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Abstrakt

Mykotoxiny jakozto sekundarni produkty plisni mohou kontaminovat krmiva a meta-
bolickou cestou v téle dojnice se dostavat do mléka. Nejvice sledovanym mykotoxi-
nem v souvislosti s kontaminaci mléka je aflatoxin M1 (AFM1). V literarnim piehledu
prace je kladen zfetel na identifikaci jednotlivych druhi mykotoxint a jejich prenos
do mléka, dale je vénovana pozornost souhrnu dosavadnich vysledkii monitoringu
aflatoxind v mléce, negativnim u¢inkiim mykotoxint na zdravi a moznostem stanoveni
mykotoxint. Prakticka Cast se sklada ze dvou podkapitol, a to monitoringu AFM1
v syrovém mléce krav, ovci a koz v letech 2006-2020 z dat Statni veterinarni spravy
CR, kde je vyhodnocen faktor sledovaného obdobi a druhu mléka na obsah AFM1
v syrovém mléce. Druha ¢ast interpretuje vysledky monitoringu AFM1 v nakupova-

ném syrovém kravském mléce dodavaném do mlékarenského zavodu.

Kli¢ova slova: mléko, kravy, kozy, ovce, kontaminujici latky, mykotoxiny, preven-

tivni opatfeni



Abstract

Mycotoxins, as secondary products of fungi, can contaminate feeds and enter the milk
through the metabolic pathway in the cow's body. The most studied mycotoxin asso-
ciated with milk contamination is aflatoxin M1 (AFM1). The review focuses on the
identification of different types of mycotoxins and their transfer to milk, and attention
is paid to a summary of the results of monitoring aflatoxins in milk and the negative
effects of mycotoxins on health and the possibility of mycotoxins determination. The
practical part of the thesis consists of two subchapters, namely monitoring AFM1 in
raw milk of cows, sheep and goats in the years 2006-2020 from the data of the State
Veterinary Administration of the Czech Republic, where the factor of the observed
period and type of milk was evaluated for AFM1 content in raw milk. The second part
interprets the results of AFM1 monitoring in purchased raw cow's milk delivered to

the dairy factory.
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Uvod

Miéko hraje ve vyzivé Cloveka dialezitou roli, proto by jeho kvalité méla byt vénovana
nalezita pozornost. Jednim z ukazateli kvality mléka je obsah kontaminujicich latek,
mezi které spadaji i mykotoxiny.

Za rizikovéjsi z hlediska lidské spotieby se pokladaji potraviny rostlinného pu-
vodu nez zivoc¢i§ného. To je dano predevsim skuteCnosti, ze z krmiv je piijata jen ¢ast
obsahu mykotoxind, a navic v prub&hu traveni a metabolickych procesu se ¢ast myko-
toxint inaktivuje. Procento kontaminovanych produkénich plodin postizenych myko-
toxiny se odhaduje pfiblizné na jednu ctvrtinu celkové trzni produkce krmivarskych a
potravinarskych komodit. Za vice nachylné plodiny ke kontaminaci jsou povazovany
obilniny, luskoviny a ofechy, spise nez jeteloviny a picniny, ackoli rozdily nejsou pfilis
razantni.

Do mléka mykotoxiny pronikaji metabolickou cestou z krmiv pfijatych dojnici.
Pusobeni mykotoxind v organismu zavisi na typu mykotoxinu, délce jeho ptisobeni a
pozité davce, dale také na vyzivé a aktualnim zdravotnim stavu jedince.

Cilem prace je vyhodnoceni monitoringu pfitomnosti aflatoxinu M1 ve vzorcich

syrového kravského mléka v zavislosti na vybranych faktorech.




1 Literarni prehled

1.1 Charakteristika mykotoxinu

Silha a Hart (2005) popisuji mykotoxiny jako toxické latky nebilkovinné povahy, které
jsou produkovany mikroskopickymi houbami a jsou toxické pro ¢lovéka, hospodarska
zvitata a volné zijici zivocichy.

Mykotoxiny jsou sekundarni metabolity vybranych druht plisni. V soucasné dobé
je popsano piiblizné 400 druhti mykotoxinti. Pfitomnost mykotoxinQ v potravinach a
krmivech pfedstavuje celosvétovy problém jak z ekonomického, tak i ze zdravotniho
hlediska (Stranak, 2002).

Mykotoxiny a jejich metabolity jsou rozpustné v tucich, snadno se vstiebavaji
stftevem, dychacimi cestami a k(zi. V poslednich letech narusta riziko kontaminace
potravin a krmiv mykotoxiny, coz ma za nasledek zhorSeni zdravi lidi a zvitat. Konta-
minace potravin a krmiv mykotoxiny se stala predmétem velkého vyzkumného zajmu,
protoze je spojovana s mnoha smrtelnymi chorobami, jako napfiiklad s rakovinou a
dal§imi chronickymi onemocnénimi (Mahendra a Ajit, 2010).

Plisn€ produkuji mykotoxiny nejspiSe v ramci boje o preziti a v konkuren¢nim
boji o zdroje zivin. Podle Havlové a Jic¢inské (1995) patii mezi nejvyznamnéjsi plisné
produkujici mykotoxiny rody Aspergillus, Penicillium a Fusarium. Mykotoxiny mo-
hou byt zjistovany v potraviné dokonce i tehdy, kdyz se produkujici pliseil na povrchu
potraviny jiz nevyskytuje. Jednotlivé druhy plisni mohou tvofit i vice druhi mykoto-
xinu a naopak, jeden druh mykotoxinu mize byt tvoren nékolika riznymi plisnémi.
Velka ¢ast mykotoxind je termostabilni pfi vyrobnich potravinafskych procesech a
zpracovavani krmiv. Ani technologické procesy hladinu mykotoxinti vyznamné neo-
vliviiyji. Za velmi odolné 1ze povazovat aflatoxiny, zearalenon, fumonisiny, vybrané
skupiny ochratoxintl a dalsi mykotoxiny (Suchy a Herzig, 2005). Nejvyznamné;jsi pro-

ducenti mykotoxint jsou popsani v tabulce 1.1.




Tabulka 1.1: Piehled vybranych mykotoxini a jejich producenti

Plisné Mykotoxiny

Trichotheceny
Deoxynivalenol
Nivalenol
Fusarium )
T-2 toxin
Zearalenon

Fumonisiny

Aflatoxiny
Ochratoxiny
Aspergillus )
K. cyklopiazonova

Tremorgeny

Ochratoxiny
Citrinin
Penicillium )
Patulin

K. penicilova

Ergotamin
Claviceps Ergocryptin

Ergovalin

Zdroj: upraveno; Malif a Ostry, 2003

1.2 Negativni pusobeni mykotoxinu

1.2.1 Vliv na zdravi zvirat a lidi

Onemocnéni zpasobené otravou mykotoxiny se oznacuje jako mykotoxikdza. Myko-
toxikozy lze podle ptijaté davky mykotoxinu v Case rozdelit na akutni a chronické.
Akutni mykotoxikozy, vznikajici pii pozieni vyssich davek mykotoxint, zpusobuji
specifické akutni pfiznaky onemocnéni nebo mohou zpuasobit i smrt. Jedna se napfi-
klad o akutni hepatitidu pfi poziti aflatoxinu. Déle se pak jedna o chronické mykoto-
xikozy, které se vyskytuji pfi opakovaném, déletrvajicim pfijmu nizkych az stfednich
davek mykotoxinu. Chronické mykotoxikdzy probihaji bez zfejmych klinickych pfi-

znakd, tudiz vétSinou uniknou pozornosti. Mezi jejich projevy patii snizena uzitkovost
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(zpomaleny rust, snizena laktace), poruchy imunitniho systému (imunosuprese), poru-

chy reprodukce. Rovnéz mohou snizovat vyuzitelnost krmiv zvifaty (Straidk, 2002).

Obecné plati, ze prezvykavci jsou méné citlivi na mykotoxiny nez jina zvitata. To

muze byt zpusobeno schopnosti bachorové mikroflory degradovat nebo premeénovat

mykotoxiny na mén¢ toxické slouc¢eniny (Jouany et al., 2009; Malyugina, 2019).

Silha a Hart (2005) uvadgji nejéast&jsi uéinky mykotoxind na zdravi zvitat a lidi:

mutagenni u¢inky — vyvolavaji zmény v DNA ¢i RNA (vratné i nevratné
zmény v geneticke informaci);

teratogenni Ucinky — negativné ovliviiuji embryonalni vyvoj;
karcinogenni ucinky — podporuji nebo pfimo pusobi vznik nadorovych
onemocnéni;

strumigenni U¢inky — ovliviiuji funkci §titné zlazy, napt. distribuci jodu do
§titné zlazy;

hepatotoxické ucinky — zptsobuji hypofunkci nebo poskozeni jater;
nefrotoxické ucinky — poskozuji ledviny;

estrogenni u¢inky — méni hormonalni hladinu v téle, vyvolavaji poruchy

fije.

V tabulce 1.2. jsou popsana vybrana vyznamna onemocnéni vyvolana mykotoxiny.
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Tabulka 1.2: Vyznamna akutni a chronickd onemocnéni spojovana s mykotoxiny

Mykotoxin Mykotoxikoza
Akutni DON toxikéza
Deoxynivalenol (DON)
Otrava Cervenou plisni
Ochratoxin A Néadory ledvin
Ochratoxin A a dalsi mykotoxiny Balkanska endemicka nefropatie
Namelové mykotoxiny Ergotismus
Kwashiorkor
_ Reytv syndrom
Aflatoxiny : : :
Priméarni jaterni karcinom
Aflatoxikéza
Fumonisiny Rakovina jicnu
Alimentarni toxicka aleukemie
Trichotheceny ;
Stachybotryotoxikdza
Luteoskyrin, citrinin, citreovidin aj. Onemocnéni ze zZluté ryze
Citreoviridin Akutni kardialni beri-beri

Zdroj: Ostry, 2000

Toxicita mykotoxinii je méfena a uvadéna v tzv. letalni davce. Napriklad letalni davka
oznaCovana LD50 (méfena v gramech ¢i miligramech na kilogram zivé hmotnosti or-
ganismu) oznacuje skuteCnost, ze pii poziti urCitého mnozstvi latky (mykotoxinu)
uhyne 50 % organismu a 50 % prezije.

Jednou z reakci organismu na piijem mykotoxini miZze byt i alergicka reakce, coz
znamena nepiimeéfené silnou imunitni reakci organismu na piijem konkrétni latky.
Alergické reakce se viak tézko méfi a jsou individualni (Silha a Hart, 2005).

Karcinogenni G¢inky vybranych mykotoxinu dle Mezinarodni agentury pro vy-

zkum rakoviny (IARC) a jejich limitni koncentrace znazoriiuje tabulka 1.3.
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Tabulka 1.3: Zaiazeni mykotoxina do kategorii dle karcinogenniho u¢inku véetné limitnich

koncentraci
Mykotoxin Kategorie Limitni koncentrace
Aflatoxin B N 2 ug/kg ve vsech obilovinach;
<0,1 pg/kg v détské vyzive
Aflatoxin M1 . 0,05 pg/kg mléka a mlécnych
produkta

Ochratoxin A 2B? 3 pg/kg v potravinach
Patulin 33 0,4 ug/kg hmotnosti/den
Fumonisin B1 2B 2 ug/kg hmotnosti/den
Zearalenon Neklasifikovan 0,5 ug/kg hmotnosti/den

Zdroj: Luo et al., 2018
'1 karcinogen = prokazany lidsky karcinogen; 2B = mozny lidsky karcinogen; 33 kar-

cinogen = zatim neni klasifikovan jako karcinogenni pro ¢lovéka

1.2.2  Vliv na kvalitu mléka

Kvalita mléka ve vztahu k toxickym kontaminantim pfimo souvisi s druhem a kvalitou
krmiv pro zvifata v navaznosti na metabolismus mykotoxina a jejich nasledné vyluco-
vani do mléka. Urovedl vyludovani mykotoxint do mléka je obecné nizka a je ovliv-
néna molekulovou hmotnosti a lipofilitou daného mykotoxinu. Rychlost transportu
také ovliviiyje gradient pH mezi krevni plazmou a mlékem, ktery se méni podle zdra-
votniho stavu zvifete (Becker-Algeri et al., 2016).

