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Ceska populace je exponovana aflatoxinu B1 majoritné prostfednictvim pfivodu z
potravin a potravinovych surovin, ale v jaké mire, neni presné znamo. U ¢lovéka po
dietarni expozici aflatoxinu B1 dochazi k biotransformaci aflatoxinu B1 priblizné
vrozsahu 1,2-2,3 % na jeho 4-hydroxylovany derivat - aflatoxin M1, ktery prechazi
do matefrského mléka nebo do moce. Privod aflatoxinu M1 mlékem a mlé¢énymi
vyrobKky je u nasi populace povazovan za méné vyznamny. Na zakladé uvedenych
skutecnosti byla monitorovana expozice aflatoxinu B1 u vybrané Ceské populace
stanovenim aflatoxinu M1 v moc¢i metodou HPLC-FLD po predchozi extrakci a

separaci aflatoxinu M1 na imunoafinitnich kolonkach.
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SRAMEK, M. Determination of the aflatoxin M1 in urine of Czech population. Hradec
Kralové: Faculty of Science, University of Hradec Kralové, 2015. 51 p. Diploma
Thesis.

Czech population is exposed to aflatoxin B1 by majority thought dietary intake from
food and food stuffs, but to what extent is not known. In human, after dietary
exposure to aflatoxin Bi, is aflatoxin B1 biotransformed, approximately in the range
of 1.2 - 2.3 %, on its 4-hydroxylated derivative - aflatoxin M1, which passes in to the
urine or the breast milk. It is also known that the intake of aflatoxin M1 by milk and
milk products through food and food stuffs of the Czech origin in our population is
almost negligible. On the basis of these facts, the exposure of aflatoxin B1 in the
selected Czech population was monitored by HPLC determination of aflatoxin M1

after the extraction and separation of aflatoxin M1 on the immunoaffinity columns.
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Seznam zKkratek

AFB1 aflatoxin B1

AFM1 aflatoxin M1

CAS Chemical Abstracts Services

HPLC High - performance liquid chromatography =
vysokoucinna kapalinova chromatografie

HPLC - FLD Kapalinova chromatografie s fluorescené¢nim
detektorem

[ARC/WHO International AgencyforResearch on Cancer =
Mezindrodni agentura pro vyzkum rakoviny (Lyon)

LOQ Limit of quatification = mez stanovitelnosti

WHO World Health Organization, Svétova zdravotnicka

organizace

Tabulka 1 Seznam zkratek




Terminologicky slovnik

HT - 2 toxin, T - 2 toxin

acetonitril nejjednodussi organicky nitril se
vzorcem CH3CN, vanalytické chemii
vyuzivan jako slozka mobilni faze pro
HPLC stanoveni

adjustace piiprava vseho potiebného pro ¢innost

aflatoxin mykotoxin produkovany plisnémi rodu
Aspergillus, nejcastéji Aspergillus flavus
a A.parasiticus

citrinin mykotoxin produkovany plisnémi rodu
Aspergillus a Penicillium

deoxynivalenol, diacetoxyscirpenol, | toxiny produkované plisnémi rodu

Fusarium, vyskytujici se predevsim jako

kontaminanty obilovin

eluat vyluhovand latka (analyt)

fumonisin mykotoxin produkovany plisnémi rodu
Fusarium

hepatocyt jaterni bunka

mobilni faze tzv. eluent

mykotoxin toxin  produkovany toxinogennimi
vlaknitymi mikroskopickymi houbami
(plisnémi)

plisné vlaknité mikroskopické houby

slepy vzorek kontrolni vzorek pripraveny
identickym zplisobem jako méfrené
vzorky (tzn.: za pouZiti identickych
chemikalii), ale neobsahujici mérena
analyt (AFM1)

standard v analytické chemii slouZzi k posouzeni

kvality (detekce) ¢i stanoveni kvantity




vialka spacialni sklenéna lahvicka na vzorky

zearalenon mykotoxin produkovany plisni rodu
Fusarium, jedna se o lakton kyseliny
B - resorcylové, obecné méné toxicky
neZ jiné mykotoxiny, pisobi zejména

estrogenné

Tabulka 2 Terminologicky slovnik




1.0VOD

V soucasné dobé globalizace, kdy je evropsky, potazmo Cesky, potravinarsky
trh stale ve vétsi mitfe zasobovan dovozovymi potravinami, vznika silnéjsi potreba
kontroly jejich zdravotni nezavadnosti. Potraviny mohou byt kontaminovany celou
radou latek od chemikalii vyrobenych ¢lovékem (uméla hnojiva, pesticidy) aZ po
prirozené se vyskytujici latky biogenniho piivodu, napi. mykotoxiny. Pravé
mykotoxiny predstavuji v soucasnosti pro clovéka zavazné zdravotni nebezpedi.
Mykotoxiny, vyznamné naturalni toxiny, vznikajici jako sekundarni metabolity
toxinogennich vlaknitych mikroskopickych hub - plisni. Mezi nejvyznamnéjsi
mykotoxiny tadi svétova zdravotnickd organizace (WHO) aflatoxiny,
deoxynivalenol, fumonisin B1a B2, HT - 2 toxin, T - 2 toxin, ochratoxiny a zearalenon
(WHO, 2002). Ty jsou spolu s dal$imi kontaminanty sledovany v Ceské republice

v ramci Monitoringu zdravotniho stavu obyvatelstva.

Zdrojem kontaminace potravin mykotoxiny respektive toxinogennimi
plisnémi miiZe byt Spatné pocasi v dobé zrani nebo sklizné (destivé obdobi a z toho
vyplivajici vlhkost obilnin), stres rostlin ze sucha (neboli sniZeni obranyschopnosti
rostliny), zvySené poskozeni hmyzem, mechanické poskozeni pri sklizni (jakékoli
poskozeni miize ptfi vhodnych podminkach pusobit jako vstupni brana
mikroorganismlim), nedostate¢né vysuSeni pied uskladnénim a v neposledni radé
nevhodné skladovaci podminky. Nevhodné skladovaci podminky jsou nejvétSim
rizikem, jelikoZ velkd koncentrace uskladnéné komodity na jednom misté je
idedlnim predpokladem pro rychlé Sifeni. Zachovani vhodnych podminek pro rist
plisni se ukazuje jako klicovy, protoZe ani toxinogenni plisné nevytvareji vzdy
toxiny, respektive potrebuji k tomu vhodné podminky, tj. vhodnou teplotu a vlhkost.
V kombinaci téchto faktori a Spatné kontroly uskladnénych zemédélskych komodit
na vyskyt toxinii (laboratorni cestou) miZze dojit ktomu, Ze takto zamorené
potraviny se dostavaji bud’ pifimo k clovéku, napt. ceredlie, mouka, skoiapkové
plody, ofechy, nebo formou krmiv chovnému dobytku a ndasledné jim

produkovanych komodit, naptiklad v mléce nebo mase, opét do jidelnicku clovéka.

Cilem této prace je ovéfit si hypotézu, zda je vybrana populace v Ceské

republice vystavena aflatoxinu B1 stanovenim aflatoxinu M1 v moci. Podkladem pro
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laboratorni vyzkum bylo kdispozici 40 vzorkii od anonymnich pacientd
s onkologickym onemocnénim ledvin a mocovych cest. Zpracovani vzorku a jejich
nasledna analyza probéhla na pracovisti analyzy mykotoxinii Zdravotniho tstavu
v Hradci Kralové. Pro extrakci aflatoxinu M1 byly pouzity imunoafinitni kolonky

AFLAREP® M, nasledna analyza probéhla metodou HPLC - FLD.

13



2. AFLATOXINY

Aflatoxiny jsou nejspiSe nejvice znamymi a védecky prozkoumanymi
mykotoxiny na celém svété (Malir & Ostry, 2012). Aflatoxiny jsou toxické latky, které
byly objeveny v 60. letech 20. stoleti ve spojitosti s epidemii oznacovanou jako , kriti
X onemocnéni“(Sargeant et al., 1961). K této epidemii dosSlo v oblasti Londyna a
uhynulo pii ni 100 000 Kkritich kufat. Pricinou byla krmnd moucka Rosseti
z podzemnice olejné pridana do krmiv (Hetcote & Hybert, 1978; Malir et al.,, 2003).
U ni bylo zjiSténo zamoreni aflatoxinu. Piiznaky provazejici otravu byly popsany
jako anorexie, stav letargie a slabost kiidel. Nasledna pitva prokazala poskozeni
jaterniho parenchymu a proliferaci epitelu Zlucovodu. JelikoZ nebyl zjistén
bakterialni ani virovy plivodce, bylo onemocnéni charakterizovano jako intoxikace.
Jako moZny zdroj intoxikace byla predpokladana arasidova moucka brazilské
provenience, z niZ byla nasledné chromatograficky izolovana intenzivné modre a
zelené fluoreskujici latka. U ni byl experimentalné prokazan efekt zptsobujici , kriiti
X onemocnéni“. Jako ptivodce a zdroj latky byla odhalena vlaknita houba Aspergillus
flavus, z jejihoZ nazvu vzniklo oznaceni pro celou skupinu mykotoxint aflatoxiny
(Aspergillus flavus toxins). Kratce po té doSlo v USA k podobnému onemocnéni a to
k epidemii hepatomu u pstruhti, zptisobené kontaminovanym bavinikovym olejem

pridanym do krmiva(Malif et al., 2003).

