczna nefropati¢ notowano takze brodawczaki
lub raki miedniczki nerkowej, moczowodow i peche-
rza moczowego (25, 34). Badania mikrobiologiczne
tych pacjentow wykazaty obecno$¢ bakterii z rodzaju
Enterobacter, Proteus oraz E. coli w moczu i kale (35).

U zwierzat ochratoksyna zostata uznana za gtowny
czynnik etiologiczny przewleklej mikotoksykozowe;j
nefropatii $win (MPN) (35). Po raz pierwszy stwier-
dzono ja w Danii, a nastgpnie w Bulgarii (36). Choroba
rozwija si¢ w ciagu kilku miesigcy, a jej najbardziej
widoczna cecha jest powigkszenie nerek, dlatego
w Danii wszystkie §winie wykazujace w rutynowych
badaniach poubojowych powigkszenie nerek badane
sa w kierunku obecno$ci ochratoksyny A, a w przy-
padku stwierdzenia w nerkach ilo$ci przekraczaJ acych
10 pg/kg cata tusza podlega konfiskacie. Srednia za-
wartos¢ ochratoksyny A w paszy wywolujaca myko-
toksykozowa nefropatig Swin wyn051 okoto 200 pg/kg.
W 1994 r. w surowicy krwi $win pochodzacych z tego
regionu stwierdzano $rednio 60,9 ng/ml ochratoksyny
A, a w tkance nerkowej 42-427 ng/g. Zaréwno bal-
kanska endemiczna nefropatla jak i mikotoksyko-
zowa nefropatia §win charakteryzuja si¢ zmianami
zwyrodnieniowymi komorek nabtonka proksymalnych
kanalikoéw nerkowych oraz §rédmiazszowym widknie-
niem nerek (8, 26, 36). Klinicznymi konsekwencjami
tych procesow sa poliuria oraz zmiany parametrow
biochemicznych i hematologicznych krwi. Dziatanie
nefrotoksyczne polega na uszkodzeniu mechanizmu
odpowiedzialnego za transport anion6w organicznych
w rabku szczoteczkowym komorek nabtonka proksy-
malnych kanalikéw nerkowych (31). Uszkodzenie
funkcji nerki, a w szczeg6lnos$ci kanalikéw nerkowych
prowadzi do zwigkszenia ilosci moczu (poliuria), za-
wartosci glukozy (glikozuria) i bialka (proteinuria)
oraz przenikania do moczu gamma-glutamylo-trans-
ferazy, fosfatazy alkalicznej i leucyno-aminopeptyda-
zy (enzymuria). Zaréwno glikozuria, jak i proteinuria
powstaja na skutek zaburzenia reabsorpcji w proksy-
malnych kanalikach nerkowych (35).

Ochratoksyna A powoduje takze uszkodzenie ukta-
du odpornosciowego ptakow. U drobiu obserwowano
zmniejszenie liczby limfocytow (18, 22) 1 ostabienie
odpowiedzi typu komoérkowego (12), a w niektorych
przypadkach takze odpowiedzi typu humoralnego (25,
35, 36). Sam mechanizm immunosupresyjnego dzia-
Jania mikotoksyn, a w szczeglnosci ochratoksyny A
nie jest do konca wyjasniony. Wielu autoréw sugeruje,
ze hamowanie przez OTA syntezy biatek (2-5, 18)
wplywa negatywnie na podzial mitotyczny szybko
dzielacych si¢ komoérek uktadu immunologicznego
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(18). Obniza ona takze aktywnos$¢ dopelniacza oraz
ostabia aktywno$¢ makrofagdéw spetiajacych istotna
rol¢ w nieswoistej odpowiedzi immunologiczne;j.
Ostatnie badania ptakow karmionych pasza skazona
ochratoksyna A w stezeniu 2-4 mg/kg w okresie 21
dni wykazaly spadek bialka catkowitego surowicy
krwi, liczby limfocytow oraz zmniejszenie masy na-
rzadow limfatycznych, jak: grasica, torba Fabrycjusza
1 §ledziona (22, 30). Ptaki pobieraja najczgsciej pasze
zawierajaca niskie dawki mikotoksyn. Prowadzi to
jednak do stopniowego ostabienia odpornosci orga-
nizmu, zwigkszajac podatnos¢ na rozne choroby (33)
bakteryjne, jak salmonelloza (12, 35), kolibakterioza
(35), wirusowe, jak choroba Gumboro i choroba Ma-
reka oraz pasozytnicze, jak kokcydioza (21). U indy-
kéw, a takze u kurczat brojlerow w przebiegu zatrucia
ochratoksyna czgsto notowane sa zapalenia workow
powietrznych (25).