Dle prace tymu Kfizova et al. (2016) ovlivnil obsah mykotoxinti v mléce nasledu-
jici ukazatele kvality mléka: tuk, aceton, pH, elektrickou vodivost, alkoholovou stabi-
litu, kvalitu syfeniny, pevnost syfeniny, objem syrovatky, syrovatkové bilkoviny, du-
sikaté latky nebilkovinné, mocovinu, pomér tuku/hrubé bilkoviny. Celkova urover za-
téze mykotoxiny ve studii byla relativn€ nizka bez jasného vlivu na vlastnosti mléka.

V dalsi studii zpracované tymem Kiizova et al. (2021) byl zkouméan vliv pfitom-
nosti zearalenonu v mléce na rast bakterialnich kultur Bacillus cereus, Staphylococcus
aureus a Pseudomonas fluorescens. Vybrané mikroorganismy byly zearalenonem
omezovany v rustu pouze ojedinéle v zavislosti na inkuba¢ni dob€ a teplote, bakteri-
alnim druhu a pocatecni inokulaci. Citlivost vybranych mikroorganismu k inhibi¢nimu

ucinku zearalenonu tak byla v malé mife prokazana. Jina studie zaméfena rovnéz na
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zearalenon v mléce prokazala negativni vliv na rust Streptococcus thermophilus a fer-
mentacni procesy. Vyzkum prokazal, ze rast a zivotaschopnost Lactobacillus del-
brueckii a S. thermophilus byly ptitomnosti zearalenonu v mléce negativné ovlivnény

(Hanus$ et al., 2018).

1.3 Aflatoxiny

Aflatoxiny jsou produkovany plisnémi rodu Aspergillus a v mensi mire také rodem
Emericella. Konkrétné se jedna ptedevsim o A. flavus, A. nomius, A. parasiticus a dalsi
popsané druhy uvedené v tabulce 1.4. Jednotlivé toxigenni druhy jsou rozdéleny do tii
sekci: Nidulantes, Flavi a Ochraceorosei. U kazdého druhu plisn€ v tabulce 1.4 je pfi-

slusna sekce uvedena v zavorce.

Tabulka 1.4: Toxigenni druhy rodu Aspergillus a Emericella

Druh plisné! Zemé Mykotoxin?
A. bombycis (F) Japonsko, Indonésie AFB, AFG
A. flavus (F) Vsudypfitomny AFB1, AFB2
USA, Thajsko, Jizni
A. nomius (F) AFB, AFG
Amerika
A. parasiticus (F) témer vSudypiitomny AFB, AFG
A. parvisclerotigenus (F) Afrika AFB, AFG
USA, Afrika, Australie,
A. minisclerotigenes (F) ] ) AFB, AFG
Jizni Amerika
A. arachidicola (F) Jizni Amerika AFB, AFG
Japonsko, Jizni Ame-
A. pseudotamarii (F) AFB1
rika

A. ochraceoroseus (O) Afrika AFB1, AFB2
A. rambellii (O) Afrika AFB1, AFB2
E. astellata (N) Jizni Amerika AFB1

E. olivicola (N) jizni Evropa AFB1

E. venezuelensis (N) Jizni Amerika AFB1

Zdroj: upraveno; Gupta, 2012
ISekce: F = Flavi; O = Ochraceorosei; N = Nidulantes

2AFB = aflatoxin B; AFG = aflatoxin G; AFB1 = aflatoxin B1; AFB2 = aflatoxin B2
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Makroskopicky pohled na kulturu plisné Aspergillus flavus rostouci na zivné pudé
“Czapek yeast extract agar,” je ilustrovan na obrazku 1.1. Proces kultivace na agaru

probihal pti 25 °C po dobu 7 dni.

A
.

Zdroj: Ostry a Kyrova, 2021

Obrizek 1.1: Aspergillus flavus

Optimalni teplota, za které jsou aflatoxiny produkovany, je 28 °C a pH v rozmezi 2,5—
6. Produkce aflatoxini se pod hranici 12% vlhkosti zastavuje. K nejvyznamnéjsim
skupinam aflatoxind se fadi aflatoxin B1 (AFB1), aflatoxin B2 (AFB2), aflatoxin G1
(AFG1) a aflatoxin G2 (AFG2), ale uvadi se celkem 18 druhti. Oznaceni pochazi z an-
glickych nazvu pro barvy (B=blue, G=green) a odvozuje se z jejich zbarveni pfi flu-
orescenci (VeliSek a Hajslova, 2009).

Aflatoxiny patfi k nejvice prozkoumanym skupinam mykotoxinti. Aflatoxiny
jsou absorbovany ze zazivaciho traktu, metabolizovany a do zna¢né miry vylu€ovany.
Distribuce metabolitd do riznych ¢asti tél zvirat mize zpasobovat zvyseny obsah ne-
bezpecnych rezidui v potravinach zivoc¢isného ptivodu (mléko, maso a vejce). V téle
dojnic jsou aflatoxiny zcCasti zménény na hydroxyslouceniny. Toxi¢téjsi a aktivnéjsi
formy, oznaované jako AFM1, AFM2, pfechazi do mléka a masa (Suchy a Herzig,
2005). Vzhledem k riziku, které predstavuje AFMI1 pritomny v mléce, byl legislativou
EU stanoven limit pro obsah AFM1 v mléce na 0,05 pg/1 (blize specifikovano v kapi-
tole Limity).
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Aflatoxiny jsou povazovany za karcinogenni, mutagenni a teratogenni. Je znamo,
ze vedou k akutnim ¢i chronickym onemocnénim jater. Za nejtoxictejsi je povazovan
AFB1 (mlékem vylu¢ovany jako AFM1). AFBI se oznacuje jako nejhojnéji zastou-
peny a také nejvice karcinogenni aflatoxin, ktery lze nalézt v pfirodé (Ying et al.,
2018).

Bylo prokazano, ze dojnice za 24 hodin od konzumace krmiva s AFB1 v mnozstvi
300 pg/kg produkovala mléko obsahujici aflatoxin v mnozstvi 1 pg/l. Detekovatelné
mnozstvi aflatoxinu zmizelo z mléka za 45 dni od posledniho kontaktu s kontamino-
vanym krmivem (Silha a Hart, 2005).

Dle Camaje et al. (2018) nebyly pozorovany rozdily v mnozstvi AFM1 v zimnim
a letnim obdobi. S timto tvrzenim souhlasi rovnéz Venancio et al. (2019). V praci byly
zkoumany farmy dvou riznych klimatickych pasem v letni a zimni sezong, a taktéz
nebyly v mnozstvi AFM1 v mléce nalezeny vyznamné rozdily.

Naopak v rozporu s vyse uvedenym tvrzenim je prace tymu Bilandzi¢ et al.
(2014), kde v prubéhu celého roku obsahovaly vice AFM1 vzorky mléka v unoru,
bfeznu a dubnu. V nasledujicim roce stejny tym provedl studii znovu, a zde se statis-
ticky vyznamné rozdily v jednotlivych mésicich jiz nepotvrdily a nalezy nadlimitnich
hladin AFM1 byly nizsi. Z toho lze usuzovat, ze kvalité krmiv pro dojnice byla v dru-

hém obdobi vénovana vétsi pozornost (Bilandzi¢ et al., 2015).

1.3.1 Situace s AFM1 ve svété a v CR

Vzhledem k Sirokému rozsifeni kontaminace krmiv pro dojnice aflatoxiny a nasledné
pruniku téchto latek do mléka bylo v predchozim desetileti provedeno mnoho studii
analyzujicich obsah AFM1 v mléce. Vybrané studie provedené v letech 2011 az 2019,
které byly dostupné na Google Scholar byly zpracovany do piehledné tabulky 1.5.
Vysledky ukazaly, ze riziko vysokych koncentraci AFM1 v syrovém mléce bylo hla-
Seno z riznych zemi po celém svét€. V mnoha z téchto studii maximalni hodnota
AFMI1 prekrocila limit 0,05 pg/l. Stoji za zminku, Ze riziko kontaminace AFMI
v mléce celosvétoveé odrazi v poslednich letech klesajici trend, coz naznacuje, ze bez-
pecnost mléka se s ohledem na AFM1 neustale zlepSuje. Velmi vysoké hladiny AFM1
vSak byly nalezeny v né€kolika zemich, napt. 4,980 pg/1 v Etiopii, 3,800 pg/l v Indii a
2,007 pg/l v Tanzanii. Takto vysoké hladiny AFM1 mohou pfedstavovat vazné zdra-

votni riziko spojené s konzumaci mléka (Salari et al., 2020; Min et al., 2021).
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Tabulka 1.5: Prehled kontaminace mléka aflatoxinem M1 (AFM1) ve vybranych zemich v letech

2009-2019
Vzorky
Max.
% po- % nadli-
Rok Zemé mnozstvi Zdroj
pocet  zitiv- mitnich (ng)
1)
nich dle EU
Skrbi¢ et
2013 Srbsko 50 100 76 1,440
al., 2014
Jajic et al,
2013-2016  Srbsko 423 80,9 49,1 5,078
2018
Milicevié
2015-2018 Srbsko 20235 80,8 25,6 1,260 al., 2019
Brazili 7 28,6 28,6 s0,835  Scaglioni
2012 razilie ’ ’ ’ etal., 2014
Brazilie 40  87.5 0.0 0045 " cnancio
2017 rasitie ’ ’ ’ etal., 2019
Chor- Bilandzi¢
2013 vatsko 3736 100 27,9 1,135 etal., 2014
Chor- Bilandzi¢
2013-2014 3543 100 34 0,764
vatsko etal., 2015
. Gizachew
2014-2015 Etiopie 110 100 91,9 4,980 etal.. 2016
) Siddappa,
2011 Indie 45 64,5 48,9 3,800 etal.. 2012
- Kang'ethe
2006-2007 Kera 524 73,7 16,8 0,780 et al.. 2009
o Igbal a
2010-2011 Pékistan 107 71,1 41,2 0,845 Asi. 2013
s Igbal et al.,
2011 Péakistan 107 58,9 35,6 0,980 2014
Moham-
Tan-
2014 nie 37 83,8 83,8 2,007 medetal.,
“ 2016
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Vzorky

Max.
% po- % nadli-
Rok Zemé mnozstvi Zdroj
pocet  zitiv- mitnich (ng)
nich dle EU "
Cammilleri
- Itali 4 4 1
2013-2016 talie 85 6,0 0, 0,150 etal.. 2019
Kosovo 192 380 5.7 0082  CAmaet
2016 Y ’ ’ ’ al., 2018

Zdroj: upraveno dle Min et al., 2021; Uhlikova, 2019

Dals$i podobna srovnavaci tabulka, zabyvajici se AFM1 v syrovém kravském mléce

(tabulka 1.6) sleduje procento pozitivnich vzorki, rozpéti nameéfenych hodnot AFM1

a prumérmou hodnotu ve vzorku. Situace s vyskytem AFM1 je zavaznéjsi v rozvojo-

vych zemich, pravdépodobné vzhledem k nizsi irovni hygienické praxe pfi vyrobé a

pestovani krmiv pro dojnice (Turna a Wu, 2021).

