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ABSTRAKT

Tato diplomova prace je émovana aktualni problematice monitoringu vybranych
mykotoxin v krmivech vCR.

Cilem teoretické prace bylo zpracovat literarnergész dostupnych

kniznich, elektronickych ¢asopiseckych praménpog. firemnich materidl. ReSerSe je
zamétena na souhrnnyiehled mykotoxif; popsani jejich vlastnosti, biologicke&iky,
metody detekce mykotoxina také shrnuti platnych legislativnich pozadavikajici se
vyskytu €chto latek v krmivech pro hospadéé zvtata.

Cilem experimentalniasti bylo stanoveni vybranych mykotoki(DON a ZEA) metodou
ELISA v krmivech a jejich celkové zhodnoceni dlexinagalnich limit.

Diplomova prace byla vypracovana v diagnostické@tati SEVARON, s.r.o. v Bra.

ABSTRACT

This diploma thesis is focused on current probl&seabf monitoring of selected
mycotoxins DON and ZEA in feeds in Czech Republic.

The objective of my thesis was to elaborate aditee search from available books,
electronic and periodical sources and service naddeliterature search is aimed at overall
overview of mycotoxins, describes their charactiess biological effects, methods of
detection as well as summarize recent legislaggeirements concerning occurrence of these
substances in feeds for animals.

The aim of experimental part was a determinatiosedécted mycotoxins in feed (DON
and ZEA) by method ELISA and their evaluation adaog to maximum limits.

The diploma thesis was prepared in diagnostic ooy SEVARON, s. r. 0. in Brno.
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zearalenon, deoxynivalenol, ELISA, krmiva
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uvoD

Plisre  (mikroskopické vlaknité houby, mikromycety) jsouedpobugéné nebo
mnohobuicné organismy, které vytigji vlaknité povlaky na povrchuiznych substrét
nebo jimi profistaji. RozmnoZuji se romstanim hyf (vlaken) nebo sporami. Mykotoxiny jsou
metabolity rkterych plisni rostoucich na rostlinach, krmivecpoéravinach se specifickymi
biologickymi &inky na vySsi organismy. K jejich produkci dochaai ugitych podminek,
danych druhem plign substratem, vihkosti a teplotou presti. Metabolity plisni pronikaji
do substratu, tim kontaminuji potrauei¢zec a stavaji se vyznamnym zdrojem alimentarnich
intoxikaci zvfat acloveéka, skupino¥ nazyvanych mykotoxikézy [1, 4, 38, 40].

Ptipady hromadnych mykotoxik6z jsou znamy jiz otedbwku, kdy opakova# doslo
v Evro k zamdeni obilovin pakkovici nachovou Claviceps purpurea a kontaminaci
mouky jejimi alkaloidy. Je znamo, Ze v 17. stolgiisobovaly toxiny obsazené v Zitném
chlek halucinace. K dalSimu vyskytu hromadnych mykotézika to u hospodskych zvfat,
doSlo ged Il. swtovou valkou na Ukrajit pii zkrmovani plesnivé slamy a sena
kontaminovaného pra¥godobr mykotoxiny plisg Stachybotrys atra které zgisobily
rozsahlé uhyny koni a skotu. Masivni vyskyt mykditézy byl zaznamenan ve Velké
Britanii v roce 1960, kdy uhynulo vice nez 100 @6rat nasledkem zkrmovani plesnivého
podzemnicového Srotu, ktery obsahoval toxické pkbdylisre Aspergillus flavus zvané
aflatoxiny.

Mykotoxiny jsou toxické latky nebilkovinné povahyrodukované patogennimi plisni,

z nichZz k nejvyznamf)Sim pati rody Aspergillus Penicillium a Fusarium[1, 7]. Rizné

kmeny téhoz druhu mohou produkovat vice nez jedgn nykotoxinu a naopakada

rozlicnych plisni produkuje jeden typ mykotoxinu. NejvgemejSi mykotoxiny, pokud jde
o0 jejich toxicitu a vyskyt, jsou aflatoxiny, ochexiny, T-2 toxin, deoxynivalenol (DON,
vomitoxin), zearalenon a fumonisiny [1, 37, 63].

V sowasné dob je znamo asi 400 mykotoxinkteré jsou produkovany 200 az 300 druhy
plisni. Renos mykotoxi z krmiv do masa, mléka a vajetefstavuje vazny problém i pro
lidskou populaci [1, 21, 23, 63].

Prokazovan&etnost vyskytu plisni a mykotoxXinv krmivech dokumentuje zdravotni
a ekonomickou zavaznost mykotoxik6z u hospskigch zviat [21]. Pro suj skryty pribéh
bez klinicky zjevnych fiznaki onemocini mohou byt vaznym problémem chronické
mykotoxikézy, kdy piciny snizené produkce a reprodukcerawisoucasto hledany vad
jinych oblasti (virové infekce, skladba krmnych diykarence mineralnich privia vitamir,
apod.) [1, 58]. Ekonomické ztraty v chovech hospskigch zviat zpisobené kontaminaci
krmiv mykotoxiny se odhaduji na miliony doigj13].

Cilem této prace je poskytnout souhrnnou formoudartik informace o mykotoxinech,

0 jejich vyskytu a negativnich c¢iincich na zdravotni stav, reprodukci a uzitkovost
hospodéskych zvfat. V neposledniad poskytnout informace o moznostech diagnostiky
plisni a mykotoxif v krmivech a o stavajicich postupech prevencevéPda €chto oblasti
¢innosti musi byt se znalostmi vSech okolnosti akrizzniku mykotoxikéz sougedna
maximalni pozornost vSech zainteresovanych prakéwuentdelské vyroby.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Piehled a ¥idéni mykotoxini

Mykotoxiny predstavuji nesmignpestrou skupinu sl@enin, jejichz relativni molekulova
hmotnost Bzn¢ negesahuje 500 Da. Stejrjako je tomu i v pipact jinych sekundarnich
metabolifi, nelze mykotoxiny jednoduSe klasifikovat pouze zéklad chemické struktury
bez sodasného zohledmi jejich vyskytu, producefif charakteru a intenzity vyvolavanych
acinka do jednotlivych skupin [2, 12]. V tab. 1 je uvedaiehled vybranych mykotoxindle
rodu a druhu plisni.

Tab. 1: T¥idéni vybranych mykotoxith podle rodu a druhu plisni [1]

Mykotoxiny produkované druhy rodu Aspergillus

Mykotoxiny Puavodné izolované z druhu
Aflatoxiny A. flavus

Citreoviridin A. terreus

Ochratoxiny A. ochraceus

Patulin A. clavatus

Mykotoxiny produkované druhy rodu Penicillium

Mykotoxiny Pivodné izolované z druhu
Citreoviridin P. citreo-viride

Ochratoxin A P. viridicatum

Kys. Penicilova P. verrucosum

Patulin P. patulum

Mykotoxiny produkované raznymi druhy hub

Mykotoxiny Puavodné izolované z druhu

Zearalenon Gibberella zeae

Plisné produkujici trichotheceny

Trichotheceny Rivodné izolované z druhu
Deoxynivalenol F. culmorum
T-2 toxin F. tricinctum

1.2 Vyskyt mykotoxinu

Ke kontaminaci zewudélskych produki muaze dojit v fiznych fazich pedchéazejicich
jejich konzumaci. Obr. 1 znazare piinik mykotoxini do potravnihoietzce c¢lovéka
I hospodéskych zvfat a jejich dalSi osud.

Vedle exogenni kontaminace vSak mohou byt potrakiogtaminovany i v souvislosti
s cilenym vyuzivanim plisni wiznych potravingskych a biotechnologickych procesech.
Komplexni vi¢et zdrofi kontaminace je nasledujici:
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— plesnivé potraviny - ze#édélské plodiny (primarni infekce), tj. cerealie ajalay,
hotové produkty (sekundarni infekce)xewe krmnych smisi pro hospodéka
zvirata

— rezidua v ZivgisSnych tkanich a produktech — mléko a k& produkty, maso
a masneé vyrobky [2].

Faktory podmiujici rozsah fipadné kontaminace zeédglskych plodin mykotoxiny za
polnich podminek jsou shrnuty vedhy:

— mira fyziologického stresu, kterému jsou rostlinpstaveny (nedostatek mineralii,
malé ¢i nadnérné mnozstvi vihkosti, slanostigly, zn&isténi ovzdusi, napadeni
hmyzem, atd.)

— virulence patogenni plign

— typ produkovaného mykotoxinu

— schopnost rostliny degradovat mykotoxiny

— interval mezi sklizni a obdobim produkce mykotaxja, 17].

Analyzy viadt zemi uvadji, Ze mykotoxiny jsou itomny ve vice nez 25% zrnin, a to
navzdory kvalitnim technologickym systém péstovani obilovin a dalSich plodin [1, 8, 17,
40, 55].

Vyznamnou roli sehravaji samepre také klimatické porry. Ve prosgch produkce
mykotoxini pisobi zejména srdzky (vysoka relativni vihkost viadi)cv pozdjSich fazich
zrani plodin a v fedskliziovém obdobi. Problémy s vyskytem mykotaxine sklizenych
plodinach nastavaji zejména tehdy, uplatni-li secasr® vice faktofi priznivych pro fist
plisni a tvorbu jejich toxickych metabdiit V obdobi nasledujicim po sklizni, tj.&em
transportu, zpracovanii skladovani, mze dojit ke kontaminaci zefuélskych produki
mykotoxiny. Nefasgji jde o metabolity plisni rad Aspergillusa Penicillium Rozhodujici
roli v této souvislosti hraji faktory:

— biologické (vlastnosti daného mikroorganismu, kotitip@i mikrofiéra, velikost
inokula)

— chemické (typ substratufippmnost fungicidnich latek)

— prostedi (teplota, aktivita vody, sloZzeni atmosféristup s¥tla) [2].

13



zemedélska sklizen skladovani
plodina
RUST PLISNI i thrﬁSt I?('I"S(;ﬁ o
napadeni plodil A PRODUKCE | zemidiské Fhem siadoran
plisremi MYKOTOXIN U biocidy : —
mikrobialni
T degradace
poskozeni | | interakces fyzikalne-chemické
plodin hlodavci prostedim d
egradace

mykotoxikozy zvtat

rezidua mykotoxin

KRMIVA
Absorpce metabolismus a
v tkanich vylu¢ovani
maso mléko
mykotoxikdzy lidi POTRAVINY

Obr. 1: Faktory ovliviujici vyskyt mykotoxiri v potravinach a krmivech [2]

V urcitych geografickych pasmech se vyskytugkteré druhy mykotoxit ¢asegji nez
ostatni. V chlad§jSich oblastech s vysSi vihkosti vzduchu (KanadegisUSA, Novy Zéland,
vétSina evropskych zemi) jsou krmiva a potraviny kominovany nejvice deoxynivalenolem
(vomitoxinem), zearalenonem a ochratoxiny. Aflatgxi které jsou nejvice rozghé, se
vyskytuji prevazre v teplejSich a vihkych zetpisnych Sikach (Latinska Amerika, jizni Asie,
Afrika, ¢ast Austrdlie) (viz. tab. 2, 3, 4 a 5).

V naSich podminkach je nejvice razsi zearalenon, dale pak deoxynivalenol,
ochratoxiny a T-2 toxin (obr. 2).
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Tab. 2: Nalezy mykotoxiri v krmivech vySaenych vCeské republice [1]

. Pocet vySefenych | Poket pozitivnich Procento
Mykotoxin o o e o
vzorka vzorki pozitivnich vzorki
Aflatoxin B 1030 27 2,6
Ochratoxin A 398 19 4.8
Zearalenon 645 138 21,4
Deoxynivalenol 331 53 16,0
T-2 toxin 332 29 8,7

Tab. 3: NejtastjSi vyskyt mykotoxiri u vybranych krmiv [1]

Plodina

Mykotoxiny

Bavinikova semena

Aflatoxiny

Je&men Aflatoxiny, DON, T-2 toxin, zeamhon, ochratoxi
A, citrinin

Kukutice Aflatoxiny, DON, T-2 toxinzearalenon, fumonisin
citreoviridin

Maniok Aflatoxiny, zearalenon

Oves Aflatoxiny, DON, T2 toxin, zearalenon, ochratoy
A, citrinin

Podzemnice Aflatoxiny, zearalenon, ochratoxin Ajmin

PSenice Aflatoxiny, DON, zearalenon, ochratoxin A, citrin
namelové alkaloidy

RyzZe Aflatoxiny, zearalenon, ochratoxin A, cystinin

Sojové boby

Aflatoxiny

Vojtéska

Aflatoxiny, zearalenon

Zito

Aflatoxiny, DON, zearalenon, ochratoxin A, raiin,

namelové alkaloidy
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Ochratoxin
Yomitoxin
Zearalenon

Ochratoxin

Zearalenon
Yomitoxin

VYomitoxin
Zearalenon

Fumonisin » Aflatoxin
Yiitusin Aflatoxin Fumonisin
Ochratoxin :
Obr. 2: Vyskyt mykotoxini ve swte [1]
Tab. 4: Vyskyt mykotoxini v Evrog [1]
Nalez u Koncentrace
Zeme vyskytu | Druh obiloviny| vySetenych mykotoxinu Rok vyskytu
vzorkii (%) [ng.kg']
Aflatoxiny
Polsko Kukdtice 4 neuvedeno 1975-1979
Velka Britanie | RyZzoveé otruby 72,5 do 28 neuveden
Citrinin
Bulharsko Obiloviny 3,3-14 6,1-180 1998
Velka Britanie | PSenice,jeen 20 do 8 neuvedeno
Deoxynivalenol
Mad'arsko Kukuice 70 7.10-21,2.10°| neuvedeno
Ochratoxiny
PSenice,
Bulharsko | J®MEM OVES. 1 59 47 1,5-18 1998
kukurice,
pSenéné otruby
Polsko Obiloviny 9 2-200 1975-1979
Velka Britanie | PSenice,jeen 20 do 102 1992
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Zearalenon

Mad’arsko Kukutice 87,5 0,11-11,8 neuvedenad
Velka Britanie Kukdice Ténetr 100 > 100 neuvedeno
Tab. 5: Vyskyt mykotoxini v ostatnich sstadilech [1]
Nalez u Koncentrace
Zene vyskytu | Druh obiloviny| vySetenych Mykotoxinu Rok vyskytu
vzorki (%) [ng.kg"
Aflatoxiny
Sev. Karolina Kuktice 34 20 1984-1994
Brazilie Kukuice 34,8 12-906 1988
Egypt Kukuice 44,2 < nez 100 neuvedeng
Jizni Afrika Kukuice 6 neuvedeno 1994
Indie Kukuice 26 30-666 neuvedeno
Deoxynivalenol
Sev. Karolina Krmiva 60 neuvedeno 1984-1994
Ochratoxiny
USA Eéenice, 14,6 > 0,03 1997
jecmen 10,7 > 0,03 1997
T-2 toxin
Sev. Karolina Krmiva 5 neuvedeno neuvedeno
Zearalenon
Sev. Karolina Krmiva 15-20 neuvedena 1984-1994
Jizni Afrika Kukuice 3 40 1994

1.3 Vyznamné skupiny vybranych mykotoxini
Dany mykotoxin¢i skupinu vzajema& piibuznych toxickych slatenin nize produkovat
celarada plisni, proto jsotlenény na jednotlivé skupiny podle struktury [2].

1.3.1 Aflatoxiny

Aflatoxiny jsou toxické produkty plismspergillus flavusa Aspergillus parasiticu$l4].
Tyto plisré rostou a jsou né&astji izolovany z obilovin, olejnin a z nichijpravenych
pokrutin a dale z krmiv a potravin, které obsahyjo suroviny. Rist plisni a syntéza
aflatoxini zavisi na substratu, obsahu stopovych fpruwkhkosti, teplo¥, pH, gitomnosti
kysliku a kompetetivni mikrofi@. Aflatoxiny se tvé pii vysokeé relativni vihkosti (80 az
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100%), pomdrné vysoké teplat prostedi (optimalni teplota 28° C) a vysokém obsahu
vihkosti v zrnu (16 az 20%).iPvihkosti substratu nizsi nez 12 % se plisetvdi.

Jsou znamytyti zakladni aflatoxiny — B(obr. 3), B, G; a G. Od nich jsou odvozeny
aflatoxiny My a M, které jsou hydroxyderivaty,Ba B,. Ty vznikaji v jatrech afgechazeji do
masa, ledvin a mléka [1, 14]. Aflatoxiny sed&ethromadi v dlesnych tekutinach a tkanich
a jejich vylovani je pomalé a rozsahem omezené.

Pii perorainim pijmu vykazuji aflatoxiny @izny toxicky ®&inek, ktery zavisi na vysi
piijaté davky, na délce fjppmu mykotoxinu, na druhu aékové kategorii postizeného
organismu.

Akutni hepatotoxicky &inek je disledkem pijmu vysSich davek vnimavymi kategoriemi
zvitat. Akutni intoxikace probiha z&ipnaki anorexie, gastroenteritidy, podkozniho krvaceni
a krvaceni z dnich otvof. P pitvé jsou shledavany zétivé zmeny sliznic
gastrointestinalniho astroji, krvaceniny v podkddgubech, svalovi& télnich tekutinach.
Jatra jsou z&tSena, vyraz&izbarvena.

Chronicky hepatotoxicky dinek je disledkem déletrvajiciho fjpmu nizSich dévek
aflatoxini, u mért citlivych kategorii zviat. Dochazi k cirhotickym zémam jater, které jsou
Klinicky vyjadieny anorexii, snizenou uzitkovosti &esnou hmotnosti. Dlouhodobyijem
aflatoxini vyvolava dystrofické zgny spermiogenniho epitelu u sama u lfezich samic
pusobi teratogerin

VSechny druhy zvat jsou citlivé na fisobeni aflatoxinu, fedevsim mlada dbez
a mla’ata hospoddkych zvfat, vice samci nez samice. Velmi citliva na aflagxjsou
selata a fezi prasnice. Dosfy skot s vyjimkou mladych zi@t vysoko reprodutnich dojnic
je vaci aflatoxinim relativre odolrgjSi, ale zapliséné krmivo gijima nerad [1]. B podani
krmiva kontaminovaného aflatoxiny;B B, dojnicim Ize zhruba po 12 hodinach prokazat
v mléce hlava piitomnost aflatoxii My vznikajicich z matiskych latek hydroxylaci. P
jednorazovem ifijmu kontaminovaného krmiva je nutné takégpokladat vyskyt stopovych
mnozstvi aflatoxinu M1 v mléce j€§bo dvou aziech dnech [2].

Mezi odolrgjSi druhy pati kozy, ovce, potkani a mysSi. Kata, gijimaji-li krmivo
kontaminované aflatoxiny, jsou vnimg&i k infelkéinim onemoc#énim. Mezi projevy
aflatoxikozy patti degenerativni zgmy v nervovych tkanich. Mutagenni a teratogenniyvli
byly zjiSttny u laboratornich zvat a na zakladepidemiologickych studii Ize totaipobeni
aflatoxini predpokladat i u lidi. Bjima-li zvife sodasre s aflatoxiny také ochratoxiny,
nastava zesileni jejicktinosti (synergismus).

Qtf fg

Obr. 3: Aflatoxin B,

1.3.2 Kyselina penicilova

Je produkovana pligmi Penicillium nartensii P. palitans P. cyclopium a P. puberulum
na navlhlych skladovanych obilovinachii pnizkych teplotach (1 az 10°C). Kyselina
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penicilova @isobi tukovou degeneraci a nekrotickésmgnjater [1]. Ri opakovaném podavani
zviratim byl tento mykotoxin prokazan jako karcinogenrji [2

1.3.3 Patulin

Je produkovan pligmi Penicillium urticag P. expansumP. vlaviformea rekterymi
plisremi rodu Aspergillus[1,2, 12]. Optimalni teplota pro jeho tvorbu je°@5 Nachazi se
Vv ryZi, nahnilém ovoci, ovocnyclt&vach a silaZich. PoSkozuje CNS, slezinu, jatriaidek,
ledviny a respiréni aparat. Neépstji vyvolava intoxikace u dibeze. B dlouhodobém
podavani je karcinogenni [1]. U patulinu (obr. 4)abtaké prokazana mutagenita s inhibici
transkripce RNA a selektivnim poskozovanim DNA [2].

OH

Obr. 4: Patulin

1.3.4 Ochratoxin

Ochratoxiny A, B a C jsou produkovany pksm rodu Aspergillus (A. o chraceus,
A. mellu$ a Penicillium (P. viridicatum, P. verrucosum, P. palitans, P. cam®. Vyskytuji
se v ceredliich (jemeni, Zi€, ovsu, pSenici, ryZi a kukiei) [1, 2, 47]. Ochratoxiny byly
zjisteny v obilovinach uz dva tydnyred sklizni i po ni $ skladovéani zrnaipvihkosti kolem
20% ateplat3 az 5 °C [1].

