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ABSTRAKT

Tato diplomova prace je zpracovana na téma degradovatelnost vybranych
mykotoxind metodou in vitro. Prvni Cast prace se zabyva charakteristikou plisni
(mikromycety), produktd jejich sekundarniho metabolismu — mykotoxiny,
maskovanymi mykotoxiny, vlivem mykotoxinii na zdravi skotu a prasat. V zavéru
literarniho piehledu se zaméfuje na moznosti degradace mykotoxinli a metabolismem u
skotu.

Ve druhé ¢asti je popsana vlastni prace zabyvajici se stravitelnosti vybranych druha
mykotoxind v bachorové tekutiné metodou in vitro. Do pokusu byly zafazeny tii
skupiny je¢ment s rozdilnym fungicidnim oSetfenim. Prvni skupina slouzila jako
kontrolni bez fungicidniho oSetfeni. Druhé skupina je¢mene (varianta A) byla oSetfena
ptipravkem Hutton (0,8 I/ha, v BBCH 36) + Zantara (1,5 1/ha, v BBCH 65). Tieti
skupina jeCment (varianta B) byla oSetfena pomoci kombinace Hutton (0,8 I/ha, v
BBCH 36) + Prosaro EC250 (0,75 I/ha, v BBCH 65). V pivodni hmot¢ je¢ément byla
stanovena hladina deseti mykotoxin. Nésledné¢ byly vzorky inkubovany v pfistoji
Daisy Il po dobu 24 hodin. Kinkubaci byly pouzity enzymy celulaza a pepsin.
V inkuba¢ni tekutiné byly stanoveny nasledujici mykotoxiny: dexynivalenol,
zearalenon, deoxynivalenol-3-glukosid a 3-acetyl-deoxynivalenol. U varianty A byla
hladina dexynivalenolu vyssi o 36 %, zearalenonu o 2%, deoxynivalenol-3-glukosid o
byly nalezeny u varianty B. Hladina deoxynivalenolu byla nizsi o 19 %, zearalenonu o
30 %, deoxynivalenol-3-glukosid o 37 % (P<0,05) a 3-acetyl-deoxynivalenol byl vyssi
0 12 % v porovnani s kontrolni skupinou.

Z dosazenych vysledkl je patrné, ze fungicidni oSetfeni a travici enzymy mohou
eliminovat prechod mykotoxinli do inkubaéni (bachorové) tekutiny a tim sniZit riziko

zatiZeni organismu témito toxiny.

Klicova slova: mykotoxiny, in vitro stravitelnost, maskované mykotoxiny,

degradovatelnost mykotoxin



ABSTRAKT

This diploma thesis focuses on the topic of degradability of mycotoxins in vitro
method. The first part covers a brief description of mold (micromycetes) and the
products of secondary metabolism — mycotoxins, masked mycotoxins and negatives
effect on cattle and pigs health.

The second part description own work dealing digestibility selected mycotoxins
was tested in rumen fluid in vitro. The three groups of barley crop with different
fungicide treatment were included in the experiment. The first group served as the
control one without fungicide treatment. The second group of barley (variant A) was
treated with Hutton (0,8 L/ha at BBCH 36) + Zantar (1,5 L/ha at BBCH 65). The third
group of barley (variant B) was treated with the combination of Hutton (0,8 L/ha at
BBCH 36) + Prosaro EC250 (0,75 L/ha at BBCH 65). In the original mass of barely, ten
levels of mycotoxins were established. Subsequently, the samples were incubated in the
machine Daisy Il for 24 hours. The cellulase and pepsin enzymes were used in the
incubation. Following mycotoxins were determined in the incubation fluid such as
dexynivalenol, zearalenone, deoxynivalenol-3-glucoside and 3-acetyl-deoxynivalenol.
In the variant A, the level of dexynivalenolu was higher by 36%, zearalenone by about
2%, deoxynivalenol-3-glucoside by 12%, and 3-acetyl-deoxynivalenol by 39%. Low
levels of the mycotoxins were found out in the variant B. Deoxynivalenol level was
lower by 19%, zearalenone by 30%, deoxynivalenol-3-glucoside by 37% (p < 0,05).
The 3-acetyl-deoxynivalenol level was higher by 12% in a comparison with the control
group.

The obtained results showed that the fungicidal treatment and digestive enzymes
could eliminate the transition of mycotoxins into incubative (rumen) liquid, and thereby

to reduce the risk of the load of the organism by the mycotoxins.

Keys words: mycotoxins, in vitro description, masked mycotoxins, degradation

mycotoxins
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1 UVOD

V Ceské republice i ve svété jsou kladeny stale vyssi pozadavky na kvalitu potravin
rostlinného a Zivoc¢isného puvodu, tak i krmiv pro hospodaiska zvifata. Z tohoto
divodu je dilezité zabezpecit zvifatim kvalitni hygienicky nezdvadné krmivo.
Komponenty krmnych smési musi byt vysoké kvality, musi obsahovat potfebné ziviny a
je nutné zabezpecit jejich zdravotni bezpecnost. Nekvalitni a zavadné komponenty
snizuji kvalitu krmiva, tim se snizuje uzitkovost zvifat, zhorSuje se zdravi zvifat a
snizuje se kvalita produktu. Od zdravotni nezdvadnosti bezpecnosti sildzi a jadrnych
komponenti v TMR se odrazi produkce mléka ale i masa. Mykotoxiny obsazené
Vv kompletnich krmnych smésich pro prasata zhorSuji pfirtistky, kvalitu produktu a
pfedev§im zhorSuji reprodukéni schopnosti prasnicek a prasnic. Z téchto diavodu je
nutné predchéazet jejich vyskytu v zemédélskych komoditach spravnou zemédélskou

praxi.



2 LITERARNI PREHLED

2.1 Charakteristika plisni a mykotoxinu

Mykotoxiny jsou sekundarni metabolity plisni. V dalSich kapitolach se zaméfime na

nasledujici problematiku.

2.1.1 VIaknité mikroskopické houby

Vlaknité mikroskopické houby neboli mikromycety, jsou eukaryotni, vicebunécné,
pokrocile heterotrofni, parazitické nebo saprofytické mikroorganismy, znamé také jako
plisn€. Velkd morfologickd rozmanitost a schopnost vlaknitych hub pfizplisobit se
nejriznéjsim ekologickym podminkdm umoznuje jejich vyskyt vSude tam, kde existuje
organickd hmota. Maji pfisn€ aerobni povahu, a proto se nejcastéji rozmnozuji na
povrchu napadeného materialu. Rozmnozuji se i pfi nizké aktivité vody. K rozvoji plisni
sta¢i 15% vody. Spory mikromycet jsou jednobunécné ¢i vicebunécné vytrusy slouzici
K jejich rozmnozovani a piezivani. Jsou pfitomny v ovzdus$i, padé, vod¢, na povrchu
zivych aodumfelych organizml, na riznych pfedmétech apod. Velmi vhodnym
substratem pro rist a rozmnoZovani téchto plisni jsou krmiva a potraviny (OSTRY,

2000, SILHANKOVA, 2002).

Kmeny potencionaln¢ toxinogennich plisni nejsou vzdy toxinogenni. Produkce
mykotoxind neni pfimo imérna s intenzitou ristu plisni, a proto nelze pro jejich detekci
pouzit orienta¢ni metody, indikatorové metody (stanoveni ergosterolu nebo metoda
imunofluorescence) nebo mikroskopické stanoveni pocétu spor. Jsou to pouze metody
orienta¢ni, které musi byt doplnény specialnimi diagnostickymi analyzami, napiiklad
metoda HPLC a ELISA, (ZEMAN et al., 2006, SCHNEIDEROVA, 2008, OSTRY
2000).

Mezi nejvyznamnéj$i toxinogenni plisné v souvislosti s potravinami patii rody
Aspergillus, Fusarium a Penicillium. Dal§imi producenty mykotoxinii jsou rody

Trichoderma a Alternaria (PITT, 2000).

2.1.2 Mykotoxiny
Jde o sekundarni metabolity mikromycet, jejichZz produkce zavisi na mnoha
faktorech. Mykotoxiny se vyznacuji znac¢nou promeénlivosti svych metabolickych

pochodu 1 pii zcela obdobnych ristovych podminkach. Za urcitych podminek kmen
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daného druhu plisné produkuje mykotoxiny a za jinych podminek k produkci nedochazi
(SUDAKIN a FALLAH, 2008). Mykotoxiny jsou $kodlivé chemické latky produkované
plisnémi rostoucimi na krmivu nebo krmnych slozkéch a vazné€ skodi zdravi zvifat a lidi
(SKLADANKA et al., 2013). Metabolity plisni jsou chemicky velmi stalé a pti vyrobé
a zpracovani krmiv se neni¢i (SCHNEIDEROVA, 2008). Za vysoce stabilni z tohoto
pohledu Ize pokladat aflatoxiny, ochratoxin A, deoxynivalenol, zearalenon, fumonisiny
a dalsi (ZEMAN et al., 2006). Mykotoxiny jsou produkovany myceliem mikromycet
ajsou vylucovany do substratu, mohou vSak byt obsazeny také ve sporach, které
kontaminuji prostfedi (OSTRY, 2000). Mykotoxiny tvoii raznorodou skupinu
toxickych sekunddrnich metaboliti hub, které saprofyticky koexistujici na krmnych
surovinach nebo se vyskytuji ve smésnych krmivech (SIMBERDA a STRYK, 2010). Je
znamo vice nez 500 druhli mykotoxinii produkovanych asi 350 druhy toxinogennich
plisni. Rizné druhy plisni mohou metabolizovat vice nez jeden druh mykotoxinu,
naopak jeden typ mykotoxinu muze byt metabolizovan vice druhy plisni (ZEMAN et
al., 2006).