Tabulka 1.6: Prumérné hodnoty aflatoxinu M1 (AFM1) v syrovém mléce v ruznych zemich

svéta
Vzorky
prumérna
Zemé % rozpéti hodnot Zdroj
. (ng) hodnota
pozitivnic ng
(ng/)
Mohammedi-
Alzirsko 46,43 0,096-0,557 0,072 Ameur et al.,
2020
Alonso et al.,
Argentina 64 0-0,07 0,028
2010
‘ Scaglioni et al.,
Brazilie 28,6 0-1,7 0,835
2014
Cina 75,2 0,0053-0,0362 0,016 Xiong et al., 2020
Bilandzic et al.,
Chorvatsko X 0,001-0,124 0,006
2016
Amer a Ibrahim,
Egypt 38 0,023-0,073 0,0171

2010
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Vzorky

prumérna
Zemé % rozpéti hodnot Zdroj
. b (ng) hodnota
pozitivnic ng
(ng/)
Gizachew et al.,
Etiopie 100 0,028—4,98 0,41
2016
Boudra et al.,
Francie 3,1 0,008-0,026 0,0024
2007
. Tsakiris et al.,
Recko 64,3 <0,005-0,055 0,0342
2013
45,3 X 0,018 Nile et al., 2016
Indie Siddappa et al.,
100 0,001-3,8 0,016
2012
Ghiasian et al.,
63,97 <0,01-0,41 0,028
2007
Tajkarimi et al.,
100 0,041-0,065 0,053
2007
Sefidgar et al.,
56,7 0,05-0,35 0,103
2008
Kamkar et al.,
73 0,017-0,390 0,055
2014
Rahimi et al.,
Iran 84 X 0,068
2009
Habibipour et al.,
35 0,005-0,100 0,013
2010
Kamkar et al.,
100 0,004-0,113 0,04
2011
Tajkarimi et al.,
54 0,001-0,116 0,057
2008
80 0,011-0,321 0,066 Fallah et al., 2015
46 0,012-0,189 0,022 Fallah et al., 2016
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Vzorky

prumérna
Zemé % rozpéti hodnot Zdroj
. (ng) hodnota
pozitivnic ng
(ng/)
Movassaghgha-
Iran 100 0,05-0,10 0,027 zani a Ghorbiani,
2017
De Roma et al.,
Italie 12,3 0,004-0,052 0,037
2017
Sugiyama et al.,
Japonsko 100 X 0,0073
2008
Jordansko 100 0,007-0,130 0,056 Omar, 2012
Lindahl et al.,
X <0,002-1,100 0,131
2018
Kena
Kuboka et al.,
100 0,015-4,563 0,29
2019
58,8 0,011-0,440 0,035 Daou et al., 2020
Libanon Assem et al.,
73,6 0,0026-0,126 0,06
2011
Oluwafemi et al.,
Nigérie X 0,009-0,456 0,108
2014
Hussain et al.,
37,5 X 0,014
2010
Igbal and Asi,
71 0,004-0,845 0,151
2013
Pakistan
Muhammad et al.,
80,95 0,69-100,04 17,38
2010
64,9 X 0,111 Igbal et al., 2017
X 0,3-1,0 0,64 Akbar et al., 2019
Al Zuheir a
Palestina 85 0,020-0,080 0,029
Omar, 2012
Rwanda X X 0,89 Maier 2018
Srbsko X 0,005-0,90 0,19 Kos et al., 2014
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Vzorky

prumérna
Zemé % rozpéti hodnot Zdroj
e (ng) hodnota
pozitivnic ng
(ng/)
Milicevic et al.,
Srbsko 85 <0,005-1,10 0,069
2017
Mulunda a Mike,
jizni Afrika 87,1 0,01-2,85 0,145
2014
Jizni Korea 48 0,002-0,08 0,026 Lee et al., 2009
100 0,1-2,52 0,92 Alietal., 2014
Sudan Suliman a
98,6 0,018-0,086 0,069
Abdalla, 2013
Ghanem a Orfi,
Syrie 95 0,020-0,690 0,143
2009
Mohammed et al.,
Tanzanie 83,8 0,026-2,007 0,297
2016
Ruangwises a Ru-
Thajsko 100 0,05-0,197 0,068
angwises, 2009
21,1 0,011-0,1 0,036 Sahin et al., 2016
53 0,025-1,01 0,153 Golge, 2014
Turecko 86 0,001-0,030 0,0087 Ertas et al., 2011
Keskin et al.,
17 0,005-0,300 0,083
2009

Zdroj: upraveno dle Turna a Wu (2021)

Situaci s AFM1 v mléce v Ceské republice nelze spolehlivé zhodnotit vzhledem k ne-
dostatku studii v této oblasti. Monitoring z let 2004-2005 provedeny v mléce
z Seské distribuéni sité mize naznaovat, 2e¢ AFM1 nepredstavuje v CR zavazny pro-
blém. Zkoumano bylo celkem 90 vzorkli a pouze ve tfech analyzovanych vzorcich
byla zjisténa pritomnost AFM1. Zadny ze vzorkd neobsahoval AFM1 v nadlimitni
koncentraci, tj. nad 0,05 pg/l (Moravcova a Ned¢lnik, 2005). Podle Zprav o vysledcich

sledovani a vyhodnocovani cizorodych latek v potravnich fetézcich v resortu zemedeél-
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stvi vydavanych kazdoro¢né Ministerstvem zeméedélstvi, Odborem bezpecnosti potra-
vin z let 2017, 2018, 2019 a 2020 nebyly v téchto letech nalezeny zadné vzorky syro-

vého kravského mléka obsahujici AFM1 v nadlimitni koncentraci (Eagri.cz, 2021).

1.3.2 Prenos AFM1 do mléka
Obecny metabolismus zmény AFB1 na AFMI je shrnut na obrazku 1.2. Po poziti
AFBI1 dojnici se ¢ast premeéni Cinnosti bachorové mikroflory na aflatoxikol, zatimco
zbyvajici AFBI1 se dostava do stieva, kde je rychle absorbovan a transportovan pies
portalni krevni ob&h do jater. V jatrech je AFB1 podroben redukci, epoxidaci, hydro-
xylaci a demethylaci, pficemz kazda transformacni cesta vede k riznym metabolitim
(Min et al., 2021). AFM1 (nejvice toxicky) vznika v jatrech hydroxylaci. V jatrech
vznikaji taktéz méné toxické metabolity: aflatoxin Q1 (AFQI) a aflatoxin P1 (AFP1)
(Wuetal., 2009). Z organismu jsou pak metabolity AFQ1 a AFP1 vylucovany hlavné
vykaly a moci (Dohnal et al., 2014).

AFM1 vznikly v jatrech je dale distribuovan krevnim obéhem do mlécné zlazy,
kde je vylu¢ovan mlékem. Podle prace tymu Caruso et al. (2009) mize transformace
AFB1 na AFMI probihat i pfimo v epitelu mlééné zlazy dojnice. Odhaduje se, ze se

timto zptisobem premeéni asi 1 % AFB1.

prijat zviretem
prostrednictvim
krmiva

0~ "o OCH4

aflatoxin B1

biotransformace v jatrech ﬂ
(enzym cytochrom P450)

hydroxylovana molekula
tvori ve vodé rozpustné
komplexy (vylucuje se

mlékem)
(o) (o) OCH3

aflatoxin M1

Zdroj: Becker-Algeri et al., 2016

Obrizek 1.2: Biotransformace aflatoxinu B1 (AFB1) na aflatoxin M1 (AFM1)
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1.3.3 U¢inky zpracovani mléka na obsah AFM1

Pritomnost AFM1 byla studovéana ve vzorcich syrového, pasterizovaného, UHT a su-
Seného mléka. Studie tykajici se ucinku tepelného zpracovani na mnozstvi AFM1
v mlé¢nych vyrobcich maji nejednoznacné vysledky, ale vétSina z nich naznacuje, ze
upravy, jako je pasterizace Ci sterilizace, nezpiisobuji znatelnou zménu koncentrace
AFMI1 v mléce. S ohledem na jiné procesy pouzivané u mléka, napt. zahustovani nebo
suseni, byl v nékterych studiich zjistén ubytek AFM1, zatimco v jinych studiich obsah
AFM1 ovlivnén nebyl (Prandini et al., 2009; Flores-Flores et al., 2015).

Naopak Bilandzi¢ et al. (2014) zjistili statisticky vyznamné rozdily v obsahu
AFMI1 u mléka syrového a zpracovaného UHT metodou. Celkové hladiny AFM1 pre-
krocily v této studii max. hodnotu EU (50 ng/l) u 27,8 % vzorkd syrového mléka a
9,64 % vzorki UHT mléka.

1.4 Ostatni vybrané druhy mykotoxinu a jejich ucinky
T-2 toxin je sekundarnim cytotoxickym metabolitem produkovanym rtiznymi druhy
rodu Fusarium. Po poziti ma T-2 toxin akutni 1 chronické toxické ucinky na organis-
mus a indukuje apoptdzu imunitniho systému a tkané plodu v téle matky. T-2 toxin je
obvykle v téle metabolizovan na vice nez 20 ruznych metabolitd. V dasledku toho
existuje realna moznost konzumace zivocisnych produkti kontaminovanych toxinem
T-2 a jeho metabolity (Li et al., 2011). Jednim z hlavnich atributi T-2 toxinu je inhi-
bice syntézy proteint, po které nasleduje sekundarni naruseni syntézy DNA a RNA.
T-2 toxin ovliviiyje rovnéz aktivné se délici buriky, napriklad ty, které vystylaji gastro-
intestinalni trakt, ktizi, lymfoidni a erytroidni buriky. MuZe snizovat hladiny protilatek
a nekterych dalsich faktord humoralni imunity (Kalantari a Mousavi, 2010).
Deoxynivalenol (DON) je jednim z né€kolika mykotoxint produkovanych rodem
Fusarium. Tyto plisné ¢asto infikuji kukufici, pSenici, oves, jeCmen, ryzi a dalsi obi-
loviny na poli nebo béhem skladovani. Riziko expozice pro ¢lovéka je pfimo prostied-
nictvim potravin rostlinného ptivodu (obilna zrna) nebo nepifimo prostiednictvim po-
travin zivociSného ptivodu. Zdrojem potravin zivo¢isného pivodu mohou byt ledviny,
jatra, mléko nebo vejce. Z rostlinnych zdroji byl DON zjistén v pohance, Ciroku, tri-
tikale a dalSich potravinarskych vyrobcich véetné mouky, chleba, snidafiovych cerea-

lii, nudli, kojenecké vyzivy, palacinek, popcornu, sladu a piva. DON ovliviiuje zdravi
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zvitat a lidi, dale zapfi¢inuje nevolnost, zvraceni, prijem, bolesti biicha, bolesti hlavy,
zavraté a horeCku (Sobrova et al., 2010).

Zearalenon je estrogenni mykotoxin, ktery zpusobuje vulvovaginitidu a estro-
genni reakce. Zearalenon produkuji plisn€ rodu Fusarium, zejména F. graminearum a
F. moniliforme (Hoseiniyeh et al., 2012). Bézné se nachazi v kukufici. Na kontaminaci
zearalenonem je rovnéz nachylny jeCmen, oves, pSenice, ryze, Cirok a sdjové boby
(Kummer a Faldikova, 2002).

Fumonisinu existuje cela fada druhli. Nejvyznamnéjsi z nich jsou fumonisiny B1
a B2. Fumonisiny produkuji nékteré plisn€ rodu Fusarium (F. moniliforme, F. proli-
feratum, F. oxysporum a dalsi druhy). Nejvyznamnéjsim zdrojem fumonisind je kuku-
fice a dale potraviny ¢i krmiva, jejichz zéklad tvoii kukufice. Fumonisiny mohou byt
nalezeny i v kukufici dobré jakosti. Vyskyt fumonisina v produktech zivocisného pa-
vodu vznikd konzumaci kontaminovaného krmiva hospodafskymi zvifaty (Ostry a
Ruprich, 1996).

Experimentalné bylo provedeno testovani toxickych ucinkd fumonisini na hos-
podarskych i laboratornich zvitatech. Bylo zjisténo, Ze fumonisiny mohou zptuisobovat
fadu onemocnéni u zvirat (leukoencephalomalacii koni, plicni edém prasat, duodenitis
et proximal jejunitis syndrom u koni a nddorové onemocnéni jater laboratornich krys).
Fumonisiny mohou byt toxické 1 pro nékteré plevele a kulturni plodiny (Ostry a
Ruprich, 1996).

Ochratoxin A (OTA) mohou produkovat rizné druhy rodt Aspergillus (A. ochra-
ceus, A. melleus, A. sulphureus, A. carbonarius, A. awamori) a Penicillium (P. ver-
rucosum, P. crysogenum, P. nordicum) (Zheng et al., 2005). Jeho hepatotoxické, nef-
rotoxické a teratogenni ucinky jsou dobfe zdokumentovany. Uvadi se, ze hlavnimi
zdroji OTA jsou obiloviny a derivaty, i kdyz byl zjistén v rtiznych jinych potravinach,
jako je vino, kava, pivo a zelenina. V zivo¢isnych produktech, jako je dribezi a vep-
fové maso, maze byt OTA pfitomen jak z divodu pfimé kontaminace plisnémi, tak
z divodu prenosu z kontaminovanych krmiv. Pokud jde o mléko prezvykavct, nékolik
studii prokazalo, ze OTA muze byt hydrolyzovan bachorovou mikroflérou a pH ba-
choru na méné toxicky metabolit ochratoxin alfa (Boudra a Morgavi, 2000).

