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MyKkotoxiny - stav vyskytu v zemédélskych
surovinach a krmivech v CR, v Evropé a dalSich
zemich

SVETLANA SYKOROVA A KOL., JAN NEDELNIK A KOL.

Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, Vyzkumny ustav picninarsky, Envicho, s r.o.

1. Vysledky 3-letého monitoringu obsahu fusariovych mykotoxini v zrnu obilovin v CR
Sykorova, S., Matéjova, E.

Houby rodu Fusarium jsou vyznamnymi patogeny vétSiny zemédélskych plodin. Mezi nejéastéji se
vyskytujici druhy patti F.graminearum, F.culmorum, F.avenaceum, Fpoae, F. tricinctum, Microdochium
nivale a dalsi (Parry et al. 1995; Hysek et al. 1999; Tvartizek et al. 1999). Nachazeji se jak ve vegetativnich,
tak 1 reprodukcnich orgdnech a zptsobuji  vadnuti, poSkozeni a thyn rostlin, u cerealii poskozeni klast
a nasledné zrna. Po infekci rostlin dochazi ke znaénym ekonomickym ztratdm v dasledku poklesu vynosu.
V souvislosti s napadenim vSak dalsi nebezpeci predstavuje produkce toxickych sekundarnich metabolit
v zrnu - mykotoxinl, z nichz v ceredliich jsou nejvyznamnéji zastoupeny trichothecenové derivaty —
deoxynivalenol (DON), nivalenol (NIV) a T2 toxin. které zptsobuji jak u ¢loveka, tak u hospodaiskych zvirat
mykotoxikozy, projevujici se zvracenim a dalSimi zazivacimi potizemi. Navic jsou tyto latky velmi stabilni
jak tepelné, tak chemicky. Dalsi skupinu mykotoxina ptedstavuje zearalenon (ZEA) a jeho derivaty, u nichz
byly prokazany estrogenni uc¢inky. Do potravniho fetézce se tyto slouceniny mohou dostavat jak pifimou
konzumaci kontaminované produkce, tak i zprostiedkované krmivy a nasledné zivoc¢isnymi produkty. Pro
DON byl v CR vyhldskou Ministerstva zdravotnictvi 298/1997 stanoven hygienicky limit 2 mg/kg (ppm)
pro zrno, 1 mg/kg (ppm) pro mouku, pro dalsi trichothecenové derivaty ani pro zearalenon zatim limit nebyl
stanoven.

Bylo zjisténo, Ze vétSina odrid pSenice a jecmene je nachylna k infekci plisobené témito houbami
a ze neexistuji vyrazné¢jsi specifické rozdily v reakci na napadeni riznymi patotypy F.graminearum nebo
F.culmorum (Mesterhazy, 1995; Salas et al. 1997; van Euwijk et al 1995). Napadeni ceredlii houbami
rodu Fusarium ma vliv nejen na jejich hygienickou nezavadnost (kontaminace mykotoxiny), ale i na
technologickou jakost, napt. pSenicné mouky, u sladovnického je¢mene postizeného fusariézou prechazi
DON az do vysledného produktu — piva a je jednim z faktord, které s velkou pravdépodobnosti zptisobuji
spolu se Stavelany pfepéiovani (tzv. gushing).

0d 1.1.2003 podléha veskera manipulace s trichotheceny povoleni Statniho uradu pro jadernou bezpecnost
(SUJB) podle zdikona ¢ 281/2002 Sh. o zdkazu biologickych a toxinovych zbrani. Trichotheceny jsou
v priloze tohoto zdkona zarazeny do skupiny vysoce rizikovych toxinii. VURV bylo toto povoleni letos v dubnu
udéleno. Urcitym nedostatkem zdkona je skutecnost, Ze v ném neni stanoven zadny limit pro vyjmenované
latky, takze o povoleni musi Zadat i ten, kdo pracuje napr. s 1 mg téchto latek nebo s komercnimi soupravami
pro imunochemické stanoveni, coz by paradoxné mohlo vést k situaci, kdy by suroviny pro vyrobu potravin
nebo krmiv nebyly z tohoto hlediska kontrolovany. V mnoha provoznich laboratorich, napr. ZZN nebo
potravindrskych provozech totiz pracovnici nemohou splnit podminku pro udéleni licence pro zachdzeni
s vysoce rizikovymi toxiny, protoZze vesmés nemaji vysokoskolské vzdélani chemického nebo biologického
zamereni. Ve statech EU komercni soupravy pro stanoveni mykotoxinii, které obsahuji sadu standardu
stanovované latky, nepodléhaji podobnému zdkonu. I sami pracovnici SUJB uzndvaji, Ze predkladatelé zikona
si nebyli védomi vsech jeho moznych dopadu. Podle nasich poznatkii bude nutna jeho novelizace ve smyslu
zjednoduseni a zmirnéni poZadavkii.