Termin mykotoxin vychazi spojenim z feckych slov mycos (=houba) a toxicon (= jed),
(SIMBERDA a STRYK, 2010). Jsou to pro organismus toxické latky nebilkovinného
charakteru, toxické pro lovéka i hospodatska zvitata (SIMUNEK, 2003). Mykotoxiny
jsou produkovany vlivem stresovych situaci, jako jsou napft. velké vykyvy teplot nebo
nedostate¢na aplikace fungicidii na poli, popf. pravidelné péstovani téze plodiny na
steyném misté. Diky tomu dochdzi k hromadéni spor v pid¢. V naSich klimatickych
podminkach je produkce mykotoxind spojena vyskytem polnich plisni (Fusarium,
Alternaria), proto ma pocasi béhem vegetacniho obdobi a sklizné vyznamnou roli na
vyskyt mykotoxini. Ne¢které mykotoxiny (napf. Ochratoxiny, Patulin) se mohou
metabolizovat 1 béhem skladovani krmiv a krmnych komponent, tzv. skladiStni
mykotoxiny (SILHANKOVA, 2002, ZEMAN et al., 2006). V krmivech byly
mykotoxiny poprvé diagnostikovany v 60. letech minulého stoleti, prvni popsana
skupina mykotoxinii byly aflatoxiny (SCHNEIDEROVA, 2008). Vyskyt a produkce
mykotoxinii v plodindch a krmivech je celosvétovy problém, ktery se vyskytuje ve

vSech geografickych oblastech (ZEMAN et al., 2006).

2.1.3 Faktory ovliviiujici aktivitu plisni
Faktory majici vliv na rst a metabolismus plisni se daji rozdé€lit na fyzikalni,

chemické a biologické. Rist plisni je ovlivnén stresem u rostlin vyvolany suchem nebo
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zamotenim Sktdci. Aplikaci fungicidl na poli miizeme redukovat rust plisni, ale nemusi
redukovat produkovat produkci mykotoxinti. Dalsi rist plisni a tvorba mykotoxind po
sklizni plodin jsou ovlivnény piedev§$im podminkami skladovani. Hlavnimi faktory
jsou: teplota, vodni aktivita a aktivita hmyzu. Plisné rostou v rozpéti teploty 10-40 °C,
pii hodnoté¢ pH 4-8 a vodni aktivité Ay 0,7. Mohou riist na krmivech obsahujicich vice
nez 12—-15 % vlhkosti. Ve vlhkych krmivech (jako je sildz) umoziuje vyssi hladina
vlhkosti rast plisni pouze za pritomnosti kysliku (vétSina plisni je aerobnich),

(SCHNEIDEROVA, 2008).

Aktivita plisni v objemovych krmivech muze byt problematicka. Ovliviiuje ji
kontaminace pice zeminou, vystaveni pice dlouhotrvajicim srazkdm a nespravny

technologicky postup pii konzervaci pice (ZEMAN et al., 2006).

2.2 Rody plisni
SCHNEIDEROVA (2008) i PITT (2000) ve svych pracich uvadgji, ze vétsinu

vyznamnych mykotoxint produkuji plisné rodu Aspergillus, Penicillium, Fusarium a
Trichoderma, které uvadi v tab. 1

Tab. 1. Plisné a mykotoxiny (upraveno dle SCHNEIDEROVE, 2008)

TOXIN PLISNE

Aflatoxin (B1,B2,G1,G2) |Aspergillus spp. (A. flavus, A. parasiticus)

Aspergillus spp. (A.ochraceus) Penicillium spp.
Ochatoxin A (P.verrucosum)

T-2 toxin, deoxynivalenol | Fusarium spp., Myrothecium spp., Trichoderma spp.

Fumonisin Fusarium spp. (F. verticillioides, F. proliferatum)

Fusarium spp. (F. graminearum, F. culmorum, F.

Zearalenon sacchari)

2.2.1 Rod Aspergillus
Rod Aspergillus je vybaven bohatym enzymatickym systémem, napf.

amylolytickymi, pektolytickymi a proteolytickymi enzymy, a je schopen snaset nizkou
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aktivitu vody (SILHANKOVA, 2002). Mykotoxiny, které rod Aspergillus nejéastji
produkuje, patfi patulin, cytochalasin E, aflatoxin Bl a B2, cyklopiazonova kyselina,
gliotoxin, OTA nebo citrinin. Nalézt ho mizeme v téchto komponentech — obiloviny
(je¢men, p3enice), ryze, kukufice (MALIR et al. 2003).

2.2.2 Rod Fusarium

Rod Fusarium ssp. je vyznamnym puvodcem chorob fady obilovin. Tyto plisné
napadaji paty stébel. Prvotnim ptiznakem infekce F. culmorum jsou zahnédlé plochy a
carkovité pasky na stéblech a zplisobuji postupné trouchnivéni baze stébla i horni partie
kofenti. Za vlhkého pocasi je na povrchu stébel razové mycelium. F. culmorum muze
také napadat klasy, kdy dochdzi k odumirani jednotlivych klaskli nebo casti klas.
Plisen napada pSenice béhem celé vegetace. Vyraznéjsi kontaminace je za teplého a
suchého pocasi. Napadeni F. culmorum zpusobuje vyrazné snizeni vynosu zrna (VEJL,
et al., 2000). Napadena zrna jsou drobna, svrastéla a pti silné infekci porostla myceliem

houby.

Houbovy patogen ptezimuje na rostlinnych zbytcich v pad€. Zdrojem infekce je
nivalenol (NIV), deoxynivalenol (DON), T-2 toxin — zejména v pSenici a tritikale,
dalgim dalezitym mykotoxinem druhii rodu Fusarium je zearalenon (SIRUCKOVA a
KROUTIL, 2007). Klasové fuzaridzy se nejcastéji vyskytuji na pSenici a to ozimé i
jarni, méné Casté jsou na zitu a tritikale. Velmi nezadouci jsou na je¢menech, kde u
jarnich je¢menti mohou znehodnocovat sladafskou jakost. Na ovsu byla misty zjisténa
pritomnost fusarii v obilkéach, je vSak méné Castd a vizudln€ nenapadna. Obtizné;si je 1

zjisPovani ptitomnosti fuzarioz v klasech jeémenti (CHRPOVA, 2007).

Ochrana plodin proti fuzariézam spoc¢iva ve vice krocich, které spole¢né vedou ke
sniZzeni vyskytu chorob, a tim také k dosazeni vysokého vynosu kvalitniho zrna. Ke
snizeni rizika napadeni porostil fuzaridzami piispivd dodrZzovani osevnich postupt,
vhodna volba odrtid, které maji vyssi rezistenci. Dale je to zaoravka strniSté a slamy,
podpora rozkladu poskliziovych zbytkli, podpora dobrého ristu vyvazenou vyzivou a
ochrana pied poléhanim. Diulezitd je i ochrana rostlin pomoci vhodnych motidel

(SIRUCKOVA a KROUTIL, 2007).
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2.2.3 Rod Penicillinum
Tento rod obsahuje asi 150 druhti. Tyto druhy tvoii kolonie s velkym mnozstvim
zlutozelenych az modrozelenych konidii. Vyskytuji se na riiznych krmivech i jiném
materidlu patrné jako nazelenalé, sametové az moucné povlaky. Okraje téchto kolonii

jsou bilé, protoze uz neobsahuji spory (SILHANKOVA, 2002).

2.3 Mykotoxiny produkované plisnéni

Mykotoxiny jsou jednou z nejvyznamnéjSich skupin antinutri¢nich latek které se
mohou tvofit v krmivech (DOLEZAL, 2012).

2.3.1 Deoxynivalenol (DON)
Deoxynivalenol je znamy téz jako vomitoxin (obr. 3). DON produkuji hlavné plisné
Fusarium culmorum a F. graminearum (BETINA, 1990). Casto je v odebranych
vzorcich krmiv determinovdn témét na 100 % a je proto povazovan za marker

upozoriiyjici na pfitomnost i dalSich mykotoxind.

Zaplisnéni plodin fusariem podporuje vlhké a destivé pocasi v dobé kveteni. Vysledkem
plsobeni toxinil je hniloba palic kukufice, strupovitost nebo snét’ u jeCmene, pSenice,
ovsa a zita. Obsah mykotoxinu se mtze zvysit ve skladovaném zrnu pii vyssi vlhkosti
(SCHNEIDEROVA, 2008). DON patii do rozmanité skupiny mykotoxini zvanou
trichotheceny. Do této skupiny patii i T-2 toxin nebo diacetooxyscirpenol (SIMBERDA
a STRYK, 2010). Toxiny u zvifat zpomaluji nebo zcela zastavuji syntézu proteinu na
ribozomalni Grovni, potla¢uji imunitu a pusobi toxicky na bunéné membrany.
Toxikédza se projevuje zvracenim, prijmy a zanétem stieva. Zvifata odmitaji krmivo,

zpomali se riist a jsou zde znamé i poruchy reprodukce (SCHNEIDEROVA, 2008).