Jak uvadi tym Pattono et al. (2011), ktery zpracoval piehled o vyskytu OTA z rtz-
nych dostupnych studii ve vybranych evropskych statech, kravské mléko by nemelo
byt povazovano za dilezity zdroj OTA (tabulka 1.7).
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Tabulka 1.7: Vyskyt ochratoxinu A v mléce ve vybranych evropskych statech

Pocet Pocet pozitivnich
Zemé % pozitivnich vzorku
vzorku vzorku

Italie!

e Bio mléko 63 3 1,8

e Konvencéni

20 0 0
mléko

Dansko? 42 0 0
Spanélsko® 39 0 0
Norsko? 36 4 12
Némecko? 69 0 0
Norsko* 165 13 7,9
Svédsko® 36 5 13,8

Zdroj: upraveno; 'Pattono et al.,2011; Sgrensen a Elbcek, 2005; *Gonzalez-Osnaya et
al. 2008; “*SCOOP, 2002

Patulin byl poprvé identifikovan v roce 1943 pod nazvem tercinin jako mozné anti-
mikrobialni Cinidlo. Patulin je lakton produkovany riznymi druhy plisni. Penicillium
expansum, které je povazovano za hlavniho producenta patulinu, muze infikovat rizné
druhy ovoce a zeleniny, ale preferuje jablka, ve kterych zptsobuje modrou hnilobu.
Z téchto davodi jsou jablka a potravinarské vyrobky obsahujici jablka hlavnim zdro-
jem patulinu pro ¢loveéka. Ackoli je patulin kategorizovan jako nekarcinogenni, byl
v poslednich desetiletich spojovan s neurologickymi, gastrointestinalnimi a imunolo-
gicky nepfiznivymi u€inky. Zejména zpusobuje poskozeni jater a ledvin (Saleh a
Goktepe, 2019).

Skupina tremorgennich mykotoxinu je produkovana riznymi plisnémi z rodi
Penicillium a Aspergillus. Ve vétSin€ ptipadu se jedna o derivaty indolu. Tyto latky
maji specifické ucinky na centralni nervovou soustavu. Zakladnim predstavitelem sku-
piny jsou penitremy A-E a paspalin pochazejici z Claviceps paspali (Ostry a Ruprich,
1996). Tremorgenni mykotoxiny atakuji nervovy systém. Piiznaky otravy se projevuji
tfesenim a kieSemi (tremorgenni = doslova "tiesotvorné") (Silha a Hart, 2005). Tre-
morgenni plisn€ mohou rust na Siroké Skale krmiv a potravin, véetné mléénych vy-

robkd, obilnin, ofecht (Gupta, 2012).
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Namelové alkaloidy, také znamé jako derivaty kyseliny lysergové (ergotoxin, er-
gotamin, ergometrin), jsou produkty palickovice nachové (Claviceps purpurea). Tato
plisen parazituje na obilovinach, zvlasté se vyskytuje na zitu. Na napadenych kvéten-
stvich se objevuji typické Cerné Utvary tvaru bananu (namel), které obsahuji fadu al-
kaloidu. Zastoupeni jednotlivych alkaloidu se lisi podle druhu namele, stanovisté a
druhu hostitelské obilniny. Nejbéznéjsi jsou alkaloidy ergotamino-ergotoxinové sku-
piny, které jsou zodpovédné za ergotismus neboli otravu namelem (Coufal-Majewski
et al.,2016). Jinou skupinou namelovych alkaloida tvoii amidy kyseliny lysergové,
s nejdalezit€j§imi zastupci erginem a ergobasinem. Za povS§imnuti stoji i diethylamid
kyseliny lysergové (LSD) znamy svymi psychoaktivnimi a pseudohalucinogennimi
Gi¢inky, izolovany rovnéz z namelovych alkaloidd poprvé v roce 1938. Utinky riiz-
nych namelovych alkaloid( maji vyuziti ve farmakologii (Lee, 2010). Podle Scotta
(2009) a také Schumanna et al. (2009) do mléka piezvykavct namelové alkaloidy z kr-
miv neptrechazeji.

Citrinin je nefrotoxicky mykotoxin produkovany neékolika kmeny plisni patficich
do rodi Penicillium, Aspergillus a Monascus. Kontaminuje rizné komodity rostlin-
ného puvodu, zejména obiloviny a obvykle se vyskytuje spole¢né s dalsim nefrotoxic-
kym mykotoxinem, OTA. Predpoklada se, ze tyto dva mykotoxiny se podileji na
vzniku endemické nefropatie. Dale ma také teratogenni ucinky (Flajs a Peraica, 2009).

Kyselina penicilova je z hlediska chemické struktury vysoce reaktivni nenasy-
ceny lakton. Produkuji ji druhy Penicillium a Aspergillus (Ostry a Ruprich, 1996).
Byva detekovana v obilninach, predevsim v kukufici. Pti skladovani navlhlych obilnin
muize byt kyselina penicilova produkovana za nizkych teplot (1 az 10 °C). V organismu
pusobi degeneraci a nekrotické zmény na jaternim parenchymu. Je povazovana za kar-
cinogenni (Suchy a Hezrig, 2005).

Kyselina cyklopiazonova je povazovana za stiedné toxicky mykotoxin a produ-
kuji ji plisné€ rodt Aspergillus a Penicillium. Pliseti Aspergillus flavus muze produko-
vat kyselinu cyklopiazonovou soucasné s aflatoxiny (Malif a Ostry, 2003). Pfitomnost
tohoto mykotoxinu byla detekovana v kukufici, ofiScich, ve zrajicich syrech, v mléce,
kufecim mase a vejcich. Nizké koncentrace v potravinach nepiedstavuji zdvazné zdra-
votni riziko pro konzumenty. Pouze nedodrzeni technologickych postupt vyroby plis-

fiovych zrajicich syra 1ze povazovat za rizikové (Suchy a Herzig, 2005).
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1.5 Faktory ovliviiujici pFitomnost mykotoxintii v mléce

Plisné tvofi pfirozenou soucast pudni biocendzy a plni nezbytnou ulohu v kolobéhu
zivin. V prostiedi se §ifi prostfednictvim spor, naptfiklad vétrem ¢i hmyzem. Plisné
mohou napadat zrniny a krmné plodiny v prubéhu celého procesu péstovani, sklizné,
transportu a zejména pak pii skladovani a konzervaci. V pocate¢ni fazi rastu plisné
omezuje tvorbu mykotoxini nizky obsah vody a sacharidi v rostlin€. Jakmile vSak
pliseri kolonizuje rostliny, za¢ne vyuzivat jeji Ziviny pro sviij metabolismus a rozmno-

zovani a snizuje jejich obsah (Suchy a Herzig, 2005).

1.5.1 Kontaminace krmiv mykotoxiny
Mykotoxiny celosvétove predstavuji hrozbu pro zivociSnou vyrobu. Pred rokem 1985
odhadovala Organizace pro vyzivu a zemédélstvi (FAO) celosvétovou kontaminaci
plodin mykotoxiny na 25 %. Pro posouzeni byla pfezkoumana pfislusna literatura a
udaje z piiblizné 500 000 analyz od Evropského ufadu pro bezpecnost potravin
(EFSA) pro aflatoxiny, fumonisiny, DON, toxin T-2, zearalenon a OTA v obilovinach.
Podle aktualnich tdaja se vSak zda, ze % kontaminovanych plodin je daleko vyssi.
Zejména nedavné studie naznacuji vyssi prevalenci mykotoxinua (Eskola et al., 2020).
Streit et al. (2013) uvedli, ze celkem 72 % z ptiblizné 17 300 vzorkli krmiv pochaze-
jicich z riznych Casti svéta a odebranych béhem osmi let obsahovalo mykotoxiny. Ko-
valsky et al. (2016), ktefi zkoumali pfiblizné€ 2 000 vzorkl z 52 zemi, uvedli, ze kon-
taminace krmiv mykotoxiny miize byt az 79 % nebo dokonce vyssi. Situaci s konta-
minaci krmiv mykotoxiny v CR nastifiuji vysledky monitoringu Statni veterinarni
zpravy z let 2014-2019, kde bylo z celkového poctu 1320 analyz krmiv potvrzeno 378
(28,6 %) pozitivnich vzorka na mykotoxiny (Dykova, 2021).
Podle Suchého a Herziga (2005) kontaminace krmiv plisnémi, ktera pfimo souvisi

s obsahem mykotoxind, v nékterych geografickych dosahuje vysokych hodnot:

e uobjemnych krmiv i ptes 90 %,

e ujadrych krmiv ur€enych pro vyzivu telat a prasat do 90 %,

e ujadmych krmiv pro dribez az 100 %.
Podle praci tyma Kadlec et al. (2009) a Luo et al. (2018) patii mezi hlavni faktory
majici vliv na tvorbu mykotoxint vihkost, pH, obsah kysliku v krmivu, teplota ¢i kom-

peticni vztahy mezi plisnémi. Co se tyka vlivl prostfedi, podporuji rozsifovani plisni
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vysoka teplota, Casté desté v prube&hu péstovani plodin a pfi sklizni, mechanické po-
Skozeni na zrnech, sucho a mraz.

Grafické znazornéni procesu produkce mykotoxint je popsano na obrazku 1.3.

(BIOLOGICKE ) (VEGETACE N (PODMINKY PRI )
FAKTORY Potasi SKLIZNI
Inokulum Napadeni $kadci, E> Doba sklizné
Substrat E:> stres Vlhkost zrna
Podminky Lokalita kPo§kozen|’ zrna

\PFOStFEdI' § Datum seti, vhodna @

Qaredplodma )
SKLADOVANI
Teplota, vihkost
Cistota zrna DETEKOVANI
Plisné, hmyz MYKOTOXINU

@

VYROBA KRMIV A

POTRAVIN
IMPORT SUROVIN,

@ N POTRAVIN A KRMIV

ZVIiRATA CLOVEK

Zdroj: upraveno; Walter et al., 2015; Magan a Aldren, 2007

Obrizek 1.3: Schéma kontaminace mykotoxiny

Preventivni opatreni

Preventivni kroky, na které je nutno se zaméfit a které se tykaji jednotlivych plodin pii
pestovani, sklizni 1 poskliziiové Uprave 1ze zjednodusené shrnout do nasledujicich vét.
Popsany piiklad se konkrétné tyka kukufice. Opatieni se déli na kroky podniknuté pied
sklizni a po sklizni. Mezi opatieni pied sklizni se fadi: spravny vybér hybridu, v€asny
termin seti, vyvarovani se vysoké hustoté seti, dobfe vyvazena vyziva a vhodné hno-
jeni, efektivni regulace chorob a skudcu (zavije¢ kukufi¢ny), vCasna sklizen. Kroky
provedené po sklizni zahrnuji: minimalizaci ¢asu mezi sklizni a suSenim, efektivni

Cisténi zrna pred uskladnénim, G¢inné suseni na 14% vlhkost, skladovani v Cistém sile,
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nepfitomnost skidct ve skladu (mohou iniciovat zvySeni vlhkosti a zahfati zrna),
snadna sledovatelnost z pole do vyrobniho procesu (Magan et al., 2004).

Podle tymu Bhat et al. (2010) jsou zeméd¢€lské a vyrobni postupy nejucinngj§imi
moznostmi, jak zabranit ristu mykotoxigennich hub a produkci mykotoxinu. Diky
aplikovani modernich zemédélskych a vyrobnich technologii a také pfisnéjsim vlad-
nim nafizenim jsou lidé ve vyspélych zemich vystaveni mykotoxiniim méné nez v roz-
vojovych zemich. K dispozici jsou také softwarové aplikace, které pomahaji zeméde¢l-
cam piedpovidat riziko mykotoxini béhem roku v zavislosti na klimatickych parame-
trech (Prandini et al., 2009). Jedna se napfiklad o mobilni aplikace Mycotoxin Risk
Management nebo MycoMan. V aplikaci Mycotoxin Risk Management 1ze sledovat
aktualni informace o vyskytu jednotlivych druhtit mykotoxina po celém svété. Dale
tato aplikace nabizi ukazatel urovné rizik plynoucich z kontaminace mykotoxiny pro
hospodarska zvirata.