Tyto incidenty, vedouci k popsani aflatoxint v§ak nebyly prvnimi popsanymi
strety s toxickymi ucinky mykotoxinti. Da se Fici, Ze riizné intoxikace mykotoxiny
provazeji lidstvo jiZ od zrodu zemédélstvi. JiZ roku 1944 doSlo k onemocnéni
zvanému jako ,Mal des Ardents“, pii kterém dosSlo kamrti 40 000 obyvatel
francouzské Akvitanie a Limoges (Baudrimont, 1995). Vinikem byl vznikly
ergotismus, jehoz ptvodcem bylo poziti Zita kontaminovaného namelem. Jesté
starSim pisemnym zaznamem probéhnuvsi intoxikace mykotoxiny je popsana jiz

v bibkickém Starém zakoné (Schoental, 1984).

Aflatoxiny jsou produkovany vlaknitymi houbami - plisnémi rodu
Aspergillus, konkrétné tiremi druhy - Aspergillus flavus, A. parasiticus a A. nomius
(Kurtzman et al, 1987; Reddy et al. 2011). Zatimco A. flavus produkuje pouze
aflatoxiny skupiny B (B1 a B2), A. parasiticus AFB1, AFB2. AFG1, AFG2 (Dorner et al.,
1984). Tyto plisné jsou za urcitych podminek schopny napadat témér kazdy
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organicky substrat, predevsim rostliny a rostlinné produkty. Podminky pro rist jsou
velmi diilezité, protoZe toxinogenni plisné jsou schopny produkovat toxiny pouze za
optimalnich podminek charakterizovanych zvySenou vlhkosti (vlhkost vyssi nez
14%) a teplotou v rozmezi 25 - 28°C (Suchy & Herzig, 2005). DalSimi podminkami
dtlezitymi pro biosyntézu aflatoxint jsou pH, pfitomnost kysliku a obsah stopovych
prvkl (Suchy & Herzig, 2005), zejména Zn a Mn (Betina, 1990). Aflatoxiny jsou
rozdéleny na Ctyti prirozené typy a to na AFB1, AFB2, AFGi, AFG2 (Patocka et al.,
2004), z nichZ se nejcastéji vyskytuje AFB1. Oznaceni toxini vyplyva z jejich chovani
v UV svétle, kdy aflatoxiny ze skupiny B vykazuji intenzivni modrou fluorescenci
(blue) a skupina G zelenou (green) (Patocka et al., 2004). Aflatoxiny skupiny M
(AFM1, AFM:) jsou hydroxylované metabolity AFB1 a B2. Nachazeji se v mléce savcti,
jejich krvi a moci jako produkty biotransformace po predchozi expozici AFB1 a AFB2
(Groopman, 1994), z ¢ehoZ vychazi oznaceni M, neboli mlé¢ny toxin (milk toxin)
(Vistiovsky et al., 1997). Ciselny index znazortiuje poradi v chromatografickém poli

smérem od cile ke startu.

Konkrétni pomérové podily vyskytu AFB1, Bz, G1, G2 jsou zavislé na napadeni
dané komodity konkrétnim druhem z rodu Aspergillus. AFB1 produkovany druhem
A. flavus je nejbéznéji se vyskytujici aflatoxin. Vyskyt AFG1 je vdzana na piitomnost
aflatoxinu B1, v jehoZ nepritomnosti nebyl detekovan. AFB:2 a Gz se objevuji zpravidla
v nizkych koncentracich. AFMi, jakoZto metabolicky produkt hydroxylace AFBj,
muze byt zjistén bez ptitomnosti jinych aflatoxinii (IARC, 1993).

Dosavadnim vyzkumem doslo k celkovému objevu okolo 20 - ti aflatoxing,
kromeé jiZ vySe zminénych naptiklad: AFB2a znamy téZ pod nazvy AFB1 hemiacetyl
nebo aflatoxin W, AFB3 nebo - parasitikol, AFD1, AFG2a, AFGM1, AFM4, AFP1, AFQ1 a
AFRo - aflatoxikol. Stejné jako AFM jsou AFPi, AFQ:1 a aflatoxikol metabolické
produkty mikrobidlnich nebo zvifecich systémi. AFBzi, AFG2a a AFD1 jsou

produkovany spontanné jako odpovéd na chemické prostiedi (Malit et al., 2003).

Pro detekci vyskytu expozice aflatoxiny lze povaZovat i zjisténi pritomnosti
aflatoxinovych duktti a to aflatoxinu N7 guaninu v moci, aflatoxinového lysinu v krvi

a AFM1 v moci (Groopman & Kensler, 1999).
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2.1 Chemicka charakteristika aflatoxinu

Aflatoxiny jsou polycyklické nesaturované vysoce subtituované kumariny.
Z hlediska  zplisobu  biosyntézy  patii mezi dekatetidy. Vychazeji
z difuranokumarinového skeletu. Pravé spojend dihydrofuranova konfigurace je
charakteristickA pouze u omezeného poctu sloucenin prirodniho pivodu.
U aflatoxinti B je kumarinové jadro spojené s reaktivnim bifuranovym systémem
pentanonem, naproti tomu u aflatoxinti G je spojeno Sesticlennym laktonem (Malir

etal, 2003).

2.2 Toxikologické hodnoceni

Aflatoxiny mohou uc¢inkovat na organismus hepatotoxicky, imunotoxicky,
genotixicky, multagenné, karcinogenné a teratogenné. NejtoxictéjSi a nejsilnéjsi
mutagen je AFB1, nasledovan je AFGi, AFB2 a AFG2 sestupné. Poukazuje to na
umérnost mezi nasycenosti terminalniho furanového kruhu a S$ifi a hloubkou
biologické aktivity aflatoxinu. Toxicita, respektive odpovéd organizmu na ni, je
zavisla na celé radé faktorii, mimo jiné na Zivoc¢isném druhu, pohlavi, véku a zplisobu
vyzivy. Toto souvisi s rychlosti a zplisobem biotransformace, pfitomnosti hormont
a faktory prostredi. Mizeme vychazet ze vSeobecného pravidla, Ze citlivost viici
aflatoxiniim se snizuje vékem a samice byvaji méné citlivé nez samci (Visnovsky et

al,, 1997).

Projeviim toxicity aflatoxin@, akutnim i chronickym, dochazi predevsim
vjatrech, vnichZ se projevuji napiiklad steatézou (tukovaténi tkané) nebo
proliferaci Zzlucovodd. Kromé téchto projevii mize dochazet ke krvacivym
nekr6zam, mozkovym otokiim (Veres, 1986), k poSkozeni ledvin vznikajicimi
nekrézami tubuli a nadledvin (Visnovsky et al., 1997). Pti akutni toxicité dochazi ke
zménam na tkani jater, jsou odbarvena a maji zvySeny objem. Soucasné se objevuje
ascites (zvySené mnozstvi volné tekutiny v dutiné brisni), posSkozeni jater doprovazi
Zloutenka. Znamky indikujici pfichod smrti se daji popsat jako melancholie,
vravorava chiize, nervozita a svalové spasmy. Tento stav vétSinou vede ke smrti
jedince. V pripadé€, kdy jedinec nezemre, dochazi k proliferaci nediferencovanych
bunék na arovni zlu¢ovych kanalka. Dochazi ke glomerulonefritidé ledvin (zanétlivé

onemocnéni glomerulil), prekrvuji se plice. Mensi davky aflatoxinii jsou zodpovédné
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za ubytek hmotnosti, ztratu reprodukcni schopnosti a poskozeni imunitniho

systému (Malir et al.,, 2003).

Mezi projevy biochemického pisobeni aflatoxinli patii inhibice,
adenosintrifosfatasy, omezeni karbohydratového a lipidického metabolismu
s vyusténim ve sniZeni hladiny glykogenu v jatrech. Dochazi k vazbam na DNA

a RNA (Malir et al., 2003).

Odhadovany NOAEL podle Fischerova statistického testu pro AFB1
¢inni 0,75 pg/kg télesné hmotnosti/den, u aflatoxikolu a AFM1 se udava odhad mezi
1,25 a < 1,5 pg/kg télesné hmotnosti/den. Toto je zavislé na Zivo¢iSném druhu, ale
také fyzickém stavu jedince. Toxické ucinky mohou byt zvySeny naptiklad

podvyzivou. Tento fakt se projevuje predevsim u populaci ze tiretiho svéta.

Jako prokazany karcinogen hodnoti IARC/WHO pouze AFBi, jehoZ
karcinogenita je pravdépodobné zptlisobena tvorbou reaktivniho epoxidu v poloze
2,3 terminalniho furanu a jeho naslednou vazbu na nukleovou kyselinu. Aflatoxiny
s oznaCenim 1 v indexu (B1, M1) patii do skupiny genotoxickych karcinogent a jsou
nejtoxictéjsi. Takové to typy aflatoxinli maji bezprahovy ucinek, tudiz jsou schopné
zplUsobovat tvorbu nadorti bez ohledu na exponovanou davku. To znamena, Ze

pouze Zadn3, tzn. nulova expozice, nepredstavuje Zadné riziko.

2.3 Plivodci aflatoxiniti
Producenty aflatoxinti jsou predevsim vlaknité mikroskopické houby rodu

Aspergillus, podrodu Circumdati, ze sekce Flavi (Malif et al., 2003). Z tohoto rodu se
jedna zejména o druhy Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus a Aspergillus nomius

(Baydar et al, 2007; Jager et al,2014).