Nejtoxi¢téjSi ochratoxin A (obr. 5) jecastym kontaminantem krmiv a potravin.
NejcitlivéjSi na ochratoxiny jsou prasata, u kterych snizuggkovost a vyvolava poskozeni
ledvin. Koncentrace zd&asto dosahuji aZ stovelg.kg” [1, 2]. Ochratoxin zasahuje di t
hlavnich oblasti buinych funkci - glukoneogeneze, transportnich systénitochondrii
a proteosyntézy. Znamé jsou nefrotoxické, imunafai genotoxické, teratogenni
a karcinogenni dinky [1, 2]. Fi ochratoxikéze dochazi k vyraznému podiaidsliznic
traviciho Ustroji a k rozvoji akutni gastroenteiyti Resorbované mykotoxiny vedou
k nechutenstvi, depresim, apnum, hor€ékam a Ziznivosti. Organismus je postépn
dehydratovan, postizena gafa jsou ochabla a apaticka. K uhynu doch&hieitn rékolika
dni.

PoSkozeni ledvin prasat ochratoxinem, ,nefropatiasat“, je charakteristické a byva
zjistovano i prohlidce na jatkach. Ledviny mohou bytéBené a bledé s nerovnym
povrchem. Ochratoxin A sniZzuje imunitu, vyvolavaogdeni kvality semene u kahc
a predpoklada se, Ze apobuje odumirani pldd Ochratoxin A pechazi do masa Zai
a kontaminované ziwisné produkty mohou byt rizikové pro zdravi lidfigistné mnoZzstvi
v masecini 0,005 mg.kg (vyhlaska 298/97 Sb.). Pdgqvedeni prasat na nezavaznou dietu
neobsahujici ochratoxin probih&rpzena dekontaminace po dobu dsice.

Ochratoxiny A a B jsou velmi toxické pro #ata a kity, jsou-li obsazeny v diét
v koncentraci vy3$8i nez 0,3 mgkgUZ nizké hladiny ochratoxinv krmivu u nosnic
zpasobuji snizenou produkci vajec a charakteristickatohnidé zbarveni vajaych
ska'apek, které jeifipisovano vyldovani ural moei.
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Obr. 5: Ochratoxin A

1.3.5 Trichotheceny

Trichotheceny jsou neftSi skupinou mykotoxiin produkovanych houbami rodu
Fusarium kterd zahrnuje vice jak 140 znamych metatolRrodukce trichothecénbyla
prokdazana i u ¢&kterych kmef rodu Myrothecium Trichoderma, Trichothecium
Cylinrocarpon, Phomopsi¥erticimonosporiunma Stachybotry$11, 64]. Vzhledem k vysokeé
toxicit¢ a zn&nému roz&eni pati ke zdravotd nejzavazysSim mykotoxirim. Podle
molekularni struktury se&l na makrocyklické a nemakrocyklicke.

1.3.5.1Makrocyklické trichotheceny

Jsou to toxiny produkované plisgfachybotrys atraktera roste zejména na sk§ser,
diev¢ apod., tedy na substratech obsahujicich celulbzg][ V naSem klimatickém pasmu je
tato plisé velmi rozStena a skladovani slamygs zimni obdobi v nevhodrbudovanych
stozich je jednou zifEin jejiho ristu, propagace a produkce mykotdxiV prirode plisei
roste za nizkych teplot (2 az 4 °Gj pysoké vihkosti prosedi. Krmivo obsahujici spory
plisné S. atraje tteba povaZzovat za zdvadné a nelze je zkrmovat.

Toxické produkty pliséi pasobi toxicky na ko¥& skot, ovce, prasata a uthez.
NejcasgjSimi priznaky otravy jsou hotka, pfijem, hemoragie na sliznicich dutiny nosni
austni. B pitvé jsou zji§Fovany krvaceniny tégt ve vSech organech. tiRladem
makrocyklickych trichothecenje verrukarin A [2].

1.3.5.2Nemakrocyklickeé trichotheceny (T-2 toxin, deoxinyvéenol, ...)

Je to skupina mykotoxin produkovanych pligmi rodu Fusarium K. tricintum,
F. sporotrichioides, F. roseum, F. nivaldrichothecium spp., Trichoderma spg. [1, 15].
Zma napadena fusarii se vyZop typickym na&ervenalym zbarvenim [2]. Toxiny
produkované &mito plisremi vyvolavaji standardni syndrom projevujici se an@nim,
nechutenstvim, odmitanim krmiva, akutnimijpry a poruchami koordinace pohyfL, 75].

Deoxynivalenol  (3,7,15-trihydroxy-12,13-epoxytrithec-9-en-8-one, DON, syn.
vomitoxin, Rd toxin) je produkovan plimi rodu Fusarium(F. Gramineraum, F. Roseum,
F. Culmorum aj.) a pati k negasgji se vyskytujicim mykotoxiim [35, 37]. Tyto
mikroskopické houby zZisobuji fuzariézu klasu ,Fusarium Head Blight* (FHB)pSenice
a fuzariézu ,ear rot* u kukice — viz. obr. 6. Obr. 7 vystihuje zdrava zrnanée a zrna
napadena fusariemi.
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Obr. 7: Porovnani zdravych (vpravo) a napadnutych zrn pgduil]

VSechny druhy experimentalnich & (nag. mys, potkan) a hospoigkych zvfat (nag.
prase, dibez a pezvykavci) jsou citlivé naiitomnost DON v krmivu v p@di prase> mys
- potkan-> dribez - prezvykavci [16]. Vomitoxin vyvolava zvraceni (vomsfy akutni
prijmy, poruchy koordinace pohyp ndhly thyn. U pezvykavé mutZe byt pozorovano
snizeni mléné reprodukce. U dbeZe sniZzuje hmotnost vajec a kvalitu igigky. U vice
druhi zvirat byla prokazéna inhibice imunitnich funkci a enizreprodukce. #tomnost
vomitoxinu (obr. 8) v krmivu nafmo ukazuje na problémy s mykotoxiny @ze slouzit jako
market pro pitomnost dalSich mykotoxin [42]. Podle doporteni EU cini nejvysSi
tolerovany obsah v denni davc# glouhodobém krmeni selat 0,2 mgkgrmiva, vykrmu
prasat 0,6 mg.k§ chovnych prasat 1,0 mgkgPro kuice je to 2,0 mg.kg, nosnice 5,0
mg.kg" a u reZvykava rovnsz 5,0 mg.kg krmiva [1, 13, 35].

Obr. 8: Deoxynivalenol

T-2 toxin (obr. 9) je produkovan. Ericinctum F. nivalg F. sporotrichioideskteré rostou
na zrnu. U prasat vyvolava T-2 toxin nektrotickédéa rypaku. Aplikace T-2 toxinu né
prasat zpsobuje jeji zdieni a zndnu barvy s naslednym odlupovanim. tstkdku toxického
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vlivu na krevni destky dochazi ke sniZzeni srazlivosti krve. U prasatzen T-2 toxin
vyvolavat poruchy reprodukce — zhorSenérealévani, potraty nebo malé vrhy. T-2 toxin
a jeho metabolity jsou asi z 0,2% v§twvany mlékem. U nosnic apobuje sniZzeni produkce
vajec [ii pifjmu krmiva obsahujicim koncentraci toxinu vy$sf Bemg.kg'. U kuiat se niZze
vyskytnout nekoordinovany pohyb.

Na zaklad experimeni se zviaty se T-2 toxin povazuje za potenciélkarcinogenni
a mutagenni slaeninu [2].
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Obr. 9: T-2 toxin

1.3.6 Zearalenon

Zearalenon (F-2 toxin, ZEA, ZEN) je z hlediska cleké& struktury lakton kyseliny
B-ressorcylové [36, 38]. Mykotoxin je produkovan eidruhy plisni roduFusarium
aGibberella(F. roseum, F. tricinctum, G. zeaedalSi). Plishrostou hlava na vihkém obili
(22 az 25 %), skladovanémimizkych teplotach [1, 3, 4, 38, 41]. S ohledem gw&
estrogenni €inky se zearalenon oz&ge jako mykoestrogen [2, 8, 14, 20].

Zearalenon spolu s deoxynivalenolem se vyskytujen@ea v kuktici, pSenici, Zitu,
jeémeni a ovsu. Na obé. 10 je nazn&n cyklus napadeni mikromycetamiFusarium[64].

vitr a dest ro=nasi

spory na dalfi klasy

D[] =zrald a infikowvani
Zrna jsou sklizena
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spory nesené
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sladowven
infikowvand plevel a
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produkovany na

Zhytoich rostlin

Obr. 10: Cyklus choroby napadeni mikromycetami rdélisarium[64]
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V krmivech Ziv@&isného fivodu, zvla& v masokostnich a rybich mikach, byva
negasgjSim mykotoxinem [1]. Vzhledem ke své chronickéitit¢ predstavuje zdravotni
riziko pro¢lovéka i hospodiska zviata. Je ve skladovanych komoditach velice stahijeho
koncentrace se vyraZnnentni ani po tepelném zpracovani fermentaci [36, 38, 42].
Estrogenni &inky zearalenonu se nejvice projevuji u prasatv®gj (tinky ma na prasgky
ve st&i 6 az 7 nisial.

Priznainym projevem intoxikace zearalenonem byva vymizéig nebo naopak
plodnost, mensi vrhy a nizSi hmotnost selat [1, R&rtalita zviat mize byt vysoka.
vysokych koncentracich zearalenorfeqhazi tento mykotoxin do mléka prasnic v mnozstvi,
dostaténém pro vyvolani klinickychifiznaki u sajicich selat [1, 36].

K estrogenizaci prastek a prasnic dochazirgdevsSim v zird a ¢asré zjara, protoze
plisai, kterou je napadeno zrno, pstbuje obdobi relativh nizkych teplot, aby mohla
produkovat biologicky vyznamna mnozstvi zearalend#iznaky intoxikace se objevuji za
3 az 6 di od z&atku gijmu mykotoxinu, po ferusSeni zkrmovani zavadného krmiva brzo
vymizi. U mladych kant ma zearalenon negativni vliv na spermiogene dlpuhodobém
puasobeni niZze vyvolat atrofii varlat [1, 13].

Také u skotu se projevuje nepravideliife a snizena fertilita vyvolanaagobenim
zearalenonu, ale celk®ysou estrogennidinky slabsi nez u prasat. U prepubertalnich jalovic
mlécnych plemen bylo i zkrmovani zaplistného obili zaznamenano&seni mléné zlazy.

U ovci dochazi kienosu zearalenonu do mléka.

Krmivo obsahujici zearalenon vyvolalo poruchy rejukce také v &kterych chovech
kraliki. V krmnych sndsich pro kréliky bylo zji$ho pozitivnich 63 % vySstvanych
vzorki.

U nosnic niize zearalenon #gobit viditelné zminy na vejcovodech a sniZeni produkce
vajec. U plemenné tlbeze, zejména u krocandochazi k morfologickym zémam spermii.
Velmi citlivé jsou husy a kachny.

Indikaci pro vysdeni krmiva na fusariové mykotoxiny v chovech prasatlifibeze je
Spatny pijem nebo odmitani krmiva, poruchy reprodukce, esméZ irastky a konverze
krmiva v gipact, Ze sodasré provedeny rozbor krmiva byl v pidku z hlediska obsahu
Zivin, fyzikalnich a chemickych parametr

Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny (IARC)aadila zearalenon do kategorie
.omezert karcinogennich latek", registrovan je takeé ve shéipatek s teratogennimiiinky.

HO 0 CHj

0O

HO / ]

Obr. 11: Zearalenon
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Obr. 12: Systémové €inky mykotoxini na organismus hospadéych zvfat [1]
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1.4 Maximalni pripustné obsahy mykotoxiri

Tab. 6: Maximalni gipustné koncentracekterych mykotoxiri v krmivech [1]

Kategorie zviat Krmivo Maximaln ko_?centrace.
[mg.kg]
Maximalni koncentrace celkovych aflatoxini v krmivech
Mlad’ata a ditbez Kukdice a podzemnice 0,02
Dojnice Kukuice a podzemnice 0,02
Chovny skot a prasniceé Kukoe a podzemnice 0,1
Dospela dnibez Kukdice a podzemnice 0,1
Prasata ve vykrmu Kukice a podzemnice 0,2
Vykrm skotu Kukdice a podzemnice 0,3
Maximalni koncentrace deoxynivalenolu v krmivech
g(ifxgz\rg' 4%5921/ krm Zrniny a produkty pod 50% KD 10
Kurata Zrniny a produkty pod 50% KD 10
Prasnice Zrniny a produkty pod 20% KD 5
Ostatni zviata Zrniny a produkty pod 40% KD 5

Tab. 7: Tolerované koncentrace [mg:Konekterych mykotoxiti v kompletnim krmivu [1]

Kategorie zvirat Aflatoxin B Zearalenon DON
Nosnice a dibez 0,05 - -
Prasata 34-57 kg 0,05 0,05 <0,3
Prasnice 0,05 0,05 <0,3
Dojnice 0,025 0,25 <0,3
Skot 0,05 0,25 0,5

Kombinace dvou nebo vice mykotoxinstres, Spatnd zoohygiena, nedostatkjzeni
chovu, sniZzena kvalita vyzivy a poruchy zdravotrstevu (metabolické poruchy, parazitarni
a infelkéni onemocwini) snizuji prah toxicity a koncentrace mykotakiovliviujicich zviata
mohou byt niZsi, nez je uvedeno v tabulce.

Imunosupresivni &inky mykotoxini se mohou projevovat jiziphodnotach nizSich nez
uvedenych, a to net&mnou vakcinaci zvat s nutnosti aplikaci antibiotik a chemoterapeutik

Tab. 8: Orienta:ni hodnoty pro kritické koncentrace mykotokin krmivu [mg.kg'] [1]

Kategorie zvirat Zearalenon Deoxynivalenol
Prasntky 0,05 1
Prasnice a vykrm 0,25 1
Dojnice 0,5 5
Vykrm skotu Bez dopoxteni 5
Nosnice a brojlg Bez dopordeni 5

Evropska unie planujetipmout pevné limity pro aflatoxiny — n&pu podzemnice olejné
do 10pg.kg*, pro gimou spatebu lidi do 4ug.kg™.

V CR jsou mykotoxiny v potravinach, jmenavitflatoxiny, deoxynivalenol, patulin
a ochratoxin A limitovany ve vyhlaSce MZ 298/97 SW.zemich EU jsou aflatoxiny
v potravinach limitovany ve stmici EU ¢. 1525-98.
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Limity na pfipustné mnoZstvi spor plisni v krmivech nejsou sl zevedeny s vyjimkou
krmiv uvedenych ve vyhlasce 287/1999 Sb., o milafagickych pozadavcich na potraviny.

1.5 Biologické (€inky mykotoxin

Jednotlivé mykotoxiny majiazné biologické &inky, které zaviseji na jejich chemické
struktle a na ZzivéiSném druhu, viz. obr. 13. Mohou byt karcinogentd@ratogenni,
genotoxické, hepatotoxické, neurotoxické, hemaiok@® imunosupresivni, estrogenni,
tremorgenni nebo mutagenni [8]. Vedle vSeobecnécitpxmohou specificky fisobit
na rékteré organy a tkan1, 22].

Mykotoxiny

A 4

o . Peroxi t
Inhibice proteird, evo dace tuk Indukce
. P zmeny struktury a | .
syntéza DNA, RNA, < funkce membran | programovane
poSkozeni DNA bung¢né smrti

A 4 A 4 A 4

Imunosuprese, hepatotoxicita, nefrotoxicita,
neurotoxicita, genotoxicita

Obr. 13: Hlavni mechanismy mykotoxinové toxicity [6]

Toxicita mykotoxini se testuje naiznych modelech. Z obratlotse nejastji pouzivaji
mysSi, potkani a slepice. Kratmich se k testovani toxicity vyuziva vysoka cibkt rékterych
bezobratlych Zivéichi a v posledni dabtaké bugénych kultur.

1.5.1 Neurotoxicita
Neurotoxické dinky byly prokazany utznych mykotoxii s klinickymi projevy tesu
a chwni.

1.5.2 Imunotoxicita

Imunosupresivni &inky maji rekteré trichotheceny, produkovan&egdevsSim fusarii
a ochratoxiny. Na zaklgddosavadnich Gd&jjsou mezi mykotoxiny s imunotoxickymi
G¢inky zahrnovany nap ochratoxin A, citrinin, fumonisiny, zearalenoreaxynivalenol, T-2
toxin a aflatoxiny. Nasledkem poruch imunitnihotéysu dochazi ke snizeni odolnosti proti
infekcim. Mykotoxiny zjisobuji snizeni ptu bilych krvinek, sniZeni hladin imunoglobuiin
(protilatek) a obsahu celkovych protéin krevnim séru.

1.5.3 Teratogenita
Teratogenni €inky v disledku inhibice biosyntézy protéirbyly pozorovany v fipac
chronickych toxikoz aflatoxinemBa ochratoxiny.

1.5.4 Mutagenita

Mykotoxiny, které interferuji s DNA, mohou mit mgenni nebo karcinogenni vlastnosti.
Byly potvrzeny mutagennicinky aflatoxinu B a dalSich mykotoxiin
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1.5.5 Karcinogenita

Karcinogenni tinky nékterych mykotoxiti byly potvrzeny v pokusech na aiech
a pibyva dikazi, Ze alespm aflatoxiny zgisobuji nadory jater u lidi.

Mezi nej&inngjSi karcinogeny pét aflatoxin B, a sterigmatocystin.

Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny kateggeawbrané mykotoxiny z hlediska
karcinogennich dinkua. Zatim byl z mykotoxif prokazén jako karcinogen pétoveka pouze
aflatoxin B,. Komise pro potravirigké gisady a Skodlivé latky, sestavena z odbarmRO
a WHO stanovila expoani standardy vybranych mykotoxin

Tab. 8: Karcinogenita a expoaii standardy gkterych mykotoxiti [1]

Mykotoxin Karcinogen | Expoziéni standardy

Aflatoxiny 1 ALARA — nejniZSi mozny fivod
Deoxynivalenol 3 1250 ng.Kg télesné hmotnosti / den
Ochratoxin A 2B 100 ng.kY télesné hmotnosti/tyden
Patulin 3 0,4 ng.K§ tlesné hmotnosti / den
Zearalenon 3 500 ng.Kgtélesné hmotnosti / den

1 — prokézany karcinogen péovéka
2B — mozny karcinogen prdovéka
3 — zatim neni klasifikovan jako karcinogen plavéka

1.6 U&inky mykotoxina na zdravotni stav a reprodukci zviat

Vzhledem k tomu, Ze mykotoxiny jsou mindalre stabilni organické latky a jejich
toxicita nebyva BZnou Upravou krmiv podstatrsnizena, mohou se u#i pelativre slabém
zaplisrni substratu (mennez 1 tisic spor v 1 gramu) tWodostaténa mnozstvi mykotoxiin
pro vyvolani poruch zdravotniho stavu iati[1]. Mykotoxiny mohou u zvat a ¢lovéka
vyvolattadu znén:

- vyvolavaji patologické zeny na organech (jatra, ledviny, CNS)

— vyvolavaji snizenou plodnost (estrogenni syndromykotické zmetani),

— vedou k alergickym reakcim,

— zpiasobuji oslabeni imunitniho systému, klesa odolooganismu uci infekénim
onemocgnim, prokazdna byla sniZzen& aktivita T nebo B |yt a potl&eni
produkce protilatek (koncentrace ¢idnost) jako jsou imunoglobuliny (snizena
acinnost vakcinace i terapeutickyc¢inek I&iv). Imunosupresivni &inky se
u jednotlivych mykotoxifi (aflatoxin, vomitoxin, T-2 toxin, ochratoxin,
fumonisiny) znan¢ liSi a i mechanismus jejichupobeni na imunitni systém je
rozdilny podle druhu mykotoxinu,

— zpasobuji zménu v membranovych strukturach [n a peroxidaci
polynenasycenych kyselin uvhtéchto membran,

- maji mutagenni, kancerogenni, teratogeriniky,

- hromadi se a vylji v produktech, ¢asto v metabolicky a toxikologicky
aktivrejSich formach a tim ohroZuji zdrastoveka [13].

Celkovy toxicky &inek mykotoxiri na zvtata je dan:

— druhem mykotoxinu,

- prijatou davkou mykotoxinu (chronicka nebo akutni wigkikdza),

— piitomnosti vice druln mykotoxinmi (vyrazné zvySeni toxicity, n&p kyselina
penicilova a citrinin, s&s trichothecenovych mykotoxin
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16.1

délkou zkrmovani,

druhem zuiete, rozdilna je citlivost jednotlivych drhale i kategorii zvat,
pohlavim, fizn4 citlivost samica samic, estrogenni aktivita,

vyZivhym stavem, podvyzivena zata jsou citlivjsi,

fyziologickym stavem - v§erpéni, gravidita,

patologickym stavem (nemoc) [10, 13, 20].