Systémy analyzy rizik a kritickych kontrolnich bodti (HACCP) rovnéz hraji dule-
zitou roli v prevenci a managementu mykotoxind a nyni zahrnuji strategie prevence,
kontroly a spravné vyrobni praxe ve vSech fazich spravy: v terénu, skladovani, auto-
matizovaném tfidéni, segregaci a Cisticich postupech (Stoev, 2013).

Magan a Aldren (2007) uvedli, Ze snizenim koncentrace kysliku se mize snizit
produkce aflatoxind, nebot v pfipad€ snizené koncentrace kysliku z 5 % na 1 % bylo
mozné produkci aflatoxinl zcela zabranit.

Kontaminované zrno nema stejnou barvu nebo hustotu jako zdravé zrno. Zrno lze
tedy tridit podle vzhledu nebo hustoty. Kdyz je kontaminace mykotoxiny heterogenni,
odstranéni kontaminované ¢asti miize snizit hladinu mykotoxinu v kone¢ném produktu
(Jard et al., 2011; Luo et al. 2018). Po vytfidéni viditelné kontaminovanych zrn se
snizil obsah deoxynivalenolu o 74 % (Hazel a Patel, 2004). U zearalenonu byl pozo-
rovan ubytek piiblizné o 30 % (Magan a Olsen, 2004).

Krmna déavka dojnic se sklada z velké Casti z objemnych krmiv, proto by jejich
kvalit¢ méla byt vénovana nalezita pozornost. K zaji§téni vyroby kvalitnich objem-
nych krmiv pro dojnice lze vyuzit integrovany systém péestovani plodin s pouzitim

vhodnych pfipravki na ochranu rostlin (Nedé€lnik a Moravcova, 2005).
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1.5.2 Metody dekontaminace potravin a krmiv

K dekontaminaci potravin a krmiv se pouzivaji rizné metody. V soucasnosti predpisy
nepovoluji dekontaminaci potravin, které piekracuji maximalni limity. Snizeni myko-
toxind v potravinach lze provést piimo prumyslovym zpracovanim nebo pomoci pfi-
sad, které mykotoxin eliminuji ¢i deaktivuji. Ve vSech ptfipadech by dekontaminac¢ni
procesy mély inaktivovat mykotoxiny, nevytvaret zadné toxické produkty, zarucit nu-
triéni hodnotu potravin a nevyvolat zadné zmény technologickych vlastnosti produktu
(Jard et al., 2011).

Metody dekontaminace mykotoxinu Ize podle Veliska a Hajslové (2009) roz-
délit na fyzikalni, chemické a biologické. K fyzikalnim metodam patii mechanické
ttidéni plodin ¢i inaktivace pomoci tepla.

K chemickym metodam zafazujeme extrakci mykotoxint pomoci riznych che-
mickych latek. Napiiklad k odstranéni mykotoxina ptimo z téla dojnice lze pouzit ad-
sorpci pomoci hlinitokfemicitanu vapenatého. Tuto latku lze ptidat do krmiva, aby
v travicim traktu dojnice vazala mykotoxiny a tim jim zabranila prostupu do mléka.
Uvadi se, ze na mineralni latky se navaze asi 44 % z aktivnich mykotoxint. Dale je
mozné k chemickym metodam piifadit degradaci mykotoxinii pomoci peroxidu vo-
diku, amoniaku ¢i jinych konzervacnich €inidel (Baptista et al., 2002).

Za biologické metody lze uvést vyuziti mikroorganismu, jako jsou bakterie a
kvasinky, na které se mykotoxiny navazi a tim ¢astecné ztrati svij toxicky ucinek nebo
jsou zcela potlaceny. Jako ptiklad je mozné uvést vyuziti kvasinek Saccharomyces
cerevisiae. Také Cinnosti enzymt mohou byt mykotoxiny degradovany (Mifka, 2008).

Bhat et al. (2010) a Nguyen et al. (2020) se zabyvali riznymi metodami dekon-

taminace mykotoxint, které jsou prehledné shrnuty v tabulce 1.8.
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Tabulka 1.8: Vybrané zpisoby dekontaminace mykotoxinu

Mykotoxin Prostredek

Chemikalie: amoniak, hydroxid sodny,
Aflatoxiny peroxid vodiku, hydrogensificitany,

slouCeniny chloru, formaldehyd

AFB1' Gamma zateni
AFB1, AFG1? Ozon
AFB1 Prazeni
AFB1 Rostlinné vytazky
5 Glukomanan, bentonit, peroxid vodiku,
APMI pasterace
Citrinin Fosfatoetanolova extrakce

Deoxyvalenol, zearalenon, fumonisin ‘
o Fermentacni bakterie, tepelna uprava
B1, fumonisin B2

Alkalicka cCinidla, tepelna uprava, gene-
Fumonisin B1 ‘ ‘ '
ticka modifikace rostlin

Radiace

Tepelna uprava

Ochratoxiny Bentonit, modifikovany bentonit, chi-

tosan

Bakterie mlé¢ného kvaseni

Patulin Fermentace, tepelna uprava

Trichotheceny Bakterie ze stfevni mikroflory kufrat
Zdroj: Bhat et al. 2010; Nguyen et al. 2020

laflatoxin B1; Zaflatoxin G1; 3aflatoxin M1

Biotransformace pomoci mikroorganismu

Jako dalsi z biologickych, respektive mikrobiologickych metod lze vyuzit adsorpci na
buné¢nou sténu mikroorganismt. Mezi mikroorganismy schopné na sebe navazat my-
kotoxiny patfi kvasinky, jak jiz bylo zminéno, a bakterie mlééného kvaseni (BMK),
které jsou pro vyuziti v potravinarstvi bezpe¢né. Experimentalné bylo potvrzeno vyu-
ziti probiotik rodu Lactobacillus, Lactococcus a Bifidobacterium. Princip ucinku

téchto druht bakterii tkvi ve vazani mykotoxinu na bunénou sténu bakterie, ktera
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obsahuje polysacharidy, peptidoglykan a proteiny (Mubhialdin et al., 2020). Schéma

ucinku biodegradace BMK je uvedeno na obrazku 1.4.

ff‘)d

%Q%\

MYKOTOXINY Q
BUNKY BMK Y v/< Biodegradace a adsorpce Q.

+ Buiika a enzymy Y 3

ENZYMY

PRODUKOVANE ‘=¥

BMK e
+ b &

METABOLITY O~ Bo

BMK A

Zdroj: upraveno; Muhialdin et al., 2020

Obrazek 1.4: Schéma ucinku bakterii mlééného kvaseni (BMK) na myKkotoxiny

Dale se dekontaminaci mléka od AFM1 zabyva prace tymu Mousavi et al. (2017), kde
srovnavali Gc¢inky jednotlivych kmenti BMK. Vysledky zpracovali do piehledné ta-
bulky (tabulka 1.9).
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Tabulka 1.9: Porovnani dekontaminaé¢niho efektu ruznych kmenu bakterii mlééného kvaseni
(BMK) na aflatoxin M1 (AFM1)

Kmen bakterii Potravina Redukce AFM1 [%]
Lactobacillus rhamnosus Odstredéné mléko 18,8
L. rhamnosus Plnotucné mléko 26,0
Streptococcus thermo- _

Miéko a jogurt 39; 14,8
philus
Lactobacillus a Bifido-

Miléko 7,85-25,94

bacterium
Lactobacillus bulgaricus Miéko a jogurt 87,6
Lactobacillus acidophilus Jogurt 68,2
Bifidobacterium Jogurt 66,8

Zdroj: Mousavi et al., 2017

1.6 Stanoveni mykotoxinu
Pro kvalitativni, kvantitativni a pfesné stanoveni mykotoxini v potravinach a krmi-
vech bylo od 60. let vyvinuto a zdokonalovano nékolik analytickych metod. Piesna
detekce mykotoxintl zavisi na riznych faktorech, protoze jejich distribuce neni v sub-
stratu rovnomérna. Tradi¢né pouzivané analytické metody k detekci mykotoxind za-
hrnuji zdlouhavé extrakéni postupy, drahé chemické ¢iSténi a pouziti nebezpecnych
materiald. Tyto obavy a nutnost rychlé analyzy mykotoxini vedly k vyvoji mnoha
testovacich souprav, které mohou poskytnout vysledky béhem nékolika minut (Bhat
et al., 2010).
K detekci mykotoxind bylo vyvinuto a standardizovano nékolik analytickych me-
tod:
e chromatografie na tenké vrstvé (TLC)
e kapalinova chromatografie
e vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) s fluorescencnim nebo dio-
dovym detektorem
e plynova chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii (GC-MS), popft.
detekce elektronového zachytu (GC-ECD)
e enzymatickd imunoanalyza (ELISA), (WHO, 2002)
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Dle prace tymu Bhat et al. (2010) je tenkovrstva chromatografie (TLC) jednou z nejpo-
pularnéjsich a nejjednodussich metod detekce mykotoxinti ve vzorku. Pfi pouziti této
metody lze detekovat vice mykotoxini soucasn€. V soucasnosti, kdy je k dispozici
mnoho dal§ich moznosti a modernich pfistroja, se vSak ve vétsiné laboratofi tato tech-
nika pouziva pouze pro predbézny screening.

Jako nejspolehlivé)si nastroj k detekei plisni produkujicich mykotoxiny se pova-
Zuje test polymerazové fetézové reakce (PCR). Tato technika je uzite¢na pro detekci
konkrétnich kodujicich gent plisni produkujicich mykotoxiny (Niessen, 2007).

V Ceské republice si dle Jedlicky (2016) chovatelé mohou nechat stanovit myko-
toxiny v krmivu tfemi metodami: metodou ELISA, ktera je rychlé a relativné levna,
ale 1ze ji pouzit pouze u krmnych surovin; metodou HPLC, kterou jiz lze analyzovat
jednotlivé mykotoxiny 1 pfi nizkych koncentracich, ale je asove narocnéjsi a naklad-
n¢jsi, a nakonec metodou LC-MS/MS umoziujici soucasné stanoveni vice nez 380

druhtt mykotoxint v krmivech i krmnych surovinach.

1.7 Legislativa a hygienické limity pro mykotoxiny

Tato kapitola zminuje nejdilezité]si legislativu tykajici se mykotoxint jak v krmivu,
tak 1 v mléce jako produktu ur€enému k lidské spotiebe.

Krmiva

Legislativa Evropské unie upravujici (doporucené) limity mykotoxinti v krmivech:

e SMERNICE EVROPSKEHO PARLAMENTU A RADY 2002/32/ES ze dne
7. kvétna 2002 o nezadoucich latkach v krmivech.

e DOPORUCENI KOMISE (EU) 2016/1319 ze dne 29. &ervence 2016, kterym
se méni doporuceni Komise 2006/576/ES, pokud jde deoxynivalenol, zearale-
non, ochratoxin A v krmivu pro zvifata v zgymovém chovu.

Maximalni pfipustné limity pro AFB1 a Claviceps purpurea v krmivech uvadi:

e NARIZENI KOMISE (EU) &. 574/2011 ze dne 16. ¢ervna 2011, kterym se

meéni piiloha I smérnice Evropského parlamentu a Rady 2002/32/ES o neza-

doucich latkach v krmivech. Ilustrovano v tabulce 1.10.
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Tabulka 1.10: Limity aflatoxinu B1 (AFB1) a Claviceps purpurea v krmivech

Aflatoxin B1 (krmiva s obsahem vlhkosti 12 %) max. obsah
vV ppm

Krmné suroviny 0,02

Dopliikova a kompletni krmiva 0,01

s vyjimkou:

— krmnych smési pro dojnice a telata, pro ovce pro produkci

mléka a jehnata, pro kozy pro produkci mléka a ktizlata, pro selata 0,005

a mlad’ata dribeze

— krmnych smési pro skot (s vyjimkou dojnic a telat), ovce (s vy-

jimkou ovci pro produkei mléka a jehnat), kozy (s vyjimkou koz 0.02

pro produkci mléka a kuizlat), prasata (s vyjimkou selat) a dribez

(s vyjimkou mlad’at dribeze)

Namel — Claviceps purpurea

Krmné suroviny a krmné smési obsahujici nemleté obiloviny 1000
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Miéko
e NARIZENIKOMISE (EU) &. 165/2010 ze dne 26. Ginora 2010, kterym se méni
natizeni (ES) ¢. 1881/2006, kterym se stanovi maximalni limity nékterych kon-
taminujicich latek v potravinach, pokud jde o aflatoxiny.