Systematické zarazeni rodu Aspergillus dle Adla et al., 2012
RiSe: Opisthokonta

Taxonomicka skupina: houby (Fungi)
0Oddéleni: houby vireckovytrusé (Ascomycota)
Trida: Pezizomycotina

Rad: plesnivkotvaré (Eurotiales)
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Celed": plistiovkovité (Trichocomaceae)
Rod: kropidlak (Aspergillus)

Systematické fazeni rodu Aspergillus podle Ostrého a Skarkové, 2003
RiSe: houby (Fungy)

Oddéleni: houby vieckovytrusé (Ascomycota)
Rad: plesnivkotvaré (Eurotiales)

Celed: plisiiovkovité (Trichocomaceae)

Rod: kropidlak (Aspergillus)

Obrazek 1 Aspergillus parasiticus Obrazek 2 Aspergillus flavus
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https://www.google.cz/search?q=parasiticus+aspergillus&source=lnms&tbm=isch&sa=X&ved=0ahUKEwiE_J3k3I_cAhXFKFAKHZdID5QQ_AUICigB&biw=1366&bih=586#imgrc=MOYw782R2mcW_M:
https://www.google.cz/search?biw=1366&bih=586&tbm=isch&sa=1&ei=tBNCW8akMoLIwAKjyL3QAg&q=aspergillus+flavus&oq=aspergill&gs_l=img.1.4.0l5j0i30k1l5.1032344.1036266.0.1039427.9.8.0.1.1.0.121.808.5j3.8.0....0...1c.1.64.img..0.9.822....0.GwnV1cH7FHA#imgrc=lYzak

Obrazek 3 Aspergillus nomius

Mezi dalsi producenty aflatoxini byly popsany také druhy Aspergillus
argentinicus, A. bombycis, A. pseudotamarii, A. tamarii, A. zhaogingensis. Vysledky
spravné identifikace uvedenych producentii musi byt konfirmovany molekularné

biologickymi metodami.

Aspergillus flavus tvori dva morfotypy a to takzvany L - kmen se sklerociem
vétsim 400 pm s nizs$i produkci aflatoxinli nebo atoxigenni a S - kmen s vyssi
produkci aflatoxinti, jehoZ sklerocium je mensi nez u L. - kmene (Probst et al., 2007).
Tvorba toxinl zacind zaroven stvorbou konidii, nejvétsi koncentrace jsou

produkovany v lag fazi (Malir et al., 2003).

Aflatoxinogenni druhy Aspergillus jsou vSudypiitomné v oblastech s horkym
a vlhkym klimatem, a to vCetné subsaharské Afriky a nejjiznéjsi Asie (IARC, 1993).
V USA a Africe jsou A. flavus a A. parasiticus hojné rozsireni, zatimco v nejjizné;jsi
Casti Asie se A. flavus vyskytuje vyjimecné na rozdil od ostatnich druht (Pitt et al,
1993). A. flavus se nejhojnéji vyskytuje mezi 26° a 35° zemépisné Sirky (Council for
agricultural Science and Technology, 2003). Do zemi s chladnéjsim klimatem se
aflatoxiny dostavaji se zamorenymi potravinami, které pochazeji pravé ze zemi
s vysokym vyskytem aflatoxint, tudiz se da povaZovat problematika aflatoxint za
celosvétovy problém. Zaznamy o vyskytu aflatoxinti v potravinach jsou k dispozici
prevazné ze zemi dovazejicich potraviny, ve kterych regulace kontaminace a
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https://www.google.cz/search?q=aspergillus+nomius&source=lnms&tbm=isch&sa=X&ved=0ahUKEwjqqv2-1I_cAhWFK1AKHR1wCBoQ_AUICigB&biw=1366&bih=586#imgrc=sDuqYzsLXTZ9ZM:

nevpousténi na trh kontaminovanych potravin by méla vést k zajiSténi pomérné

nizké expozici aflatoxiny (IARC, 1993).

Aflatoxiny neprodukuji vSichni zastupci rodu Aspergillus. Jen priblizné polovina
kmeni tohoto druhu hub je toxinogennich, u kterych vSak miiZe tvorba dosahovat

az mnozstvi 106 pg/kg (Bennett & Klich, 2003).

2.4 Aflatoxin M,

Prvni nalez tohoto mykotoxinu byl uc¢inén v roce 1960 v kravském mléce.
Jeho strukturni vzorec se podarilo objasnit vroce 1966. Jde o hydroxylovany
metabolit aflatoxinu B1, jehoZ mé asi 3 - % ni mutagenni potencial. Je také méné
toxicky a kancerogenni. V porovnani s AFB1 byla prokazana nizsi schopnost pisobit
jaterni karcinom. K biotransformaci AFB1 na AFM1 dochazi pribliZné v rozsahu 1,2 -

2,2% (Zhu et al., 1987).

Nalezy tohoto aflatoxinu byly uskutecnény v jatrech, ledvinach, krvi, Zludi,

stolici, moc¢i a v mléce savct (Malit et al., 2003).

Dlivodem lidské expozice AFM1 je v prvni fadé konzumace mléka a mlécnych
vyrobki, méné casto je clovék exponovan AFM1 po piedeslé primé expozici AFB1.
Z toho vyplyva, Ze nejrizikovéjsi skupinou jsou déti s vysokou konzumaci mléka a to
z diivodu jejich nizké hmotnosti, vysoké bunécné aktivité a CasteCné rozvinuté
imunité. Kontaminace mléka velmi casto podléha sezonnim trendim. Jeden
z dlivodl této skutecnosti je, Ze béhem letnich mésicti byva pridavano méné
doplnikovych krmiv. JelikoZ pravé dopliikova krmiva jsou zna¢nym rizikem obsahu
AFMj1, byva béhem letnich mésici nalezena koncentrace AFM1 niZsi. JelikoZ je AFM1
spojen s proteinovou frakci mléka, prechazi kontaminace i do syrafskych vyrobkd,

a to v koncentracich az 3 -5 krat vyssich oproti mléku (Malir et al., 2003).

Na rozdil od AFB1, Bz, G1, G2 se AFM1 vyskytuje i v nepritomnosti jinych

aflatoxint.

AM;i se vyskytuje predevSim v mléce a mlécnych vyrobcich jako jsou jogurt,
maslo, syrovatka, nejriznéjsi druhy syrt (Brie, Camembert, Cheddar, Cottage,
Eidam, Emmental, Gouda, Grana Padano, Mozarella, Parmesan, Romadur,

Wensleydale), ale i ve Zluté a bilé kukufrici, pistaciovych oreSich. V mléce se nachazi
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jak v pasterizovaném, tak i sterilizovaném, dale jsou znamy pozitivni nalezy
vsuSeném mléce a dokonce i vmléce velbloudim. To dokazuje nemoZnost

odbourani aflatoxinu M1 z mléka béZznymi zplisoby zpracovani nebo varenim.

2.4.1 AFM1 fyzikalni a chemicka charakteristika

2.4.1.1 Chemicka charakteristika

CAS (ChemicalAbstractsServices Registry No.):6795 - 23 -9
EC Number: 229 - 865 - 4

Nazev podle ChemicalAbstracts: Cyklopenta|c] furo [3°,2": 4, 5]furo [2,3 -
h][1]benzopyran - 1, 11 -dione, 2,3, 6a, 9a - tetrahydro - 9a - hydroxy - 4-

methoxy
Synonymum nazvu: 4 - hydroxyaflatoxin B1

Strukturni vzorec:

Obrazek 4 Strukturalni vzorec AFM1

Sumarni vzorec: C17H1207

Molekulova hmotnost: 328,276 g/mol

2.4.1.2 Fyzikalni charakteristika

Emituje v UV svétle modro - fialovou fluorescenci
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https://www.google.cz/search?q=aflatoxin+m1&source=lnms&tbm=isch&sa=X&ved=0ahUKEwiur7vFipXcAhXDEVAKHb8sCwcQ_AUICigB&biw=1366&bih=635#imgrc=qLsHM5JHIOkcJM:

Bod tani: 299 °C
Opticka otacivost: [a]p - 280° (c = 0,1 v dimetylformamidu)

Rozpustnost: nerozpustny v hexanu, malo rozpustny v benzenu, rozpustny

v methanolu, ethanolu, acetonitrilu, chloroformu, ve smési methanol : ether (1: 1)

2.4.2 Biotransformace AFB1

o) o
[e]
N
HO o)
|
NH, CHs
HO AFB-lysine
[0} (in albumin)

CH3

AFB-diol

endo-epoxide  CH3

o O, -OH o 4
Hsc/lkN N
H

I
AFQl CHs

AFB-dialcohol

Obrazek 5 Biotransformace AFB1

3. MOC

Mo¢ vznika jako vysledek zpracovani glomerularniho filtratu v tubuldrnim
aparatu ledvin. CerstvdA mo¢ je kapalina se specifickym lehce aromatickym
zapachem se zcela Cirym zlatoZlutym zabarvenim. Charakteristické zlatoZluté
zabarveni zptsobuje barvivo urochrom. Pti delSim vystaveni plisobeni vzduchu se
méni jeji charakteristicky zapach na zapach c¢pavkovy zpilsobeny amoniakalnim

kvaSenim vylouc¢ené mocoviny (Trojan & Langmeier et al., 2003).

Zakladni vySetreni moce je provadéno za ucelem detekce patologickych

mocovych projevil jako screening u bezpriznakovych osob, nebo jako soucast
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béZnych vstupnich vySetreni. Nejvétsi vypovédni hodnotu maji vzorky prvni ranni
moce. Nejvhodnéjsi je k rozboru pouziti stredni ¢ast proudu a je dulezité, aby byl
pred odbérem zevni genital peclivé omyt a osuSen. Pred odeslanim do laboratore je
nutné sesbiranou moc¢ promichat a zmérit jeji celkovy objem. Pripadné

v7s v

zakonzervovat, jedna-li se o moc¢ sbiranou po delsi ¢asovy usek (napr. 24 h sbér).