Zaburzenia metaboliczne w ochratoksykozie zwia-
zane sa z uposledzeniem oddychania mitochondrial-
nego (13, 14, 25) w wyniku dysfunkcji transporteréw
fosforu w blonic mitochondrialnej oraz zaburzenia
aktywnosci ATP-azy w wewngtrznej blonie mitochon-
drialnej (25). Dochodzi takze do konkurencyjnego
hamowania aktywnosci dehydrogenazy bursztyniano-
wej 1 oksydazy cytochromowej C oraz hamowania
aktywnosci enzyméw cyklu Krebsa z obnizeniem pro-
dukcji ATP. Waznym kierunkiem patogennego dziata-
nia ochratoksyny jest peroksydacja nienasyconych
kwasow tluszczowych (2, 4, 5, 26, 32) tworzacych
struktury bton komorkowych. Uszkodzenie 1 wzmo-
zona przepuszczalnos¢ struktur btonowych komorki
prowadzi do zaburzenia homeostazy wapniowej ze
wzrostem poziomu wolnego wapnia w cytoplazmie,
aktywacji enzymow, a w nastepstwie uszkodzenia ko-
morek i tkanek.

Klinicznym wyrazem hepatotoksycznego dzialania
ochratoksyny A jest zmniejszenie poziomu biatka cat-
kowitego, albumin, cholesterolu (27, 33), trojglicery-
dow oraz zmniejszenie aktywnosci gamma-glutamy-
lo-transferazy i cholinesterazy w surowicy krwi (34).
Wiazanie z albuminami (4, 5, 7, 14, 15, 17, 26), utrud-
nia przenikanie OTA z krwiobiegu do komorek wat-
robowych oraz nerkowych, a w konsekwenc;ji jej eli-
minacj¢ z organizmu (25, 26, 39). W celu utrzymania
ochratoksyny A we krwi organizm moze okresowo
zwigkszy¢ wytwarzanie albumin, co minimalizuje
uszkodzenie narzadow (27). Zaburzony zostaje takze
metabolizm weglowodanow (4, 5, 14, 39). OTA moze
hamowa¢ metabolizm zaréwno glukozy, jak i insuli-
ny, powodujac gromadzenie glikogenu w watrobie.
Nastgpuje zmniejszenie aktywnos$ci karboksykinazy-
fosfoenolopirogronianu (PEPCK) ze znaczna reduk-
cja procesu neoglukogenezy nerkowej (25, 39). Ochra-
toksyna A pierwotnie uszkadza enzymy zwiazane
zmetabolizmem fenyloalaniny. Hamuje ona aktywno$¢
enzymow zaangazowanych w syntez¢ kompleksu
fenyloalanina-t-RNA. Moze rowniez wspoireagowac
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z innymi enzymami, ktdre uzywaja fenyloalaniny jako
substratu. Zajmuje miejsce fenyloalaniny i powoduje
zaburzenie biosyntezy biatek, gtoéwnie glikoprotein
1 lipoprotein budujacych struktury bton komérkowych.
Jako inhibitor biosyntezy bialek powoduje migdzy
innymi destabilizacjg struktur blon plazmatycznych
plemnikow (6). Zatrucie mikotoksynami powoduje
powstawanie rodnikéw nadtlenkowych (2), ktére
uszkadzaja btony plazmatyczne, DNA i RNA (34) oraz
mitochondria (14, 32, 33). W nastepstwie rozpadu
makromolekut dochodzi do wzrostu malonylo-di-
-aldehydu (MDA), ktory stanowi koncowy produkt
peroksydacji thuszczéw 1 uznawany jest za biomarker
stresu oksydatywnego oraz uszkodzenia komorki (14).

Ochratoksyna A poprzez tozysko trafia do ptodu,
gdzie ulega kumulacji. Wykazuje dziatanie teratogen-
ne, powodujac réozne anomalie morfologiczne u szczu-
row 1 u embrionow kurzych (5, 8, 14) oraz karcino-
genne (25, 34, 39).

Ponadto mikotoksyny, a w szczeg6lnosci ochratok-
syna A, powoduja zahamowania procesow prolifera-
cyjnych kosci, co prowadzi do znacznego ogranicze-
nia kos$ciotworzenia. Ma to bezposredni wptyw na
wytrzymato$¢ kosci jako narzadu odpowiedzialnego
za przenoszenie obciazen mechanicznych. Zjawisko
to jest szczegodlnie niebezpieczne dla bedacych w fa-
zie szybkiego wzrostu kurczat brojleréw, poddawanych
intensywnemu tuczeniu, poniewaz kosci relatywnie
powoli dostosowuja si¢ do szybko wzrastajacej masy
kurczgcia. Prowadzi to do wykrzywienia oraz do zla-
man kosci (12, 31).
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