— syrové mléko maximalni limit 0,05 pg/l
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2 Cil prace
Cilem prace je vyhodnoceni monitoringu pfitomnosti aflatoxinu M1 ve vzorcich syro-
vého kravského mléka v zavislosti na vybranych faktorech.

Diplomova prace byla zpracovana diky projektim 1) QJ21010326: Moznosti
ovliviiovani vyskytu inhibic¢nich latek v mléce jako ucinny nastroj vedouci k podpote
zdravi zvifat a ke zvySovani kvality a bezpecnosti potravin; 2) GA JU 005/2022/Z One
Health: genetické, environmentalni a technologické faktory ovliviiyjici zivociSnou

produkci, kvalitu a bezpeCnost potravin a zdravi zvifat a clovéka.
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3 Material a metodika

3.1 Metodika monitoringu AFM1 v syrovém mléce dojnic, koz a ovci
Data pro vyhodnoceni monitoringu AFM1 v syrovém mléce dojnic, koz a ovci za po-
slednich 15 let (2006 az 2020) byla prevzata z informacnich bulletinti ,,Kontaminace
potravnich fetézct cizorodymi latkami, které kazdoro¢né vydava Statni veterinarni
sprava Ceské republiky (SVS CR, 2022).

V monitoringu byly odebirany proskolenymi ufednimi veterinarnimi lékafi
smeésné vzorky syrového kravského mléka piimo v jednotlivych chovech, v pfipadé
ovc¢iho a koziho syrového mléka jen v oblastech s vyssim poctem chovanych ovci nebo
koz (SVS CR, 2022). Poity vysetienych vzork( v jednotlivych letech u jednotlivych
druhit mléka uvadi tabulka 3.1.

Tabulka 3.1: Pocty vySetienych vzorki na aflatoxin M1 (AFM1) a procentualni ¢etnosti vzorkia
jednotlivych druhi mlék v letech 2006-2020

Rok Pocet vySetrenych Kravy Ovce Kozy
vzorku (n) % % %
2006 30 70 7 23
2007 30 70 7 23
2008 32 66 6 28
2009 217 97 0 3
2010 28 75 4 21
2011 47 85 2 13
2012 47 85 4 11
2013 40 82,5 5 12,5
2014 18 72 11 17
2015 40 87,5 5 7.5
2016 40 87,5 5 7.5
2017 40 87,5 5 7.5
2018 31 84 6 10
2019 40 87,5 5 7.5
2020 40 87,5 5 7.5

Hodnoty zji§téné analyzou byly porovnany s hygienickym limitem pro obsah AFM1
v syrovém mléce stanovenym NARIZENIM KOMISE (EU) ¢. 165/2010 ze dne 26.
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unora 2010, kterym se méni nafizeni (ES) €. 1881/2006, kterym se stanovi maximalni
limity nékterych kontaminujicich latek v potravinach, pokud jde o aflatoxiny. Jako

limit toto nafizeni uvadi 0,05 pg/l syrového mléka.

3.2 Metodika stanoveni AFM1 v nakupovaném syrovém kravském mléce
Stanoveni AFM1 v nakupovaném syrovém kravském mléce bylo provedeno celkem
dvakrat, a to od dodavatelt jednoho vyrobniho zavodu mlékarny Madeta a.s. (tabulka

3.2). Vzorky byly odebrany pomoci automatického vzorkovaciho zatizeni cisteren.

Tabulka 3.2: Porovnani pouzitych testovacich souprav

Testovaci souprava Aflasensor Milk Charm MRL AFM1
Vyrobce Unisensor Charm
Meésic/rok sledovani 11/2018 4/2022
Pocet odbérnych mist* 67 45
Metoda detekce Semikvantitativni Kvantitativni
Kvantitativni rozsah 20-200 ppt 15-100 ppt
Meze stanovitelnosti 20 ppt (LOQY) <15 ppt (LOD?)
Nutnost upravy vzorku Ne Ne
Mnozstvi vzorku pro analyzu 200 pl 300 pl

Cas inkubace vzorku 6 minut 15 minut
Teplota inkubace 40 °C 40 °C
Teplota skladovani testu 2-8°C 0-7°C

* blizsi informace o odbérnych mistech nejsou s ohledem na ochranu dat k dispozici;
'LOQ (Limit Of Quantification) = mez stanovitelnosti > LOD (Limit of Detection) =

mez detekce

Stanoveni AFM1 se provadi podle platnych standardnich operacnich postupt zpraco-
vanych dle navodu vyrobce testd.

e AFLASENSOR
Princip metody:
Aflasensor vyuziva specifické protilatky s vysokou afinitou pro molekuly AFM1. Test
vyzaduje pouziti dvou prvkl. Prvnim je mikrojamka obsahujici pfesné mnozstvi pro-
tilatek navazanych na Castice zlata, a druhy prvek je ponorny prouzek vytvoreny

z membran, kde jsou zachytavajici testovaci linka a kontrolni linka, ktera je umisténa
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v horni Casti testovaciho prouzku. Jakmile se rozpusti ¢inidlo v mikrojamce vzorkem
mléka, protilatky mohou navéazat dané mnozstvi analytu béhem prvni ¢asti inkubace.
V druhé ¢asti inkubace se vlozi do jamky ponorny prouzek a testovany vzorek zacne
vzlinat po prouzku ptes zachytné zony.
Postup detekce:
200 ul vzorku mléka je pfeneseno do reagencni jamky a inkubovéano po dobu 3 minut
pii 40 °C. Po ub&hnuti Casového limitu je vlozen do kazdé jamky testovaci prouzek a
znovu zapnuta inkubace pfi 40 °C na 3 minuty. Po uplynuti druhé ¢asti inkubace jsou
vyjmuty prouzky z jamek. Jestlize vzorek neobsahuje molekuly AFM1, objevi se ba-
revna linka v zachytné zon€, ¢imz je indikovana neptitomnost AFM1 ve vzorku mléka.
Jestlize jsou ve vzorku molekuly AFMI1 pfitomny, v dané zachytné zoné se barevna
linka neobjevi. Doba stanoveni testu je (v€etné doby inkubace) piiblizné 7 minut.
Odecet vysledk pomoci pfistroje Ize provést Readsensorem, nastavenym na odecitani
Aflasensoru.

e CHARM MRL AFM1
Princip metody:
Charm MRL AFMI1 je kvantitativni imunoreceptorova analyza pro zjisténi obsahu
AFM1 v mléce. Vzorek mléka ptisobi zabarveni v testovaci zon€ testovaciho prouzku.
Intenzita zabarveni je vyhodnocovana pomoci Charm EZ ¢teCky zkalibrované pro
dany druh testovacich prouzka. Ctedka uréi dle intenzity zbarveni testovacich linii, zda
je AFM1 ve vzorku pfitomen ¢i nikoli. Test je uréen pro pouziti v mlékarnach, v labo-
ratofich, na zeméd¢lskych farméch ¢i kontrolnimi organy.
Postup detekce:
Na oznaceny testovaci prouzek je ptfeneseno pomoci pipety 300 pl vzorku mléka. Vzo-
rek je inkubovan 15 minut pii 40 °C. Po vyjmuti prouzku z inkubatoru je vizualné
zkontrolovana viditelnost zabarveni testovacich linii a poté je prouzek vlozen do
¢tecky Charm EZ Reader, ktera béhem par sekund zobrazuje na displeji vysledek. Po-
stup provedeni testu je rovnéz zndzornén na obrazku 3.1.

Vizualni porovnani neplatného a platného vysledku je uvedeno v piiloze 3. V pii-
loze 1 lze vidét zobrazeni pozitivniho vysledku na displeji ctecky a ptiloha 2 uvadi

ilustracni obrazek celé testovaci Charm soupravy.
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Pridejte vzorek mléka na testovaci Po 15ti minutach se ozve zvukové
strip. Zavrete viko inkubatoru pro znameni a kontrolka bude blikat.
spusténi Casovace. Vyjméte testovaci strip.

Valid Test Iowalid Test R @
a2 @)
cl ¢l c c [ (7 —
rm i) 1 17 2
1) T 1 ™ n n " )
2 q A N

Vizuainé zkontrolujte testovaci strip Platny test vloZte do ROSA ¢tecky.
pro potvrzeni platnosti.

Zdroj: propagacni materialy O.K. SERVIS BioPro, s.r.o

Obrazek 3.1: Postup provedeni Charm testi na stanoveni aflatoxinu M1 (AFM1)

3.3 Statistické vyhodnoceni dat
Pti statistickém zpracovani dat byly pro vypocty vysledkt vyuzity programy
Microsoft Excel a Statistica Cz 12 (Statsoft CR).

3.3.1 Statistické vyhodnoceni dat ziskanych z monitoringu SVS CR
Pii vyhodnoceni AFM1 byly jako nezavislé proménné (faktory) zvoleny: 1) obdobi a
2) druh mléka.

1) Obdobi — skupiny:

e 2006-2010
e 2011-2015
e 2016-2020

2) Druh mléka — skupiny:
e syrové kravské mléko
e syroveé ovci mléko

e syrové kozi mléko

V ramci kazdé skupiny byly sledovany:
e celkovy pocet vysetienych vzorki na AFM1
e celkovy pocet vzorki pozitivnich na AFM1

e procento pozitivnich vzorkli na AFM1
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e prumérny obsah AFM1

e maximalni hodnota obsahu AFM1

Pro vyhodnoceni vlivu obdobi/druhu mléka na pramérné zastoupeni AFM1 byla zvo-

lena jednofaktorova analyza rozptylu (ANOVA).

3.3.2 Statistické vyhodnoceni monitoringu nakupovaného syrového kravského
mléka dodavaného do mlékarenského zavodu
Pfi vyhodnoceni AFM1 byly jako nezavislé proménné (faktory) zvoleny:
1) obsah AFM1:
e AFMI negativni vzorky (0 pg/l)
e AFMI negativni vzorky (0,015-0,029 pg/l)
e AFMI pozitivni vzorky (0,040-0,048 pg/l)

V ramci kazdé skupiny byly sledovany:
e piitomnost AFM1
e obsah tuku (g/100 g)
e obsah bilkovin (g/100 g)
e obsah kaseinu (g/100 g)
e obsah laktozy
e celkova susina (g/100 g)
e PSB (pocet somatickych bunék) x1000/1ml
e bod mrznuti (°C)

e tukuprosta susina (g/100 g)

Pro vyhodnoceni kvalitativnich ukazatel mléka v souvislosti s obsahem AFM1 byla

vyuzita jednofaktorova analyza rozptylu (ANOVA).
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4 Vysledky a diskuse

Vysledkova cast se sklada ze dvou podkapitol, prvni z nich se zabyva vysledky moni-
toringu AFM1 v syrovém mléce krav, ovci a koz v letech 2006-2020, kde je vyhodno-
cen faktor sledovaného obdobi a druhu mléka na obsah AFM1 v syrovém mléce.
Druha ¢ast interpretuje vysledky monitoringu AFM1 v nakupovaném syrovém krav-

ském mléce dodavaném do mlékarenského zavodu.

4.1 Vyhodnoceni vysledki monitoringu AFM1 SVS CR

Pfi zjistovani obsahu kontaminantti u surovin a potravin zivocisného ptivodu je zvolen
systém nahodného odbéru vzorkt. Pocty planovanych vzorkt pro testovani vychazeji
z legislativné danych vypoctovych vzorca, tyto se odvozuji z objemu produkce mléka
v uplynulém roce. Vysledky analyzy jsou porovnavany s limity stanovenymi legisla-
tivnimi predpisy (ML — maximalni limit, MLR — maximalni limit rezidui /anglicky
MRL - maximum residue level). U mléka koz a ovci jsou vzorky odebirany z oblasti

s vy§sim poétem chovi (SVS CR, 2022).