Obr. €. 1 Strukturni vzorec deoxynivalenolu
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2.3.2 Enniatin
Pisobi jako ionofory, které narusuji fyziologickou iontovou rovnovahu a pH tim, ze
vytvoii dimerické struktury, které ptepravuji monovalentni ionty pies bunécnou
membranu. Enniatiny jsou popisovany jako rostlinné toxiny s antibiotickou a
insekticidni aktivitou. Jejich pfipadna akutni ani chronicka toxicita doposud nebyla

potvrzena a toxické ptisobeni t&chto latek je stale predmétem vyzkumu (BENESOVA et
al., 2014).

Obr. ¢. 2 Strukturni vzorec Enniatinu

2.3.3 Fumonisiny

Fumonisiny pfedstavuji skupinu toxini produkovanych nejéastéji Fusarium
verticillioides a Fusarium proliferatum, které jsou nejcastéji piitomné v kukufici.
Fumonisiny B1, B2 a B3 jsou toxiny v plisnovych kulturach nebo v pfirozené
kontaminované kukutici (SCHNEIDEROVA, 2008). Podstatou jejich toxickych uginki
je ovliviiovani metabolismu sfingolipidi a tim narusi membranové struktury
(SIMUNEK, 2003). Fumonisin Bl je povazovan za nejvice toxicky, hlavnim
nebezpec¢im je jeho karcinogenni Uc¢inek. Pro nékteré druhy hospodaiskych zvifat je
hepatotoxicky a nefrotoxicky (SCHNEIDEROVA, 2008). Bylo potvrzeno, Zze
nejcitlivéjsi druhy na fumonisiny jsou konoviti a prasata, svyvojem druhové
specifickych klinickych syndromt, jako jsou kofiska leukoencefalomalacie a praseci

plicni edém. Na fumonisiny jsou mén¢ citlivi pfezvykavci a dribez. Pfezvykavci jsou
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méng¢ citlivy, protoZze v prub&hu bachorové fermentace dochazi k degradaci Fumonisinu

B1 (SCHNEIDEROVA, 2008).
0 COsH
C0.H
H H;
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oH  OH

-
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Obr. ¢. 3 Strukturni vzorec fumonisinu B1

2.3.4 Ochratoxin A (OTA)

Nejvyznamnéj$im mykotoxinem ze skupiny ochratoxinil je ochratoxin A (OTA),
(BETINA, 1990). Podle SCHNEIDEROVE (2008) a SIMBERDY a STRYKA (2010) je
ochratoxin A (obr. 4) produkovan plisnémi rodu Penicillium a Aspergillus. V ramci
skupiny ochranotoxinll je nejrozsifenéjsi. Toxin ma nefrotoxické, imunotoxicke,

mutagenni, karcinogenni a teratogenni U¢inky. Limitni hodnota OTA v obilovinach je

5,0 ng/kg.

COOH O HO 0

a

Obr. ¢. 4 Strukturni vzorec ochratoxinu A
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2.3.5 Patulin
Patulin produkuji rizné rody plisni, ktery mi jsou Aspergillus (A.clavatus),
Byssochlamys a Penicillium (P.patulum, P.aspergillus a P.expansum). Mykotoxin se
nejcastéji vyskytuje v kazicim se ovoci. Byl ale také zjistén v je¢meni, kukufici a
pSenici. V organismu patulin plisobi jako inhibitor enzymut. Akutni otravy u dobytka se

mohou projevit poSkozenim plic.

Patulin je dobie detoxikovatelny, jako jeden z mala mykotoxind. Jeho rozklad byl
prokazan pii alkoholickém kvaseni. Chemickou podstatou eliminace mykotoxinu je

reakce patulinu s thiolovymi skupinami (SIMUNEK, 2003).

OH

O —

Z o

Obr. €. 5 Strukturni vzorec patulinu

2.3.6 T-2toxin
Producenti T2-toxinu jsou pifedev§im plisné rodu Fusarium, hlavné
F.sporotrichioides a F. poae. Toxin se vyskytuje Casto u ovsa, v jeCmeni, pSenici a
prosu. T2-toxin plisnémi nejvice produkuji pii zvySené vlhkosti a teploté mezi 6-24°C
(SCHNEIDEROVA, 2008). SIMBERDA a STRYKA (2010) a SCHNEIDEROVA
(2008) se shoduji, ze T2-toxin zptusobuje gastroenteritidu, stfevni hemoragie az uhyn.
Dusledkem toho dochéazi k vyraznému sniZeni pfijmu krmiva a nésledné zhorSeni

uzitkovosti, reprodukce. Zvysend je i nachylnost k dalsim nemocem. Déale mtze mit
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dermatotoxické a emetické ucinky. Jeho Ilimit neni v potravinach stanoveny. Je

stanoveny pouze kombinovany limit a to 0,6 pg/kg télesné hmotnosti.

OH

Obr. ¢. 6 Strukturni vzorec T-2 toxinu

2.3.7 Zearalenon (ZEA)

Zearalenon je produkovan nékolika druhy plisné Fusarium. Hlavnimi producenty
jsou F. graminearum, F. moniliforme, F. culmorum a dalsi (BETINA, 1990). Ptestoze je
jeho struktura nesteroidni, jsou jeho ucinky stejné jako steroidni hormony estrogeny
(SIMUNEK, 2003). Toxin zptsobuje hnilobu kukufice, vyskytuje se i v ostatnich
obilovinach, v senu a v sildzi. Hladina ZEA v kukufici se zvySuje v disledku vlhkého
pocasi, které udrzuje jeji vlhkost v rozmezi 22 -25% nebo pii prodlouzené sklizni
(SCHNEIDEROVA, 2008). SIMBERDA a STRYK (2010) ve své publikaci uvadi je
zearalenon ma niZ§i toxicitu nez jiné mykotoxiny. Jeho intoxikace nema akutni klinické
pfiznaky toxicity. Jeho ucinek je spiSe chronicky. Zplsobuje hyperestrogenismus u
prasat, skotu a dribeZze. Pfi zkrmovéani kontaminovaného krmiva kravdm miZze

prechazet toxin do mléka, coz mize byt znacné riziko u déti.

OH 0 H CH3

-

HO

Obr. ¢. 7 Strukturni vzorec zearalenonu
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2.4 Maskované mykotoxiny

Kromé volnych forem mykotoxinii se mohou v obilovinach nachézet i formy
vézané, tzv. ,maskované“ mykotoxiny (HAJASOVA et al., 2009). Na konjugované
nebo maskované mykotoxiny se zacalo upozoriiovat po pozorovani zvifat, ktera byla
postizena mykotoxik6zami, které byly zplisobeny kontaminovanymi krmivy. Toxicita
zaCala byt pfisuzovdna maskovanym mykotoxiniim, protoze pii bézné analyze krmiv
byla hladina mykotoxinii nizka. Mykotoxiny, které jsou metabolizovany rostlinami na
konjugované formy, jsou V travicim traktu zvitat hydrolyzovany a jejich toxicita je

srovnatelnd s toxicitou nekonjugovanych mykotoxint (RAIL 2010)

Problematikou maskovanych mykotoxintl se zacalo zabyvat az v poslednich letech.
V Ceské republice se maskovanymi mykotoxiny nejvice zabyvala prof. Hajslova
(HAJSLOVA et al., 2009). GALAVERNA et al. (2008) zkoumal pfitomnost
maskovanych forem fusariovych mykotoxinii (deoxynivalenolu, zearalenonu a
fumonisinu B1, B2 a B3) u pSenice a kukufice. Vyznamné mnozstvi téchto forem zjistil
jak u zrn, tak i ve vyrobcich z nich. Deoxynivalenol-3-glykosidu byla v psenici az 30%
vy$§i koncentrace DON. Vazané formy fumonisini pifedstavovaly casto i vyssi

mnozstvi ve srovnani s volnymi formami.

Existence maskovanych mykotoxini byla zjiSt€éna pfi sledovani rozvoje toxini
Vv pSenici. Vzorek byl cilené infikovan fusariovymi plisnémi, kdy byl pozorovan nértst
a nasledn¢ pokles mnoZstvi deoxynivalenolu. Pokles byl nejspiSe zpiisoben preménou
ptvodniho DON na jeho metabolity. Rostliny napadené toxinogennimi plisnémi maji
schopnost pouzit své ochranné mechanismy na deaktivaci Skodlivych mykotoxint.
Mykotoxiny pfeméni na jiné latky, které potom mohou ukladat do vakuol. Tyto
pfemény probihaji v riznych c¢astech a organelach rostlin za pomoci rozmanitych
enzymatickych reakci. Pfi nich dochazi k naruSeni funkénich skupin mykotoxint
navazanim aminokyselin, sulfatovych skupin a sacharidl za vzniku konjugatt a derivatt
mykotoxind. Konjugaty mykotoxini s glukézou a glutationem se oznacuji jako

maskované mykotoxiny (BERTHILLER et al., 2013).