Akutni a chronické mykotoxikozy

U hospod#skych zvfat se mykotoxikézy mohou vyskytovat jako:

akutni mykotoxikozy, které vznikaji po poziti vyd$idavek mykotoxif,, coz
zpiasobuje specificky a klinicky zjevny akutni syndranemocgni nebo smrt
(nag. akutni hepatitidaipaflatoxikdze);

chronické mykotoxikézy, které se vyskytujii ppakovaném fjmu stednich
a nizkych mnozstvi toxin maji subklinicky piibéh a tim vesms unikaji
pozornosti. Projevuji se snizenou uzitkovosti —nzaleny tist, snizena laktace
a snaska, poruchami imunitniho systému a rozmnaed@ahorsenou trzni jakosti
Zivocisnych produki. Snizena byva vyuZitelnost krmiv.

Tab 9: Hodnoty LDy,n¢kterych mykotoxii (mg.kg" Zivé hmotnosti) [1]

Druh mykotoxinu skot sele slepice kize
Aflatoxin B 0,62

Ochratoxin A Az 0,16 Az3,9
Patulin 170

T-2 toxin 0,6

Mezi silné toxické mykotoxiny jsourazeny nap alfatoxiny, patulin, ochratoxin A,
zearalenon, T-2 toxin, mezitetre toxicke citrinin a kyselina penicilova — viz. talD.

Tab. 10: Citlivost nekterych druli zvifat na mykotoxiny [1]

Mykotoxin Dojnice Prasata Dribez
Aflatoxiny + + ++
Fumonisiny + + +
Ochratoxiny + +
T-2 toxin + - +
Deoxynivalenol + ++ +
Zearalenon + ++ +

Tab. 11: Toxické koncentracedkterych mykotoxiti v krmivech [1]
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Aflatoxiny 200 - 500ug.kg*
Fumonisiny 5 mg.kg pro nepezvykavce
100 mg.kg' pro gezvykavce




Deoxynivalenol 2 — 10 mg.ky
T-2 toxin 100ug.kg*
Zearalenon 200 — 3Qdy.kg*

Tab. 12: Ttidéni a obecna charakteristika mykotoxikéz u hospsidich zvfat [1]

Mykotoxin Plisen Onemocreni th,kae Drvu h Substrat
piiznaky Zvirete
Slepota, Skladované
chize obili, mleté
Aspergillus dokola, orechy,
. _ e Prasata, <
Aflatoxiny flavusa | aflatoxikoza| krece, pEna u arasidy,
oy i ovce, skot )
dalsi tlamy, uhyn plesnivy
béhem 48 chleba, plodiny
hod. na poli
Tres, nejisty
pohyb, Plesnivé obilf,
: leukoencefa-| neschopnost .
Fumonisin Fusarium lomalacie olykat Kong, osli uskladrtne
Y| moniliforme . polyxat, ’ nebo stojici na
koni deprese, .
P poli
polehavani,
ahyn
. VSechny
. Prijem, .
. Aspergillus , .o druhy, Skladované
Ochratoxiny nefropatie | Zziznivost, . o
ochraceus . zjm. obili
polyurie
prasata
Zvraceni,
Nemlil?(rgcyk- Fusarium odmitani
trichotheceny sporotrichoi fuzariotoxi- krff.""a' VSechny | Skladované
. des, F. . prajem, o
(T-2 toxin, koza red druhy obili
deoxynivale- roseum, F. viedy,
culmorum poruchy
nol)
reprodukce
Poruchy
plodnosti
Fusarium sama a
roseum, F. . samic, Plesniva
estrogenni L Prasata, o
Zearalenon | culmorum, zdureni kukutice nebo
. syndrom : skot .
Giberella vulvy, vaginy jeémen
zeae a dalsj a mlgné
Zlazy, vyhiez
rekta

1.7 VySetreni na pfitomnost plisni v krmivech

VySeteni plisiové kontaminace spolu s vykenim gFitomnosti mykotoxid tvori
nezbytné podklady pro hodnoceni zdravotni nezawtdkioniv. Obsah plisni (spor) v krmivu
neni vzdy v korelaci s mykotoxinovou kontaminacizd¥tavych zwiat spory plisni prochazeji
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zazivacim traktem, ktery nijak neposkozuji, a takspory dostavaji s vykaly zat zgt do
prostedi, fedevsim do jdy.

Pri vySeteni na pitomnost plisni kultivénim vySetenim, @i kterém se zjifuje intenzita
kontaminace krmiva sporami plisni po jejich vykhi v laboratornich podminkach, se nalezy
hodnoti kizkovou metodou. Intenzita kontaminace secékijako ojedirgla (+), slaba (++),
stredni (+++) a silna (++++).
jednotek (KTJ) v daném mnozstvi krmiva (1g). Limitg gipustnd mnozstvi spor nejsou
unas zavedeny. Pty spor plisni v krmivech wadech 18 aZ 16 jsou povaZovany za
nezadouci.

Orienta&ni metodou pro iedkEZnou identifikaci plisové kontaminace je vizualni
posouzeni pigmentace plisni pomnoZzenych na krmiayriklad Aspergillus parasiticus
produkujici aflatoxiny vytvl na krmivech tma¥ zelené zbarveni, druhy rodeusarium
produkujici trichotheceny, zearalenon a jiné jsaarizowlé a Aspergillus ochraceus
produkujici ochratoxiny ma zbarveni piskolutohrédé. Se stdm pligiovych kultur se
intenzita pigmentace &ni.

K exaktnimu posouzeni intenzity pls/é kontaminace je bezpodméne nutné provest
kultivacni vySeteni plisni. Kvalitativnim vySé&tnim se ufuje druhové zastoupeni s typizaci
potencialnich patogennich a toxinogennich plismaritativnim stanovenim plisni seuje
obsah plisni v 1 gramu krmivatiifelkovém hodnoceni zapligmosti krmiva se bere v Gvahu
vyznamnost izolovanych drahplisni z hlediska patogenity a toxicity a dalesimita jejich
vyskytu v krmivu pro utitou kategorii zvfat. VeSkeré podklady pro hodnoceni jsou
vztahovany k citlivosti a vnimavosti jednotlivyclatkgorii zviat, pro které je krmivo deno.

Z hlediska pozadavkna zdravotni nezavadnost krmiva jsou za priopbvazovana mtéata,
zvirata chovna, tezi a v obdobi aktivni faze reprodukce.

Kde se provadi vysatovani krmiv

VySeteni krmiv na pitomnost plisni a mykotoxinse provadi ve Statnich veterinarnich
ustavech (BrnoCeské Budjovice, Hradec Kralové, Jihlava, Olomouc, Prahaan8veni
mykotoxini zahrnuje ¥tSinou aflatoxin B1, G1, M1, ochratoxin A, patulideoxynivalenol
(DON, vomitoxin), T-2 toxin, zearalenon (F-2 tox@EA).

Stanoveni plisni a mykotoxXirprevazig v potravinach, ¥etre ceredlii, provagji:

— Centrum hygieny potravinovycketzci v Brré (pracovisté Statniho zdravotniho
Ustavu Praha), jehoZz ststi je Narodni referéni centrum pro mikroskopické
houby a jejich toxiny v potravinovydtetézcich;

— Krajské hygienické stanice (Brno, Hradec Kralovétr@va, Plzi, Stedaiesky
kraj, Usti nad Labem);

— Krajsky inspektora€eské zeraelské a potravingské inspekce v Olomouci.

Prevence mykotoxik6z (veterinarni kontrola v chovels, technologie vyroby krmiv)

Z pohledu ochrany zdravi spebitele se v saiasnosti stava prioritou zaj&ti zdravotni
nezavadnosti potravin. Bezjmost potravnihotfettzce je ovliviovana radou faktoi.
Vyznamré se zde uplauje biotechnologie vyroby zefdélskych produkt, zvlast pak oblast
vyroby krmiv a jejich zdravotni nezavadnost.

Zavazné riziko pro kvalitu krmiv, uzitkovost #af a jejich zdravi, ale i pro bezfrmst
potravin a zdravi lidi f@dstavuji plisé a mykotoxiny. FAO odhaduje, Ze 25%¢&twych
zdsob zrnin je mn¢ kontaminovdno mykotoxiny. Ekonomické ztraty v chok
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hospodéskych zvfat zpisobené kontaminaci zasob krmiv mykotoxiny se odjiada
miliony dolaf.

Pro monitorovani vyskytu plisni a mykotoxia pro jejich kontrolu je nezbytné pochopit
vyznamiady faktoii ovliviujicich jejich produkci.

1.8 Kontaminace zrnin a dalSich krmiv

Plisre jsou pravideld nachazeny v yé. Negiznivé pa@&asi a nevhodné podminky
oSefovani mohou umoznit Zivotaschopnym sporam plisritekl, fist a pomnoZzeni
v krmnych surovinachifimo na poli. RozmnoZuji se sporami, které se vtpeds Sfi vétrem
a hmyzem a mohou napadat rostlinshém jejich dstu [1, 13]. Nap Fusarium napada
zarodené tkak semen rostlin. PoSkozeni povrchové vrstvy obalmese nap kukurice
a dalSich zrnin, Zisobené hmyzem, stresentiig dalSimi faktory (teplota, vihkost, vegé&ta
stadium a dalsi) mohou usnadnit pomnozeni plisvorou mykotoxiri.

Mezi Sirokou Skalu faktdr ovliviiujicich Steni plisni a tvorbu mykotoxin fadime
vysokou teplotu, vydatné déstustotu rostlinného porostu, mechanickou sklizegetani
stadium, kontinualni sklize sucho, rostlinnou varietu, strukturidy, des¢ béhem sklizw,
mraz.

Produkce mykotoxif je ovlivinena faktory biotickymi, mezi které zFazujeme gitomnost
jednoho resp. vice drah toxikogennich plisni, coz i@e vést k synergickym
a antagonistickym vztdim. Mezi faktory abiotické pé#t vihkost substratu (min. 14%),
relativni vihkost vzduchu (min. 65%), teplota suét a vijSiho prostedi. NejdilezitgjSi je
tzv. vodni aktivita (g). Je to porér tlaku vodni pary nad potravinou nebo krmivemakaul
nad vodou za dané teploty. Jde o vodu, ktera rierdné na molekuly rozpésat/ch latek a je
vyuzitelnd mikroorganismy. Pligrrostou pi a, 0,75 a jejich rozvoj ustavaipa, pod 0,65.
Pro produkci mykotoxinu u&sSiny plisni je vhodné rozmezi 15 az 30 °C s optin#s °C.
Plisre a zejména jejich sporytgzivaji i i extrémrE nizkych i vysokych teplotach.dkezity
je obsah kysliku (@ v prostedi. Pokles koncentrace,@od 1 % vede k Utlumu produkce
mykotoxini (aflatoxin). Vyjimkou je plisg Fusarium verticillioides ktera je schopnaist
v prostedi s obsahem aZz 60 % €QDbecr Ize konstatovat, Zze plisnim vyhovuje spiSe
kyselé, nez zasadité priedi [13].

Plisre kontaminuji zrniny a krmné plodiny vibéhu celého vyrobniho procesu, tzn.
péstovani, skliza, transportu a zejména paki pkladovani a konzervaci [13]. Lze rozlisit t
skupiny plisni: polni plish(Fusarium Alternaria, Cladosporiumapod.), které jsouifftomny
v zrnu jiz @ged sklizni obilovin, skladistni plign(Aspergillug, které mohou produkovat
mykotoxiny v podminkach skladovani a polni i skl plisg (Penicillium) [1, 13]. Plisg
rostou na znmem mnozstvi zeddélskych komodit zahrnujici obiloviny, olejnata seragn
ofechy afadu dalSich plodin a krmiv.

Jakmile plisg kolonizuji krmiva, z&nou vyuZivat jejich Ziviny pro sy metabolismus
a rozmnozovani a sniZuji jejich obsah. Vyrakontaminovana kukice mize po zaplisgni
ztratit az 10% metabolizované energie a 5% bilkoMatabolickatinnost hub je v krmivech
spojena s anaerobnim dychanim, kierém se spéebovavaji vyznamné Ziviny,i@devsim
tuky a sacharidy. U kontaminované kiike se po 50 dnech skladovani snizi obsah tuku o 52
az 57 %. Tim dochazi k vyraznému snizeni energdiisloZzky krmiva [13].

Kontaminace krmiv plistmi je v rekterych geografickych oblastech velmi vysoka — u
objemnych krmiv i pes 90%, u jadrnych krmiv &enych pro vyZivu telat a prasat do 90% a
u jadrnych krmiv pro drbez az 100% [13].
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Tvorba mykotoxiti zavisi nafadt faktomi jako jsou vihkost, teplota, pH,fipomnost
kysliku v dol& rastu plisni, substratu, poskozeni celistvosti zimesabené mechanicky nebo
hmyzem, teplotnim poSkozenim a kvalitou ftigeho inokula steph jako interakci nebo
konkurenci mezi jednotlivymi druhy plisni. V te@igh klimatickych podminkach se
vyskytuji aflatoxiny a fumonisiny, v oblastech ssekou vihkosti jsou to ochratoxiny, ZEA,
DON, T-2 toxin [1, 42].

1.9 Prevence a kontrolni metody

Prevence vznik mykotoxini je jednim z nejvyznan@sich opaiteni. V pibéhu vyroby,
transportu a uskladni krmiv je obtizné zajistit takové podminky a @8at krmiv, aby bylo
zabrarno jejich kontaminaci sporamijstu plisni a produkci mykotoxin13].

Preventivni opaéeni by ntla zabranit:

- infekci jiz pii péstovani a sklizni krmiv

— sttidani plodin v osevnich postupech, omezit viiggplodin

- zpracovani fidy,

— vybér vhodné odidy, hybridu,

- protiplisiové oSeateni osiv (fungicidy — miadla),

— vyrovnana vyZiva porost

— boj proti plevelim (rezervoarni organismy),

— boj proti Skidcim a chorobam,

— Sleché&ni odiid odolnych proti houbovym chorobam aidkim (GM — odiidy),

— dodrzovani vSech agrotechnickych zasaggstovani kulturnich plodin

— zabranit mechanickému poSkozeni zrn& §ilizni a uskladani nebo jakékoliv
manipulaci),

- kvalitni oSeteni a uskladéni krmiv po sklizni,

— po sklizni cerealii do 48 hodin sniZzit vihkost pbtPo,

- kontaminaci airstu plisni pi skladovani a konzervaci krmiv [8, 17].

1.9.1 Predskliziiova opateni

Opateni vedouci k minimalizaci kontaminace zeliskych plodin v pedskliziovém
obdobi.

1.9.2 Posklizinova opateni

Uspsna ochrana plodinyred napadenim toxinogennimi plésm zaiina jiz okamzikem
sklizré. Plodiny je teba sklizet v pIné zralosti, kdy je obsah vihkosinizsi a pipadre jeSg
pied vlastnim skladovanim dosusit. Nutné je tél@tré vyloucit moznost kondenzace vody
[2].

Skladovani krmnych komodit bez zafist vhodnych podminek a ofetani nize zvysit
rast plisni, nebH spory plisni jsou vZzdyifiomné. Kvalitni zrniny by @y byt skladovany
mensi nez 14% vlhkosti, protoze vlihkost a kysldujsezbytné pro kieni spor (14,5 az 15,5
%) a st plisni (13,5 az 14 %).1iPskladovani musi byt krmiva sucha, bez kysliku,
fermentovana nebo o$enha pipravky, které inhibuji plish[1, 13].

Pri zjisténi uritych klinickych pgiznaki u zvikat mizeme mit poddeni, Ze krmivo je
mykotoxiny kontaminovano. Ndépu skotu je mozné pozorovat omezenyjgm krmiva,
nizké girastky a snizenou produkci mléka, zvySeny vyskyt giibta mortality embryi, tiché
fije, nepravidelny pohlavni cyklus, nizSi procentaxezavani, zatty délohy, snizenou
imunitu, ztwneéni jater a rezidua v mléce.
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U dribeZze shledavame zhorSenyistt snizeny fijem krmiva, sniZzenou lihnivost
a deformovana vejce, zZteni jater, snizeny get bilych krvinek (T-lymfocyd, fagocyf).

Prasata projevuji nechutenstvi, poruchy plodnogimijmy, zvraceni, zmrnéné
biochemické ukazatele krve.

1.10 Vzorkovani krmiv pro analyzy

Stanoveni mykotoxiin v krmivu je pondrné nakladna zélezitost, proto je nutné zajistit
takova vyseeni, kterd by rla co nejvysSi vypovidaci schopnost. Je &jigt Zze chybné
vzorkovani a oddr pomérného vzorku z odebraného celkového vzorkuitwetSinou fFes
90% celkove chyby. NeftSi probléemy jsou s vyS@vanim obilnin, které jsou skladovany
v tisicitunovych silech. Odebrani jednoho nahodnehorku ze sila nema zadny vyznam,
nalez mykotoxinu je ovlivén vysokou mirou nahody [1, 13].

V moment vySeteni nemusi jiz byt toxigenni houba zachycertasipZe fislusny toxin
je v krmivu @itomen. Vystaveni zvat vlivu vice nez jednoho mykotoxinudde vyvolat
piiznaky odliSné odisobeni stejnych mykotoxirsamostaté Pri vzajemném spoluisobeni
vice mykotoxiri dochazi k synergismu, tj. k zesileni jejictinki na organismus zkat.
Relativie nebezpéngjSi nez akutni intoxikace je dlouhodobé&spbeni nizkych hladin
mykotoxini, vedouci k oslabeni imunitniho systému, zvySenémskytu sekundarnich
infekci, snizeni uzitkovosti a plodnosti [1].

Vzhledem k heterogennimu rozlozeni mykotdxinkrmivu a z toho vyplyvajici moznosti
znané chyby vzniklé odbyem vzorki, casté pitomnosti vice druln mykotoxini
a neexistenci referénich metod analytickych stanoveni prétSmu mykotoxir, nelze
jakoukoliv hladinu mykotoxia v krmivu povazovat za zcela bezpeu [1].

Z téchto divoda, pokud je pozadovano provedeni testu na stanowsmkibtoxini, je
technika vzorkovéni rozhodujici. Vzorkovani vyzadwdebrat #&olik menSich vzork
(optimalre 20 dikich vzorki), jejich slogeni a dkladné promichani ipd ziskanim
koneiného k analyzam pouzitelného vzorku [1, 13].

1.11 Dekontaminace mykotoxini — prevence a kontrolni metody

Na dekontaminaci lze pohlizet jako na prodesSici jiz vzniklou situaci, kdy jsou
v krmivu mykotoxiny gitomny [13].

K dekontaminaci krmiv jsou vyuzivany metody fyzik&lchemické (nap vodny roztok
chloridu vapenatého¢pavkovani, kombinace tepla a tlaku), i degradace&atoxind za
vyuziti enzynii esterazy a epoxidazy, nebo kombinace mineralril@hsjenzymy s cilem
nejen ochranit zdravi hospadllych zvfat, ale také s cilem zabranit ekonomickym ztratam
[1, 2, 13].

1.11.1 Fyzikalné chemické dekontamin&ni postupy

VétSina mykotoxii ma velmi pevnou chemickou strukturu, ktera zajé jejich velkou
stabilitu jak @i ptsobeni vysokych teplot, takiipnizkych hodnotach pH [1, 9, 13].
Koncentrace mykotoxih v napadenych zrnecli semenech fite dosahnout i desitek
mg.kg®. Z tohoto dvodu je jednim z &nnych opateni pro sniZeni rizika kontaminace
potravin mechanické odstravani napadenychastic, & jiZ realizované réné nebo jinym
zpusobem. Ke znam v obsahu mykotoxindochazi takéipmleti, giipadré myti [2].

Radu mykotoxiri Ize rozloZit zatatim nebo kombinaci tepla a tlaku, obvykle za
piitomnosti vody. Citlivost na teplo zavisi na typykatoxinu, teplot a dolg jejiho pisobeni
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a obsahu vody v krmivu. Pro zearalenon, patulihy@toxin A je tento zgsob ale nefinny.
Zvlast odolné jsou trichotheceny. Aflatoxiny se za nomitéb tlaku rozkladaji azip360°C.

Cpavkovanim a louhovanim krmiv Ize podstasmiZit mnoZstvi aflatoxily ochratoxir,
patulinu a zearalenonu [1, 13]. Nejvyznafsim zpsobem dekontaminace je reakce
s amoniakem. DalSimi testovanysmidly byly chlornan sodny a peroxid vodiku [2].

1.11.2 Pouziti enzymi

Mezi nowjSi postupy dekontaminace mykotokipati pouziti enzymi. Jsou dostupné
enzymy na inaktivaci mykotoxin nag. zearalenonu, trichotheaerzahrnujici T-2 toxin,
deoxynivalenol, nivalenol. Enzymy degraduji toxiozggpenim molekuly na neSkodné
metabolity [1].
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1.12 Metody detekce mykotoxini

Metody pouzivané k detekci mykotoxitve vzorcich podéelého krmiva nebo potravin
Ize rozalit na chemické a biologicke.