4.1.1 Vliv obdobi

Sledovani AFM1 v mléce je dulezité s ohledem na jeho vyskyt zaznamenavany pfi
cilenych kontrolach provadénych SVS CR. Vyskyt mykotoxinti véetné aflatoxint ve
vSech typech krmiv rostlinného pavodu je realitou. Prechod aflatoxint, predevs§im

AFMI1 do mléka predstavuje zavazny problém (Nedélnik a Moravcova, 2005).

Tabulka 4.1: Vliv obdobi na pritomnost aflatoxinu M1 (AFM1) v mléce dojnic, koz a ovci

Pocet vzorku % pozitiv- % nadlimit-
Obdobi
vySetirenych pozitivnich nich nich
2016-2020 191 2 1,05 0
2011-2015 192 1 0,52 0
2006-2010 337 1 0,30 0
Celkem 720 4 0,56 0

Z tabulky 4.1 vyplyva, ze od roku 2006 do roku 2020 bylo celkové vySetfeno 720
vzorkd na pfitomnost AFM1, z toho pozitivni vzorky Cinily 0,56 % (4 vzorky). Ze tii
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pétiletych obdobi se nejvice vzorktu odebralo v letech 2006-2010, coz by mohlo sou-
viset s vy$si produkci mléka v téchto letech, vzhledem k tomu, Ze pocty vzorki urcuje
SVS podle objemu produkce v pfedchozim roce.

Snizovani stavu dojnic lze dolozit z ro¢enek chovu skotu pravidelné vydavanych
Ceskomoravskou spole¢nosti chovateld. Zatimco na pocatku sledovaného obdobi
v roce 2006 bylo v CR dojenych krav 424 000 kusd, v roce 2011 jiz stav poklesl na
374 000 kust. Pokles dale pokracoval az na 360 000 v roce 2020 (CMSCH, 2022).

Produkce mléka se vlivem zvySovani uzitkovosti dojnic naopak od roku 2006 do

roku 2020 zvysila, jak uvadi graf 4.1.
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Zdroj: CMSCH, 2022

Graf 4.1: Produkce mléka v Ceské republice v letech 2006-2020

Dale se ukazuje, ze vzorkl s nalezem AFM1 mirn¢ pfibyvalo. Zatimco v prvnim i dru-
hém pétiletém obdobi (2006-2010 a 2011-2015) byl nalezen pouze jeden pozitivni
vzorek, v poslednim obdobi (2016-2020) byly zjistény dva pozitivni vzorky. Pfi pie-
poctu na procentualni podil je toto Cislo stale nizké, Cini pouze 1,05 % pozitivnich
vzorkl z vySetfenych vzorkt za obdobi 2016-2020 (tabulka 4.1).

Jak je uvedeno v teoretické Casti prace, situace s AFM1 ve svété je zavaznéjsi
v zemich subsaharské Afriky, Jizni Ameriky a jizni Asie, coz muze byt dano vyssi
kvalitou krmiv pro dojnice a pfisné€jSimi hygienickymi pfedpisy ve vyspélejsich regi-
onech svéta. Napiiklad v Tanzanii v roce 2014 bylo zjisténo 83,8 % pozitivnich vzorkt
syrového mléka (Mohammed et al., 2016). V letech 2014-2015 bylo v Etiopii pozi-
tivnich dokonce 100 % vySsetienych vzorki (Gizachew et al., 2016). Kvalita krmiv pro
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dojnice ma zasadni vliv na obsah AFM1 v mléce. Tento fakt potvrzuji vysledky zis-
kané z roku 2013 ze Srbska a Chorvatska, kde bylo také pozitivnich 100 % vySetfe-
nych vzorku, pravdépodobné v souvislosti s krmivem pro dojnice velmi nizké kvality
(Skrbi¢ et al., 2014, Bilandzié et al., 2014).

Situace se muze meénit také v pribéhu roku. Asi et al. (2012) zjistili vyrazn€ vyssi
vyskyt AFM1 v zimnim obdobi nez v letnim. Toto zjisténi spojuji prave s rozdily
v krmné davee dojnic. Zatimco v zimnim obdobi krmnou davku tvoftila z vétsi ¢asti
konzervovana krmiva, v letnim obdobi se vyuzivalo vice Cerstvé krmivo a pastva.
V souladu s timto tvrzenim je prace tymu Bilandzi¢ et al. (2014), ktefi zjistili, ze ve
vzorcich mléka koncentrace AFM1 s nastupem letnich mésica postupné klesala. Vy-
skyt nizsich koncentraci AFM1 v letnim obdobi zdivodiuji autofi krmenim vétsiho

podilu Cerstvého krmiva (zelené pice) v letnim obdobi.

Tabulka 4.2: Vliv obdobi na obsah aflatoxinu M1 (AFM1) v mléce dojnic, koz a ovci

Obsah AFMI1 (ug/l)

Obdobi Lo smérodatna maximalni na- P
prumér
odchylka mérena hodnota
2016-2020 0,0025 0,0000 0,0140
2011-2015 0,0025 0,0000 0,0060
0,4534
2006-2010 0,0022 0,0013 0,0060
Celkem 0,0024 0,0007 0,0140

Tabulka 4.2 ukazuje, ze primérna hodnota AFM1 nalezena v mléce za celé obdobi
2006-2020 ¢inila 0,0024 pg/l. Nejvyssi maximalni namefena hodnota AFM1 spadala
do obdobi 2016-2020 (graf 4.2).

Detailni prehled o situaci s obsahem AFM1 v syrovém kravském mléce v jednot-
livych letech sledovaného obdobi (2006-2020) uvadi graf 4.2, kde jsou zaznamenané
nejvyssi nameéfené hodnoty daného roku. Nejvyssi maximalni obsah AFM1 byl nale-

zen v roce 2017, konkrétni hodnota €inila 0,014 pg/l.
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Graf 4.2;: Maximalni hodnoty aflatoxinu M1 (AFM1) zji§téné v ramci monitoringu v kravském
mléce v letech 2006-2020

Souhrnnou resersi o primérnych hodnotach AFM1 v syrovém mléce v riznych statech
svéta sledovali autofi Turna a Wu (2021). Bylo zjisténo, ze prumérné hodnoty AFM1
v syrovém mléce jsou variabilni v riznych statech svéta, stejné tak i v ramci stejného
statu. Z 53 studii provedenych u syrového mléka, byla u 27 z nich zjisténa nadlimitni
hodnota AFM1 (nad 0,05 pg/l). Nejvyssi primérna hodnota AFM1 v syrovém mléce
byla zjisténa v Pakistanu: 17,38 pug/l (Muhammad et al., 2010), Brazilii: 0,835 ug/l
(Scaglioni et al., 2014) a Tanzanii: 0,297 pg/l (Mohammed et al., 2016).

Pramérné hodnot& v CR za obdobi 2006-2020, ktera ¢ini 0,0024 pg/l se v této
resSersi nejvice blizily primérné hodnoty naméfené ve Francii: 0,0024 pg/l (Boudra et
al., 2007), Italii: 0,0040 pg/l (Santini et al., 2013) a Japonsku: 0,0073 pg/l (Sugiyama
et al., 2008). Tato data mohou podporovat tvrzeni, ze ve vyspélejSich Castech svéta
AFMI1 v mléce dosahuje nizsich hodnot. Lze tedy predpokladat nizsi vyskyt AFM1
v mléce v souvislosti s vyssi kvalitou krmiv pro dojnice a pfisnéjSimi legislativou.

Ve vybranych evropskych statech byla nejnizsi primérna hodnota AFM1 zjisténa
v CR a ve Francii (0,0024 pg/l). Naopak nejvyssi praméma hodnota z vybranych ev-
ropskych stat byla detekovana v Srbsku (0,19 ug/l) (graf 4.3).
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Graf 4.3: Pramérné hodnoty aflatoxinu M1 (AFM1) ve vybranych stitech Evropy

4.1.2 Vliv druhu mléka
V nasledujici kapitole je porovnavano mléko riznych druht prezvykavcu z hlediska
obsahu AFM1, také je zde diskutovan obsah AFM1 na vybrané kvalitativni ukazatele

mléka.

Tabulka 4.3: Vliv druhu mléka na pritomnost aflatoxinu M1 (AFM1) v letech 2006-2020

Pocet vzorku % vzorku
Druh mléka nadlimit-
vySetirenych pozitivnich pozitivnich
nich
Kravské 621 4 0,64 0
Ovci 27 0 0 0
Kozi 72 0 0 0

Z tabulky 4.3 lIze ziskat ptehled o poctech vySetfenych vzorkti mléka na pifitomnost
AFM1 u jednotlivych druhi pfezvykavct ve sledovaném obdobi 2006-2020. Z daného
poctu vySetienych vzorktl byly nalezeny Ctyfi pozitivni vzorky v kravském mléce
(0,64 %), zatimco u mléka koz a ovci nebyl ve zminéném obdobi nalezen zadny pozi-
tivni vzorek.

Hussain et al. (2010) analyzovali 169 vzorkt mléka odebranych od buvold (n =

55), krav (n = 40), koz (n = 30), ovci (n = 24) a velbloudu (n = 20). Autofi zjistili, ze
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nejvetsi zastoupeni kontaminovanych vzorkd bylo v kravském (37,5 %) a buvolim
mléce (34,5 %). V mléce koz a ovci byl zjistén mensi obsah AFM1, u koz bylo 20 %
pozitivnich vzorkl a u ovci 16,7 %. Kontaminace AFM1 ve velbloudim mléce nebyla
zjisténa.

Podobny prizkum provedli také Nile et al. (2016). Celkem analyzovali 150
vzorkll od kazdého druhu mléka (buvoli, kravské, kozi a ov¢i mléko). Autofi dospéli
k obdobnym vysledkiim vyzkumu, a to Ze nejvyssi % vzorkd kontaminovanych AFM1
tvorilo mléko kravské (45, 3 %), poté buvoli (38,6 %) a nejnizsi procenta pozitivnich
vzorkt byla u mléka koz (33,3 %) a ovci (36,6 %).

Nejnizsi procenta vzorkd kontaminovanych AFM1 u koz mohou byt zptsobena i
odlisnosti travici soustavy ve srovnani se skotem. Bachor koz je v porovnani s ostat-
nimi pfezvykavci proporcionalné vétsi, coz umoziiuje kozam pfijimat vétsi mnozstvi
krmiva s vy$§§im zastoupenim hrubé vlakniny a efektivnéji krmivo vyuzit. To znamena,
ze uplatnéni Cerstvé 1 suSené pice je ve vyziveé koz vétsi nez u skotu. Krmnou davku
koz v naSich podminkach tvofi naptiklad: seno, zelena pice, mineralni smés a jadrné
krmivo (Zeman, 2006). Také Kalac (2017) uvadi, ze prenos AFB1 z krmiva do mléka,
respektive AFM1 jako jeho metabolitu, je u koz a ovci mensi. Pravdépodobné vysveét-
leni spatfuje autor v rozdilné mikroflore bachoru a rovnéz jiné aktivité jaternich en-
zymu zodpovédnych za biotransformaci a detoxikaci AFB1.

Podle Kalace (2011) jsou hlavnimi mykotoxiny tvoficimi se v silazi zearalenon a
deoxynivalenol. Jejich obsah je snizovan Cinnosti, jak nékterych bakterii mlééného
kvaSeni, tak i bachorové mikroflory. VyluCovani téchto mykotoxini do mléka je

obecné nizké.

Tabulka 4.4: Vliv drubhu mléka na obsah aflatoxinu M1 (AFM1) v letech 2006—-2020

Obsah AFM1 (ug/l)

maximalni

Druh mléka Lo smérodatna o P

prumér namérena

odchylka
hodnota

Kravské 0,0025 0,0007 0,0140
Ov¢i 0,0022 0,0009 0,0025 0.6876
Koz 0,0024 0,0007 0,0025
Celkem 0,0024 0,0007 0,0140
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Z tabulky 4.4 vyplyva skutecnost, Ze nejvyssi pramérna hodnota AFM1 v celém sle-
dovaném obdobi byla nalezena u syrového kravského mléka, konkrétn€ 0,0025 ng/l,
u syrového mléka ovci byla tato hodnota 0,0024 pg/l, stejné tak i u syrového mléka
koz. Rovné€z maximalni naméfena hodnota AFM1 byla u syrového mléka krav nej-
vySsi, konkrétn€ 0,0140 pg/l. Za nejvice ohrozené kontaminaci AFM1 lze tedy z da-
nych vysledkt oznacit mléko kravské, ackoli toto tvrzeni mize byt zpochybnéno vy-
razné vyssim poctem vySetienych vzorkd nez u jinych druhl zvirat. Limitni hodnota
pro AFM1 dana platnou pfislusnou legislativou €ini 0,05 pg/l, tudiz v§echny vySetifené
vzorky byly pod touto hodnotou.