Deaktivaci mykotoxinu DON muze vznikat jeho konjugovana (maskovana) forma
deoxynivalenol-3-glukosid (D3G) nebo 3(15)-acetyl deoxynivalenol (NAGL et al.,
2014).
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Metabolismem rostlin muZze vzniknout ze zearalenonu maskovany zearalenon
glykosid, ktery neni pii rutinni analyze zjistitelny. Hydrolyzuje se béhem trdveni za
vzniku aglykonu a zearalenonu. Je tedy pravdépodobné, ze zplsobuje mykotoxikozy.
Citliva na pfitomnost ZEA jsou piedevsim prasata, kde ma estrogenni ucinek (GEYS et

al., 2012).

2.5 Metabolismus mykotoxint

SUCHY a HERZIG (2005) ve své publikaci uvadi, Ze pfi intoxikaci mykotoxiny ma
organismus své ochranné mechanismy. Detoxikace probiha v jatrech. Napiiklad u
detoxikace aflatoxini se uplatiiuji oxidoredukéni reakce, za vyuZzitim glutathionu. Ten je
tvofen methioninem a cysteinem. Toxicky uc¢inek aflatoxinu nastava az po vycerpani
metabolické hladiny methioninu, nasledné plsobeni toxinu ma negativni dopad na
zdravi a uzitkovost zvitat. Lep$i obranyschopnost organismu lze tedy ovlivnit vyssi

dotaci methioninu.

2.6 Vliv mykotoxinii na zdravi zvirat

Intoxikace mykotoxiny mohou mit pfiznaky viditelné na prvni pohled, miZeme
pozorovat snizeny piijem krmiva, abnormalni opefeni a zhorSenou kvalitu srsti. Pfi
podrobngjsi analyze skupiny se mize jednat zejména o snizeni uzitkovosti, poruchy
reprodukce, potlaceni imunity a pfiznaky riznych infekénich onemocnéni
(SCHNEIDEROVA, 2008). SIMUNEK (2003) a ZEMAN et al. (2006) se shoduji, Ze v
zavislostt na skladovacich podminkach, neni kontaminace krmiv mykotoxiny
rovhomeérna, ale velmi heterogenni. Dlouhodobé vystavovani organismu plsobeni
mykotoxinti ma velmi silny kumulativni u¢inek. Toxicita jednotlivych mykotoxind je
dana jejich chemickou strukturou a fyzikalnimi vlastnostmi, ale také plsobenim
stresovych faktorti. Toxické koncentrace jednotlivych mykotoxini v krmivu jsou
uvedeny v tab. 3 (SIMUNEK, 2003, ZEMAN et al., 2006). Uginek kazdé skupiny
toxinl je specificky a jen ziidka se kryje s Gi€inky ostatnich mykotoxinti. Tolerance
zvifat na jejich pusobeni je rizna. Intoxikace probihaji bud’ ve formé¢ akutni, nebo
chronické. Akutni mykotoxikoézy jsou vyvolany vysokym obsahem mykotoxini

v krmné déavce. Vlivem vysokych davek dochéazi k rozsdhlému poskozeni jater, ledvin,
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gastrointestindlniho traktu a CNS. Dlouhodobé pfijimani nizkych déavek toxini
vkrmivu mé& v organismu teratogenni, mutagenni a karcinogenni uc¢inky. Dale
zpusobuje oslabeni imunitniho systému a vede k dlouhodobému snizovani uzitkovosti
(SIMBERDA a STRYK, 2010). SIMUNEK (2003) uvadi, 7¢ mykotoxiny mtZeme
rozdé¢lit dle toxicity kvalitativné na hepatotoxiny, nefrotoxiny, neurotoxiny, myotoxiny,
toxiny zazivaciho traktu, toxiny dychaciho aparatu, dermotoxiny, genitotoxiny a

imunotoxiny (tab. 2)

Tab. 2: Rozdéleni mykotoxinii dle toxicity - kvalitativni (upraveno dle SIMUNKA,
2003)

PUSOBENI MYKOTOXIN
hepatotoxicky aflatoxiny, sporidesminy
neurotoxicky Tremogeny
nefrotoxicky ochratoxin A, Carinin
toxiny zazivaciho traktu T2-toxin

toxiny dychaciho aparatu Patulin

dermotoxicky Trichotgeceny
Genitoxicky Zearalenon
imunotoxicky aflatoxiny, ochratoxin A

Tab. 3: Toxické koncentrace vybranych mykotoxind v krmivech (ZEMAN et al., 2006).

MYKOTOXIN
Aflatoxiny 200 - 500 pg. kg-1
5 mgkg' - nepiezvykavci 100 mgkg-1-
Fumonisiny prezvykavci
deoxynivalenol 2 -10 mg.kg™
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T2-toxin 100 pg. kg™t

Zearalenon 200 — 300 pg. kg*

2.6.1 VIiv mykotoxini na zdravi skotu

Vliv mykotoxinl na skot je spojen s vyznamnymi ekonomickymi ztratami. Krmnou
davku pro skot tvoii rizné druhy objemné pice (silaZe, seno a sldma), které mohou byt
kontaminovany plisnémi dale pak jadrnym krmivem, v némz se mykotoxiny mohou
vyskytovat také. Z tohoto divodu je zvySeno riziko vlivu mykotoxini na skot v
porovnani s ostatnimi zvifaty. Travici trakt piezvykavci je tvofen ptredzaludkem, ve
kterém probihd mikrobidlni traveni. Mikroorganismy V bachoru travi velké mnozstvi
vldkniny, dusikatych latek a sacharidi v rizné formé. Ptirozend bachorova mikrofléra
chrani organismus ptfed vlivy cizorodych mikroorganismii a také se podili na
metabolismu toxint rostlin. Prezvykavci diky mikroorganismim jsou odolné&jsi viaci

pusobeni mykotoxind oproti monogastrim (DIAZ, 2005).

2.6.1.1  Toxicita deoxynivalenolu (DON ) u skotu
SCHNEIDEROVA (2008) udava, Ze u dojnic je piisobeni DON spojovan se
sniZzenou uZzitkovosti stdda. Dale uvadi, Ze DON zplsobuje snizeni pifijmu krmiva u

dojnic v obdobi stani na sucho.

U prezvykavel dochézi ke snizenému piijmu krmiva a nésledné i ke sniZeni uZitkovosti.
V bachoru dochazi k degradaci asi 50 % za 24 hod. Uvadi se, ze jeho vyluCovani
mlékem predstavuje 0,0001 % jeho davky v krmivu (SUCHY a HERZIG, 2005).

2.6.1.2  Toxicita ochratoxinu A (OTA) u skotu
Citlivost prezvykavcl vi¢i OTA je nizni, neZ napiiklad u kufat, kterd jsou vuci
pusobeni OTA vysoce citlivd. SniZena citlivost je zplisobena piisobenim bachorové
mikroflory, ktera je schopna pifeménit OTA na méné toxicky alfa ochratoxin. Pfi
resorpci se v organismu vaze na sérové bilkoviny (albuminy), (SUCHY a HERZIG
2005, DIAZ 2005).

2.6.1.3  Toxicita patulinu u skotu
Pii krmeni kontaminovanou sildzi miize u skotu vyvolat vnitini krvaceni. Mezi

charakteristické klinické pfiznaky intoxikace patii Spatnd koordinace, paralyza a
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degenerace neuroni mozkov¢ kary. Pfi akutni otravé patulinem byl zjistén plicni edém

(SUCHY a HERZIG, 2005).

2.6.1.4  Toxicita T2-toxinu u skotu
SUCHY a HERZIG (2005) a SCHNEIDEROVA (2008) uvadi, ze u skotu se
intoxikace T2- toxinem projevuje gastroenteritidou, intestinalni hemoragii, hematomy
Vv oblasti pohlavnich orgdnti, poruchou imunity a krvetvorby. Snizi se pfijem krmiva a
nasledné se snizi i uzitkovost. U telat se snizi koncentrace imunoglobulinii a nékterych

proteinti v krevnim séru.

2.6.1.5 Toxicita zearalenonu (ZEA) u skotu
Prezvykavei maji vuci ZEA urcitou toleranci, kdy v bachoru dochazi k jeho
degradaci. I ptes tuto odolnost byly pod jeho vlivem pozorovany u dojnic poruchy
plodnosti, zvySeni vyskytu onemocnéni mlééné zlazy (zvySeny pocet somatickych
bungk v mléce), paznehtii a zhorSeni vitality narozenych telat (SUCHY a HERZIG,
2005). K dalsi reakcim na ZEA patii zanét vaginy, Spatna reproduk¢éni schopnost a

zvétseni mléené Zlazy u nezabiezlych jalovic (SCHNEIDEROVA, 2008).