Z chemickych metod p#tna prvni misto chromatografické metody, kteréijpouzivané
v experimentalni i &né laboratorni praxi. Pro stanoveni mykotdxi z hlediska nakmosti
a pistrojového vybaveni nejdostufsi tenkovrstva chromatografie, uplaje se now
i vysoko®inna kapalinova chromatografie a v neposléddt plynova chromatografie.

Biologické metody analyzy mykotoxirse zakladaji zejména na jejich toxdcithemické
strukt'e nebo na specifickych ¢iincich. Toxicita mykotoxii se utuje pomoci
mikroorganisni, buréénych nebo tk&ovych kultur, bezobratlych nebo obratlévc
Na zji¥ovani akutni nebo chronické toxicity &sto pouZzivaji napkureci embrya.

V poslednich letech se &y k detekci a kvantifikaci mykotoxinvyuzivat imunologické
testy RIA (radioimmunoassay) nebo ELISA (enzymédh immunosorbent assay). [37] RIA
je technika, kterou se zji§je koncentrace rozpustného antigenu na zékiadeni jejich
mnoZstvi v imunokomplexech vzniklych po reakci gedfickou protilatkou. Pouziva se
piitom antigen ozngny radioaktivnim radioizotopem a série jeho steshiah roztok se
znamou koncentraci. ELISA je enzymova imunoanalpdakteré antigen nebo protilatka je
imobilizovand navazdnim na tuhy nbsi obvykle sina zkumavky nebo jamky
v mikrotitracni desce [1]. Metoda ELISA je vhodna pro detekdatakini, zearalenonu,
ochratoxiri, DON a T-2 toxinu [9]. Provadi se extrakce metanola po fidani konjugatu
protilatky s enzymem a chromogenu vznikne barevnydykt, ktery je kvantitativnim
ukazatelem prokazovaného mykotoxir@im vic mykotoxinu vzorek obsahuje, tim vice
vazebnych mist je obsazeno. Navaze se¢nk@mjugovaného antigenu a vysledna barevna
reakce je slabsi [42].

1.12.1 Enzymova imunoanalyza

ELISA (Enzyme-linked Immuno Sorbet Assay; enzymaw@unoanalyza s vazanym
enzymem na imunosorbent) je jednim z nejdiffiich tesh na bézi imunoenzymatické
reakce, ktery je pouzivan jak k detekci protilatiel také pro zjigovani gitomnosti antigenu
[66]. ELISA zvl&Stnim typem EIA (Enzyme Immuno Agsanzymova imunoanalyza). ©b
metody pafti k imunoanalyze se zdanymi reaktanty, zaloZzené na fotometrickych priactp
[19].

Siroké roz&eni ELISA testu vedlo k vyvoji komé&mich diagnostickych souprav a vygob
pristroji, které techniku ELISA usnadji. Standardni uspéadani test v mikroplotnach
pouzivaji pedevSim diagnostické labor&toa zkuSebny, které podle g vySetovanych
vzorki pouZivaji vtzné mfe pristrojovou techniku od #miho provedeni, ies
poloautomatické usgadani (s pouzitim davkoy& vzorki a protilatek, promywusek
a vyhodnoceni vysledk ELISA-readrem spojenym s §itacem) aZz po pouZziti plnych
automat, které samostadrprovadji rutinni typy ELISA ve velkych sériich vzoil{66].

ELISA piedstavuje dobry kompromis, pokud jde o citlivost;hlost a nakladnost [1].
Mezi dalSi vyhody pét dostupnost hotovych kontrich kiti, snadna extrakce a minimalni
nutnostisténi extraktu, vysoka specifita srovnatelnost vysledks chromatografii [8].
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1.12.1.1Definice pouzivanych termina v ELISA

ELISA pouziva v imunologickém testu enzymyippjené k jednomu z reaktdnt Po
piidani vhodného substratu dochéazi k vyvoji barvyinjg vyhodnocenim (kvantifikaci) se
ziskaji kvantitativni vysledky. ELISA tedy zahrnupmstupné pdavani a reakci latek se
substanci vdzanou na pevné fazietw inkubace a separace vazanych a volnych reagent
promytim. Enzymaticka reakce slouzi k poskytnutivpa ke kvantitativnimu weni reakce,
pouzitim enzymaticky zr@ného reaktantu [19, 70]. Sila barevné reakce\jslaaod paétu
piitomnych molekul enzymu argdstavuje tak miru obsahu antigenu ve wgSginém
vzorku. Ri od&iitani volnym okem ziskame alesgpsemikvantitativni vysledek [65]. Tzn., Ze
se srovnava pouze zabarveni negativnich kontrg8stevanymi vzorky. Za pozitivni se
povazuji ty vzorky, které vykazuji tmavsi zabarveei negativni kontrola [66].

Jako pevna faze obvykle slouzi mikroténa deska s jamkami. Komaw dostupné jsou
specialg pripravené ELISA desky, které maji 8 x 12 jamek. Peajf se i tzv. stripy, cozZ je
cast ELISA desky obsahujici 8 jamek, uchycené v BLi&nmeku. (Viz. obr. 9)
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Obr. 14: ELISA rameek se stripy (vlevo). Specidmpiipravené ELISA desky (vpravo)

Adsorpci je mysleno fdavani antigenu nebo protilatky a jejich pasivavazani na
pevnou fazi @ inkubaci. Toto je jednoducha cesta pro imobilizgmnoho z reaktant
v ELISA a jeden z hlavnichiedpoklad jeji UsgSnosti.

Promyti je jednoduché nagimi a vyprazdeni jamek, dlezité pro separaci vazanych
a nenavazanych reagémnt ELISA.

Substrat pouzivany v ELISA je chemické slenina, se kterou enzym specificky reaguje.
Tato reakce je vyuzivana k vytemi signalu, ktery je charakterizovan mirou intgnzi
zbarveni. Chromofor je chemicka latka, ktera ndsedenzymatické interakce se substratem
meni barvu.

Zastavenim sefpstanoveni mysli proces uki&sni reakce enzymu se substratem. Tento
krok ma vliv na zastaveni jakékoliv dalSi &my barvy v ELISA.

Nakonec tzvéteni, coZz znamena dfeni barvy vyvolané v ELISA. Vysledek je mozno
hodnotit b’ pouhym okem (vizualf), nebo pomocéteciho zéizeni (ELISA-reader), které
na principu fotometrie #fi intenzitu barevné reakce (absorbanci) v jedngtlivjamkéach
mikrotitracni desttky. Pro intenzitu zabarveni se tal@sto pouziva oziani opticka denzita
(OD). Hi fotometrickém hodnoceni seém absorbance standardnich (nebo kontrolnich)
a vySetovanych vzork. F¥i vyhodnocovani je nutné sestavit kalidma kiivku ze
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standardnich vzotk(viz. priloha 5) a z ni odétat mnoZstvi antigenti protilatky ve vzorku
vySetovaném [66].

1.12.1.274Kkladni systémy ELISA

Existuje rekolik zpuasohi provedeni, které se [iSi ve tgwbu provedeni detekce,
imobilizované jsou hdi protilatky nebo antigeny: ipma ELISA, nepima ELISA,
.sendvicova” ELISA [19, 71].

Imunoanalyzu Ize rozdit na kompetitivni a nekompetitivni. Kompetitivimhunoanalyza
vyuziva protilatku, ktera je v reakckippmna v omezeném mnozstvi. O jeji vazebna mista
,.SOUBZi” znateny antigen, ktery je v mirnémigbytku, s antigenem nezfgmym, ktery je
stanovovanym vzorkem. Kvantifikaci umage zn&eny antigen. Mnozstvi komplexu se
zna&enym antigenem je n&mo Uneérné mnoZstvi stanovovaného nesmraého antigenu.
Tedy¢im vysSSi je koncentrace vzorku, tim niZSi budennita néfeného signalu v komplexu
a tim vySSi bude koncentrace nenavazanéhgengho antigenu [19, 37, 66].

Nekompetitivni imunoanalyza pouZziva protilatku whgtku. Reakce secastni pouze
jeden antigen a tim je analyzovand latka. Kvardifik zavisi na ziané protilatce, ktera
reaguje s antigenem.

Prima ELISA

Pitima ELISA (obr. 15) mize byt povaZzovana za nejjednodussi formu ELISAuSIo
k detekci antigenu. Protilatka pro detekci je cama (HRP, AP, FITC). i inkubaci se
konjugaty vazi k antigenu a odstéan nenavdzanych konjugéfe provedeno promytim.
Po vymyti nadbytku konjugatu (kondei ¢i pripraveny v laboratio) se gida chromogenni
substrat pro tvorbu zbarveni. Reakce se nechéetywq utitou dobu, po které je zastavena
piidanim inhibéniho reaktantu. Nakonec je barva detekovana sgektroetricky i
odpovidajici vinové délce pro vzniklou barvu.

Obr. 15: Prima ELISA. Na prvni
jamku je gidany antigen (Ag) pasi¥n
* adsorbovan na pevnou fazi. Po promyti
,[..J\ jsou @idany enzymem zra&né
protilatky (Ab), které se VvaZi na
1 ,.( antigen. Po inkubaci a promyti je
piidan  substrat/chromofor (S) a
dochazi k barevné zmeé. Nakonec je
:Effnl;ﬁ piidan ,stop solution“, ¢imz dojde
k dalSi barevné zeémé a pedevSim
k zastaveni reakce [19].
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Nepiima ELISA

Neptima ELISA (obr. 16) oft zahrnuje pdani antigenu a odstrami nenavazanych
komponent stejh jako u Fimé, tzn. Ze antigen se inkubuje s primérni pribida a jeji
nadbytek se vymyje. Sekundarni protilatka — konjug@ vaze na primarni konjugat a
nadbytek se ag vymyje. Nakonec je ffidan substrat (chromofor) k vazanému konjugétu,
¢imz se zéne vyvijet zbarveni. Reakce je zastavena pomogbiifiiiho reaktantu (STOP
¢inidlo) a vyhodnocena spektrofotometricky [19].

Podminkou spolehlivosti je, Ze sekundarni konjuggtaze imobilizovany antigen ani
negilne na skny mikrotitratni desttky.

R I T [ S Obr. 16: Nepima ELISA. Na navazany
antigen se vaze nezifema deteéni

E
Ak
A 1 protilatka. Poté je fidan konjugat, ktery se
vaze na nezri@né protilatky [19].
“AA A A

STOPPING
SOLUTION

P

SUIEE UL e

~Sendviéova“ ELISA (,capture”, ,sandwich* ELISA)

Sendvéova ELISA (obr. 17) z&gna navazanim znamé protilatky specifické pro higda
antigen na plastikovou mikrotigai plotnu. V dalSich krocich se postéppridava tekutina
testovand naiftomnost antigenu, dalSi (detek) protilatka specifickd pro dany antigen
konjugovana s enzymen a nakonec daiekystém — substrat reagujici s enzymem, ktery pod
vlivem enzymatické reakce §uzmeni barvu, nebo od&buje produkty, které s dalSi latkou
(chromogen) vytvé barevnou reakci. Meziffgdanim kazdé ingredience se plotny promyvaiji,
aby se zbavily nenavazanychiepytki reagujicich latek. V pozitivnimifpads, tedy kdyz
v pritomnosti specifickych protilatek v testovaném sdajde k postupnému navazani vsSech
sloZek, se jamka zbarvi podle charakteru pouZigghustratu. V jamce, kde nebyla protilatka
piitomna, nedojde k navazani konjugované protilatkpzsymem a barva substratu v jamce se
nentni. Vyhodnoceni se n&gjstji opét provadi spektrofotometricky [66].
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Obr. 17: ,Sendviovd” ELISA. Na povrch
prvni jamky navazany protilatky (Ab), na
které se specificky vaze antigen (Ag).
Nasled® je piidan konjugat (Ab), ktery se
vaze na zachyceny antigen. DalSi kroky jsou
opét shodné jako u fedchoziho stanoveni
[19].
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Laboratorni vybaveni

2.1.1

2.1.2

2.1.3

2.1.4

2.15

40

Chemikalie

— destilovana nebo deionizovana voda
- 70% CHOH

- 1M NaOH

- 1% GHsgO;

Pristroje

— pH metr - Schoeller instruments

— promyvaka Tecan - Scholler instrumens

— laboratornitepaka OS 2 basic yellow, Labicom s.r.o.
— minitrepaka Minishaker 1

— pristroj na vyhodnoceni Sunrise — Schoeller Instrusmen

Pouzity software

— Neogen Veratox
— Adamintv. 4.2.51.0. Sevaron poradenstvi s.r.o.
- KIM 32

Pracovni pomicky

- mlynek

- vahyna5-10g

— filtra¢ni papir Whatmagtl nebo ekvivalentni filtrani papir
- zkumavky, lahve, odsmné valce

— jedno a vicekanalové mikropipety

— $piky pro jednorazové pouziti

— promyvaci z&izeni nebo sicka

- fotometr pro mikrotitrani destéky

— stopky

SloZeni soupravy

- 48 mikrotitranich jamek s navazanou protilatkou

— 48cervert ozna&enych mikrotitrgnich jamek na miseni

- Kontrolni standardy: Zlgtoznaené lahvtky (5 ks) o koncentraci:
— pro DON: 0; 0,25; 0,5; 1 a 2 (mgky

— pro ZEA: 0; 25; 75; 150 a 500 (ng:Rg

— Konjugat HRP: motk ozn&ena lahvwtka (1ks)

— Substrat K-blue: zel@ozna&ena lahwika (1ks)

- Red Stoginidlo: ¢ervere ozna&ena lahwika (1ks)



Obr. 18: Slozeni ELISA soupravy pro DON / ZEA

2.1.6 Priprava vzorku a extrakce [68]

Vzorek, ktery se testoval, bylo nutné odebrat slEn@u vzorkovaci technikou. Nez se
zatalo s extrakci, vzorek bylo nutné homogenizovat tklating promisit. Ped vlastni
analyzou je nutné vzorky uchovaviit fgplot 2 — 8 °C.

Byl odebran reprezentativni vzorek, rozemlel se tdy nejméa 75 % proslo sitem o
velikosti ok 20 (tzn. velikos@astic instantni kavy)

Bylo odvazeno 10 gipsité smisi (5 g v gipad ZEA), pridalo se 100 ml destilované
vody (@ip. 25 ml 70% methanolu) &palo se 3 minuty nagpace

Vzorek byl nasledd prefiltrovan ges filtraini papir Whatmann #1. K analyze bylo
potreba alesp®5 ml snési.

Nakonec bylo zréreno pH filtratu, které musi mit hodnotu 6 — 8, HhailiS kyselé nebo
zasadité vzorky byly upraveny pomoci roztoku Na@igipH,SOn.

2.2 Kvantitativni stanoveni deoxynivalenolu v krmnych snésich

2.2.1 Princip testu [68]

Souprava VERATOX® je wena pro kvantitativni stanoveni DONu v obilovindah
obilnych produktech. Je zaloZena na principtimg kompetitivni ELISA metody. Na
mikrotitracni destéce jsou navazany specifické protilatky proti DOMw.ozemletého vzorku
jsou toxiny extrahovany destilovanou nebo deionggmwu vodou. Volny DON ve vzorcich a
standardech sot#ti o vazebnd mista na protildtce s enzymatickycemgm DONem
(konjugat). Po inkubaci a odstiam nenavazanych substanci promytim $elg substrat
obsahujici chromogen, ktery reaguje s enzymemy keiozngen DON, za vzniku modré
barvy.Cim modejsi barva, tim je mensi obsah DONu v extraktu kzof est je vyhodnocen
pomoci fotometru. Optické denzity standatdori kalibracni kiivku (viz. piiloha 5), na niz se
vynesou optické denzity vzailka vypa@tou gresné koncentrace DONu ve vzorcich.

2.2.2 Provedeni testu [68]

VSechnacinidla je nutné jednu hodinuied pouZzitim nechat temperovat faboratorni
teplot 18 — 30 °C.
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- Vezme se Kervert ozna&ena jamka pro kazdy vzorek plusc¢érverg oznaenych
jamek pro 5 kontrolnich standdrd umisti se do drzaku mikrotitréch jamek.

- Vezme se stejny @et jamek potaZzenych protilatkou a umisti sé& olp drzaku

— Do kazd&ervert ozna&ené misici jamky se napipetdje0 ul konjugéatu

- Do stejnych jamek p@00 pl standardi DONu avzorki dle schématu

1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10 | 11| 12
A |St0 Vz 4 St0 Vz4
B St025|Vvz5 St0,26 vz b
C |St0,5 |Atd. St0,5 | Atd.
D |St1 St1
E |St2 St2 Cervené jamky
E vz Bilé jgmky vz na prpmi,seni
s protilatkou s konjugatem
G |Vz2 Vz2
H |Vz3 Vz 3

Obr. 19: Obréazek pedstavuje umishi standardl a vzorki v mikrotitratni destéce

Pomoci 8-kanalové pipety se promicha ob&atvert oznaenych jamek (3x se nasaje
dovnitt a ot vypusti). Remisti se po 100 pl do jamek s navazanou specifipkotilatkou.
Obsah jamek promichat po rovném povrchu

inkubace 5 minutiplaboratorni teplat a jamky se promyji 5x destilovanou vodou

Do jamek se napipetuj@00 pl substraty opst promichat a 5 minut inkubovattip
laboratorni teplat

Do jamek se napipetuje pt00 pl éerveného ¢inidla Red Stop na zastaveni reakce,
nasleduje posledni promichani po rovném povrchu

Zmeii se opticka denzita na fotometrdi 550 nm a kon€né neifeni se provadi ve
specialnim programu zvany KIM, pipad VERATOX.

2.2.3 Parametry metody [68]

— Mez detekce 0,1 mg.kg' — tato hodnota byla &ena jako sedni pfimérna hodnota 10
vzorki bez DONu plus 2 standardni odchylky

- Mez kvantifikace: 0,25 mg.kg — bod kalibrani kiivky, ktery ma nejnizsi koncentraci
DONu, kterou Ize jestspolehliv detekovat.

- Kvantifika &ni rozsah 0,25 — 2,5 mg.k§

— OdzkouSené materialy pSenice, pSe&imé otruby, pSetny Srot, kukidice, j&gmen.

2.3 Kvantitativni stanoveni zearalenonu v krmnych snésich

2.3.1 Princip testu [69]

VERATOX® pro zearalenon je kompetetivniipna ELISA v mikrojamkovém formatu,
kterd umo#uje uZivateli ziskat iesné koncentrace v ppb (ugHgVolny ZEA ze vzorku a
kontroly sou¢zi se ZEA zn&nym enzymem (konjugatem) o vazebna mista na il Po
promyvacim kroku seffla substrat, ktery reaguje s navazanym konjuga&etytv&i modré
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zabarveni. Vice modré barvy znamena gqmZgA. Test je vyhodnocen pomoci fotometru.
Optické denzity standaiickvori kalibracni kiivku (viz. priloha 5), na niz se vynesou optické
denzity vzork a vypa@tou pg'esné koncentrace ZEA ve vzorcich.

2.3.2 Provedeni testu [69]
Postup je stejny jako ¥ipact DON, pouze se nanasi standardy s jinymi koncegrnac

1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10 | 11 | 12
A | St0 Vz 4 Sto Vz4
B |St0,25|Vz5 St0,25|Vz5s
C |St0,75 | Atd. St 0,75 | Atd.
D | St 150 St 150
E | St 500 St 500 Cervené jamky ||
o Bilé jamky Vil na promiseni H
' z s protilatkou z s konjugatem
G |Vz2 Vz2
H vz3 I I I [ vz3 I [ [ [ |

Obr. 20: Obrazek pedstavuje umighi standard a vzorki v mikrotitratni destéce

2.3.3 Parametry metody [69]

-~ Mez detekce 10 pg.kg" — tato hodnota byla &ena jako sedni pfim&rna hodnota 10
vzorki neobsahujicich zearalenon plus 2 standardni dkghyl

ZEA, kterou lze je&tspolehliv detekovat.
— Kvantifikaéni rozsah: 25 — 500 pg.kg
— OdzkouSené materialy kukufice, pSenice a fnen

Tab. 13: Maximalni gipustné limity pro mykotoxiny [67]

VOMITOXIN ZEARALENON
(DON) (ZEA)
pg.kg" mg.kg" ug.kg" mg.kg"

. . . krmna . .
krmné snds vV norms vV normg SITES vV normg vV normg
prestarter <200 <0,2 prestarte <30 < 0,030
sroty, < 400 <04 |OW <100 <0,1
vykrm vykrm

KPK,
KPK, KPB < 300 <0,3 KPB <50 < 0,050
PCH < 200 <0,2 PCH <30 < 0,030
drabez < 500 <0,5 dbez < 100 <0,1
nosnice <500 <05 nosnice < 300 <0,3
Zlug <100 <0,1 pA[s] <30 <30
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

Tato diplomova prace byla vypracovana pod vedeniami pMgr. Kellnerové v
diagnostické laboratoSEVARON, s.r.o0. Tato laboratese mimo jiné zabyva problematikou
stanoveni mykotoxiin ve vzorcich krmiva (pSenice, pSé&mh mouka, pSe&émé otruby,
pSenény Srot, kukiice, kukuicna mouka, jgmen, sladovy j@men, oves), tkdha Zle.