Ve VURV Praha byl fesen od roku 2000 do roku 2002 projekt mezinarodni spoluprace programu COST,
akce 835, v némz jsme kromé reakce rtiznych odrid pSenice a jecmene na umeélou infekci definovanym
izolatem Fusarium culmorum také zjistovali, jaké hladiny hlavniho fusariového mykotoxinu deoxynivalenolu
se nachazeji ve vzorcich psenice, jemene a Zita z provoznich ploch v CR v letech 2000, 2001 a 2002 a jaké
je unich druhové zastoupeni houbovych patogent.
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Studovanym materidlem byl soubor vzorkl zrna odrtid ozimé pSenice, jarniho je¢mene a zita z raznych
okrestt CR. Tyto vzorky byly ziskany z kazdoro¢niho monitoringu kvality sklizné obilovin, ktery provadi
ZVU Krométiz, s.r.o. Pro mykologické rozbory bylo z kazdého primérného vzorku vyélenéno 300 ndhodné
odebranych zrn, zbytek vzorku byl rozemlet na laboratornim mlynku ZM 100 (Retsch) a pouzit ke stanoveni
deoxynivalenolu (DON) kvantitativni imunochemickou metodou (ELISA) s vyuzitim komerc¢nich kith
RIDASCREEN FAST DON, vyrabénych firmou R-Biopharm GmBH, Darmstdt, Germany. Stanoveni bylo
provedeno podle protokolu predepsaného vyrobcem tak, ze kazdy standard i vzorek byl nanasen paraleln¢ do
dvou jamek titracni desticky a méfen spektrofotometricky. Za pozitivni byly povazovany vzorky s obsahem
DON nad hodnotu LOQ), ktera ¢inila 0,2 ppm.. Vypocet ziskanych vysledkl byl uskutecnén pomoci softwaru
RIDAR SOFT Win.

Pro mykologickou kontrolu byla pouzita metodika mykologicky sledovanych zrn. Zrna byla dezinfikovana
ponoienim (5 minut) do 5% roztoku chlornanu sodné¢ho. Po okapéni byla zrna umisténa na sladinkovy agar
v Petriho miskach. Kultivacni teplota byla 24°C. Petriho misky byly inkubovany po dobu 14 dni a odecitany
ptipravou mikroskopickych preparatd z narostlych kolonii mikromycet kolem studovaného zrna a ur¢ovanim
podle morfologickych charakteristik.

Ze sklizné 2000 bylo analyzovano 56 vzorki pSenice (21 odrid, 48 okrestl), primérny obsah DON
¢inil 0,135 ppm (0,003 - 0,74 ppm) a byly identifikovany druhy Fusarium oxysporum, tricinctum, poae
arod Alternaria . Dale bylo testovano 33 vzorki jarniho je¢mene (7 odrid, 24 okresit), primérny obsah DON
¢inil 0,22 ppm; (0,02 - 0,55 ppm), v n¢kterych vzorcich byl stanoven i obsah zearalenonu v rozsahu 0,02
— 0,075 ppm. Mykologicka kontrola nebyla u je¢émene provadéna. Bylo analyzovano rovnéz 22 vzorkl Zita
(6 odriid, 22 okresti), s primérnym obsahem DON 0,136 ppm; (0,05 - 0,46 ppm). Mykologick4 kontrola
nebyla provadéna. V roce 2000 nebyl ptekrocen hygienicky limit u Zddného vzorku,

Ze sklizn¢ 2001 bylo analyzovéano 55 vzorkl pSenice (14 odrud, 44 okrest), primérny obsah DON Cinil
0,177 ppm (0,01 — 2,49 ppm), limitni hodnota byla piekrocena u 1 vzorku a mykologicky byly identifikovany
druhy Fusarium graminearum, oxysporum, tricinctum, poae, avenaceum, solani a rod Alternaria, dale 32
vzorkl jarniho jeémene (7 odrud, 24 okrest), primérny obsah DON c¢inil 0,283 ppm (0,03 — 3,77 ppm).
Limitni hodnota byla piekrocena u 1 vzorku. Byly identifikovany druhy Fusarium graminearum, culmorum,
oxysporum, tricinctum, poae, avenaceum a rod Alternaria. Bylo analyzovéno rovnéz 15 vzorkil Zita
(4 odrtdy, 20 okresit), primérny obsah DON byl 0,124 ppm (0,02 — 0,33 ppm). Mykologicka kontrola nebyla
provadéna.