2.6.2 Vliv mykotoxini na zdravi prasat
Prasata jsou na vyskyt mykotoxini vice citliva nez ptezvykavci. Jeden z divodu je,
ze prasata maji jen jednoduchy Zaludek. Nejcastéji na intoxikaci reaguji zpomalenim
ristu a snizenim imunity. DuleZité je proto prokazat kontaminaci krmiva plisnémi a

nasledné 1 mykotoxiny (JONES, 2007).

2.6.2.1  Toxicita deoxynivalenolu (DON) u prasat
U prasat je citlivost na DON vysoka. SUCHY a HERZIG (2005) uvadi, Ze se sniZi,
az Uplné€ zastavi pfijem krmiva, a snizi se pfirGstek. Pii vy$si koncentraci DON mohou

prasata zvracet.

Podle SCHNEIDEROVE (2008) ovliviiuje DON serotogenni aktivitu nebo receptory

serotoninu. | v nizké koncentraci mykotoxin zpusobuje poruchy reprodukce u prasat.

Existuji ¢etné diikazy o tom, Ze ptitomnost DON v krmivech pro prasata mtize zpusobit
zhorSeni piijmu krmiva i hmotnostnich pfirtstkl, zvraceni, poskozeni zaZivaciho traktu.
Udaje ziskané pti nekropsii prasat konzumujicich v pfirozen& kontaminovaném krmivu
az 4 ppm DON svédc¢i také o tom, Ze mykotoxiny zpisobuji podrazdéni Zaludec¢ni

sliznice.
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2.6.2.2  Toxicita ochratoxinu A (OTA) u prasat
OTA je pfi¢innou onemocnéni ledvin u prasat, tzv. prase¢i mykotoxinova nefropatie.
Hlavni toxicky vliv je v inhibici syntézy proteinu. Mykotoxin mlze snizovat piiristek
hmotnosti (SCHNEIDEROVA, 2008). Nefropatie se projevuje nadmémym piijmem
tekutin (SUCHY a HERZIG, 2005).

2.6.2.3  Toxicita T2-toxinu u prasat
Piisobeni T2 — toxinu na prasata se projevuje snizenym piijmem krmiva,
neplodnosti spojenou s poskozenim vaje¢nikii a délohy (SCHNEIDEROVA, 2008).
Dalsimi charakteristickymi piiznaky jsou kozni a slizni¢ni 1éze v horni casti traviciho

traktu (SUCHY a HERZIG, 2005).

2.6.2.4  Toxicita zearalenonu (ZEA) u prasat
SUCHY a HERZIG (2005) a SCHNEIDEROVA (2008) uvadi, Ze prasata jsou
nejcitlivejsi vaci pasobeni mykotoxinu ZEA. U prepubertdlnich prasnic¢ek se intoxikace
zevné projevuje otokem mlécné zlazy, zdufenim a zjizvenim strukt, dale pak otokem
vulvy. Mlze zpiisobit az vyhfeznuti vulvy a rekta. Vnitin¢ potom dochdzi vlivem
estrogenniho piisobeni ke snizené reprodukci, perzistenci Zlutého téliska a k naruSeni
fijového cyklu. U prasnic dochazi k hyperestrogenité, poruse reprodukéniho cyklu a

vulvovaginitidé. U vykrmovanych prasat mize zptisobovat vyhfeznuti rekta.

2.7 Stanoveni mykotoxinii

Stanoveni mykotoxini v krmivu je pomérné nakladna zaleZitost. Je nutné zajistit
takova vysetieni, kterd budou mit co nejvyssi vypovidaci schopnost. Je velmi dilezité
uvédomit si, Zze kontaminace mykotoxiny neni roz§ifena rovnomérn€ nebo homogenné.
Z tohoto dlivodu, je technika vzorkovani rozhodujici. Vzorkovani vyZaduje odebrat
nékolik menSich vzorkll (optiméalné 20 dil¢ich vzorkl, dle mnoZstvi kontrolovaného
krmiva), jejich slouceni a dikladné promichani pfed ziskanim kone¢ného, k analyzdm
pouzitelného vzorku. Pokud jde o stanoveni mykotoxinl jsou metody, které¢ vyzaduji
odlisné metodické postupy a jsou limitovany i vybavenim laboratofi, napf.
semikvantitativni stanoveni s koncovkou na kapalinovém chromatografu, nebo

stanoveni na tenké vrstvé (SUCHY a HERZIG, 2005).
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Pro stanoveni mykotoxinii v obilovindch se nejvice pouzivaji metody typi ELISA -
imunochemickd metoda a HPLC - chromatografickd metoda (KRiZOVA, 2013,
SCHNEIDEROVA, 2008).

2.7.1 Metoda analyzy ELISA

Nejroz$ifenéj$i vyuzivanou imunochemickou metodou je piedev§im metoda
ELISA, a to piredevsim pro jeji vysokou citlivost, rychlost, selektivitu, pfizptisobivost a
snadné rutinni postupy (OPLETAL, 2010). Castou chybou a pfi¢inou rozdild mezi
vysledky ziskanymi pomoci imunochemickych a referen¢nich metod byva kvantitativni
interpretace vysledku, lezici mimo rozsah kvantifikace pouzitych kiti. Je ticba vzdy
zohlednit deklarovany limit kvantifikace 1 hodnotu nejvyssiho standardu kitu a v
pripadé vysledkti nad nebo pod tyto hranice analyzy opakovat za pouziti kitu s jinym
kvantifikacnim limitem nebo analyzovat fedéné vzorky. Vzhledem ke své podstaté,
vyuZzivajici antigenni reakci proteinu a z ni vyplyvajici citlivosti, jsou imunochemické
metody velmi ndro¢né na splnéni podminek prostiedi, dodrzeni doporucenych postupil,
na kalibraci a validaci zafizeni i na erudici laboratorniho personalu. Zna¢ny vliv ma

druh analyzované matrice (POLISENIKA, 2011).

2.7.2 Metoda analyzy HPLC
Vysokoucinna kapalinovéa chromatografie se fadi mezi analytické separa¢ni metody a
vyuziva k separaci Siroké Skaly analytli. Béhem analyzy dochazi k distribuci analytu
mezi mobilni a stacionarni fazi (DOHNAL, 2013). Je to metoda, kterd je vysoce

automatizovana a velice citliva (CLARK, 2007).

2.8 Normy mykotoxini

Doporucené limity vybranych mykotoxint dle Doporu¢eni komise EU

Tab. 4: Deoxynivalenol

krmivo (88% susina) mg/kg

obiloviny a produkty z obilovin 8
Kukufice 12
doplitkové a kompletni krmiva 5
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doplitkkova a kompletni krmiva pro prasata 0,9
dopliikkova a kompletni krmiva pro telata, jehnata a ktizlata 2
Tab. 5: Zearalenon

Krmivo (88% susina) mg/kg
obiloviny a produkty z obilovin 2
Kukufice 3
doplitkova a kompletni krmiva pro selata a prasnicky 0,1
dopliikkova a kompletni krmiva pro prasnice a vykrm prasat 0,25
dopliikova a kompletni krmiva pro telata, dojnice, ovce (jehnata) a kozy

(ktizlata) 0,5
Tab. 6: Ochratoxin A

krmivo (88% suSina) mg/kg
obiloviny a produkty z obilovin 0,25
dopliikova a kompletni krmiva pro prasata 0,05
dopliikova a kompletni krmiva pro dribez 0,1
Tab. 7: Fumonisiny B1 + B2

krmivo (88% suSina) mg/kg
kukuftice a produkty z kukutice 60
doplikova a kompletni krmiva pro dribez 20
doplitkkova a kompletni krmiva pro prasata, kon¢, kraliky 5
doplnkova a kompletni krmiva pro telata, jehnata a kiizlata 20
doplitkova a kompletni krmiva pro dospélé piezvykavce 50
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2.9 Prevence kontaminace mykotoxiny

Tvorbu mykotoxinii je mozno potlacit nebo 1 Uplné eliminovat. Vyskyt plisni a
nasledn¢ 1 mykotoxint Ize ovlivnit béhem jednotlivych fazi procesu vyroby krmiv i
potravin. Jednozna¢né nejvétsi vyznam na rust plisni a naslednou produkci mykotoxint
ma pocasi, dale pak osevni postupy a polni podminky. Jediny faktor, ktery nelze
ovlivnit, je pocasi. Déle zaleZi na zptisobu obdélavani ptudy, uskladnéni komodit, proces
vyroby krmiv, distribuce ke spotiebiteli a nasledné uskladnéni krmiva (FLORIAN et al,
2013). Je tedy dilezité sledovat mnozstvi a vyskyt mykotoxinii na vSech urovnich
rostlinné produkce a vyroby (HAVLIK, 2010). Eliminace vzniku optimalnich podminek
prostfedi pro rhst a vyvoj plisni je nejlepSim zplsobem prevence. Za optimalni
podminky je povazovana predevsim vlhkost a teplota. Mohou to byt i dalsi faktory, jako
napiiklad odolnost rostliny, mnozstvi pocatecniho infekéniho substratu a dalsi.
Vseobecné plati, ze dodrzovani zasad spravné zeméd€lské a zpracovatelské praxe, je

zakladem prevence vyskytu mykotoxinii (PRUGAR et al, 2008).