Jednim ze trech zakladnich vySetfeni moce je fyzikalni. Tim rozumime
senzorické zhodnoceni barvy, zakalu, pény, zdpachu a méreni pH a hustoty pomoci
indikatorového papirku nebo instrumentalné. Za fyziologickych okolnosti je ¢erstva
moc Cird, svétle az syté Zluta, bez pény nebo péna po protiepani rychle mizi. Péna je
trvalejsi pti proteinurii. Rlizna zbarveni jsou dana vylu¢ovanymi zlucovymi barvivy,
jejich metabolity a je také ovliviiovana nékterymi poZzitymi vitaminy, léky a jinymi
xenobiotiky. Hustota moci je ur¢ovana mnozstvim obsazenych rozpusténych latek a
pohybuje se mezi 1001 - 1035 v zavislosti na typu diurézy. Pri normalni diuréze se
béhem jednoho dne vylouci cca 55 - 70 g pevnych latek tvorenych asi z 25 g latek
anorganickych a priblizné 35 g latek organickych. Za normadlnich podminek,
mysSleno u zdravého clovéka, je reakce moci kysela, coZ zavisi v prvni radé na pH
extracelularni tekutiny, ale také na prijimané stravé. Je dokazano, Ze konzumace
prevazné masité stravy sniZuje pH moci a vede k acidurii, zatimco strava prevazné
rostlinna, potazmo bohata na mléko a vyrobky z néj, pH zvySuje a vede k alkalurii.
Stagnaci moce je pri nékterych nemocech citit amoniak, pti ketoacidéze aceton.
Hnilobny zapach je citit napt. pii hematurii a proteinurii, coz je zpiisobeno
uvoliiovanim sirovodiku z aminokyselin obsahujicich - SH skupinu. V dnesSni dobé
je vSak od senzorického hodnoceni opousténo a nahrazovani velkosériovym

automatizovanym procesem.

Dalsi vySetrovaci metodou je chemické vySetieni moce. Chemické vySetieni
lze provést po 4h od odbéru. K tomuto vySetieni jsou vyrabény monovalentni nebo
polyvalentni indikatorové reagencni prouzky. Barevna reakce je zplsobena pii
reakci prislusné soucasti moce s jednotlivymi zoénami impregnovanymi cCinidly.
Typicky prouZek obsahuje z6énu pro stanoveni pH, hustoty, leukocytl, nitritd,

proteint, glukoézy, ketolatek, erytrocytd, bilirubinu a urobilinogenu.
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Leukocyturie znamena pritomnost bilych krvinek v moci (vice nez
5 leukocytii v zorném poli nebo 10000/ml). K pri¢inam jejiho vzniku patii napf.
infekce mocovych cest, karcinom prostaty nebo mocového méchyie a poranéni
mocové trubice. Pozitivni ndlez nitritli (dusitant) je predevSim pri piitomnosti
bakterii (zejména gramnegativnich) v moci. Nejcitlivéji detekovanym proteinem je
albumin a jeho fyziologické maximalni hodnoty jsou mezi 0,15 az 0,2 g/1. Proteinurii
miizeme rozdélit na selektivni (vylucovan témér vylucné pouze albumin) a
neselektivni (kromé albuminu vylucovany i dalSi typy globulint). Dle
kvantitativniho hodnoceni a typu proteinurie je mozné usuzovat nékterou formu
glomeruladrniho poskozeni (Teplan, 2010). Mez detekce pro pritomnost glukdzy
v moci je okolo 1mmol/I a glykosurie je nej¢astéjSim nalezem vedoucim k odhaleni
diabetu mellitu. Reakce pro odhaleni ketolatek, zejména acetonu a acetoacetatu,
jsou pozitivni pri ketoacidézach z riiznych pric¢in (hladovéni, diabetes mellitus 1.
typu, prolongované zvraceni). Makroskopicka hematurie (pritomno 1 a vice ml
krve/l moci) je ¢asto spojena s traumatem, tumory a konkrementy vyvodnych cest
mocovych. Mikroskopicka hematurie je ¢asto asymptomaticka a je odhalena az pri
cileném vySetreni. Bilirubin vznika degradaci hemu a v krvi je vazany na albumin
(nekonjugovany bilirubin). V jatrech je konjugovan s kyselinou glukuronovou
(konjugovany). Je vyluéovan do Zluce a nasledné do stfeva. Cast bilirubinu se
vstiebava ze stieva do krve a probélava enterohepatalni obéh. V. moc¢i mizeme
nalézt konjugovany bilirubin, ktery je rozpustny ve vodé, avSak v moci se normalné
témér nevyskytuje. Jeho pfitomnost mliZe znacit obstrukéni nebo hepatocelularni
Zloutenku. Urobilinogen je zvysSen pii omezeni funkce jaterniho parenchymu,

zvySeném rozpadu hemoglobinu nebo infekci Zlucovych cest a enterokolitid.

Poslednim standardné provadénym vysSetienim je morfologické, tedy
vySetieni mocCového sedimentu. Pro morfologické vysetieni je nutné moc zpracovat
do 1h po odbéru. Fazovy kontrast vyuZijeme pti ndlezu erytrocyt. Hodnotime podle
néj jejich velikost a tvar (k deformaci dochazi v glomerulech, zatimco hladky povrch
budou mit erytrocyty z vyvodnych mocovych cest). Aglutinaci bilkovinné hmoty
vznikaji valce, které mohou byt podle ptivodu hyalinni, granulované, erytrocytarni,
leukocytarni nebo epitelialni (z odloupanych epitelidlnich bunék). Kromé valct jsou

dale Casto nalézany i krystaly v zavislosti na hodnotach pH mo¢i (alkalické pH
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napriklad vlivem bakteridlni ureazy). Mezi nejfrekventovanéjSi patri
kalciumoxalatové, fosfatové a uratové. Kromé nich mezi diagnosticky vyznamné

patii i cystinové (pri cystinurii) (Schneiderka, 2012).

4. PUFRY

Hlavni vyznam pufri spociva v moZnosti pfesného nastaveni hodnoty pH,
v jeho udrZovani a schopnosti tlumeni vykyvii pH zplisobené omezenym piidavkem
zasady nebo Kkyseliny. Pufry, jinak freceno tlumivé roztoky, jsou nejcastéji
dvojslozkovy systém, Cili obsahuji roztoky slabych kyselin a jejich soli nebo slabych

zasad a jejich soli.

4.1 Octanovy pufr

Ptiklad pufru je pufr sloZeny ze slabé kyseliny a jeji soli, jedna se o kyselinu

octovou a octan sodny - octanovy (acetatovy) pufr.

Chovani pufru po pridavku silné kyseliny nebo silné zasady jde popsat

nasledujicimi reakcemi:

Po pridavku H+ iontl do pufru dochazi k reakci s octanovym aniontem za
vzniku slabé kyseliny octové. Volné ionty H+ jsou reakci prevedeny na slabou

kyselinu, pH roztoku se tudiz prakticky neméni (Dostal et al., 2009).
CH;C00~ + H* - CH3;COOH

Po pridavku OH- do vzniklého roztoku dojde k reakci se vzniklou kyselinou

octovou a pH pufru se opét prakticky nezméni.
CH;COOH + OH~ — CH;C00~ + H,0

Pomoci Hendersonovy-Hasselbalchovy rovnice lze vypocitat pH pufru:

Cp
pH = pK, + d_CA
Zaporny dekadicky logaritmus disocia¢ni kostanty slabé kysliny pKa
Latkova koncentrace kyselé slozky pufru cA
Latkova koncentrace bazické slozky pufru CB
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Grafickym vyjadifenim Hendersonovy-Hasselbalchovy rovnice je titracni
krivka slabé kyseliny nebo zasady. Pfi postupném pridavani ziedénych roztoki
silné kyseliny nebo zasady (titrace pufru) k roztoku pufru se pH méni pomalu, po
prekroceni hodnoty pH (pH = KA + 1) jsou zmény hodnoty pH jiZ znac¢né.

Jako priklad je uvedena titrace kyseliny octové hydroxidem sodnym. Titrace
kyseliny octové probiha podle neutraliza¢ni rovnice:

CH;COOH + NaOH - CH3;COONa + H,0

Zavislost pH na mnozstvi pridaného titra¢niho cinidla vystihuje titracni
krivka. Na zacatku titrace je v reakéni smési pouze slaba kyselina octova, v priibéhu
titrace pribyva octan sodny a roztok je smési kyseliny octové a octanu sodného v
riznych pomérech az do bodu ekvivalence, kdy je v reak¢ni soustavé pouze vodny
roztok octanu sodného. Za bodem ekvivalence vreakéni smési pribyvaji
hydroxidové anionty a hodnota pH rychle vzriista (viz. obr.6). Z obr.6 je vidét, Ze ma
titra¢ni krivka tfi odliSné faze. PocateCni a koncova faze je charakteristicka strmym
nardstem hodnoty pH. Ve stfedni Casti se hodnota pH méni jen malo v rozmezi
pridavného cinidla. Tato ¢ast krivky je nazyvana jako oblast pufru. Roztok v této
Casti obsahuje smés slabé kyseliny a jeji soli a odolava pridavkiim silného hydroxidu

sodného bez vyrazné zmény hodnoty pH (Kas et et al., 2006).

pH

bod ekvivalence

koncetrace

Obrazek 6 Titracni krivka neutralizacni rovnice
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5. METODIKA

Cilem experimentu bylo pomoci imunoafinitnich kolonek separovat aflatoxin
M1 ze vzorkd moci a nasledné potvrdit ¢i vyvratit, zda je pravdépodobna expozice
Ceské populace tomuto aflatoxinu. K analyze bylo vybrano 40 vzorkii moci od
ndhodné vybranych pacientd s onkologickym onemocnénim, predevsim
s diagnézou nadort ledvin a vyvodnych mocovych cest, napt. s Grawitzovym
nadorem ledvin. Vékové rozmezi pacientd bylo cca 18 - 65 let. Do studie byli vybrani
pouze nemocni s nekomplikovanym priibéhem operace, dale bez pritomnosti
metastaz a celkového metabolického rozvratu. DalSim Kritériem pro vybér z rad
pacientli byla nepiitomnost kardiovaskuldarnich komplikaci. Samotnou analyzu
predchazelo nékolik nezbytnych krokii - evidence vzorki, stanoveni pH vzorki,

stanoveni koncentrace kreatinu v modi.