Diplomova prace se zaitila na v naSich podminkach néjezit¢jSi z nich, DON a ZEA.
V piilozec. 4 jsou uvedena vesSkera ngena data za obdobi unor 2009 — duben 2010.

V dalSich tabulkaché( 14 az 25) jsou tato data porovnavana z hlediskaych vzorki a
dodavatei a blize hodnocena s ohledem na platné normy. Véskesledky jsou uvedeny ve
tvaru ptmér £ SD (n=2).

3.1 Vyskyt DON a ZEA v jednotlivych chovech

Max. povolené mnoZstvi DON v krmné sshpredstavuje pro chovna prasata 200 pg.kg
a pro ZlE 100 pg.kg. Max. povolené mnoZstvi ZEA v krmné &sn bylo experimentékh
zjisteno 30 pg.kd. [67]

Provadla jsem vyhodnoceni vzolkchow, které od unora 2009 do dubna 201G astji
kontaktovaly diagnostickou laborétSevaron.

3.1.1 Chov7
Tab. 14: Vyhodnoceni vzork chovué. 7 na obsah DON a ZEA v krmivech adlu
Datum L? b. Druh Zvire DON_l ZEA_l
¢islo vzorku [Mg.kg™] [Mg.kg™]
09. 03. 2009 1757 krmivo prase 51,0+ 2,0 138,00+ B
22.05. 2009 6337 Ztu prase 0 0
25.09.2009] 10990 A prashice 0 1855+1,5
(brezi)
12631 Zlg prase 718,5+ 0,5 43,0+ 1,0
12632 Zlg prase 266,0+1,0 38,5+ 0,5
12633 Zlg prase 18445 £ 0,5 73,0 £2,(
12634 Zlg prase 1627,5+6,5 92,5+ 0,5
12635 Zlg prase 134,0£2,0 42,0+ 1,0
12638 Zlg sele 103,5+0,5 6,5+0,5
12639 Zlg sele 2055+25 155+2,5
12640 Zlg sele 61,5+1,5 55+0,5
12642 Zlg sele 75,0+2,0 145+0,5
12644 Zlg béhoun 364,5+0,5 46,0+ 2,0
26. 10. 2009| 12646 Zlg béhoun 621,5+0,5 61,5+0,5
prasnice
12647 Zlg vyiazendz| 1428515 54,0+1,0
chovu
prasnice
12648 Zlg vyiazena z| 1318,0x7,0 54,5+0,5
chovu
prasnice
12649 Zl¢ vyiazendz| 746,0+4,0 56,5+0,5
chovu
12650 Zlg prasnice 565,5+ 3,5 53,5+ 0,5
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Graf 1: Namgtené koncentrace DON chowu? (prvnicast)
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Graf 2: Nangiené koncentrace DON chovu7 (druh&ast)
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Graf. 3: Nameiené koncentrace ZEA chovu7 (prvnicast)
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Graf 4: Namgtené koncentrace ZEA chovu7 (druh&ast)

Chov 7 -ZEA 2
100 - max. < 30 ug.kg? 285 88,5
80 -
61,5
¢ 565
" 54 543 53,5
46 45
of 34,5
E% 40 4 315
20 1 ||‘ 6,5
0 1 T T T T T T T T T T i
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

-20 A ..
cislo vzorku

Z 25 analyzovanych vzoikchovu 7 bylo vyhodnoceno 1@efverg vyznaené) — jako
pozitivni na obsah deoxynivalenolu. Z tabulky 14rafu 1 a 2 je tedy patrné, Ze pouze 3
vzorky vykazuji nulové hodnoty a 76% vzérkiesahuje povolené hodnoty n&tpmnost
DON. Déle tento chov vyZadoval zhodnotit 24 vZora gitomnost ZEA a z gréf3 a 4
bylo zjiS&€no, ze 23 vzork obsahuje zearalenon a 74% z celkového mnoZstdzyr
piekratovalo povolené limity na max. obsah ZEA v krmivu.

3.1.2 Chov 12
Tab. 15: Vyhodnoceni vzork chovu¢. 12 na obsah DON a ZEA v krmivech ad&lu
Lab. o DON ZEA
Datum gislo Druh vzorku Zvire ug.kg] ug.kg]
19. 03. 2009 2454 krmivo pragka 99,0+ 3,0 31,0+£1,0
5542 At prase 8445+ 45 60,0 £ 1,0
30. 04. 2009| 5543 Zlg prase 1810,0 £ 10,0 71,0+ 1,Q
5544 Zlg prase 1715+1,5 515,5+0,b
5740 Zlg neuvedeno 0 0
5741 Zlg neuvedeno 110,5+ 10,5 25,0+1,0
5742 Zlg neuvedeno 208,5+0,5 225+15
5743 Zlg neuvedeno 109,0+0,0 195+0,5
5744 Zlg neuvedeno 163,5+0,5 30,0+1,0
05.05. 2009 5745 krmivo neuvedend 98,5+0,5 20x1,0
5746 krmivo neuvedend 120,5+ 0,5 15+0,5
5747 otruby neuvedeno 31,5+ 00,% X
5748 pSenice neuvedeno 31,5+0,% X
5749 j€men neuvedeng 0 X
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7393 krmivo prase 1115+15 0,0
30.06. 2009 7394 krmivo prase 1245+ 1,5 99,0+1,0
08. 09. 2009 9925 Ztu prase 0 X
12075 krmivo KPK 2495+15 155+1,5
13.10. 2009| 12076 krmivo KPK 161,5+0,5 50+1,0
12077 Zl¢ neuvedeno 225,0+1,0 40,0+ 1,0
13017 Zlg prase 10155+ 2,5 94,0 = 3,C
05.11.2009 13018 Zl¢ prase 155,0+1,0 91,5+0,5
Graf 5: Namtené koncentrace DON chovul?2 (prvni¢ast)
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Graf 6: Namétené koncentrace DON chovul2 (druh&ast)
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Graf 7: Nangiené koncentrace ZEA chov¥ul2 (prvni¢ast)
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Graf 8: Namgiené koncentrace ZEA chovul?2 (druh&ast)
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U chovu 12 bylo vyhodnocovano 22 vzorkri¢emz pouze 3 vzorky neobsahovaly zadné
mnozstvi DON a 50% z celkového mnoZstvi vykazovalwitivhi nalez pekraujici
povolené hodnoty (viz. graf 5 + 6). Z 18 experindémt hodnocenych vzortkbylo zjiS€no,

Ze 2 vzorky zadné mnozstvi ZEA nevykazuji, viz.fgfat 8, gicemz 50% z celkového
mnozstvi je pozitivnich nafffomnost ZEA ve vzorku zlie a krmiva.
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3.1.3 Chov 28

Tab. 16: Vyhodnoceni vzork chovu¢. 28 na obsah DON a ZEA v krmivech a&lu

o

Lab. oy DON ZEA
Datum gislo Druh vzorku Zvire ug.Kg] ug.Kg]
6184 krmivo prase 11845+ 1% 169,0 £ 0,0
18. 05. 2009| 6185 krmivo prase 1725+25 87,5+0,5
6186 krmivo prase 181,5+0,5 54,0+2,0
10. 07. 2009 7661 krmivo prasnice 1383,0 £ 3,0 2005
20. 08. 2009 9378 pSenice prase 824,5+0,5 8,5 % (
02. 09. 2009 9654 krmivo prase 382,5+0,5 X
08. 10. 2009 11521 pSenice neuvedeno 1125+1,5 X
09. 11. 2009 13108 krmivo, prase 1116,0 + 5,0 X
24.11. 2009 13578 pSenice prase 618,5+ 2,5 X
14005 krmivo sele 80,5+0,5 X
14006 krmivo prase 1411,0 + 152,0 X
08. 12. 2009 14007 krmivo vykrm 0 X
14008 krmivo prasnice 314,5+0,5 X
14009 krmivo prase 423,0+ 2,0 X
15. 01. 2010 388 krmivo prase 444,0 £ 0,0 X
1573 pSenice prase 1805+ 1,5 2245+ 3
25. 02,2010 1574 kukdtice prase 763,0+1,0 X
02. 04. 2010 2863 kukice prase 7745 +£0,5 X

Graf 9: Nanmeiené koncentrace DON chowu28 (prvnic¢ast)
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Graf 10: Namziené koncentrace DON chowu28 (druh&ést)
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Graf 11: Nangfené koncentrace ZEA chovu28
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Chov 28 pateboval pro¥iit 18 vzorki na gitomnost DON v krmnych sésich a bylo
zjisSttno 66,7% pozitivnich a z celého mnozZstvi pouzenjdizorek vykazoval nulové
mnozstvi — viz. graf 9 + 10. Na ZEA bylo vy&®tano 6 vzork, piiméemz pouze 2 vzorky,
tzn. 33,33% byly negativni, jak je zrejmé z gréfl.
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3.1.4 Chov 16

Tab. 17:Vyhodnoceni vzork chovu¢. 16 na obsah DON a ZEA v krmivech a&lu

Datum Lfa b. Druh Zvire DON_l ZEA_l
¢islo vzorku [Mg.kg™] [Mg.kg™]
3254 Zlg prase 19085+ 1,5 193,0+2,0
3255 krmivo prase X 329,0+4,0
02. 04. 2009, 3256 krmivo prase X 3,5+0,5
3257 krmivo prase X 0
3258 krmivo prase X 0
01. 07. 2009 7420 Ztu sele 471,5+0,5 46,5+ 2,5
10571 ?la odstavene | o5, 15 | 227,030
17. 09. 2009 Aetaven
10570 krmivo 82,5+0,5 296,5+2,5
prase
11. 01. 2010 254 Ztu prase 2925+15 78,0+ 0,0
26. 01. 2010 761 krmivo prase 176 £ 3,0 X
1583 pSenice prase 190,5+0,5 1355+ 25
25.02. 2010 1584 j€men prase 785,5+45 X
18. 03. 2010 2269 ztu prase 482,0+1,0 X
Graf 12: Nangiené koncentrace DON chovul6
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Graf 13: Nantfené koncentrace ZEA chovul6
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U chovu 16 jsem analyzovala 9 vzorke vSech byl vomitoxiniftomen a pouze 33,33%
(tzn. 3 vzorky) bylo negativnich — viz. graf 12. M&A, kde je mnoZstvi podstatmensi,
bylo z 10 analyzovanych vzark30% negativnich, zbylych 70% tedyepySovalo povolené
mnoZstvi mykotoxinu v krmivu — viz. graf 13.

3.1.5 Chov 2
Tab. 18: Vyhodnoceni vzork chovu¢. 2 na obsah DON a ZEA v krmivech adlu
Datum Lab. Druh Zvite DON ZEA
&islo vzorku [ug.kg] [ug.kg]
834 Krmivo Prase 133,0+ 3,0 X
O ) )
12.02. 2009 ¢35 krmivo Prase 2135+1,5 X
10. 04. 2009 3421 Ztu Sele 1272,0+1,0 X
4177 krmivo prase 226,0 + 0,0 X
n b 3
22.04. 2009778 krmivo prase 136,0 + 2,0 X
12. 05. 2009 5954 ztu skot 1125+ 2,5 355+25
17.09. 2009 10564 Zu prase 540,5+0,5 263,0+1,0
24.09. 2009 10892 Zu prase 1734,5+0,5 2335+25b
13153 zlg skot 70,0+1,0 30,0 +£0,0
n 1 1 L L
11.11.2009 13154 Zl¢ skot 82,5+0,5 36,5+0,5

53



Graf 14: Namsiené. koncentrace DON chowu2
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Graf 15: Nanmttené koncentrace DON chowu?2
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Z 10 vySetovanych vzork chovu 2 byly vSechny napadenyiguSnym mykotoxinem,
ovSem 4 vzorky, tzn. 40% niggsahovaly povolené mnoZstvi ndt@gmnost DON v krmivigi
Zluei- viz. graf 14. Z5 vzork vySetovanych metodou ELISA byly vSechny napadeny
mykotoxinem zearalenonem a jak je patrné z grabuviechny vzorkyigsahovaly povolené
MNOZstvi.
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3.1.6 Chov 32

Tab. 19: Vyhodnoceni vzork chovu¢. 32 na obsah DON a ZEA v krmivech a&lu

Datum Lg b. Druh Zvire DON_l ZEA_l
¢islo vzorku [Mg.kg™] [Mg.kg™]
6677 Zlg neuvedeno 298,0 £ 3,0 81,5+0,5
04. 06. 2009 6678 krmivo neuvedend 102,5+0,5 8,0+1,0
6679 krmivo neuvedend 113,0£ 2,0 11,5+0,5
14.12. 2009 14187 krmivo neuvedeno 118,5+0,5 X
15. 01. 2010 391 krmivo prase 1215+1)5 22,00 1,
432 krmivo prase 153,5+ 3,5 X
18.01. 201 433 krmivo prase 103,0+£0,0 X
15. 03. 2010 2101 krmivo prase 410+1,0 X

Graf 16: Nangfené koncentrace DON chowu32
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Graf 17: Namefené koncentrace ZEA chovu32
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U chovu 32 byl z celkového p vzorki (8) zjiS€n pouze jediny, kteryipsahoval limity
max. mnozstvi DON v krmivu — viz. graf. 16. Jak je patrné z gratul7, ZEA byl gitomen
ve vSech 4 vyS&bvanych vzorcich, pouze 1 vzorek () prekratoval kritéria na povolené
MNOZstvi.

3.1.7 Chov 15
Tab. 20: Vyhodnoceni vzork chovu¢. 15 na obsah DON a ZEA v krmivech ad&lu
Datum Lab. Druh Zvite DON ZEA

&islo vzorku [ug.kg] [ng.kg™]

31. 03. 2009 2121 krmivo prase 108,0 £ 4|0 0
6956 Krmivo prase 124,0 £ 3,0 189,0 £ 0|0

15. 06. 200 6957 krmivo prase 57,0+1,0 225+1,5%
7334 krmivo prase 65,0 £ 3,0 0

26. 06. 200 7335 krmivo prase 82,5+1,5 0

15.10. 2009 12227 pSenice neuvedeno 88,5+0,5 0

56



Graf 18: Nanmttené koncentrace DON chowul5

Chov 15 - DON

160 - max. < 200 pg.kgt
140 - 124
120 4 108
825 88,5
E 100 = ' -
? 80 57 65 =
— 50 - I
40
20 A
0 T T T T T
1 2 3 4 5 6
cislo vzorku
Graf 19: Nanmsiené koncentrace ZEA chovul5
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Chov ¢islo 15 oproti pedchozim chovm sice vykazoval ffitomny DON ve vSech
vzorcich krmiva, ale Zadny z nich repahoval povolené mnozstvi (graf 18). Z5
analyzovanych vzoikna ZEA 3 vzorky nevykazovaly zadné mnozstvi mykoto v krmivu,
pouze 1 pesahoval povoleny limit (graf 19).
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3.2 Vyhodnoceni veskerych vzork Zlu¢e na DON
Tab. 21: Vyhodnoceni vSech chéwna obsah DON ve vzorcich 2k

OT

A—

O1

Datum Chov Iabtzfatoml Zvire DON.l
¢islo [Lg.kg™]
09. 03. 2009 Chov 8 1994 prase 1195,0 + O,
30. 03. 2009 Chov 4 3029 zmetek 3356+1,5
02. 04. 2009 Chov 16 3254 prase 1908,5 + 1,
09. 04. 2009 Chov 17 3396 prase 27,0+1,0
10. 04. 2009 Chov 2 3421 sele 1272,0 £ 1,(
10. 04. 2009 Chov 19 3443 prase 143,5+ 1,5
4148 zmetek 33,0+1,0
20. 04. 2009 Chov 21 4149 zmetek 18,0+ 0,0
4150 zmetek 33,0+2,0
20. 04. 2009 Chov 22 3482 tele 60,5+ 0,5
4241 prase 145+0,5
22.04. 2009 Chov 12 4242 prase 186,0+ 1,0
4243 prase 46,0+ 2,0
27.04. 2009 Chov 23 4755 prase 559,5+ 0,5
5542 prase 8445 +45
30. 04. 2009 Chov 12 5543 prase 1810,0 £ 10,0
5544 prase 1715+15
5740 neuvedeno 0
5741 neuvedeno 110,5+ 10,5
05. 05. 2009 Chov 12 5742 neuvedeno 208,5+0,5
5743 neuvedeno 109,0+£0,0
5744 neuvedeno 163,5+0,5
06. 05. 2009 Chov 24 5796 prase 142,5 £ 0,5
12. 05. 2009 Chov 27 5953 prase 985,5 £ 0,5
12. 05. 2009 Chov 2 5954 skot 1125+£2,5
14. 05. 2009 Chov 25 6127 prase 1782,5 £ 2,
14. 05. 2009 Chov 26 6136 prase 154,5 + 0,5
20. 05. 2009 Chov 29 6262 prase 5845
22.05. 2009 Chov 7 6337 prase 0
30. 05. 2009 Chov 4 6558 prase 161,5+0,5
04. 06. 2009 Chov 32 6677 neuvedenaq 298,0 + 3,
07. 06. 2009 Chov 4 6745 prasnice 802,0 £ 3,0
6761 prase 56,5+4,5
08.06.2009 Chov 27 6762 sele 1187,5+ 125
09. 06. 2009 Chov 33 6776 prase 60,0+ 2,0
01. 07. 2009 Chov 16 7420 sele 4715+ 0,5
13. 07. 2009 Chov 41 7717 prase 1930,5 + 6,
17.07. 2009 Chov 42 7881 vykrm 506,5 2,5
22.07. 2009 Chov 35 8220 prasa 464,0+ 2,0
05. 08. 2009 Chov 11 8736 prase 213,5+ 2,5
06. 08. 2009 Chov 44 8811 prase 205,5 + 0,5
14. 08. 2009 chov 45 9272 prase 0
31. 08. 2009 Chov 24 9635 sele 745+15
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04. 09. 2009 Chov 40 9837 prase 265,0 + 1,0
08. 09. 2009 Chov 12 9925 prase 0
17. 09. 2009 Chov 2 10564 prase 540,5 + 0,5
17. 09. 2009 Chov 16 10571 odstavené prase 5415 +
24. 09. 2009 Chov 2 10892 prase 1734,5 + 0,
25. 09. 2009 Chov 7 10990 prasniceeg) 0
02. 10. 2009 Chov 45 11334 prase 927,0 £ 1,(
Chov 50 12058 zmetek 65,5+2,5
13.10. 2009 Chov 12 12077 neuvedeno 225,0+1,0
23. 10. 2009 Chov 51 12627 skot 215+0,5
12631 prase 718,5+0,5
12632 prase 266,00+ 1,0
12633 prase 18445+ 0,5
12634 prase 1627,5+6,5
12635 prase 134,0+2,0
12638 sele 103,5+0,5
12639 sele 205525
12640 sele 615+15
12642 sele 75,0+ 2,0
12644 khoun 364,5+0,5
12646 khoun 621,5+0,5
prasnice
12647 vyfazend z 1428,5+1,5
chovu
prasnice
12648 vyiazena z 1318,0+£7,0
chovu
prasnice
26. 10. 2009 Chov 7 12649 vyifazena z 746,0 £4,0
chovu
prasnice
12650 vyfazend z 565,5+ 3,5
chovu
prasnice
12651 vyiazena z 238,0+£5,0
chovu
prasnice
12652 vyfazend z 12521,0+1,0
chovu
prasnice
12653 vyiazena z 680,5+0,5
chovu
prasnice
12654 vyiazena z 315,0+5,0
chovu
prasnice
12655 vyiazena z 1482,0£2,0
chovu
02. 11. 2009 Chov 52 12821 zmetek 31,5+0,5
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12914 prasnice 336,5+0,5
12915 prasnice 8655+25
12916 prasnice 5145+0,5
12917 prasnice 633,0+1,0
12918 prasnice 247,0+0,0
12919 prasnice 7425+15
12920 prasnice 270,2+0,2
03. 11. 2009 Chov 38 12921 prasnice 317,0+1,0
12922 prasnice 683,0 + 3,0
12923 prasnice 290,5+0,5
12924 prasnice 212,0+0,0
12925 prasnice 236,0+0,0
12926 prasnice 393,5+35
12927 prasnice 253,0+1,0
Chov 13 12959 prastka 573,0+ 3,0
13017 prase 1015,5+2,5
05. 11. 2009 Chov 12 13018 prase 1550+ 1.0
13153 skot 70,0+1,0
11. 11. 2009 Chov 2 13154 kot 825+05
13.11. 2009 Chov 53 13282 prase 104,5 + 0,5
18.11. 2009 Chov 54 13236 sele 1045+1,5
13583 prasnice 1138,5+1,5
24.11.2009 Chov 33 13584 prasnice 565,5+ 3,5
25.11. 2009 Chov 55 13648 vykrm 50kg 1292,2 + 0,5
25. 11. 2009 Chov 56 13655 vykrm 538,0 + 16,
09. 12. 2009 Chov 33 14061 sele 864,5 + 0,5
09. 12. 2009 Chov 59 14062 sele 0
14.12. 2009 Chov 60 14185 sele 491,5+ 0,5
16. 12. 2009 Chov 7 14214 mrtve 0
nenarozene sele
28. 12. 2009 Chov 26 14384 sele 1007,0 + 4,
04.01. 2010 Chov 61 12 vykrm 953,5+0,5
07.01. 2010 Chov 11 180 sele 26,0+ 3,0
mrtve
08. 01. 2010 Chov 63 192 nenarozene sele 315205
193 prase 1188,0 + 3,0
11. 01. 2010 Chov 16 254 prase 2925+ 1,5
11. 01. 2010 Chov 64 259 prase 0
26. 01. 2010 Chov 5 765 zmetek 24,0+ 3,0
02. 02. 2010 Chov 66 941 prase 12110+ 1,
04. 02. 2010 Chov 67 1030 mrtve 48,5+ 1,5
nenarozene sele
12. 02. 2010 Chov 27 1201 mrtve 62,515
nenarozene sele
16. 03. 2010 Chov 79 2127 zmetek 0
17. 03. 2010 Chov 80 2191 prase 1405,0 + 5,
17. 03. 2010 Chov 81 2196 zmetek 0
18. 03. 2010 Chov 16 2269 prase 482,0+ 1,
19. 03. 2010 Chov 11 2304 sele 0
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19, 03. 2010 Chov 26 2301 Zmetek 1815+09
30. 03. 2010 Chov 82 2636 sele 6555+ 1.5

2821 neuvedeno 1108,0+ 2,0
31.03. 2010 Chov 25 2822 neuvedeno 16235135

Graf 20: Pozitivni a negativni vzorky zsina DON

Zlué¢ - DON

max. < 100 pug.kg?