Mnozstvi mykotoxinti v kontaminované suroving lze snizit jen omezen¢, protoze to jsou
slouCeniny velmi stabilni. V zavislosti na druhu mykotoxinli se béhem zpracovani
rozkladaji ¢astecné nebo vibec. Vyjimkou muze byt patulin, ktery je do urcité miry
termolabilni, a proto lze tepelnou upravou znaéné snizit (PRUGAR et al., 2008,
SCHNEIDEROVA, 2008). Vroce 2001 vydala FAO (Food & Agriculture
Organization) smérnici o aplikaci postupia HACCP (Hazadr Analysis and Critical
Control Points) za uéelem prevence a likvidace mykotoxinti (SCHNEIDEROVA, 2008).

HACCEP je systém stanoveni kritickych kontrolnich bodt, ktery je nastrojem zajiSténi a
tfizeni kvality a zdravotni nezavadnosti potravin béhem vsech ¢innosti, které souviseji s
vyrobou, zpracovanim, skladovdnim, manipulaci, pfepravou a prodejem findlnimu
zékaznikovi, tedy spotiebiteli. Tento systétm je zalozeny na prevenci.

(SOVJAK a RESNEROVA, 2001)

2.10 Dekontaminace mykotoxint
Dekontaminace je proces, ktery fesi jiz pfitomnost mykotoxind v Krmivu. V dnesni
dob¢ je nutné se intenzivné zabyvat zkoumanim vSech dekontamina¢nich metod, nebot’

neexistuje zplsob prevence, ktery by Uplné zabrénil ristu plisni a nasledné produkce
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mykotoxinii. V soucasnosti neexistuji univerzalni metody dekontaminace pro inaktivaci
mykotoxini. Je to dano Sirokou Skalou druht mykotoxint a jejich riznorodé odolnosti

viiéi fyzikalnim, chemickym a biologickym faktoriim (DOLEZAL, 2012).

K neutralizaci jiz kontaminovaného krmiva mykotoxiny se dnes vyuziva fyzikalnich,
chemickych a biologickych metod. Mykotoxiny jsou latky stabilni, ale i pies tuto
stabilitu je Ize degradovat (RADA, 2012).

U cerstvych a konzervovanych objemnych krmiv jsou jen omezené moznosti vyuziti
metod dekontaminace. Toto omezené je dano piedevSsim vysokou ekonomickou
narocnosti, kterd je spojend s dekontaminaci velkého mnozstvi konzervovanych
objemnych picnin. Proto se pouzivaji jen ty, které jsou ekonomicky unosné

(DOLEZAL, 2012).

2.10.1 Fyzikalni zpisoby dekontaminace
VétSina mykotoxinlt ma pevnou chemickou strukturu, diky které maji velkou
stabilitu vici pusobeni vysokych teplot nebo pii nizkych hodnotich pH. Nekteré
mykotoxiny 1ze rozlozit horkem (citrin, patulin) nebo kombinaci tlaku a tepla. Ostatni

druhy mykotoxinii (DON, ZEA, OTA) jsou termostabilni.

Ultrafialové a ionizujici zafeni miiZze byt pii degradaci nékterych mykotoxint

udinné, ale zaroven dochazi ke ztraté zivin v krmivu.

Sorbenty jsou minerdlni latky, které maji schopnost vazat nebo absorbovat
molekuly mykotoxint. Takto vyvazané mykotoxiny nemohou byt ve stievé vstiebany a
jsou vylougeny z t&la vykaly. Lze pouzit syntetické zeolity a minerélni jily. U&innost
sorbentli je dana absorpcni kapacitou, druhem mykotoxinu, molekularni struktute

sorbentu (SUCHY a HERZIG, 2005).

2.10.1.1 Absorbenty — bentonit
Bentonit je vysoce absorpcni hornina, ktera je smési jilovych nerostii. Jeho struktura
je dvojrozmérna vrstevnatd. Mezi vrstvami SiO; a AI(OH)3 poutd vodu a rtzné ionty.
Jeho podstatou je montmorillonit, hydratovany kiemicitan hlinity, nerost piibuzny
kaolinitu. Bentonit se mtze pridavat ve 2-3% ze suSiny krmné davky (ZEMAN et al.,
2006).
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2.10.1.2 Absorbenty - zeolity
Zeolity jsou u¢inngjSi nez bentonit. Jsou to aluminiosilikatové horniny obsahujici
trojrozmérné krystaly s pory. Ve velkych mezerach krystalové miizky se nachazi molekuly
vody, které se daji snadno vypudit, aniz by se poskodila struktura. Dovnitf krystalové
miiZky se vazou ionty (ZEMAN et al., 2006).

2.10.1.3 Absorbenty — aktivni uhli
Aktivni uhli je ve vodném roztoku schopné za in vitro podminek, coz znamena v
laboratornich podminkach ve zkumavce, lze efektivné absorbovat vétS§inu mykotoxint.
V ptipad¢ v8ak in vivo podminek, coz znamena v organismu zvifete, zadny vliv u rizné

aktivovaného uhli pozorovan nebyl (RADA, 2012)

2.10.2 Chemické zpusoby dekontaminace
Chemicka dekontaminace zahrnuje extrakci s pouzitim organickych rozpoustédel,
uplatnéni vodnych roztokl chloridu vapenatého nebo bikarbonatu sodného, horké vody
se soli apod. Tato relativné ekonomicka opatifeni, ale zplisobuji urCité problémy ve
vyzivé zvifat. OSetfeni amoniakem a monomethylaminem a hydroxidem véapenatym
muze byt efektivni za kontrolovanych podminek. Mezi u¢innd a ekonomicka opatieni
patii C¢pavkovani, které rozklada aflatoxiny, ale vznikaji mutagenni produkty, které

zvifatim $kodi (SUCHY a HERZIG, 2005).

2.10.3 Biologické zpusoby dekontaminace

Jako biologickou dekontaminaci 1ze vyuzit antagonistické mikroorganismy a jejich
produkty, napt. kvasinkové kultury (Saccharomyces cerevisce, pivni kvasinky). Vyuzit
se daji 1 sorpéni schopnosti bunéénych stén kvasinek (olygosacharidy zejména ze
skupiny glukomanantl). Lze vyuzit 1 nckteré bakteridlni kultury lactobacilt
(Lactobacillus rhamnosus schopnost vazat aflatoxiny a trichotheceny). Patulin se
rozklada pii alkoholickém kvaSeni u¢inkem kvasinek rodu Saccharomycetes. Zvyseny
obsah vlakniny v krmivu miize ¢asteéné vazat napi. zearalenon a T-2 toxin (DOLEZAL,
2012)

Adsorpce a enzymatickd detoxikace mykotoxini byla popsana u fady mikroorganismii,
jak napf. pudnich hub, tak i nékterych mikroorganismii pfirozené se vyskytujicich v

travicim traktu zvifat (RADA, 2012).
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2.11 Degradace mykotoxinu v bachoru skotu

V porovnani s monogastry je skot vuci nékterym mykotoxinim odolné&jsi, protoze
jejich  bachorova mikroflora tyto latky rozklada a likviduje (NEDELNIK a
MORAVCOVA, 2005). Uvadi se, ze¢ DON je zcela transformovan na de-epoxy-DON
mikroflérou bachoru a stiev (AWAD et al., 2005). Skot ma diky pufrovaci schopnosti a
aktivité bachorové mikrofléry urcitou schopnost redukovat a tolerovat 1 vyssi hladiny
mykotoxind, zejména ochratoxinu a zearalenonu. Bachorové mikroorganismy dokazi
metabolizovat tyto toxiny na neSkodné netoxické metabolity. I pfes tyto schopnosti
aflatoxiny u prezvykavcu snizuji produkci té¢kavych mastnych kyselin v bachoru a tim
negativné ovliviuji vyuziti krmiva a produkci mléka, dale pak poruchy metabolismu,
kdy inhibuji proteosyntézu, metabolismus lipidu, zvySuji procento zmetani, vyhiezl

rekta. U telat vedou k anorexii, prijmam a zpomaleni ristu (DOLEZAL et al., 2006).
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3 CIL PRACE

Cilem prace bylo stanoveni degradovatelnosti vybranych mykotoxini metodou in vitro
na pfistroji Daisy II.
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4 MATERIAL A METODIKA

Do experimentu byly zafazeny vzorky je¢mene z lokality Lib¢any (Czech
Republic) ze sklizn¢ 2012. JeCmen byl uméle osetien Fusarium culmorum (W.G.Sm.
Sacc. kmen KM16902; DON chemotyp.). Inokulace suspenzi konidii patogenniho
izolatu druhu F. culmorum (koncentrace 0,5 mil. konidii/l1 ml inokula; postiikova davka
200 1.ha) byla provedena podle metodiky Tvarizek et al. (2012) v optimalni vegeta¢ni
fazi. Pokud v obdobi inokulace panovalo suché a slune¢né pocasi, byl pfed inokulaci
proveden postiik porostli ¢istou vodou. Nasledné bylo na jeCmen aplikovano chemické
osetfeni pomoci fungicidd. Prvni skupina byla bez oSetfeni a slouzila jako kontrolni.
Druha skupina je¢menu (varianta A) byla oSetfena piipravkem Hutton (0,8 I/ha, v
BBCH 36) + Zantara (1,5 I/ha, v BBCH 65). Tieti skupina je¢ment (variant B) byla
oSetfena pomoci kombinace Hutton (0,8 I/ha, v BBCH 36) + Prosaro EC250 (0,75 I/ha,
v BBCH 65).