5.1 Evidence vzorki

Vzorkiim dodanych do vyzkumu bylo pridéleno evidencni Sestimistné
koédové oznaceni shodné s ¢islem protokolu. Z diivodu zachovani anonymity darct
nebyla uvadéna jména. Pro potteby analyzy probihajici na Zdravotnim Ustavu se
sidlem v Usti nad Labem, pobocka Hradec Kralové, pracovisté Nezvalova, bylo
pri¢lenéno nové ¢&iselné oznacené podléhajici vnitini evidenci Zdravotniho Ustavu.

Oba ciselné kody jsou vzajemné propojitelné.

5.2 Stanoveni pH ve vzorcich moci

Stanoveni hodnoty pH patii viibec k nej¢astéjSim pozadavkiim v procesnim,
laboratornim i terénnim méreni v bézné praxi. Hodnotu pH nemtiZeme mérit piimo,
jedna se zpravidla o elektrické méreni neelektrické veli¢iny na elektrochemickém
principu. Mérici retézec ma v takovém pripadé 2 hlavni ¢lanky milivoltmetr (pH
metr) a pH sondu (s kombinovanou elektrodu) generujici napéti v zavislosti na pH

vzorku, do néhoZ je ponorena. Pouzity pH metr je presny milivoltmetr, ktery

zobrazuje analogovy signal napéti z pH elektrody v mV.

5.2.1 Material, pristroje a pouzité chemikalie
e vzorky moci

e kadinky rtizného objemu
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e pHset330/1WTW
e laboratorni stojan pro pH metr
¢ sada pufri Hamilton Duracal

e ultra cista voda Milli Q plus.
5.2.2 Pracovni postup

5.2.2.1 Kalibrace pH metru

Pri kalibraci pH metru WTW, typ 330/1 - s kombinovanou elektrodou, bylo
postupovano podle prilozeného navodu. Po vyjmuti pH metru z transportniho obalu
a zapojeni byla omyta elektroda pH metru ultrac¢istou vodou Milli Q plus a osusena
bunicitou vatou. Do pripravené kadinky byl odlit kalibracni pufr o priblizné
ocekdvaném pH. Pred samotnou Kkalibraci byla elektroda umisténa na laboratorni
stojan. Nasledné byla elektroda spusténa tak, aby se nedotykala stén kadinky, do
kalibra¢niho pufru. Dokalibrace probéhla v souladu s piiloZzenou Kkalibra¢ni

tabulkou.

5.2.2.2 Stanoveni pH ve vzorcich moci

Do kadinky se vzorkem moci byla ponofena elektroda pH metru a bylo
provedeno méreni pH. Tento proces byl u kazdého vzorku dvakrat opakovan kviili
vyss$i presnosti. Namérené tri hodnoty byly nasledné zprimeérovany. Po kazdém
méreni byla elektroda pH metru omyta ultra ¢istou vodou Milli Q plus a osusena

bunicitou vatou. Tento postup byl realizovan pri kazdém méreni vzorku.
5.3 Stanoveni obsahu AFM1 ve vzorcich moci

5.3.1 Bezpecnost prace s AFM1

Aflatoxiny jsou vysoce toxické karcinogenni latky. Podle mezinarodni
agentury pro vyzkum rakoviny (IARC, WHO) nalezi AFB1, Bz, G1, G2, M1 do kategorie
1 - prokazané karcinogeny pro clovéka (IARC, 2012). Kromé toho jsou vyrazné
hepatotoxické. VSechny pracovni povrchy a pomicky vcetné skla jsou po skonceni
prace ihned dekontaminovdny vroztoku chlornanu sodného podle postupu

v provoznim radu oddéleni (Roubal, 2017).

Vzhledem k riziku vyplyvajicimu z potencionalni karcinogenity AFM1 bylo

manipulovano se vzorky, pocinaje tipravou vzorki az po adjustaci vzorku do vialek
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za UCelem stanoveni HPLC, vidy v pryZovych rukavicich. Pracovni ukony byly
provadény v laminarnim boxu. Pro manipulaci se vzorky bylo vyuZito novodurové

misy vylozené hlinikovou f6lii a filtracnim papirem (Malif, 2010).

5.3.2 Material, pristroje a pouzité chemikalie

e Kkadinky o rizném objemu

e centrifugacni patrony

¢ laboratorni vahy na dvé desetinna mista Navigator

e laboratorni 1zicka

e odmérné valce

e pipety Gilson s proménnym objemem 1 - 10 ml, 30 - 200 pl a 100 - 1000 pl

¢ Imunoafinitni kolonky AFLAREP® M (R - BIOPHARM)

e odstredivka laboratorni MPW 350 e

¢ pH metr digitalni prenosny pH 330/ set 1 (WTW GmbH. SRN)

e zafizeni pro rizeny pritok imunoafinitni kolonkou - vakuova jednotka
BAKER SPE 12 G (BAKER) s prosavaci pumpou (SIGMA n. MILLIPORE)

e zafizeni pro odparovani EVATERM (vyrobce Ing. V. Hanus, Brno)

¢ magnetické michadlo a magneticky michac.

e octan sodny CH3COONa (MERCK)

e kyselina octova CH3COOH (MERCK)

¢ methanol CH30H (VWR)

e ultracista voda ze zarizeni Milli Q plus

e dusik N2 kvality 4,0 GA (SIAD TP).

5.3.3 Pracovni postup

5.3.3.1 Priprava octanového pufru
Pro nasledny experiment je tfeba si pripravit octanovy pufr o pH 5,0.

Octanovy pufr byl pripraven jako 0,1molarni roztok octanu sodného a pro
dosaZzeni vysledného pH 5,0 bylo pouZito kyseliny octové. Nejprve bylo na
laboratornich predvazkach navazeno 8,2 g octanu sodného, ktery byl nasledné
pridan do kadinky s ultracistou vodou Milli Q plus. Do kadinky bylo vloZeno
magnetické michadlo a nasledné byla kddinka umisténa na magneticky michac.

Zapnuty michac byl nastaven na rychlost michani 800 ot/min. Proces michani trval
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az do doby, kdy doslo k tplnému rozpusténi krystalkii octanu sodného. Po ukonceni
michani byla do roztoku spusténa sklenéna kombinovana elektroda pH metru, tak
aby se nedotykala stén kadinky. Po zjiSténi pH roztoku byla po kapkach pridavana
koncentrovand kyselina octova do té doby, nez bylo dosaZeno poZadovaného pH 5,0.
Po dosazeni pH 5,0 byl obsah kadinky prelit do odmérné bariky o objemu 1 litr a

doplnén ultracistou vodou Milli Q plus po rysku.

5.3.3.2 Priprava vzorkl pro HPLC stanoveni - pracovni postup

Vzorky moci skladované v mrazicim boxu (z divodu c¢asové narocnosti
analyz, zachovani kvality vzorki) byly 24 hodin pfed samotnym zpracovanim
vyjmuty z mraziciho boxu a ponechany pfi laboratorni teploté rozmrznout. Takto
bylo vzdy ptipraveno 6 - 8 vzorki z diivodu vytizeni laboratorniho pristroje.

Rozmrzla moc¢ se ponechala vytemperovat pri laboratorni teploté.

Pfed samotnym zpracovanim vzorkil byly imunoafinitni kolonky vyjmuty
z chladni¢ky a ponechany po dobu pripravy vzorkll pii laboratorni teploté
vytemperovat. Tato doba odpovidala priblizné jedné hodiné az hodiné a pil, tudiz

dobé doporucené vyrobcem.

Vzorky moci byly navaZeny na laboratornich predvazkach Navigator do
centrifugacnich patron (z divodu nutnosti stejné hmotnosti /objemu, aby pfi
centrifugaci nedoslo kvyliti a tim znehodnoceni vzorku). VaZeni probihalo
nasledné: centrifugacni patrona bez vicka byla vloZena do kadinky a takto poloZena
na vahu, pro presnost objemu byla vytarovand hmotnost centrifuga¢ni patrony
s kadinkou, nasledné byl odméren poZadovany objem vzorku upraveny na priblizné
shodnou hmotnost s ostatnimi vzorky. Tato hmotnost se podle objemu vzorku liSila
a to vrozmezi mezi 40 a 50 mg (viz. priloZzena tabulka). Takto pripravené
centrifugatni patrony se vzorkem byly po c¢tyfech vkladany do laboratorni
odstredivky MPW 350 e. Laboratorni odstredivka byla nastavena na 3500 rpm

(otacek) po dobu trvani cyklu 10 - ti minut.