Krmné davky krav, koz a ovci se lisi. U krav 1ze predpokladat vyssi zastoupeni
silazi a senazi v krmné davcee, tudiz i mozné vyssi riziko kontaminace AFM1. Kuku-
ficna silaz je hlavnim zdrojem pice pro dojnice v Evropé a Severni Americe. Pokud je
kukufi¢na silaz vystavena piistupu kysliku funguje vzhledem k vy$simu obsahu vlh-
kosti jako pfiznivé prostiedi pro rust plisni a produkci mykotoxint (Cavallarin et al.,

2011).

4.2 Vyhodnoceni vysledku monitoringu AFM1 v nakupovaném syrovém
kravském mléce

4.2.1 Vysledky stanoveni AFM1 pomoci Aflasensoru v roce 2018
Semikvantitativni testy dokazou stanovit AFM1 v rozmezi hodnot od <0,03 pg/l do
>0,1 pg/l. Za negativni je povazovan vysledek v rozmezi od <0,03 do 0,05 pg/l a za
pozitivni v rozmezi od 0,05 do >0,1 pg/l.

Z celkového poctu 67 vzorkt bylo pozitivnich 27 vzorkd, tj. 40,3 %. U 40 vzorku
(59,7 %) byl vysledek ptitomnosti AFM1 negativni, tzn. koncentrace v daném ptipadé
nepiesahla 0,05 pg/l, coz je stanoveny MRL EU pro AFM1 (tabulka 4.5).

Z 27 vzorka s pozitivnim nalezem byly vSechny nadlimitni dle MRL EU pro
AFMI1. U dvou vzorkl byla detekovana koncentrace AFM 1 vyssi nez 0,1 ug/l au 25
vzorku se koncentrace AFM1 pohybovala v rozmezi 0,05-0,1 pg/l.
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Tabulka 4.5: VysledKky stanoveni aflatoxinu M1 (AFM1) v syrovém kravském mléce pomoci
Aflasensoru v roce 2018

Hodnota AFM1  VySetifené vzorky a jejich zarazeni

Hodnoceni vysledku

(ngN) pocet %0
Negativni (-) <0,03 20 29.8
Negativni (-) 0,03-0,05 20 29,8
Pozitivni (+) 0,05-0,1 25 37,3
Pozitivni (++) >0,1 2 3,0
Pozitivni (+++) >0,1 0 0

4.2.2 Vysledky stanoveni AFM1 pomoci Charm MRL AFM1 v roce 2022
Charm testy dokazou stanovit AFM1 v rozmezi hodnot od 0 pug/l do 0,1 pg/l. Za ne-
gativni je povazovan vysledek v rozmezi od 0 do 0,04 pg/l a za pozitivni v rozmezi od
0,04 do 0,1 pg/l.

V dubnu 2022 byly z celkového poctu 45 vzorka identifikovany dva (4,4 %) po-
zitivni vzorky a 43 (95,6 %) vzorkl bylo negativnich, i kdyz u tfech z nich byly zjis-
téné obsahy AFM1 od 0,015 do 0,029 ug/l. Primérna hodnota AFM1 v pozitivnich
vzorcich Cinila 0,046 ug/l (tabulka 4.6).

Detekované pozitivni koncentrace byly 0,048 ug/l a 0,045 ug/l. U 43 vzorku byl
vysledek vyhodnocen jako negativni, coz znamena, ze koncentrace AFM1 v mléce ne-
dosahla hladiny 0,04 pg/l, z toho u 40 z téchto vzorka byl vysledek 0 pg/l. Koncen-
trace AFM1 v zadném ze vzorkl nepfesahla stanovena MRL EU pro AFM1 (0,05
ug/l). Vizualni zobrazeni pozitivniho vysledku testu na ¢te¢ce Charm EZ je ilustro-
vano v priloze 1.

Tabulka 4.6: Vysledky stanoveni aflatoxinu M1 (AFM1) v syrovém kravském mléce pomoci
Charm MRL AFM1 v roce 2022

Hodnota VySetiené vzorky a jejich zarazeni Prumér

Hodnoceni

AFM1 AFM1
vysledku pocet %

(ng/ (ng/)
Pozitivni (+) >0,04 2 4.4 0,046
Negativni (-) <0,04 3 6,7 0,019
Negativni (-) 0 40 88,9 0
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Procento pozitivnich vzorkid bylo pomérné€ nizké, coz naznaCuje vysoky standard do-
drzovany pii vyrobé krmiv ve vyspélych statech Evropy, k nim? patii i CR. Mnozstvi
AFM1 ve vzorcich bylo pod platnym limitem EU, av§ak mnozstvi odebranych vzorkt
bylo pomé&mé nizké a zaroveii viechny vzorky pochéazely jen z jednoho kraje CR.
Tvrzeni o men§im procentu mléka kontaminovaného AFM1 ve vyspélych statech
Evropy podporuji védecké prace napiiklad z Francie, kde Boudra et al. (2007) zjistili
3,1 % vzorkt pozitivnich na AFM1 s primérnou hodnotou obsahu AFM1 0,0024 pg/1.
Také prace tymu Camilleri et al. (2019) dospéla k podobnému vysledku. Pozitivnich
vzorkt zde bylo nalezeno pouze 6 %, primérna hodnota zde nebyla uvedena. Avsak i
v pfipadé vyssiho procenta vzorkti kontaminovanych AFM1 nemusi byt pramérna
hodnota obsahu AFM1 ve vzorku vysoka. Napfiklad v dalSich z vyzkumu provede-
nych v Italii sice autofi uvadéji vysoka procenta pozitivnich vzorki, ale praimérné hod-
noty obsahu AFM1 ve vzorcich zlstavaly nizké:
e 92 % pozitivnich na AFM1, primérna hodnota 0,0104 pg/l (Visciano et al.,
2015)
e 529 % pozitivnich na AFM1, primérna hodnota 0,004 pg/l1 (Santini et al.,
2013)
e 12,3 % pozitivnich na AFM1, primérna hodnota 0,037 pg/l (De Roma et al.,
2017).
Vybrané evropské staty byly graficky porovnany s ohledem na % pozitivnich vzorku
na AFM1 (graf 4.4). Z grafu vyplyva, ze nejnizsi procento vzorkl obsahujicich AFM1
bylo detekovano v CR a Francii, kde zaroveri byla i nejmensi priméma hodnota AFM1

(graf 4.3).
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Graf 4.4: Procenta vzorka pozitivnich na aflatoxin M1 (AFM1)
ve vybranych evropskych statech

U vzorkt odebranych v dubnu 2022 byly kromé obsahu AFM1 sledovany také za-
kladni kvalitativni ukazatele mléka (tabulka 4.7). Hodnoty téchto ukazateld byly po-
souzeny z hlediska obsahu AFM1, kde pfimy vliv AFM1 na ukazatele kvality mléka
nebyl prokazan. Vzorky byly rozdéleny do tfi skupin: vzorky bez nalezu AFM1 (ne-
gativni, AFM1 = 0 ug/l), vzorky s nalezem AFM1 (negativni, AFM1 = 0,015-0,029
ng/l) a vzorky s nalezem AFMI1 (pozitivni, AFM1 =>0,04 pg/l).

Kvalita mléka ve vztahu k toxickym kontaminantim pfimo souvisi s druhem a
kvalitou krmiva dojnic. Také hraje roli navaznost na metabolismus mykotoxinu a je-
jich nasledné vylu¢ovani do mléka. Uroveii vylu¢ovani mykotoxind mlékem je obecnd
nizka a mimo jiné je ovlivnéna i lipofilitou daného mykotoxinu (Becker-Algeri et al.,
2016). Vysledky naseho vyzkumu jsou v souladu s praci tymu Kftizova et al. (2016),
ktefi rovnéz pfimy vliv mykotoxint na vybrané ukazatele kvality mléka neprokazali,
ackoli v této studii obsah mykotoxina v mléce také nepatrné€ ovlivnil obsah tuku, stejné
jako v nasi studii. Nicmén¢ k potvrzeni teorie, ze vys$si obsah tuku znamena vyssi ob-

sah AFM1 u vzorku by bylo potieba dalSich vyzkumu.
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Tabulka 4.7: Vliv obsahu aflatoxinu M1 (AFM1) na zakladni kvalitativni ukazatele mléka

Vzorky
Ukazatel pozitivni (0,040-0,048 ng/l) negativni (0,015-0,029 ug/l) negativni (0 pg/l)
X Sx min. max. X Sx min. max. X Sx  min. max. P

Tuk (g/100 g) 423 0,79 3,67 479 429 046 384 4]76 4,14 0,27 336 4,72 0,4086
Bilkovina (g/100 g) 3,52 0,028 3,50 354 350 028 3,27 3,82 343 0,19 2771 3,72 0,4019
Kasein (g/100 g) 2,81 0,00 281 281 280 020 2,63 3,03 2,73 0,16 2,12 296 0,3503
Laktéza (g/100 g) 490 0,00 490 490 477 020 454 490 485 0,10 445 5,00 0,5935
Celkova susina (g/100g) 1345 0,72 12,94 1397 13,38 0,39 1293 13,64 13,24 0,39 11,79 14,06 0,3907
PSB (x1000/1 ml) 134 4 131 137 136 57 81 195 204 100 65 576  0,1384
BMM (°C) 528 2 527 530 519 1 518 521 524 5 515 545 0,6390
TPS (g/100 g) 9,18 0,02 917 920 900 0,15 884 9,15 902 0,23 819 9,38 0,6357

PSB = pocet somatickych bun¢k; BMM = bod mrznuti; TPS = tukuprosté susina
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Z.avér

Z pohledu mléka je nejvyznamnéj§im mykotoxinem aflatoxin M1. V mléce je tento

mykotoxin limitovan na maximalni hodnotu 0,05 pg/l.

Préace se zaméfovala na pritomnost aflatoxinu M1 v mléce a bylo zjisténo:

V obdobi 2006-2020 bylo Statni veterinarni spravou Ceské republiky
v ramci cilenych kontrol odebrano 720 vzorkd mléka krav, koz a ovci,
z toho Ctyti vzorky (0,56 %) byly pozitivni. VSechny pozitivni vzorky po-
chazely od krav.

V roce 2018 bylo provedeno prvni stanoveni pfitomnosti aflatoxinu M1
v kravském mléce dodavaném do vybraného mlékarenského zavodu. Z 67
vzorkd bylo pozitivnich 27 (40,3 %) vzorkid. Vzorky s pozitivnim nalezem
byly vSechny nadlimitni dle zminéného maximalniho rezidualniho limitu.
U dvou vzorki byla detekovana koncentrace aflatoxinu M1 vyssi nez 0,1
ng/l a u 25 vzorkl se koncentrace aflatoxinu M1 pohybovala v rozmezi
0,05-0,1 pg/l.

V roce 2022 bylo provedeno druhé testovani pfitomnosti aflatoxinu M1
v kravském mléce dodavaném do vybraného mlékarenského zavodu. Z 45
vzorkd byly identifikovany 2 (4,4 %) pozitivni. Primérna hodnota aflato-
xinu M1 v pozitivnich vzorcich cCinila 0,046 pg/l.

Vliv obdobi ani druhu mléka na obsah aflatoxinu M1 v mléce nebyl pro-
kazan.

Obsah aflatoxinu M1 v mléce nema prokazatelny vliv na vybrané kvalita-

tivni ukazatele mléka.

Aflatoxin M1 pfitomny v mléce predstavuje celosvétovy problém, vzhledem k nega-

tivnim G¢inkm na zdravi lidi a zvifat, proto je dulezity jeho staly monitoring. K zis-

kani ptfesnéjsiho piehledu o situaci s aflatoxinem M1 v mléce je potieba dalSiho vy-

zkumu.
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