SloZeni fungicidii:

Hutton - uc¢inné latky:

Prothiokonazol 100 g/l (RS)-2-[2-(1-chlorcyklopropyl)-3-(2-chlorfenyl)-2-
hydroxypropyl]-2,4- dihydro-1,2,4-triazol-3-thion

Spiroxamin 250 g/l [(8-terc-butyl-1,4-dioxaspiro[4.5]dekan-2-
yl)methyl]ethyl(propyl)amin

Tebukonazol 100 ¢/l (RS)-1-p-chlorofenyl-4,4- dimethyl-3-(1H-1,2,4- triazol-1-
ylmethyl)-pentan-3-ol

Prosaro 250 EC - u¢inné latky:

Prothiokonazol 125 g/l (RS)-2-[2-(1-chlorcyklopropyl)-3-(2-chlorfenyl)-2-
hydroxypropyl]-2,4- dihydro-1,2,4-triazol-3-thion

Tebukonazol 125 ¢/l (RS)-1-p-chlorofenyl-4,4- dimethyl-3-(1H-1,2,4- triazol-1-
ylmethyl)-pentan- 3-ol

Zantara - ucinné latky:

Bixafen 50 g/l N-(3,4-dichloro-5-fluorobiphenyl-2-yI)-3-(difluoromethyl)-1-
methylpyrazole-4-carboxamide

Tebukonazol 166 g/l  (3-1-(4-chlorfenyl)-4,4-dimethyl-3-[(1H-1,2,4-triazol-1-
ylmethyl]pentan-3-ol
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Pied samotnou inkubaci (v Daisy Il) byl u vSech vzorka je¢mene proveden rozbor
na obsah jednotlivych mykotoxint. Z kazdé skupiny je¢ment byly odebrany tfi vzorky,
které byly analyzovany. Vysledky pramérnych koncentraci mykotoxint jsou uvedeny

v tabulce 8.

Vzorky je¢mene byly pomlety na laboratornim mlynku velikosti ok 1 mm. Pro
inkubaci byl pouzit pristroj Daisy Il Incubator - ANKOM Technology, New York. Na
inkubaci byly pouzity 4 gramy pomletého vzorku, které byly rozdéleny do inkubacnich
sacki — F57 (Ankom, Makedonie) v mnozstvi 0,25 g na jeden inkubaéni sacek.

Inokulace byla 30 dni.

Piiprava roztokii

Na jednu inkubaci bylo pouZzito 1,5 litru roztoku. Pfi pfiprave roztoku pepsinu se 3
gramy pepsinu (Pepsin from porcine gastric mucosa 800 — 2500 units/mg protein —
(Sigma-Aldrich, Germany) rozpustily v 1,5 litru 0,1 M — HCI oht4té na 40 °C a ihned se
pouzily k inkubaci. Acetatovy pufr (pH 4,6): 1,2 g octanu sodného (3 H,O) bylo
rozpusténo v 1,5 1 destilované vody. Hodnota pH byla upravena kyselinou octovou,
nebo roztokem NaOH. Pii ptipravé roztoku celulazy bylo rozpusténo 1,5 g celulazy
(Cellulase Trichoderma viride, 3-10 units/mg solid - Sigma Aldrich, Germany) v 1,5
litru acetatového pufru ohfatého na 40 °C nésledné byla zah4jena inkubace. Inkubace
trvala 24 hodin pii teploté 37°C. Ziskané kultivované tekutiny byly podrobeny

analyzam na koncentraci mykotoxini.
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Tab. 8:

fungicidniho oSetieni

Koncentrace detekovanych mykotoxini V kontrolni, A a B varianté

Mykotoxiny Varianta fungicidni oSetfeni

Kontrola A B
Deoxynivalenol 12360,9 + 2045,5 19852,7 +2173,8 11287,2 +2718,8
deoxynivalenol-3-glukosid 6774,5+502,5 9042,7 + 678,3 5035,3 +£ 4949
3-acetyl-deoxynivalenol 1449,4 £219,4 1969,8 + 257,4 1135,8 £230,3
Zearalenon 3737,5+880,3 4096,3 +£702,9 2947,2 +704,0
Beta-zearalenon 89,9 £ 18,2 107,3 + 16,5 58,8+£8.1
Alternariol 56,3+12,1 13,5+5,2 12,1+4.2
Alternariol-methylether 2,3+0,9 2,6 £0,9 2,4+0,1
Enniatin B 391,5+102,7 432,4+109,2 460,3 +104,3
Enniatin A 45+2,8 47+3,3 5,5+3,0
Enniatin Al 25,8 + 12,4 27,7 18,3 32,4+ 13,0

Stanoveni mykotoxini

Pevné vzorky - extrakce

2 g vzorku jeCmene byly navazeny do PTFE centrifugacni kyvety (50 ml),
nasledoval piidavek 10 ml okyselené destilované vody (0,2% Kkyselina mravenci),
vzorek se protiepal, uzaviel a nechal 30 minut stat z divodu dikladného smoceni
matrice. Ke vzorku s vodou se poté piidalo 10 ml acetonitrilu nasledovana extrakci na
laboratorni tfepacce po dobu 30 min (240 RPM). Do kyvety byly pridany 4 g MgSO, a
1 g NaCl a intenzivné protiepano po dobu 1 minuty. Takto pfipraveny vzorek byl
centrifugovan po dobu 5 minut (10,000 RPM). Po odstfedéni byl odebran vzorek (cca
1,5 ml) pro precisténi pomoci mikrofiltru s porovitosti 0,2 um (centrifugace 2 min,
5,000 RPM). Takto ptipraveny vzorek byl preveden do vialky a pfipraven K analyze.
Vzorky ve sklenénych vialkach byly pfed analyzou skladovany pfi teploté¢ -18°C. Pro
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identifikaci a kvantitativni stanoveni stanovovanych mykotoxini je vyuZito
instrumentace ultra-t¢inného kapalinového chromatografu Acquity UPLC® System
(Waters, Milford, MS, USA) ve spojeni s tandemovym hmotnostnim spektrometrem
QTRAP® (AB Sciex, Toronto, ON, Kanada). Ke zpracovani namétfenych dat se

pouziva program Analyst® (Thermo Fisher Scientific).

Kapalné vzorky

Kapalné vzorky byly pfed vlastni instrumentdlni analyzou pfecistény pomoci
mikrofiltru s pérovitosti 0,2 um (centrifugace 2 min, 5,000 RPM). Dale byly stejné jako
pevné vzorky skladovany pti teplote¢ -18°C a meéfeny s vyuzitim instrumentace
sestavajici se z ultra-G¢inného kapalinového chromatografu Acquity UPLC® System
(Waters, Milford, MS, USA) ve spojeni s tandemovym hmotnostnim spektrometrem

QTRAP® (Applied Biosystems, Toronto, ON, Kanada).

Stanovované mykotoxiny

Celkem bylo stanovovano 57 mykotoxinii mikroskopickych vlaknitych plisni rodu
Fusarium, Penicillium, Aspergillus, Alternaria, Claviceps a Stachybotrys: Fusarenon X,
nivalenol, deoxynivalenol, alfa-zearalenol, beta-zearalenol, zearalenon, 3-acetyl-
deoxynivalenol, patulin, alternariol, alternariol-methylether, deoxynivalenol-3-
glukoside, enniatin B, enniatin B1, enniatin A, enniatin Al, ergokornin, ergokorninin,
ergokristin, ergokristinin, ergokryptin, ergokryptinin, ergosin, ergosinin, ergometrin,
ergotamin, ergotaminin, agroklavin, neosolaniol, diacetoxyscirpenol, fumonisin B1,
fumonisin B2, fumonisin B3, 15-acetyl-deoxynivalenol, aflatoxin B1, aflatoxin B2,
aflatoxin G2, aflatoxin G1, HT-2 toxin, T-2 toxin, sterigmatocystin, ochratoxin A,
citrinin, beauvericin, cyklopiazonova kyselina, mykofenolova kyselina, peniciliova
kyselina, rokfortin C, tentoxin, tenuazonova kyselina, verrucarol, verruculogen,

penitrem A, stachybotrylaktam, phomopsin A, gliotoxin, meleagrin, paxillin.
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Statistika

Udaje byly zpracovany statisticky pomoci STATISTICA.CZ, verze 10.0 (Ceska
republika). Vysledky jsou vyjadfeny jako stfedni hodnota z méfeni +/- smérodatna
odchylka. Statistickd vyznamnost byla stanovena porovnanim zdkladni rozdily mezi
jednotlivymi skupinami pomoci ANOVA a Scheffe metoda pro vybrané mykotoxiny.