M pozitivni

Ll negativni

Jak ztabulky¢. 20 vyplyva, bylo protteno celkem 123 vzotk na gitomnost
deoxynivalenolu ve Zziti. Pouze 10 vzork z celkového mnozZstvi neobsahovalo zadné
mnozstvi DON a celkavtedy pouze 34 voitk coz odpovida 28%, je negativnich. Zbylych 89

vzorki (72%) vykazovalo zvySené mnozstvi DON, které jigsahuje maximalnitfpustné
limity (graf 20).

3.3 Vyhodnoceni veSkerych vzork Zluée na ZEA
Tab. 22 :Vyhodnoceni vSech chéwna obsah ZEA ve vzorcich Zki

Datum Chov Lab‘;’,r atorni Zvire ZEA_1
¢islo [Mg.kgT]
25. 03. 2009 Chov 13 2988 prase 62,0+2,0
30. 03. 2009 Chov 4 3029 zmetek 1105+1,5
02. 04. 2009 Chov 16 3254 prase 193,0+2,0
16. 04. 2009 Chov 20 4100 zmetek od 561,5 + 4,5
prasnéky
4148 zmetek 22,0+1,0
20. 04. 2009 Chov 21 4149 zmetek 11,0+1,0
4150 zmetek 155+0,5
5542 prase 60,0+ 1,0
30. 04. 2009 Chov 12 5543 prase 71,0+1,0
5544 prase 515,5+0,5




5740 neuvedeno 0
5741 neuvedeno 250+1,0
05. 05. 2009 Chov 12 5742 neuvedeno 225+15
5743 neuvedeno 195+0,5
5744 neuvedeno 30,0+1,0
06. 05. 2009 Chov 24 5796 prase 55,5+ 1,5
12. 05. 2009 Chov 27 5953 prase 97,0+1,0
12. 05. 2009 Chov 2 5954 skot 355+2,5
14. 05. 2009 Chov 25 6127 prase 168,0+1,0
14. 05. 2009 Chov 26 6136 prase 51,5+ 0,5
20. 05. 2009 Chov 29 6262 prase 163,0+1,0
22. 05. 2009 Chov 7 6337 prase 0
04. 06. 2009 Chov 32 6677 neuvedeno 81,5+0,%
07. 06. 2009 Chov 4 6745 prasnice 51,5+0,5
09. 06. 2009 Chov 33 6776 prase 17,5+0,5
01. 07. 2009 Chov 16 7420 sele 46,5+ 25
13. 07. 2009 Chov 41 7717 prase 282,5+0,b
14. 08. 2009 Chov 45 9272 prase 3,5+0,5
31. 08. 2009 Chov 24 9635 sele 363,0+1,0
17. 09. 2009 Chov 2 10564 prase 263,0+1,0
17. 09. 2009 Chov 16 10571 odstavené prase 2230 +
24.09. 2009 Chov 2 10892 prase 233,5+2,5
25. 09. 2009 Chov 7 10990 prasnicee@) 1855+1,5
02. 10. 2009 Chov 45 11334 prase 306,5+ 1,5
Chov 50 12058 zmetek 75+15
13.10. 2009 Chov 12 12077 40,0+1,0
12631 prase 43,0+ 1,0
12632 prase 38,5+0,5
12633 prase 73,0+2,0
12634 prase 92,5+0,5
12635 prase 42,0+1,0
12638 sele 6,5+0,5
12639 sele 155+25
12640 sele 55+0,5
12642 sele 145+0,5
12644 khoun 46,0+ 2,0
12646 khoun 61,5+0,5
26. 10. 2009 Chov 7 12647 prasnice viazena 54.0 + 1,0
z Chovu
12648 prasnice viazena 545+ 0,5
z Chovu
12649 prasnice viazena 565+ 0.5
z Chovu
12650 prasnice viazena 535+ 0.5
z Chovu
12651 pras;'éigﬁze”a 31,5+0,5
12652 prasnice viazena 88.5+05
z Chovu
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12653 prasnice viazena 450 + 1,0
z Chovu
12654 prasnice viazena 345425
z Chovu

12656 pras;'gi;’\ﬁze”a 88,5 +0,5
02.11. 2009 Chov 52 12821 zmetek 0

13017 prase 94,0 + 3,0
05. 11. 2009 Chov 12 13018 orase 915+05

13153 skot 30,0+0,0
11.11. 2009 Chov 2 13154 kot 365205
18. 11. 2009 Chov 54 13236 sele 21,5+1,5

13583 prasnice 1445+ 2,5
24. 11. 2009 Chov 33 13584 prasnice 147,0 + 2,0
16. 12. 2009 Chov 7 14214 | Mrve rs‘glr(‘aamze”e 6,5+0,5
28.12. 2009 Chov 26 14384 sele 119,0 + 1,(
04. 01. 2010 Chov 61 12 vykrm 435+0,5

mrtvé nenarozeneg
08.01.2010 | Choves| 192 sele 455205
193 prase 1440+1,0

11. 01. 2010 Chov 16 254 prase 78,0 + 0,0
11. 01. 2010 Chov 64 259 prase 215+1,5
11. 03. 2010 Chov 78 1999 ovce 84,0+2,0
19. 03. 2010 Chov 26 2301 zmetek 20x1,0
Graf 21: Pozitivni a negativni vzorky ztiina ZEA

Zlué - ZEA

max. < 30 pg.kg™

H pozitivni

i negativni
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Béhem sledovaného obdobi bylo nutné gridvcelkem 73 vzork Zluci na gritomnost
zearalenonu. Taks. 21 ukazuje, Ze pouze 3 vzorky z celkového mnézsewykazovaly
Zadnou pitomnost ZEA. Z grafu 21 je patrné, Ze 16 vipriedy 22% je negativnich a tedy
negekratovaly max. limity, kdezto zbylych 57 vzairkcoz je 78%, fekratovalo povoleny
limit na pritomnost ZEA ve Zld.

3.4 Vyhodnoceni vSech vzork je¢émene na DON a ZEA
Tab. 23: Prehled vSech vyS@ivanych vzork jeémene na obsah DON a ZEA

. . DON ZEA
Datum Chov Lab. ¢islo Zvire _ .
[Hg.kg™] [Hg.kg™]
5.5. 2009 Chov 12 5749 neuvedeno 0 X
24. 8. 2009 Chov 46 9458 prase 114,0+1,0 2825+
27.1. 2010 Chov 65 817 prase 82,020 2,0+£1/0
25. 2. 2010 Chov 16 1584 prase 785,5+45 X
Graf 22: Nametené koncentrace DON vgmeni
Je€men- DON
max. < 200 pg.kg
1200
1000 H 7855
800 A
=5 600 A
E‘f 400 + 114 a2
0
200 ~
N I_l_l
1 2 4
-200 A

-400 - .
cislo vzorku
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Graf 23: Namtené koncentrace ZEA vdmeni
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DalSim ukolem bylo zhodnotit vzorky geene z hlediska (nejjpomnosti

deoxynivalenolu a zearalenonu. Celkem byly vyhoéngct vzorky na DON — viz. tab. 22

a zgrafu 22 je iegjmé, Ze pouze 1 vzorek.{) neobsahoval zadné mnoZzstvi daného
mykotoxinu a 1 vzorek ¢ 4) pekra&ovat povoleny limit. Na ftomnost ZEA byly
vyhodnocovany pouze 2 vzorkyiigemz pouze 1¢ 1) pekraioval stanovené hranice (graf
23).

3.5 Vyhodnoceni vSech vzork pSenice na DON a ZEA
Tab. 24: Prehled vSech vyS@ivanych vzork pSenice na obsah DON a ZEA

Lab. . DON ZEA

Datum Chov gislo Zvire lug.kg™] lug kg™
05. 05. 2009 |Chov 12| 5748 |neuvedendq 31,5+0,5 X

20. 08.2009 |Chov 28 9378 prase 824,5+0,5 8,5+0,5
24.08. 2009 |Chov 46, 9457 prase 311,5+0,5 0

08. 10. 2009 |Chov 28| 11521 | neuvedenqd 112,5%+1)5 X
15.10. 2009 |Chov 15| 12227 | neuvedenq 88,5%0,5 0
24.11.2009 |Chov 28 13578 prase 618,5+25 X
27.01. 2010 |Chov 65 816 prase 122,0 £ 3,0 X
17.02.2010 |Chov 68 1301 |neuvedenq 28,5%1,5 0
25.02.2010 |Chov 28 1573 prase 180,5+1,5 2245+35
25.02.2010 |Chov 16, 1583 prase 190,5+0,5 1355+2,5
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Graf 24: Nameiené koncentrace DON u pSenice
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Graf 25: Namgiené koncentrace ZEA u pSenice
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Stejnym zfisobem jako vfedchozim fpads byly vySetovany vzorky pSenice na
uvedené mykotoxiny. Vifpadd DON bylo hodnoceno 10 vzaik piicemz 3 vzorky
prekrasovaly povoleny limit 200 pg.Ky (viz. graf 24). V pipad ZEA (graf 25) bylo
zpracovavano 6 vzoik 3 z celkového mnozstvi vykazovaly nulové mnozat@ivzorky, tzn.
33% prekrasovalo povoleny limit 30 pg.ky
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3.6 Vyhodnoceni vSech vzork kuku¥ice na DON a ZEA
Tab. 25: Prehled vSech vyS&vanych vzork kukurice na obsah DON a ZEA

Lab. . DON ZEA
Datum Chov v Zvire - i
gislo [19.kg™] [19.kg™]
14. 05. 2009 | Chov 27 6137 prase 145,0+ 3,0 30+£1,0
21.05.2009| Chov 306321 | neuvedenag X 1,5+0,5
7134
15. 06. 2009 | Chov 36 prase 97,0+1,0 20,0+ 2,0
7135 prase 130,0+ 2,0 1545+1,5
25.02.2010| Chov 28 1574 prase 763,0+1,0 X
Graf 26: Namstené koncentrace DON v kuici
Kukurice- DON
1000 - max. < 200 ug.kgt — i
800 -
600 -~
B
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Graf 27: Namtfené koncentrace ZEA v kukai
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V ptipad kukuiicného vzorku bylo nutné vyhodnotit 5 vzérka obsah DON v krmivu.
Z grafu 26 je patrné, Ze 2 vzork§. @ + 5) vyznama piekrasily povoleny limit 200 pg.kd
v krmivu a z grafu 27 @¥eme sledovat, Ze je pozitivni pouze 1 vzorekd) z celkového
mnoZstvi.

68



ZAVER

Mykotoxiny jsou toxické metabolity dkterych plisni, nachézejicich se v krmivech a
potravinach. Tyto toxické slozky jsou zdrojem alit@nich intoxikaci zvat a clovéka
nazyvanych mykotoxikézy. V sdéasné dob je zndmo asi 400 drih mykotoxini.
NejrozsfergjSi a zdravotd nejvyznamgjSi mykotoxiny, zgisobujici nej¢tSi ekonomicke
ztraty, jsou aflatoxiny, deoxynivalenol, ochratoxiif-2 toxin a zearalenon.

Uginky mykotoxini na organismus zkdt a ¢lovéka jsou velmi rozsahlé. iznaky
mykotoxik6z mohou byt vSeobecné, nebo specifické mtité mykotoxiny, které fisobi
pievazrt jen na wgkteré organy a tk&n Zvlast rizikové pro ¢lovéka jsou toxiny
s teratogennimi, mutagennimi a karcinogennitimky, zejména aflatoxin B1.

Mykotoxik6zy se mohou projevovat v akutnich neboodiickych formach. V praxi jsou
zdravotr a ekonomicky zava#si chronické formy, protozZe jsaiastjSi a probihaji skryt
Jsou dsledkem déletrvajiciho fjpmu nizSich davek mykotoxin Klinické projevy
onemocgni jsou mén vyrazné a nespecifické — Spatnyjgm nebo odmitani krmiva, snizena
konverze Zivin, pokles uzitkovosti, poruchy plodinosniZzena odolnost proti infekcim a

V praktickych podminkach je nalez jednoho mykotoxirzacny,casgji jde o vice&etné
kombinace mykotoxith v nizkych az mirnych hladinach. Vyvolanéizmaky onemoacni
mohou byt odliSné odth, které jsou uvaahy pii pasobeni jediného mykotoxinu a zpravidla
dochézi k synergismu, tj. k zesileni toxickyania. Vzhledem k sotasnému fisobeni vice
druhi mykotoxini jsou uvadné limity pro utity mykotoxinc¢asto problematicke.

Mykotoxiny predstavuji celosstovy problém. V chladjSich oblastech, kde je pasi
doprovazeno zvysenymi vihkostnimu podminkami, cezyka takéCeské republiky, jsou
krmiva a potraviny nejvice kontaminovany zearalemondeoxynivalenolem, T-2 toxinem a
ochratoxiny. Aflatoxiny jsou naopak rogsne v teplejSich a vihkych zépisnych Sikach a
vV naprosté $tSine piipadi jsou k nam dovezeny s kontaminovanym krmivem.

K vySeteni krmiv je teba pistoupit @i rizikovych klimatickych podminkachifhodnych
pro mist plisni, pi makroskopickém vyskytu plisni & medodrzeni technologie usklaui
krmiv. Indikaci k vySateni krmiva jsou ploSné zdravotni poruchyiavi Spatny fijem nebo
odmitani krmiva, poruchy reprodukce a zhorSeftové schopnosti. Vydeni plisni a
mykotoxini v krmivech se provadi na pracovistich Statnictemeérnich Ustay, kde je
rovnéz mozné projednat systém adb vzork.

Na rozdil od potravin chybi veétsine evropskych stét pro jednotlivé mykotoxiny a
jednotlivé kategorie zv@t a krmiv maximalé piipustné koncentrace. Jedinym dnes
limitovanym mykotoxinem je aflatoxin B Pouzivalo se proto srovnani zjiggch vysledk
s doporgenymi limity publikovanymi ve Spojenych stétech.

Tato prace probihala v diagnostické labafiatBEVARON s.r.0. pod vedenim pani
Mgr. Dity Kellnerové. Provatla jsem stanoveni obsahu vybranych mykotdxirkrmivech.

Ze 7 chow (tab. 13 az 19), jsem vys$id celkem 98 vzork krmiv a Zlwe na pitomnost
DON. Z celkového p&u pouze 6 vzork, tzn. 6,1%, vykazovalo nulové hodnoty, 55 vZgrk
tzn. 56,1%, fekratovalo maximalni limity (200 pg.KY v piipads krmiva, 100 pg.kg
v pripad® Zluwci) pro DON v krmivech¢i Zluci hospodéskych zvfat. Téchto 7 chow jsem
hodnotila i z hlediska ZEA. Celkem bylo analyzovan® vzorki krmiv a Zlw&e. Pouze
8 vzorki neobsahovalo Zadné mnozstvi mykotoxinu, 45 wgot&dy 62,5%, fekratovalo
povoleny limit 30 pg.kd.
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Dale jsem hodnotila vSechny vzorky &#una obsah DON a ZEA (tab. 20 a 21). Ze 123
vzorka Zlute stanovovanych na obsah DON bylo pozitivnich 78%af(20) a v pipact ZEA
(graf 21) ze 73 vzork bylo pozitivnich 78%. Pouze zanedbatelné mnoZsw&orka
neobsahovalo uvedené mykotoxiny.

V posledni fazi experimentalriiasti jsem provatla hodnoceni vSech vzarke¢mene,
pSenice a kukiice (tab. 22, 23, 24). Jak je z grafu 22 patrnéizpal vzorek jgmene (25%)
v ptipadc DON a 1 vzorek (50%) vifpadt ZEA (graf 23) pekrauji povolené hodnoty.
U pSenice pekraiuje max. hodnoty 30% vzoikna DON a 33% vzofkna ZEA. V gipact
kukurice prekratuje maximalni limit na obsah DON 40% a 25% na ol&aA.

Po celkovém zhodnoceni vzdrkrmiv je tedy patrné, Ze nulové hodnoty vykazuga |
malé procento vzork vétSina vzork je napadenaifslusnym mykotoxinem a vice jak 50%
vzorka prekraiuje povolené limity na obsahy mykotoxitv krmivech. O to vice alarmuijici
jsou ziskana data wipad Zlui — nad 70% vzork vykazuje nadlimitni hodnoty. Tab. 26
tedy zobrazuje celkovyiphled analyzovanych vzarkv jednotlivych chovech, pdp krmiv
a paet ,nadlimitnich” vzork.

Kontaminace krmiv mykotoxiny je tedy vyznamnym e&orickym problémem pro
chovatele a pro krmivaky primysl.,, protoZze fitomnost mykotoxif sniZuje kvalitu
obilovin, krmiv a vynosy plodin.

Prevence by #la byt primarnim cilem, gité podminky prosedi kEhem fGstu a sklizg
plodin vSak ovlivnit nelze.

Tab. 26: Celkovy pehled analyzovanych vzarkz jednotlivych choit, pogr. krmiv a jejich pget gresahuijici

dané limity
DON ZEA
S Pocet N Pocet
Celkovy potet | Glimitniche | CEIKOVY Pt | dlimitnich”

vzorku . vzorku .

vzorki vzorki
Chov 7 25 19 24 18
Chov 12 22 11 18 9
Chov 28 18 12 6 4
Chov 16 9 4 10 7
Chov 2 10 6 5 4
Chov 32 8 1 4 1
Chov 15 6 0 5 1
Je¢men | 4 \ 1 \ 2 | 1
PSenice | 10 \ 3 \ 6 | 2
Kuku Fice | 5 \ 2 \ 4 | 1
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOL U

Ab

Ag
ALARA
Aw
DON
CNS
EIA
ELISA
FAO
IARC

KD

KPB
KPK

KTJ
LDsc

oD

PCH
Prasnice
Prasnic¢ka
RIA

SD
WHO
ZEA
ZEN
Zmetek

Konjugat (protilatka)

Antigen

Aktivita vody

Deoxynivalen

Centralni nervova soustava

Enzyme Immunoassay; enzymova imunoanalyza
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay; enzymova imuayaa
Food and Agriculture Organization; Organizace prbiwu a zenddélstvi
International Agency for Research on Cancer; Mepithdi agentura pro
vyzkum rakoviny

Krmna davka

Prasnice fezi a jalové

Prasnice kojici

Kolonie tvaici jednotky

Lethal Dose, 50%; smrtelna davka v 50Bippdi

Opticka denzita

Prasntky chovné

Prase, které jiz porodilo

Prase, které jeSnerodilo

Radioimmunoassay, radioimunoanalyza

Smerodatna odchylka

World Health Organization; $tova zdravotnicka organizace
Zearalenon

Zearalenon

Mrtvé prase
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PRILOHY
PRILOHA 1
Vynos
Ministerstva pddohospodarstva Slovenskej republiky

ktorym sa meni a dogiia vynos Ministerstva pddohospodarstva Slovenske;
republiky zo 7. Oktébra 1997¢. 1497/1/1997-100 ofkmnych surovinach na vyrobu
kimnych zmesi a o hospodéarskych krmivach v zneni nesiSich predpisov

Vynos Ministerstva pddohospodarstva Slovenskej by zo 7. Oktébra 1997
¢. 1497/1/1997-100 otknych surovinach na vyrobuirknych zmesi a o hospodarskych
krmivach v zneni vynosu z 31. januara 2@039/1-2002-100 a v zneni vynosu z 12. februara
2003¢. 149/1/2003-100:

NajvySSie pripustné
Neziaduca latka | Krmiva mNoZzstvo vvmg.kgl
krmiva v prepocéte na 12%
vlihkost’

Aflatoxin B, Kfmne suroviny, okrem:

Podzemnice, kopry, bavinika, palmovych 0,05

a kokosovych orechov, kukurice a produktov

Z nich. 0,02

Kompletné krmiva pre hovadzi dobytok, ovce a 0,05

kozy, okrem:

dojnic 0,005

teliat a jahniat. 0,01

Kompletné krmiva pre oSipané a hydinu, okrem 0,02

krmiv pre mladé zvierata.