Po ukonceni centrifugace byly patrony vyjmuty, odvickovany a pomoci
pipety Gilson byl odebran objem 20 ml vzorku. Pfi odebirani vzorku bylo dilezité,
aby se nenabral sediment, ktery byl odstfedén na dné centrifugacni patrony. Tudiz

byl vzorek odebiran pouze z horni ¢asti.
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K odpipetovanym 20 ml mo¢i bylo pridano 20 ml predem pripraveného
octanového pufru o pH 5,0. Postup pripravy octanového pufru byl popsan vyse

v textu.

JiZ vytemperované imunofinitni kolonky byly nainstalovany na uzaviratelné
nastavce vakuové jednotky BAKER a vytvorenim podtlaku pomoci prosavaci pumpy

byl z kolonek odstranén pufr.

Cisténi pomoci imunoafinitnich kolonek vychazi ztechnologie
monoklonalnich protilatek. Kolonky obsahuji gelovou suspenzi monoklonalni
protilatky specifické na testovany toxin. Vzorek je pomalu filtrovan skrze
imunoafinitni kolonku a sledovany toxin je zadrZen protildtkou uvniti gelové

suspenze.

Na kolonky byly nasazeny adaptéry o objemu 40 ml, do nichZ byla nasledné

prelita pripravena smés moci a octanového pufru.

Z utésnéné vakuové jednotky byl odstat vzduch, ¢imz vznikl v prostoru
nadoby podtlak. Tato smés byla opatrné po kapkach prosata pires kolonku. Pomoci
¢astecného otevirani neobsazeného adaptéru byl regulovan podtlak v nddobé, aby

bylo zachovano kontinualni prokapavani.

Po prosati celého objemu adaptéru (celého objemu vzorku) bylo do adaptéru
aplikovano 40 ml Milli Q plus vody a opét bylo prosato. Tento proces probihal
u prvnich 20-ti ml opét stejnou rychlosti jako u vzorku, zbylych 20 ml o trochu

rychleji.

Po prosati vodou byl vloZzen do vakuové nadoby nastavec, na némz byly
umistény vialky. Po odejmuti adaptéru byl aflatoxin Mieluovan 1 ml metanolu.
Vialka se vzniklym eluatem byla vloZena do duralového bloku zatizeni pro
odparovani EVATERM a odpaten pod proudem dusiku pti teploté 45 - 50 °C. Vznikly
odparek byl ve vialce neprodysné uzavien uzavérem s teflonovym septem, opatien
Stitkem s Cislem vzorku a uskladnén v chladni¢ce do doby, nez bylo pristoupeno

k samotné analyze metodou HPLC - FLD.
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Pred mérenim byl vzorek zfedén 1 ml smési methanol/voda (50 : 50). Vialka
se smési byla vloZena do ultrazvukové lazné po dobu 10 min, ¢imZ doslo k Gplnému

rozpusténi odparku, a timto byl vzorek pripraven k nastriku do HPLC.

5.3.4 Pristrojové podminky pri stanoveni AFM1 metodou HPLC
Sestava: Agilent 1100 Series,

Kolona: Kinetex C18, 150 x 4,6 mm, 2,6um
Detektor: FLD360/440 nm, PMT Gain 10
Mobilni faze: acetonitril/metanol/voda, 20 : 20 : 60
Pritok mobilni faze: 0,5 ml/min
Teplota kolony: 25 °C
Nastiik: 80 pl
5.3.5 Pouzité chemikalie
e Metanol CH30H (gradient grade pro chromatografii)
e Acetonitril C2Hs3N (gradient grade pro chromatografii)

e Ultra cista voda ze zarizeni Milli Q plus

e Standartni roztoky 0,5 pg/ml, 1 pg/ml, 2 pg/ml, 4 pg/ml, 20 pg/ml

5.3.6 Stanoveni AFM1 ve vzorcich moc¢i metodou HPLC - FLD
5.3.6.1 Metoda HPLC

HPLC (High Performance Liguid Chromatography) (Jaimez et al, 2000)
- vysokoucinnad kapalinova chromatografie, nékdy také odvozeno od anglického
High Pressure Liguid Chromatography - vysokotlaké kapalinové chromatografie,
patii v soucasné dobé mezi nejcastéji aplikované separa¢ni metody diky jeji vysoké
ucinnosti, dobré opakovatelnosti a presnosti. DalSimi prednosti této metody jsou
rychlost analyzy, c¢astecna automatizace a predevSim nizka spotifeba vzorku.
Vyhodou této metody je schopnost délit organické, méné tékavé kapaliny a tuhé
latky, které jsou rozpustné ve vodé, organickych rozpoustédlech nebo v redénych
kyselinach (Bacina, 2014). Tato analyza ma Siroké uplatnéni pri stanoveni

biologicky a farmakologicky uc¢innych latek (Snyder et al., 1997).

32



Princip metody HPLC je zaloZen na rozdilné separaci latek ve smési mezi dvé
vzajemné nemisitelné faze a to na mobilni, pohyblivou cast, kterou predstavuje
kapalina a na stacionarni, nepohyblivou, Cast, ktera je ukotvena uvnitt kolony.
Stacionarni fazi obvykle byva tuha latka (nejcastéji silikagel), avSak miZe ji byt i
kapalina. Pri distribuci jednotlivych sloZek smési dochazi mezi mobilni a stacionarni

fazi k neustadlému ustavovani rovnovahy.

Vzorky jsou nadavkovany davkovacim ventilem do mobilni faze, ktera pod
tlakem (pumpa) prochazi kolonou naplnénou stacionarni fazi. Kolona je ocelova
trubice o délce 10 - 35 cm, vnitinim priiméru 3 - 5 mm, vyplnéna pevnymi malymi
Casticemi, které maji podle druhu kolony wurcité funkéni skupiny
(Kvasnicova & Balinova, 2006). Kvalita tohoto sorbentu ma rozhodujici vliv na
ucinné rozdéleni latek. Konkrétnimi parametry této kvality jsou velikost,
stejnomérnost, tvar, struktura a porozita ¢astic sorbentu. (Novakova et al., 2013).
Nasledkem vyuZzivani kolon s velmi malymi ¢asticemi, dochazi ke kladeni zvySeného
odporu mobilni fazi, mobilni faze, a proto vznika potieba zvysSeného tlaku béhem
analyzy. Diky tomu dochdazi k rychlé a uc¢inné separaci jednotlivych sloZek smési.
(Klouda, 2003). Vlastnosti vhodné zvoleného sorbentu jsou takové, Ze zpisobuje
riznou rychlost priichodu riiznych slozek vzorku. Na vystupu z kolony se nachazi

detektor, ten odesila signal zachyceny z prochazejici slozky na zakladé naptiklad UV

detekce, fluorescencni detekce, vodivostni detekce aj.

UV detektor funguje na zakladé méreni absorbance eluatu, ktery protéka
mikrokyvetou. Vyhodou UV detektoru je jeho citlivost k 1atkdm silné pohlcujici UV
zafeni. DalSimi vyhodami jsou linearita v zavislosti méfené absorbance na

koncentraci a nezavislost signalu na priitokové rychlosti eluatu.

Vyssi citlivost detekce, pohybujici se v rozmezi 10-10 a7z 10-14 g latky, je
u fluorescen¢niho detektoru. Princip metody vychazi z toho, Ze v cele detektoru
absorbuje detekovana latka ultrafialové excita¢ni zaieni. Cast pohlcené energie je
emitovana v podobé fluorescenc¢niho zareni o vys$si vinové délce (niZsi energii) nez
excitacni zareni. Toto zareni dopada na fotoelektricky nasobic, ktery poskytuje
proud umérny toku emitovaného fluorescen¢niho zareni a koncentraci detekované
latky v cele detektoru. Detektor je spojen se zarizenim pro automaticky zaznam dat,
ktery v prisluSném programu vytvori vystupni chromatogram (Malir et al., 2003).
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Obrazek 7 Schéma HPLC
Tato doba od nastiiku analyzované latky po samotny signal detektoru je
oznacovana jako retencni cCas latky. Objem mobilni faze potrebny k eluci latky se
nazyva elu¢ni nebo reten¢ni objem. Z tohoto divodu lze eluci popisovat jako

Casovou nebo objemovou zavislost.

4

JiJL

odezva detektory

retencni cas [min]

Obrazek 8 Retencni cas

Signal detektoru je zaznamenan pomoci zapisovace (chromatografu) formou
chromatogramu - zndazoriujictho jednotlivé analyty nejcastéji ve formé tzv.
chromatografickych piki oddélenych navzajem zakladni linii. Jednotlivé vrcholy
pikli v chromatogramu znazornuji v zavislosti na reten¢nim case obsah jednotlivych
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sloZek smési jasné definovanych retencnim casem. Mnozstvi (kvantita) analyzované
latky obsaZené ve vzorku se stanovuje po porovnani se standardy vypoctem ploch,

popiipadé vysek jednotlivych kiivek piki.