Rozdily P <0,05 byly povazovany za vyznamné.
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5 VYSLEDKY

Pfi analyze inkubovanych tekutin byly detekovany tyto mykotoxiny:
deoxynivalenol, zearalenon, deoxynivalenol-3-glukosid, 3-acetyl-deoxynivalenol.
Mykotoxiny, které byly analyzovany v pivodni hmoté jeCmene beta-zearalenol,
alternariol, alternariol-methylether, enniatin B, enniatin A, enniatin Al byly pod hranici
detekce, coz vypovida o skuteCnosti, ze uvedené mykotoxiny jsou travicimi enzymy

z velké ¢asti eliminovany.

Nejvyssi koncentrace deoxynivalenolu byla naméfena u fungicidné oSetiené
varianty A (0 36 %) v porovnani s kontrolni skupinou je¢ment. Naopak varianta B méla
niz$i koncentraci deoxynivalenolu o 19 % (graf 1). Pii hodnoceni hladiny zearalenonu
Vv inkubacni tekutiné¢ byla sledovdna u kontrolni a fungicidni varianty A prakticky
shodna hodnota tohoto mykotoxinu. Varianta B méla v porovnani s kontrolni skupinou
0 30 % nizsi hladinu zearalenonu v inkubacni tekuting (graf 2). V inkubac¢ni tekutiné
byly dale detekovany nasledujici dva maskované mykotoxiny deoxynivalenol-3-
glukosid a 3-acetyl-deoxynivalenol. Deoxynivalenol-3-glukosid (graf 3) byl u varianty
A navySen o 12 % ve srovnani s kontrolni skupinou. Varianta B m¢la signifikantné nizsi
hladinu tohoto mykotoxinu o 37 % (P<0,05). Nejvyssi koncentrace 3-acetyl-
deoxynivalenol byla namétena u varianty A (o 39 %). Varianta B méla mnozstvi tohoto
mykotoxinu v inkuba¢ni tekutiné navyseno o 12 % ve srovnani s kontrolni skupinou
(graf 4).
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Graf 1: Koncentrace deoxynivalenolu (ug/kg)
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Graf 3: Koncentrace deoxynivalenol-3-glukosidu (ug/kg)
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Graf 4: Koncentrace 3-acetyl-deoxynivalenol (ug/kg)

2,5

1,5 -
1,0 -
0,5 1
0,0 -

Kontrola Varianta A Varianta B

39



6 DISKUZE

V naSem experimentu byl porovnavan vliv fungicidniho oSetfeni na stravitelnost
jednotlivych mykotoxint v inkubatoru Daisy II. V inkubacni tekuting byly detekovany
tyto mykotoxiny: deoxynivalenol, zearalenon, deoxynivalenol-3-glukosid, 3-acetyl-
deoxynivalenol. V experimentu ve kterém byly fusariové toxiny pfidavany do krmné
davky ptfezvykavei v mnozstvi 60 a 30 %, byla sledovana sniZzend syntéza
mikrobidlniho proteinu. V bachorovém prostiedi doSlo k podstatnému  sniZeni
fusariovych mykotoxint (Hildebrand et al., 2012). V naSem experimentu byl sledovan
obdobny efekt pfi ptisobeni enzymi (celuldza, pepsin) na uvoliiovani mykotoxind do
bachorového prostiedi. Pii inkubaci zaplisnéného krmiva (po dobu 24 hodin) na bazi
je€mene, fepkovych pokrutin, vojtéskového sena a jeCmenné sldmy (vyskyt plisni 70
%), nebyla ovlivnéna degradace suSiny jednotlivych slozek diety. Vyskyt mykotoxint
Vv tomto experimentu nebyl sledovan (Undi et al., 1996). Podle Zemana et al. (2006)
jsou mykotoxiny v bachoru degradovany na jejich derivaty s riznou ucinnosti aflatoxin
0-30 %, deoxynivalenol 0-50 %, T-2 toxin 0-70 %, zearalenon 0-40 %, fumonisin 0-35
%, ochratoxin A 50-100 %. Vnimavost zvifat k mykotoxinim je rozdilna. Nejméné
nachylni jsou ptezvykavci, nebot’ diky pufracni schopnosti bachoru maji schopnost
redukovat a tolerovat i vy$$i hladiny mykotoxinti. Bachorové mikroorganismy
evidentné metabolizuji tyto toxiny na netoxické metabolity. S témito zavéry miZeme
souhlasit i v porovnani s nas§im experimentem. Po inkubaci ve smési enzymu (pepsin,
celulaza) byly s vysokou ucinnosti degradovany tyto mykotoxiny: beta-zearalenol,
alternariol, alternariol-methylether, enniatin B, enniatin A, enniatin Al. Dexynivalenol,
zearalenon, deoxynivalenol-3-glukosid, 3-acetyl-deoxynivalenol byly v ptivodni hmoté
je¢mene ve velmi vysokych koncentracich to je pravdépodobné diivod pro¢ byly
analyzovany 1 v inkuba¢ni tekutin€. Ze zavérii jinych studii vyplyva, ze bachorové
prostfedi zcela eliminovalo mykotoxin ochratoxin A, kterym byla infikovana pSenicna
slama (Abdelahamid et al., 1996). Berthiller et al. (2011) zkoumali hydrolyzu
deoxynivalenol-3-glucoside v zaludku monogastru (in vitro) zpét na pivodni mykotoxin
(deoxinivalenol). Deoxynivalenol-3-glucoside byl odolny wvici kyselému prostiedi
zaludku, zde byl inkubovan v 0,2 M kyseliné chlorovodikové po dobu 24 hodin pii 37
°C. Naopak né&které bakterie mlééného kvaseni dokazaly hydrolyzovat deoxynivalenol-
3-glucoside zpét na deoxinivalenol. Awad et al. (2010) ve své praci uvadi, ze slozeni

mikroflory v bachoru a travicim traktu je schopno zcela pfeménit deoxynivanenol na de-
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epoxy-deoxynivalenol a muze snizovat toxické u€inky deoxynivalenolu na organismus
zvirat. Rodrigues (2014) a Awad et al. (2010) se ve svych pracich shoduji, ze na
degradaci mykotoxint, pfedevsim tedy deoxynivalenolu, je u skotu zavisla na slozeni
bachorové mikroflory, jeji stabilit¢ a hodnoté pH. Hodnota pH nésledné i slozeni
mikroflory se odviji dle slozeni krmné davky. Degradaci zearalenonu v bachoru skotu
metodou in vitro se zabyval ve své praci Long et al. (2012), kdy zjistoval schopnost
Lactobacillus sp. detoxikovat zearalenon. V praci potvrdil degradaci, bez produkce
vedlejSich produkti a bez snizeni zivotaschopnosti bakterii. Dalo by se tedy fici, pokud
by nas pokus probihal metodou in vivo, mohly by byt vysledky degradace mnohem

vys$si nez v podminkach in vitro.
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7 ZAVER

Cilem prace bylo zhodnotit miru uvolilovani vybranych druht mykotoxini metodou
in vitro pomoci piistroje Daisy II. Do experimentu byly zafazeny vzorky jeémene, které
byly uméle infikovany plisni Fusarium culmorum. Nasledné po uplynuti doby inokulace
byl porost rozdélen na tfi skupiny. Prvni skupina byla kontrolni, pfi¢emz nebyla
oSetfena zadnym fungicidem. Druha skupina jeCmenii (varianta A) byla oSetfena
fungicidem Hutton + Zantara. Na tieti skupinu je¢meni byl aplikovéan fungicid Hutton +
Prosaro. Po sklizeni a uplynuti doby vydychavani zrn byly z jednotlivych skupin
odebrany 3 vzorky, které se analyzovaly na obsah jednotlivych mykotoxind. Pro

inkubaci byl pouzit piistroj Daisy II Inkubator za pouziti enzymu celulazy a pepsinu.

Pii analyze inkubovanych tekutin byly detekovany mykotoxiny deoxynivalenol,
zearalenon, deoxynivalenol-3-glukosid, 3-acetyl-deoxynivalenol. Mykotoxiny, které
byly analyzovany V pivodni hmoté jeCmene beta-zearalenol, alternariol, alternariol-
methylether, enniatin B, enniatin A, enniatin Al byly pod hranici detekce, coz vypovida
o skutecnosti, ze uvedené mykotoxiny jsou travicimi enzymy z velké ¢asti eliminovany.
Je€men druhé skupiny, ktery byl oSetfen kombinaci fungicidi Hutton a Zantara, mél

vy$si obsah mykotoxinl nez skupina kontrolni a nez skupina treti.

Pfi pouziti metody in vivo by se dala predpokladat vyssi degradace nékterych
mykotoxind, protoze nekteré druhy mikroorganismid Vv bachoru maji schopnost
mykotoxiny detoxikovat na neskodné metabolity. Z toho divodu by bylo dobré pokus

zopakovat na zivém organismu.
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10 SEZNAM ZKRATEK

DON - deoxynivalenol
ZEA - zearalenon
OTA — ochratoxin A
NIV — nivalenol

D3G - deoxynivalenol-3-glukosid
ELISA - enzyme-linked immuno sorbent assay

HPLC - high-performance liquid chromatography
FAO - Food & Agriculture Organization
HACCP - Hazadr Analysis and Critical Control Points
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