Kompletné krmiva pre ostatné zvierata. 0,01

Doplnkové krmiva pre hovadzi dobytok, ovce 0,05

a kozy, okrem krmiv pre dojnice 'tda a jahata.

Doplnkové krmiva pre oSipané a hydinu, okrem

krmiv pre mladé zvierata. 0,03

Doplnkové krmiva pre ostatné zvierata. 0,005
Deoxynivalenol | Obilniny a vedajSie produkty z obilnin pre 5
(DON) monogastre
T2 —toxin Obilniny a vedajSie produkty z obilnin pre 10
HT 2 - toxin prezuvavce

KZ pre dospelé prezuavavce pri spotrebe KZ nad 5 2,0

kg na 1 kmny dex

KZ pre brojlerové kutata 1,0

KZ pre znaskovu hydinu 0,5

KZ pre oSipané 0,3
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Neziaduca latka

Krmiva

krmiva v prepoéte na 12%

NajvysSie pripustné
mnoZstvo v mg.kg'

vihkost’

Ochratoxin A KZ pre znaskovu hydinu 0,01

KZ pre dospelé prezavavce 0,1

KZ pre ostatné zvierata 0,025
Zearalenon Kfmne suroviny 10
(F2-toxin)

KZ pre prezuvavce, okrem KZ pre plemernné 2,0

zvierata

KZ na vykrm brojlerov, moriek, husi a &a 0,5

KZ pre nosnice aind hydinu aKZ na vykim 0,08

oSipanych

77



PRILOHA 2

23.8.2006 (CS) fddni véstnik Evropské unie L 229/7

DOPORUCENi KOMISE

ze dne 17. srpna 2006

0 pritomnosti deoxynivalenolu, zearalenonu, ochratoxiné\,, T-2 a HT-2 a fumonisinia v produktech

uréenych ke krmeni zviat

(Text s vyznamem pro EHP)

(2006/576/ES)

KOMISE EVROPSKYCH SPOLEENSTVI,

s ohledem na Smlouvu o zaloZeni Evropského

spol&enstvi,

a zejména na druhou odraz&ldnku 211 této
smlouvy,

vzhledem k&mto divodim:

(1) Na zadost Komiseijml Evropsky dad pro
bezpe&nost potravin (EFSA) stanoviska tykajici
se mykotoxii — dne 2. ¢ervna 2004 (1)
k deoxynivalenolu, dne 28&ervence 2004 (2)
k zearalenonu, dne 22. £a 2004 (3) k
ochratoxinu A a dne 22ervna 2005 (4).

(2) Podle &chto stanovisek vSechny¢tyii
mykotoxiny vyvolavaji u #kolika druhi zvirat
toxické &inky. Deoxynivalenol, zearalenon a
fumonisin B1 a B2 fechazeji z krmiva do
masa, mléka a vajec pouze ve velmi maléemi
a potraviny zivéiSného ivodu tudiz pispivaji
k celkové expozici ¢lovéka €mto toxinim
pouze okrajo¥. Ochratoxin A nize gechazet z
krmiva do potravin Zivéisného fivodu, ale z
hodnoceni expozice vyplyva, Ze potraviny
ZivociSného fivodu maji na expozici
ochratoxinem A progednictvim stravy u
¢loveka pouze drobny podil.

(1) Stanovisko ¥deckého vyboru pro kontaminujici
latky v potravinovémietszci Evropského fadu pro
bezpénost potravin (EFSA) vydané na Zzadost
Komise a tykajici se deoxynivalenolu jakoZzto
nezadouci latky v krmivech,fijaté dne 2.ervna
2004:
http://www.efsa.europa.eu/etc/medialib/efsa/sciémce
ontam/contam_opinions/478.Par.0005.File.dat/opinio
n05_contam_ej73_deoxynivalenol_v2_enl.pdf

(2) Stanovisko ¥deckého vyboru pro kontaminujici
latky v potravinovémietzci Evropského fadu pro
bezpeénost potravin (EFSA) vydané na Zadost

Komise a tykajici se zearalenonu jakoZto nezadouci

latky v krmivech, pijaté dne 28.¢ervence 2004:
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http://www.efsa.europa.eu/etc/medialib/efsa/sciénce
ontam/contam_opinions/527.Par.0004.File.dat/opinio
n_contam06_ej89_zearalenone_v3_enl.pdf

(3) Stanovisko ¥deckého vyboru pro kontaminujici

latky v potravinovénmretézci Evropského iadu pro
bezpeénost potravin (EFSA) vydané na Zzadost
Komise a tykajici se ochratoxinu A jakoZto nezadouc
latky v krmivech, pijaté dne 22. Z&4 2004:
http://www.efsa.europa.eu/etc/medialib/efsa/sciénce
ontam/contam_opinions/645.Par.0001.File.dat/opinio
n_contam09_ej101_ochratoxina_en1.pdf

(4) Stanovisko ¥deckého vyboru pro kontaminujici

latky v potravinovéntettzci Evropského adu pro
bezpenost potravin (EFSA) vydané na zadost
Komise a tykajici se fumonisirjakozto nezadouci

latky v krmivech, pijaté dne 22¢ervna 2005:
http://www.efsa.europa.eu/etc/medialib/efsa/sciénce
ontam/contam_opinions/1037.Par.0001.File.dat/conta
m_op_ej235_fumonisins_enl.pdf

(3) Udaje o pitomnosti T-2 a HT-2 toxinu

v produktech ufenych ke krmeni ziét jsou
v sowasné dob velmi omezené. Je rovh
naléha¢ nutné vyvinout a validovat citlivou
metodu zkouSeni. Existuji vSak naznaky, Ze by
piitomnost T-2 and HT-2 v produktech
uréenych ke krmeni zid@it mohla byt dvodem k
obavam. Proto je nezbytné vyvinout citlivou
metodu zkouSeni, shromazdi€t$i mnozstvi
Udaji o vyskytu a provést dalSi #ebi a
vyzkum zangtené na faktory podilejici se na
piitomnosti T-2 a HT-2 v obilovinach a
vyrobcich z obilovin, zejména v ovsu a
vyrobcich z ovsa.

(4) S ohledem na zémy védeckych stanovisek

uvedenych v 1. badodivodreni, na nedostatek
spolehlivych Udaj o T-2 a HT-2 toxinu a na
velké rozdily v pitomnosti €chto mykotoxiri
v jednotlivych letech je zapimbi, aby se krogn
Udaji, které jsou jiz k dispozici z
koordinovanych kontrolnich progrdnpro roky
2002 (5), 2004 (6) a 2005 (7).



(5) Ve snaze poskytnodtenskym statm voditko,
podle kterého by se mohly orientovat v otazce
prijatelnosti obilovin a vyrobk z obilovin a
krmnych sngsi ugenych pro krmeni zvét, a s
cilem zamezit rozdilnému akceptovani hodnot v
riznych¢élenskych statech a z toho plynoucimu
nebezp& naruSeni hospo#Eké soutze je
vhodné, aby byly dopoteny sngrné hodnoty.

(6) V pripact fumonisinu B1 + B2 bylenské staty
mély smérné hodnoty pouzivat az od iijna
2007, aby byl zajiéh soulad s pravidly
stanovenymi nidzenim Komise (ES) ¢&.
856/2005 ze dne @ervna 2005 kterym sedni
naizeni (ES) ¢. 466/2001, pokud jde o
fusariové toxiny (8).

5

~

Doporieni Komise 2002/214/ES ze dne 1Peama
2002 o koordinovaném programu kontrol v oblasti
vyzivy zvitat pro rok 2002 dle sémice Rady
95/53/ES (W. vést. L 70, 13.3.2002, s. 20).
(6) Doporgeni Komise 2004/163/ES ze dne 17. Unora
2004 o koordinovaném programu kontrol v oblasti
vyZivy zvitat pro

rok 2004 dle sirnice Rady 95/53/ES (Uvést.
L 52, 21.2.2004, s. 70).
Doporieni Komise 2005/187/ES ze dne Zeina
2005 o koordinovaném programu kontrol v oblasti
vyzivy zvitat pro rok 2005 dle s#mice Rady
95/53/ES (W. vést. L 62, 9.3.2005, s. 22).
(8) Ur. wést. L 143, 7.6.2005, s. 3.

(7

~

(7) Hodnoceni postupu stanoveného v tomto
doporweni by nglo byt provedeno do roku
2009, zejména zacélem posouzeni miry jeho
piispéni k ochrag zdravi zviat. Udaje z
monitorovani ziskané na zakéad tohoto
doporkeni rovZz umozni Iépe pochopit
kazdor@ni rozdily a pitomnost &chto
mykotoxini v celé fack vedlejSich produkt
pouzivanych ke krmeni Zt, coz ma prniady
vyznam pro pipadné pijeti dalSich pravnich
opateni,

DOPORWUJE:

1. Clenské staty by s aktivnim fippsnim
provozovatel krmivarskych podnik  meély
posilit monitorovani ptomnosti
deoxynivalenolu, zearalenonu, ochratoxinu A a
fumonisinu B1 + B2, T-2 a HT-2 toxinu v
obilovinach a vyrobcich z obilovin &gnych ke
krmeni zvfat a v krmnych sisich.

2. Clenské staty by #iy zajistit, aby byly vzorky
sowasrt  analyzovany na  iftomnost
deoxynivalenolu, zearalenonu, ochratoxinu A,
fumonisinu B1 + B2 a T-2 a HT-2 toxinu, aby
bylo mozné zhodnotit miru spaleeho
vyskytu.

3. Clenské staty by #y vénovat zvlastni
pozornost fitomnosti &chto mykotoxird ve
vedlejSich nebo druhotnych produktech vyroby
potravin utenych ke krmeni zidét.

4. Clenské staty by wly zajistit pravidelné
poskytovani vysledk zkouSek Komisi, aby
vysledky mohly byt zaneseny do jedné
databéaze.

5. Clenské staty by #ly zajistit, aby byly pi
posuzovani fjatelnosti krmnych sgsi a
obilovin a vyrobk z obilovin ugenych pro
krmeni zvfat pouzivany s#mé hodnoty
uvedené v filoze. V gipadt fumonisinu B1 +
B2 by ¢lenské staty ®ly tyto snérné hodnoty
pouzivat od lfijna 2007.

6. Clenské staty by iy zejména zajistit, aby
provozovatelé krmivigskych podnik snerné
hodnoty uvedené v b&éds pouzivali ve svém
systému analyzy rizik a kritickych kontrolnich
bodi (1) pro stanoveni kritickych limit
v kritickych kontrolnich bodech odbljicich
prijatelnost od nefjatelnosti, pro prevenci,
vylouéeni nebo snizeni zjitych rizik. Ri
pouzivani &chto snérnych hodnot bylenské
staty ngly zohlediovat skuténost, ze sirné
hodnoty pro obiloviny a vyrobky z obilovin
jsou stanoveny pro nejtoleragj$i druhy
zvitat, a ze tudiz maji byt povazovany za horni
smerné hodnoty. U krmiv pro citl§jSi zvirata
by clenské staty wmly zajistit, aby vyrobci
krmiv pouzivali pro obiloviny a vyrobky
z obilovin niZz8i smrné hodnoty zohlatljici
citlivost jednotlivych druli zvifat a umo#ujici
dodrzet smrné hodnoty stanovené pro krmné
smesi pro tyto druhy zvat.

V Bruselu dne 17. srpna 2006.

Za Komisi
Markos KYPRIANOU

¢len Komise
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SMERNE HODNOTY

Smérné hodnoty
v mg.kg" (ppm)

Mykotoxin Produkty ur ¢ené ke krmeni zvfat pro krmivo
s obsahem
vlhkosti 12
Deoxynivalenol Krmné suroviny (*)
- obiloviny a produkty obilovin (**) s vyjimkou
vedlejSich produki kukurice 8
- vedlejSi produkty kuktice 12
Doplitkova a kompletni krmiva s vyjimkou: 5
- doplikovych a kompletnich krmiv pro prasata 0,9
- doplikovych a kompletnich krmiv pro telata (< 4
mésice), jeliata a kzlata 2
Zearalenon Krmné suroviny (*)
- obiloviny a produkty obilovin (**) s vyjimkou
vedlejSich produkit kukurice 2
- vedlejSi produkty kukiice 3

Dopliikova a kompletni krmiva:
- doplikova a kompletni krmiva pro selata a praknpi

(mladé prasnice) 0,1
- doplikova a kompletni krmiva pro prasnice a vykrm 0,25
prasat 0,5

- doplikova a kompletni krmiva pro telata, dojnice, ovge
(véetns jehnat) a kozy (¢etns kizlat)

Ochratoxin A Krmné suroviny (*)
- obiloviny a produkty obilovin (**) 0,25
Doplitkova a kompletni krmiva:
- doplikova a kompletni krmiva pro prasata 0,05
- doplikové a kompletni krmiva pro ez 0,1
Fumonisin B1 + B2 | Krmné suroviny (*)
- kukurice a produkty kuktice (***) 60

Doplitkova a kompletni krmiva pro:
- prasata, koh(Equidag, kraliky a zviata v zajmovém

chovu 5
- ryby 10
- dribez, telata (< 4 gsice), jeliata a Kzlata 20
- dosglé prezvykavce (> 4 ®sice) a norky 50

(*) Zvlastni pozornost musi bytémovana tomu, aby pouziti obilovin a prodiuktbilovin zkrmovanych
zvifratim piimo nezfiisobilo v denni krmné davce, Ze byievbylo vystaveno vysSi Grovni mykotoxin
nez je odpovidajici Urovieexpozice stanovend prdipad, kdy jsou v denni krmné davce pouzita pouze
kompletni krmiva.

(**) Termin ,obiloviny a vyrobky z obilovin® nezalmuje pouze krmné suroviny uvedené v bdd,Zrna
obilovin, produkty a vedlejsi produkty z nich* néd@ho seznamu hlavnich krmnych surovidasti B
piflohy smérnice Rady 96/25/ES ze dne 29. dubna 1996 &hwtkrmnych surovin (€ vést. L 125,
23.5.1996, s. 35), ale téZ dalSi krmné surovinyhpaejici z obilovin, zejména picniny a objemna kwami
z obilovin.

(***) Termin ,kukuiice a kukii¢né produkty” nezahrnuje pouze krmné suroviny poefiéizz kukitice
uvedené v bodl 1 ,Zrna obilovin, produkty a vedlejSi produkty mh nedplného seznamu hlavnich
krmnych surovin véasti B gilohy snernice 96/25/ES, ale téz dalSi krmné suroviny poefiéz z
kukufice, zejména picniny a objemova krmiva z kitiee.
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PRILOHA 3

29.8.2006 (CS)

Fbdni véstnik Evropské unie

L 234/35

DOPORUCENI KOMISE

ze dne 17. srpna 2006

k prevenci a sniZzovani fusariovych toxi v obilovinach a vyrobcich z obilovin

(Text s vyznamem pro EHP)

(2006/583/ES)

KOMISE EVROPSKYCH SPOLEENSTVI,

s ohledem na Smlouvu o zaloZeni Evropského
spol&enstvi,

a zejména na druhou odraZkilanku 211 této
smlouvy,

vzhledem k&mto divodam:

(1) V souladu se s#mnici Rady 93/5/EHS ze dne 25.

)

©)

Unora 1993 o pomodgilenskych stdt Komisi a
0 jejich spolupréaci p védeckém zkoumani otazek
tykajicich se potravinif byl proveden a v #a
2003 dokogen ukol ¥decké spoluprace 3.2.10
nazvany ,SBr adaji o vyskytu fusariovych
toxind v potravinach a posouzeni jejickijpu v
potra¥ obyvatelstvem wlenskych statech EU“
(2). Zvysledki uvedeného Ukolu vyplyva, Ze
fusariové toxiny jsou v potravnintetzci ve
Spol&enstvi Siroce roz&ny. Hlavnimi zdroji
piijmu fusariovych toxif v potraw jsou vyrobky
z obilovin, zejména z pSenice a kiilke. Zatimco
piijmy fusariovych toxif v potra¥ jsou u celé
populace a u dosjych jedindi ¢asto nizsi nez
piijatelny denni gijem (TDI) pro gislusné toxiny,
u rizikovych skupin, jako jsou n#églad kojenci a
malé dti, se hodnotam TDI blizi a vékterych
piipadech je dokoncagkrasuji.

Zejména u deoxynivalenolu séijpm v potra¢

u malych dti a mladistvych blizi hodnétTDI.

V ptipact zearalenonu by se da wnovat
pozornost skupindm obyvatelstva, které nebyly v
ramci Ukolu vymezeny a které mohou pravideln
ve vysokych davkachiimat produkty vysoce
kontaminované zearalenonem. U fumonisin
vysledky kontrol skliza roku 2003 nazraji, Ze
kukufice a vyrobky z kuktice mohou byt
fumonisiny znané kontaminovany.

Natizeni Komise (ES):. 466/2001 ze dne 8.
Brezna 2001, kterym se stanovi maximalni limity
nekterych kontaminujicich latek v potravinac, (
stanovi maximalni limity deoxynivalenolu a
zearalenonu a uklada stanovit maximalni limity
fumonisimi a T-2 a HT-2 toxifi v obilovinach a
vyrobcich z obilovin pdinaje rokem 2007.

(4) Maximalni limity stanovené pro fusariové toxiny v

obilovinach a wvyrobcich z obilovin zohbegfi
provedené toxikologické hodnoceni, vysledky
vyhodnoceni expozice a realizovatelnost takovych
limitd. Uznava se vSak, Ze jéeba vynaloZit
maximalni asili na dalsi snizenfifmnosti ¢chto
fusariovych toxii v obilovinach a vyrobcich z
obilovin.

Co se tyka krmiv, dopoueni Komise
2006/576/ES ze dne 17. srpna 2006 itomnosti
deoxynivalenolu, zearalenonu, ochratoxinu A, T-2
a HT-2 a fumonisifi v produktech utenych ke
krmeni zvfat (1) doporiuje posilit monitorovani
piitomnosti fusariovych toxih v obilovindch a
vyrobcich z obilovin ufenych ke krmeni zvét a
v krmnych snisich a stanovi sémné hodnoty,
které se maji pouZzivattipposuzovani vhodnosti
krmnych snési a obilovin a vyrobk z obilovin
uréenych pro krmeni zvat.

(6) Pritomnost fusariovych toxin v produktech

uréenych pro krmeni zidt nize vyvolat toxické
G¢inky u vSech druh zvitat, ma vliv na zdravi
zvirat, vnimavost se vSak dzanych druli zvirat
zna&ng liSi. V z4mu ochrany zdravi zZet a
zabrarni negiznivym dopadm na Zziv@iSnou
produkci je rovisz dileZité predchézet a snizovat
V CO nejvySSi mozné i@ pritomnost fusariovych
toxint v krmnych obilovinAch a produktech
z krmnych obilovin.

(7) Jednotlivéslanky fettzce zpracovani obili by proto

mély byt vedeny k fjeti spravné praxe s cilem
piedchazet a snizovat kontaminaci fusariovymi
toxiny a nElo by se toho dosahnout
prostednictvim zasad jednatnuplatiovanych v
ramci Spoléenstvi. PIné zavedeni zasad podle
tohoto doporteni do praxe by tho vést k
dalSimu sniZeni Gro¥rkontaminace.

(8) Tyto zasady zohladlji ,Zasady spravné praxe pro

prevenci a snizovani kontaminace obilovin
mykotoxiny, etné piiloh tykajicich se
ochratoxinu A, zearalenonu, fumoni&in a
trichothecei (CAC/RCP 51-2003)" fjaté
Komisi pro KodexAlimentarius v roce 2003,
29.8.2006 Cs Utedni stnik Evropské unie L
234/35
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task3210.pdf).

(1) Ut. west. L 52, 4.3.1993, s. 18. $Smice ve zgni (3 Uk wst. L 77, 16.3.2001, s. 1. Kaeni naposledy
nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) poznEnené ndizenim (ES). 199/2006 (W. vést. L 32,
1882/2003 (W. west. L 284, 31.10.2003, s. 1). 4.2.2006, s. 34)4( Ui. west. L 229, 23.8.2006, s. 7.

(2) Zprava je k dispozici na internetové strance Bske
komise, QR pro zdravi a ochranu spebitele
(http://ec.europa.eu/food/fs/scoop/

DOPORWUJE:

aby ¢lenské staty { prijimani opateni zangienych naclanky retzce zpracovani obili zohlednily jednotné
zasady stanovené Yilpze za delemiizeni a zvladnuti kontaminace obilovin fusariovytoxiny.