0.607 h

Obrazek 9 Vypocet mnoZstvi analyzované latky
Pro vypocet plochy piku plati nasledujici vztah:
A = 1,064’ - h 'W1/2

Pro lepsi a jednoznacnéjsi identifikaci vzorkt lze k HPLC pripojit hmotnostni
spektrometr (MS zanglického Mass Spectrometry). NejCastéji vyuZivanou
konstrukci je takzvana kvadrupdlova. Princip této metody vychazi ze separace
molekulovych ionti a fragmentu analyzované latky vzniklych ionizaci chemickych
sloucenin v magnetickém poli a méreni jejich hmotnosti vzhledem k naboji. Zpiisoby
ionizace jsou ruazné naptiklad ionizace dopadem elektronového paprsku.
Plsobenim elektrického a magnetického pole se drahy vzniklych ionti zaktivuji a
zménou intenzity elektrického a magnetického pole dochazi k rozvinuti
hmotnostniho spektra. Hmotnostni spektogram lze ziskat diky spojité zméné téchto
poli. Kvalitativni ddaje spektogramu vyjadiuje poloha car, jejich vyska vyjadiuje
kvantitativni idaje. Tato separacné analytickd metoda je tedy zaroven kvalitativni i

kvantitativni.

5.3.6.2 Validace metody
Pro presnost méreni byla provedena validace metody, z niz vyplynulo:

Mez detekce: 0,11 pg/ml *
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Mez stanovitelnosti: 0,37 pg/ml *
Maximalni stanovitelny obsah: 10 ug/kg *
Nejistota stanoveni: < 20 % **

* Uvedené hodnoty plati pri pripravé vzorku vySe uvedenou metodou.

**  Nejistota stanoveni je vyjadrena jako rozsifend nejistota (koeficient
rozsiteni<=<2) s mérenym na certifikovaném referencnim materialu CRM 284
s koncentraci ¢<=<0,31 * 0,06 pg - kg! a CRM 285 skoncentraci
c<=<0,76<%<0,05<pg<-<kg1. Nejistoty stanoveni jsou v souladu s EA 4/16. (Roubal,
2017)

5.3.6.3 HPLC, nastaventi pristroje a uvedeni do chodu

Priprava kapalinového chromatografu k analyze a prace s nim se ridila dle
pokynl navodu stanoveného vyrobcem. Pfred samotnym zapocetim méfeni byla
chromatograficka aparatura spusténa a pracovala nejméné 60 minut ,naprazdno“
pro ustdleni podminek na chromatografické koloné a detektoru. Podminky
stanoveni byly nastaveny dle manualu pristroje. S praci se mohlo zacit tehdy, kdyz
se po nadavkovani methanolu pri zapnutém fluorescenénim detektoru ukazala

rovna zakladni linie (Malif, 2010; Roubal, 2017).

5.3.6.4 Podminky chromatografického stanoveni
Pro stanoveni AFM:i na HPLC byla pripravena mobilni fize o sloZeni:

acetonitril/methanol/voda v poméru 20 : 20 : 60 (v/v/v). Priitok mobilni faze byl
nastaven na 0,5 ml/min. Nastaveni fluorescen¢niho detektoru (FLD): A Ex (excitace)
360 nm, A Em (emise) 440 nm, Gain = 10 (odezva > 0,2 min (4 s, < standard)).
Fluorescen¢ni detektor Hewlett Packard 1100 byl zapnut 15 minut pied zapocetim

samotného méreni (Malif, 2010).

Pri dodrZeni téchto podminek byl elu¢ni ¢as AFM1 priblizné mezi 7,5 - 8,5
min pfi pfimém stanoveni.
5.3.6.5 Analyza vzorku na HPLC

Odparky rozpusSténé v metanoluy, tj. adjustované vzorky, standardy a slepy
vzorek o objemu 80 pl byly nastriknuty do kapalinového chromatografu. Vzorek byl

dale unasen odplynénou mobilni fazi (kapalina) do chromatografické kolony. Zde,
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na chromatografické koloné, byl analyt rozdélen na jednotlivé slozky a tyto jsou
pomoci prislusného detektoru (v tomto pripadé FLD) detekovany a zaznamenany
pomoci chromatografu a zapsany do chromatogramu. S kazdou sérii analyz byly
soucasné analyzovany slepé vzorky a dale standardni roztoky AFMi1 0,5 ng/ml;
1,0 ng/ml, 2,0 ng/ml a pripadné také kontrolni material nebo material s pridavkem

aflatoxinu M1 (Malit, 2010; Roubal, 2017).

Standardy byly proméiovany vZdy na zacatku a na konci série vzorki tak, aby
pocet analyz standardt dosahl 20% poctu analyzovanych vzorkd a to v poradi: slepy
vzorek, standard, 0,5 ng/ml; 1,0 ng/ml, 2,0 ng/ml, dale byly zméreny zpracované

vzorky moci (Malif, 2010; Roubal, 2017).

Po skonceni analyz byla kolona po dobu 20 minut promyta smési metanolu a
vody v poméru 1:1. Nasledné byla po dobu 10 minut kolona promyvana vodou a po
dobu ptiblizné 70 minut roztokem acetonitrilu a vody v poméru 1:1. Nakonec byla

kolona konzervovana smeési methanolu a vody (1:1) (Malit, 2010).

5.3.6.6 Derivatizace pro AFM1
Vzorek byl vloZen do duralového bloku zatizeni pro odparovani EVATERM
a odparen pod proudem dusiku, zavddénym nad hladinu vzorku pfti teploté

45 - 50°C.

KvysuSenému reziduu bylo pridano 200 pl hexanu a 200 pl kyseliny
trifluorooctové. Standardy byly zredény roztokem mobilni faze
acetonitril/methanol/voda v poméru 20 : 20 : 60 (v/v/v). Nasledné bylo ptidano
50 pl pracovniho standardu do hexanu : TFA roztok.

Roztok byl na 5 - 10 vterin vloZen do ultrazvukové 1azné.

Nasledné byl roztok umistén na 10 minut do topného bloku a nechan stat pri

teploté pohybujici se kolem 40 °C.

Po uplynuti 10 minut byl odpafren do sucha pod proudem dusiku pfti teploté
50 °C.
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Do vialky sreziduem byly pridany 2 ml smési deionizované vody
s acetonitrilem (smés vpoméru 75 : 25). Touto smési bylo za diikladného

rozmichani v ultrazvukové 1azni reziduum rozpusténo.
Vznikly roztok byl prefiltrovan pres 0,25um filtr.
Vzorek byl vstiiknut do LC kolony.

5.3.6.7 Kalibrace
Pro ovérenf linearity a kvantifikace se provadi pokazdé po zméreni 5 vzorkt

kalibrace kapalinového chromatografu. Pri danych parametrech analyzy byla
sestrojena kalibracni kiivka vychazejici ze zavislosti ploch pikd na koncentraci
AFMi. Kalibra¢ni kiivka byla ovérena (konfirmovana). Koncentra¢ni body pro
stanoveni kalibrac¢ni kiivky byly stanoveny na objemech 0,5 - 1,0 - 2,0 - 4,0 - 20,0
pg/ul.
5.3.6.8 Vypocet obsahu mykotoxinu ve vzorku

Pt vypoctu obsahu mykotoxinu ve vzorku se porovnavaji plochy a vysky piki
se standardy. Vyhodnoceni jsou provedena za pomoci programu HP ChemStation.
Koncentrace aflatoxinu M1 ve vzorku se vyjadiuji v ug/kg. Samotny vypocet vychazi
z hodnoty plochy piku odpovidajictho vzorku, ktera se vynasobi kalibracni
konstantou K (hodnota kalibra¢ni smérnice kfivky). Nasledné se vysledek jeSté

nasobi hodnotou 0,015 (odparek odpovidajici 16,7 g vzorku je rozpustén v 0,25 ml
mobilni faze) (Roubal, 2017).

Clug/kg]l = CN -0,015
C koncentrace prislusného aflatoxinu ve vzorku [pg - kg1]
CN  koncentrace piislusného aflatoxinu [pg - pl-1]

Vypoctené vysledky jsou korigovany na vytéznost dle pokynt konfirmac¢ni metody.
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6. Vysledky

6.1 Vysledky méreni pH ve vzorcich moci

Cislo vzorku Objem vzorku [ml] pH
1 530 5,44
2 530 5,83
3 110 6,20
4 560 7,08
5 400 6,53
6 550 6,49
7 525 5,34
8 505 5,62
9 525 7,13
10 390 5,36
11 371 6,50
12 478 5,35
13 423 6,54
14 404 6,46
15 394 6,20
16 355 6,89
17 351 5,85
18 395 5,61
19 387 5,94
20 456 5,76
21 438 5,61
22 447 6,36
23 350 6,41
24 399 5,64
25 440 5,28
26 524 6,12
27 350 6,45
28 384 5,66
29 443 5,43
30 490 6,87
31 258 5,98
32 339 5,35
33 512 5,41
34 362 6,10
35 466 5,30
36 330 5,89
37 290 5,56
38 325 6,99
39 310 5,05
40 478 6,44

Tabulka 3 Vysledky méieni pH ve vzorcich moci
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Namérené hodnoty pH u vzorkd moci se pohybuji vrozmezi pH 5 - 7.
Vychazime - li z faktu, ze fyziologické pH moci zdravych jedinct vykazuje hodnoty
mezi 5 a 6, pripadné v maximalnim rozmezi 4,5 - 8. Tyto hodnoty jsou zavislé kromé
zdravotniho stavu jedince také na skladbé ptijimané potravy, kdy prisun prevazné
masité stravy vykazuje pH nizZsi nez 5,5, oznacované jako acidurie, naproti tomu
strava prevazné laktovegetabilni piisobi alkalizujicim vlivem. Tento jev muZe
zplsobit zvySeni pH moci nad 6,5 a je oznacovan jako alkalurie. pH moci také zavisi,
jak bylo zminéno vySe, na zdravi jedince. Je zjiSténo, Ze horeCnata onemocnéni
sniZuji pH moci tj. moc se stava kyselejsi a zvySeni hodnot pH je doprovodnym jevem

pfi onemocnéni mocovych cest.

6.2 Vysledky HPLC stanoveni obsahu AFM; ve vzorcich moci

Cislo vzorku Obsah AFM1[ug - kg
o
1 <1L0Q
2 <L0OQ
3 <L0Q
4 <L0Q
5 <L.0Q
6 <L0Q
7 <L0Q
8 <L0Q
9 <L0Q
10 <L0Q
11 <L0Q
12 <1.0Q
13 <L0Q
14 <L0Q
15 <1.0Q
16 <10Q
17 <L0Q
18 <1.0Q
19 <10Q
20 <L0Q
21 <L0Q
22 <1.0Q
23 <1.0Q
24 <L0Q
25 <1.0Q
26 <1.0Q
27 <L0Q
28 <L0Q
29 <1.0Q
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30 <L0OQ
31 <L.0Q
32 <L0OQ
33 <L0OQ
34 <LOQ
35 <L.0OQ
36 <L0OQ
37 <LOQ
38 <L.0OQ
39 <L0OQ
40 <L0OQ

Tabulka 4 Vysledky HPLC stanoveni obsahu AFM ve vzorcich moci

Testovani 40 vzorkli moci prokazalo obsah zjistovaného AFM: ve vSech pripadech
pod mezi stanovitelnosti. Mez stanovitelnosti byla pfi této analyze stanovena jako
koncentrace odpovidajici obsahu AFM1 = 0,37 pg/kg. Tyto vysledky potvrdily
predpokladanou hypotézu, ze populace Ceské republiky pravdépodobné neni
vyznamné vystavena expozici AFB1. Minimalizace dietarni expozice AFB1 mize
svédcit o velmi dobrém a funkénim zabezpeceni systému bezpecnosti potravin
v ramci CR, véetné funkénich systémi Giredni kontroly, statniho zdravotniho dozoru

a Monitoringu zdravotniho stavu obyvatelstva.

7. Diskuse

Vyuziti stanoveni AFM3, pritomného v moci jako biomarkeru expozice

clovéka na aflatoxiny, bylo provedeno jiZ v ramci nékolika svétovych studii.

Studie probihajici v letech 2007 - 2008 vramci projektu EFCOVAL
(European Food Consumption Validation) nashromazdila od darct (muzi a Zeny ve
véku od 45 do 60 let) celkem 236 vzorki 24 hodinové moci. K separaci AFM1 bylo
pouzito imunoafinitnich kolonek AFLAPREP® M, nasledné stanoveni koncentraci
AFM1 bylo zjistovano pomoci metody HPLC - FLD. Studie prokazala vyskyt AFM1
u 7,6 % z 236 vzorki a to s prlimérnou hodnotou 0,29 pg/ml (Ostry et al., 2010).

Analyzou vzorkli moc¢i 250 lidi probihajici na Taiwanu byly zjiStény

koncentrace v rozmezi od 0,003 do 0,108 ng/ml (Hatch et al., 1993).
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V brazilské studii z roku 2009 bylo zpracovano 69 vzorkl moci od darct
Zijicich ve mésté Piracicaba, stat Sao Paulo. Po prociSténi na imunoafinitnich
kolonkach byly vzorky zpracovany metodou HPLC - FD. Bylo zjiSténo, Ze ze 69
vzorkl je u 45 (65 %) koncentrace AFM1 vyssSi neZ uvedena mez stanovitelnosti,
vyjadrena hodnotou = 1,8 pg/ml. Koncentrace AFM1 ,u téchto vzorki, byla zjisténa
vrozmezi 1,8<az<39,9 pg/ml, sprimérnou hodnotou 5,96 (* 6,39) pg/ml

(de Cassia Romero et al., 2009).

Sabran et al. (2012) zverejnili vyzkum zjiStujici koncentrace AFM1 v moci
obyvatel na uzemi Malajsie. Vzorky byly ziskany od neakademického personalu
univerzity v Putfe. Rozboru bylo podrobeno 22 vzorkli a u vSech byl detekovan
obsah AFM1 vrozmezi 0.0289 - 0,1547 ng/ml. Primérna hodnota vysledki byla
0,0421 ng/ml.

Studie ze Sierra Leone v Africe, probihajici pred rokem 2002, ziskala vzorky
mociod 134 chlapctia 110 divek béhem obdobi suchaa 97 chlapctia 93 divek béhem
obdobi destl. Analyzou vzorki z obdobi sucha bylo zjiSténo, Ze vSechny déti, kromé
jednoho chlapce, mély pozitivni nalez AFMi. Vzorky zobdobi destt dosly
k podobnému vysledky a to, Ze kromé ctyr déti (dvou chlapct a dvou divek)
obsahovaly vSechny AFM1. Celkové koncentrace se pohybovaly v rozmezi od 0,1 do

374 ng/ml (Jonsyn-Ellis, 2000).

Velkym zdrojem studii zabyvajici se intoxikaci aflatoxiny je jihoamericka
Brazilie. Tyto expertizy vychazeji zpredpokladu, Ze hlavnimi potravinami
souvisejicimi s kontaminaci aflatoxiny jsou kukufrice, arasidy a produkty z nich
(Caldas et al., 2002; Gloria et al., 1997; Gloria et al., 2006; Kawashima & Valente-
Soares, 2006; Rodrigues-Amaya & Sabino, 2002; Sabino et al., 2000).

Vyzkum vyuzZivajici vylepSené imunoafinitni monoklonalni protilatky
v kolonkach zjistoval souvislost mezi vyloucenym aflatoxinem M1 ve vztahu s denni
spotiebou aflatoxinu. Byly pouzity vzorky od 30 muzi z kazdé z 69 venkovskych
oblasti pevninské Ciny a z 16 oblasti Tchaj-wanu vZdy po 2 vesnicich z oblasti
(celkem 170 vesnic). Korela¢ni koeficient vyluCovani AFM1 v mo¢i byl srovnanim
zjistén jako 0,50 (P >0,001) naprti¢ vSemi 85 oblastmi. Detekovatelné koncentrace

AFM1 obsahovalo 65 % vzorki. S primérem vylucovani 3,1 ng/12 hod. Z toho
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vychazi, Ze za predpokladu vylucovani 2 - 6 % odpovida suma vylouceného AFM1
velmi nizké denni davce aflatoxinu, pricemz je moZny rozsah 0 - 11 pg/den (Cheng

etal, 1997).

DalSimi studiemi zabyvajicimi se vyskytu AFM1i vlidské moci jsou
napriklad prace Campbella et al. (1970) hodnotici vzorky z Filipin, prace Niathi et
al. (1987) ze Zimbabwe, ktera prokazala u 1228 vzorkl moci 4,3% pozitivitu na
AFM1. Metabolity aflatoxini byly detekovany ve vzorcich moc¢i i v Gambii,

Singapuru a Francii (Wild et al., 1987).

Nékolik epidemiologickych studii prokazalo souvislost mezi expozici
aflatoxinii v potravé a zvySenym vyskytem primarniho hepatocelularniho
karcinomu. Oblasti dietarniho prijmu, v niz bylo k dispozici malo informaci, bylo
vystaveni novorozenych déti aflatoxint, pfijimanym s lidskym matei'skym mlékem.
Vyzkum zroku 1987 zabyvajici se touto problematikou ziskal jako podkladové
materialy vzorky od 54 Zen z venkovskych oblasti v Zimbabwe. V téchto vzorcich
byly metodou ELISA zjistény v 6 pripadech pozitivni nalezy (11 %) s hodnotami
dosahujicimi az 50 - ti pg aflatoxinii/ml. U 42 vzorkd mléka ziskanych od Zen ve

Francii nebyly zjistény Zadné pozitivni vysledky (Wild et al, 1987).

Vyzkum z jizni Afriky (Mwanza & Dutton, 2014), zabyvajici se srovnavanim
vysledkil vyskytu AFM1 v mléce mezi zdroji z venkovské samoobZivné produkce a
komeréni mlécnou farmou, zjistii po podrobeni analyzdm tenkovrstvé
chromatografie (TLC), fluorometrie (VF) a vysoko uc¢inné kapalinové
chromatografie (HPLC) tyto vysledky: frekvence kontaminace vzorkt mléka AFM1 u
venkovské produkce byla 22,8% podle stanoveni TLC, 93,9 % stanovenim VF a 86
% metodou HPLC. Vysledky u komer¢ni mlécné farmy jako 17,8% (TLC) 96,5% (VF)
a100% (HPLC). Nebyly zjistény Zadné vyznamné rozdily mezi mlékem venkovskych
a komercnich farem. Primérné hodnoty AFM: se u obou subjektli pohybovaly

vrozmezi 0,15a 0,17 pg/kg.
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8. Zavér

Aflatoxiny patii mezi nejvyznamnéjsi mykotoxiny, a to jak diky své vyznamné
toxicité a karcinogenité, tak diky jejich vyskytu potravinach. Z diivodu svych
biologickych, tzn. toxickych, i¢inki predstavuji pro ¢lovéka znacné nebezpedi, které
nesmi byt opomijeno. Diky globalizaci potravinového trhu mohou byt aflatoxiny
velkym rizikem i pro zdravi ¢eské populace. Proto je potiebné i nadale pokracovat
v monitoringu aflatoxin@ v potravinach predevsim u dovozi ze tretich zemi a ve
stanoveni biomarkert aflatoxint v biologickém materidlu (napt. v moci a krevnim

séru).
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