V Bruselu dne 17. srpna 2006.
Za Komisi
Markos KYPRIANOU

dlen Komise
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29.8.2006 (CS) Fbdni véstnik Evropské unie L 234/35

ZASADY PREVENCE A SNIZOVANi KONTAMINACE OBILOVIN FUSARIOVYMI TOXINY

UvoD

1.

Rizné houby roduFusarium ssp Bzré se vyskytujici v pdé mohou produkovat celoiadu fiznych
mykotoxini ze skupiny trichothecén jako jsou najiklad deoxynivalenol (DON), nivalenol (NIV), T-2 a
HT-2 toxiny a gkteré dalSi toxiny, jako jsou zearalenon a fumaryid1l a B2. Houby rodEusariumssp
bézré napadaji obiloviny gstované v oblastech mirného pasma v Americe, EvpAsii. Nekteré
toxikogenni houby rodEusariumjsou schopny virzné mfe produkovat dva nebo i vicg&hto toxini.

2. V sodtasné dob neni mozné dosahnout Uplné eliminace komodit koimavanych mykotoxiny, Usili se tedy

zan®fuje na minimalizaci vyskytuéthto toxini prostednictvim spravné zetdélské praxe. Cileméthto
zasad prevence vyskytu a snizovani obsahu fusafiotgxini je poskytnouttlenskym statm na zvazeni
jednotné pokyny b vynakladani Usili nd@izeni a zvladnuti kontaminacémito mykotoxiny. Aby byly tyto
zasady @inné, je tfeba, aby producenti v kazdéttenském sté& posoudili tyto obecné zasadyep jejich
uplatrénim v praxi s ohledem na mistni plodiny, klimatigkgdminky a agrotechnickou praxi. Jéezité,
aby si producenti wdomili, Ze spravna zegdélskd praxe je zakladerhizeni kontaminace obilovin
fusariovymi toxiny, po ni nasleduje upiavani spravné vyrobni praxetem manipulace, skladovani,
zpracovani a distribuce obilovin pro potraviny ankra. Vypracovanim vnitrostatnich zasad spravnéepra
vychazejicich z&chto obecnych zasad a vytemim specifickych zasad spravné praxe pro jedrotiwhy
obilovin se zlepsi jejich pouzitelnost, zejménaiipack takovych plodin, jako je ndfklad kukuice.

3. V &chto zdsadach jsou popsany faktory, které podporgkci, nist a tvorbu toxia v obilovinach na drovni

prvovyroby, a metody jejich kontroly. J&eba zdraznit, Ze uplatovana opdeni v dold vysevu, ped sklizni

a po sklizni budou u kazdé jednotlivé plodiny zévisa pevladajicich klimatickych podminkachiigemz je
nutno zohlednit mistni plodiny a s@asnou vyrobni praxi v dané zetiiregionu. Proto by vSichni, kdo jsou
zapojeni do dodavatelskéliettzce, néli pravidelre provadt vliastni posuzovani rizika, a tak rozhodovat o
rozsahu opdeni, ktera jeieba gijmout pro prevenci nebo minimalizaci kontaminacedriovymi toxiny.
Toto posouzeni je zejména vhodné z hlediska typdipy, ktera se maggtovat, jako je pSenice nebo
kukurice. Zpisob infekce a dynamika tvorby toxinu se liSi od doy k plodirt a jsou ovliviny
agronomickymi faktory. Osevni postupy, jejichz &bsti je kukiice, pedstavuji vysoké riziko. PSenice a
dalsi obiloviny gstované vdchto osevnich postupech nebo v jejich blizkostadyii rovréz dikladnou péi

a kontrolu.

4. Kontaminaci obilovin fusariovymi toxiny i#ie zpisobit mnoho faktar. Spravna zewdélska praxe nefize

ovlivnit vSechny tyto faktory, jako néixlad powtrnostni podminky. Kroghtoho nejsou vSechny faktory
stejré dalezité, navic kontaminace fusariovymi toxinyibe byt vysledkem kombinace jednotlivychéith
faktori. Je proto dlezité zaujmout integrovanykistup zahrnujici vSechny faktory, kteréchazeji v avahu.
Zejména je ieba zamezit kumulaciiznych rizikovych faktok vzhledem k jejich moznému vzajemnému
pasobeni. Rovér velmi dilezité je zaznamenavatquichozi zkuSenosti s prevenci vyskytu a tvorby riodglo
Fusariuma jejich toxini z predchozich let, a aby je bylo mozné vyu#itymlbé opateni k prevenci tvorby
Fusarium spp. v nasledujicich letech. & by byt zavedeny postupy pro spravnou manipul@aEp.
oddilené uskladéni, mechanick&isténi, vraceni dodavky nebo Zma &elu pouziti) s obilovinami, které
mohu Fedstavovat riziko pro zdravi lidi a/neboiati

. Nize uvedené zasady se z#&umi na klicové faktory kontroly kontaminace fusariovymi toxima poli.

NejdilezitjSi jsou: stidani plodin, zpracovaniigdy, vybsr odnidy nebo hybridu a spravné pouziti fungicid

RIZIKOVE FAKTORY, K NIMZJE T REBA PRIHLEDNOUT P RI SPRAVNE ZEM EDELSKE PRAXI

STRIDANI PLODIN

6. Stidani plodin je vSeobegnkinnym zpisobem snizovani rizika kontaminace v zavislostkmeenu houby a

odrid¢ plodiny. Je velmi &nné zejména ip snizovani kontaminace ozim Dvoudilozné plodiny, které
nejsou hostiteli druinroduFusarium jez napadé obiloviny, jako jsou brambory, cukrtega, jetel, vojiSka
nebo zelenina, by se &g pouzivat v systému i$tlani plodin ke sniZeni inokula wvige. K péstovani
naslednych drobnozrnnych obilovin, jako je pSenmese ndlo piistupovat az po posouzeni rizika infekce
patogenyFusarium spp. Byl zjiS&n Gzky vztah mezi f@dplodinou a zjisobem zpracovaniudy, které
poukazuji na vyznam poskiiavych zbytki hostitelské plodiny v Zivotnim cyklu patogeRusariumspp.
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Péstovala-li se pSenice po plodinach, jako jeifldad kukdice nebo obiloviny, které jsou hostiteli dfuh
rodu Fusarium byl obsah DON vy33i. Obzvl&Stysoké koncentrace DON byly zjgly tam, kde fedchozi
plodinou byla kukiice, jelikoZz je moznym hostitelefAusariumgraminearum které je znamé jako silny
producent DON. Obsah DON byl vSak vyraamnzsi u pSenice po plodinktera je hostitelem hubusarium
tam, kde se prové&th orba na rozdil od pSenice po hostitelské pkadite s minimalni kultivaci.

VOLBA ODRUDY/HYBRIDU

7. Zvolte hybridy nebo oddy, které jsou nejvhodjsi pro pidni a klimatické podminky a¢br¢ pouzivané
agronomické postupy. Snizi se tim stres rostlifoaipa bude méncitliva na houbové infekce. V dané
oblasti by se rly péstovat jen odidy dopordené pro pouziti ¥lenském st nebo v konkrétni oblasti
¢lenského statu. Pokud jsou k dispozidistojte odfidy odolné wéi houbam penosnym osivem a odolné
viéi Skodlivéemu hmyzu. Volba oddy z hlediska toleranceiwi infekci patogenyFusariumspp. musi rovéz
vychéazet z posouzeni rizika infekce.

OSEVNI PLAN

8. Pokud je to mozné gptovani plodin by #o byt naplanovano tak, aby se vyhnulo klimatickgodminkam,
které prodluzuji dozravani na poligal sklizni. Za rizikovy faktor infekce patogeRysariumje nutné také
povaZzovat stres ze sucha.

9. Dbejte, aby hustota vysevu/vysadby nebyidiSpvysoka, dodrzujte meZdkové vzdalenosti a vzdalenosti

v fadku, které jsou dopotané pro dany druh nebo danou iallr. Informace o hustétvysevu/vysadby
poskytuji semeridké spolénosti.

ZPRACOVANI PUDY A ZPUSOB R:STOVANI PLODIN

10. Hi kultivaci je feba ¥novat naleZitou pozornost riziku eroze a zpracoyfdy. Jakakoli praxe vedouci
k odstragni, likvidaci nebo zapraveni infikovanych zb§tklodin do fidy, jako napiklad zaoravani, fize
vést ke snizeni mnozstvi inokula patogeadu Fusariumu nasledné plodiny.#la by se ra kultivovat
tak, aby povrch istal hrudkovity nebo twidl hrubé séové kizko, coz usnadni infiltraci vody a minimalizuje
riziko eroze fidy a souvisejici Unik zivin. Pokud se zvaZuje ogsd optimalni doba v ramcii&dani plodin
je mezi déma druhy plodin citlivymi n&usarium Viz téz bod 7.

11. Je-li to mozné acélné, fipravte s€ové kizko pro kazdou novou plodinu zaoranim nebo odstiam
starych klas, stébel a dalSich skiipvych zbytki, které mohly nebo potenci#@nmohou slouzit jako
substraty proist hub tvéicich mykotoxiny. V oblastech, které jsou nachyknérozi, mize byt v zdjmu
ochrany fidy zadouci zvolit pgebny systém zpracovani. Jinak je nutngnowat zvlastni pozornost
poskliziovym zbytkim, které by mohly byt zdrojem kontaminace nasleulndiny houbami roddrusarium
tyto poskliziové zbytky by mily byt co nejjemgji rozdrceny hem sklizg nebo po sklizni fedplodiny a
zapraveny doudy, aby se umoznil jejich rozklad (ndolani).

12. Pokud je to mozné, rostliny by néynbyt vystaveny fisobeni stresovych fakiinr Témito mohou byt naip
sucho, chlad, nedostatek Zivin a nezadouci reakceplikované fipravky. V rdmci vylodeni stresovych
faktoni, nagiklad v disledku zavlazovani, by #ly byt podniknuty kroky k minimalizaci naslednéhaika
houbové infekce, napnentla by byt pouzivana zavlaha pitkém v obdobi kveteni. Zavlazovani je cennou
metodou snizovani stresu u rostlin &iterych situacich. #iméfena vyziva je zakladem prevence oslabeni
rostlin, které mize podporovat jejich nachylnost k infekci patog&ugarium jakoz i nachylnost k poléhani.
Je teba nastavit davkovani Zivin diferenco¥amo danou oblast a rostlinu.

13. V3eobech neexistuje zadnyttaz o vlivu ochrany proti hmyzu na napadeni obimydadi patogeny
Fusariumspp. Insekticidni ochrana kuitce vSak nize snizit vyskyt napadeni klapatogenyFusariumspp.

a nasledny obsah fumonisinu v kigicii Moteni osiva fungicidy je &inné proti mnoha chorobantgnosnym
osivem a pdou, nap. padani kknich rostlin. Preventivni op@ni by se mla uplatiovat v co mozna
nejvyssi mie, aby se minimalizovalo riziko houbové infekceadhkmozeni plodin hmyzem a pokud jelia, je
mozné pouzit schvélené a registrované insekticidfursgicidy podle doporeni vyrobd&. V ramci
integrovaného nebo organickéhaigpbu ochrany proti $ikicim, kdy neni pouziti pesticidvhodné, jefieba
pouzivat vhodné postupy. Jelta zdraznit, Ze ¢asna aplikace fungicidje v boji proti napadeni houbami
velmi dilezita a ndla by byt zalozena na meteorologickych informaeitfebo na vySggni plodin. K infekci
bézré dochazi v obdobi K{u, coz znamend, Zetfe dochazet k tvodbmykotoxini. Pokud je u plodin

nasleds zjiSttna houbové infekce a mykotoxiny, jelba toto zohlednitip manipulaci, miseni a agobu
uziti zrna.

84



14. DruhyFusariumspp. byly izolovany z Siroké Skaly travin a Siraktfch plevel a prokazalo se, ze zfeé
zapleveleni vede k ndstu infekci patogenyFusarium spp. Plevel je feba odstrgovat mechanickymi
metodami nebo pouzitim registrovanych herhicittbo pomoci jinych bezpeych a vhodnych postipk
eradikaci plevele.

15. Existuji tdaje, které indikuji, Ze poléhani wyanamny vliv na obsah fusariovych to&im zrnu. Proto by se
Zrno
z polehlého porostu neto sklizet, pokud je mokré a jsou na&mm viditeIné prvni znamky péstani.
Zabraite
poléhani plodin fipadnou Upravou vysevku, raciondlnim pouzivanimjitirep aplikaci regulatdr rastu
rostlin.
Vyhnéte se nadrnému zkracovéani stébla.

SKLIZEN

16. Vysoce rizikové situace podle moznostéujte na zaklad informaci meteorologické a rostlinolékaé
sluzby. Ped sklizni posdite kvalitu zrna, ficemz je teba zohlednit omezeni souvisejici s @eim
reprezentativnich vzotka rychlou analyzou na méstPokud je to mozné, izolujte partie obilovin ponjici
z polehlych porost nebo z porost u kterych je potvrzena nebo u kterych je pdeezna vysoky stupie
infekce patogenyusariumspp. Pokud je to mozné, radt zrno podle pozadavukirhu na kvalitu, jako
nagiklad zrno potravin#&ké nebo krmné, a podle skiavé kvality, nap. z polehlych porogt vihké, Cisté,
suché.

17. Pokud je to mozné, sklizejté ppravné vihkosti zrna. Zpo#da sklizer zrna jiz infikovaného druhy rodu
Fusarium mize zpisobit vyrazné zvySeni obsahu mykotaxim plodinach. Zajiste, aby byly zavedeny
takové postupy, jako jeap. v¢asna dostupnost suSicichizani pro pipad, Ze plodiny neni mozné sklidit v
dohe optimalni vihkosti.

18. Red obdobim sklizh je tteba se ujistit, Ze veSkeratrzeni, ktera se budou pouzivathbm sklizg a
skladovani plodin, jsou furki. Poruchy Bhem této rozhodujici doby mohou #&mit nizsi kvalitu zrna a
vést ke zvySené tvokmykotoxini. V zenmedélském podniku by @y byt k dispozici dilezité nahradni dily,
aby se tak minimalizovalyasoveé ztraty v @kledku oprav. Jere¢ba zajistit, aby z&eni k n¢reni obsahu
vlhkosti bylo dostupné a kalibrované.

19. Pokud je to mozné, zalita mechanickému poSkozeni zrna a kontaktidop Ehem sklizg. Malé, scvrklé
zrno mize mit vy3Si obsah mykotoxinneZz normalni zdravé zrno. Odstéah scvrklého zrna spravnym
nastavenim kombajnu nehisténim po sklizni, kterym se odstrani poSkozena zrnjiné& cizi Fimési,
poméaha snizit obsah mykotoXinZatimco ®které postupyisténi osiva, jako nafiklad tidici stolice,
mohou odstranit ¢ktera infikovana zrna, zrna infikovana, avSak b&iznaki nelze odstranit standardnimi
metodamiisteni.

SUSENI

20. Stanovte obsah vihkosti plodindpii sklizni, nebo ihned po ni. Vzorky odebrané pr&eni vihkosti by
meély byt co nejreprezentati¢jSi. Pokud je ieba, plodiny ususte co néjde na vihkost dopotienou pro
skladovéani dané plodinyfiPsklizni mokrych obilovin, které je nutné usugéko je tomu zejména viipack
kukutice, by se rila doba mezi sklizni a suSenim zkrétit na minimihtakovych gipadech je tudiz nutné
sklizen planovat podle kapacity susk.

21. Obiloviny by se rly susit tak, aby vihkost byla nizsi, nez ta, ktpa@lporuje tist plisni Bhem skladovani.
Vodni aktivita s hodnotou do 0,65 obéadpovida obsahu vihkosti nizSimu nez 15 %. Sp@gii pokyny
tykajici se vihkosti by rly byt poskytnuty v rdmci vnitrostatnich zasadjéemz se zohledni mistni
podminky skladovani. Toto je nezbytné pro zamerigstt mnohych druinhub, které mohou bytiffomné
nacerst¥ sklizeném zrnu.

22. V pipack, Ze je nutné obilovinyfed usuSenim skladovat, vzniké rizikestu plisni v pitbé¢hu rekolika dni,
coz mize byt spojeno s jejich zéikanim. Obiloviny by se iy susSit tak, aby riziko poSkozeni zrna bylo
minimalni. Ukladani mokrychierstw sklizenych komodit na hromadu nebo navrSov&adsuSenim nebo
¢isttnim by n#lo byt podle moznosti co nejkratsi, aby se snidiko ristu hub. Progtravejte vihké zrniny
pied suSenim, aby se nezi@aly. Tam, kde je to mozné, by se rndgyrsmichavat partie obilovin s rozdilnym
rizikem kontaminace.
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23. Pro snizeni rozdilv obsahu vihkosti v rdmci jednotlivych partii by srno ndlo po usuSeniigsunout do
jiného zdizeni nebo sila.

SKLADOVANI

24. U pytlovanych komodit zaji¢te, aby pytle bylyisté, suché a ulozené na paletach, nebo &ajjsiby mezi
nim a podlahou byla pro vodu nepropustna vrstva.

25. V pipad moznosti zajistte cirkulaci vzduchu v prostorach s uskl&aym zrnem pro zabezpeni vhodné
a rovnongrné teploty v celém skladovacim prostoru. Po dddadevani kontrolujte u skladovaného zrna
v pravidelnych intervalech vlhkost a teplotu. Z&paniZze nazn&ovat zafiivani zrna, zejména pokud je
skladovaci prostor uzéeny.

26. Po dobu skladovanidtte u skladovaného zrna v pravidelnych intervalegiiotu. ZvySend teplota ihe
nazna&ovat mikrobialni ést a/nebo napadeni hmyzem. @itlel evident® napaden&asti partie a zajiste
analyzu vzork. Po vytidéni snizte teplotu u zbyvaji¢asti partie a §trejte. Napadené zrno nepouZivejte na
vyrobu potravirgi krmiv.

27. Pouzivejte spravné sardité postupy k minimalizacifftomnosti hmyzu a hub ve skladovacintizani, nap.
pouziti vhodnych registrovanych insektiticx fungicidi nebo vhodnych alternativnich metod. Je nutné
vénovat pozornost vyiu piipravki a vybirat jen ty, které nemaji negatividinky nebo nezfisobuji Skody s
ohledem na planované kame pouziti zrna, ix¢emz by jejich mnoZstvi 8o byt ptisns omezené.

28. Pouziti vhodnych schvalenych konzervamiagiklad organickych kyselin (kyselina propionova)jza mit
pozitivni &inek na obiloviny wené pro vyrobu krmiv. Propionova kyselina a jejii fou fungistatické a
nékdy se pouzivaji pro konzervaci vihkého zrna v &edtském podniku po sklizni ve snaze zabranit
zahrivani a plesnigni pied zpracovanim. By by se aplikovat okam#&tpomoci vhodného aplikaiho
zaizeni, aby se zabezfil® rovnomgrné rozptyleni v celé ofewané Sarzi zrna, figemz se zajisti
bezpe&nost osob provégicich oSeteni. Pokud bylo zrno o%eno po obdobi skladovani ve vihkém stavu,
neni Fitomnost konzervaftzarukou toho, Ze zrno nebude kontaminované.

PREPRAVA ZE SKLADU

29. Repravni kontejnery by #ly byt suché a ne#ty by vykazovat viditelny ndist hub, gitomnost hmyzu a
kontaminovaného materidlu. Podleimiily se pepravni kontejnery wysti a dezinfikuji a vhodhptipravi na
uréeny naklad. Uzitené by mohly byt registrované fumiganty nebo inggdtti. Po vylozZeni je feba
piepravni kontejner zcela vyprazdnit a vhédgcistit.

30. Zasilky zrna by #ly byt chrargny pred dalsi vihkosti pomoci krytych nebo vzduesatich kontejndr nebo
nepromokavych plachet. Zalite pisobeni kolisani teploty a nasledné kondenzaci na, zwoz nize
zpisobit lokani zvySeni vihkosti a nasledrigtrhub a tvorbu mykotoxin

31. Zamezte napadeni hmyzem, ptédky a hlodasleim gepravy pouzitim kontejnérodolnych wi¢i uvedenym

Skadcim a jinymi vhodnymi metodami, a pokud je telia, zrno chemicky o&ete gipravky proti hmyzu a
hlodavaim, které jsou schvaleny s ohledem na planovanéckeneziti zrna.
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PRILOHA 5

Graf 28: Kalibra¢ni kiivka chovug. 9
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Tab. 27: Hodnoty nutné pro sestrojeni kalibré kiivky chovugé. 9

Cislo Koncentrace Opticka Visledek
standardu [ug.kg] denzita y
1 0 2,228 0,0
2 250 1,598 2415
3 500 1,169 530,0
4 1000 0,810 987,6
5 2000 0,479 1978,6
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