Ze sklizné 2002 bylo analyzovéano 95 vzorkl pSenice (19 odrid, 47 okresit), primérny obsah DON
¢inil 0,142 ppm (0 — 1,45 ppm), limitni hodnota nebyla piekrocena u zddného vzorku, byly nalezeny druhy
Fusarium poae, tricinctum, graminearum, oxysporum, culmorum, avenaceum a rody Alternaria, Epicoccum
a Drechslera, dale analyzovano 30 vzorkl jarniho je€mene (5 odriid, 23 okresil), pramérny obsah DON
byl 0,237 ppm (0 — 1,15 ppm). Limitni hodnota nebyla ptekroc¢ena. Byly identifikovany druhy Fusarium
graminearum, poae, tricinctum, culmorum, oxysporum, avenaceum a rody Alternaria a Drechslera. Bylo
analyzovano rovnéz 32 vzorkl Zita (6 odrud, 20 okresi), prumérny obsah DON 0,126 ppm (0 — 1,11 ppm).
Mykologicka kontrola vybranych 22 vzorkli - druhové a rodové zastoupeni patogennich hub bylo prakticky
shodné jako u vzorki pSenice a jeCmene.

Monitoring obsahu DON ve vzorcich pSenice, je¢mene a Zita v letech 2000 a 2001 je dokumentovan tabulkami LII a I1I
Tabulka I. Vysledky stanoveni obsahu DON v obilninach ze sklizné 2000
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Tabulka II. Vysledky stanoveni obsahu DON v obilninach ze sklizné 2001

A5t 551 Aritmet Kvantil
. vySetfenych pozitivnich . . | Median Min Max
Komodita | 23 e voorki | P oy [ 90 (ugrke) | (neike)
n e (ng/kg) (nglke)
psenice 55 9 177 220 320 10 2490
- ZIo
jecmen 32 9 283 220 540 30 3770
- Zrno
Jito - zmo 15 1 124 220 220 20 330
Tabulka III. Vysledky stanoveni obsahu DON v obilnindch ze sklizné 2002
Pocet Pocet . .
. vysetfenych pozitivnich Arlotm?t' Median LSET Min Max
epse e vzorkl vzorki pramer (ng/kg) 90% (ng/kg) | (ng/kg)
N iy (ng/ke) (ng/kg)
psenice 95 7 142 220 220 0 1450
- 7Zrno
jecmen 30 5 237 110 391 0 1150
- Z1rno
¥ito - zimo 32 1 126 220 220 0 1100

Imunochemické metody stanoveni mykotoxinti (ELISA) maji mnohé vyhody. Jsou to napt.: dostupnost
hotovych komercnich kiti; snadna extrakce a minimalni nutnost ¢isténi extraktu; rychlost provedeni zkousky;
vysoka specificita a citlivost; relativné ,,nizké“financni naklady; srovnatelnost vysledkii s chromatografii.
Ptesnost stanoveni DON metodou ELISA byla v letosSnim roce ovéfovana v mezinarodnim kruhovém testu
FAPAS s velmi dobrym vysledkem.
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2.

Metodické poznatky ziskané pri analytickych stanovenich mykotoxini

2.1. Imunochemické stanoveni deoxynivalenolu — metodika a metodické poznatky

Sykorova, S.

1.

Upozornéni:

Standardy v kitu obsahuji deoxynivalenol — zabraiite kontaktu roztokl s pokozkou — pouzivejte rukavice
Dekontaminaci nadobi a roztokt obsahujicich zearalenon je mozno provést roztokem chlornanu sodného
(10%) ptes noc — pouzivame ziedény piipravek Savo

Stop ¢inidlo obsahuje IN kyselinu sirovou, chrante pokoZku pted potiisnénim

Nepouzivejte kit po uplynuti expira¢niho data

Nezaménujte jednotlivé reagencie mezi jednotlivymi kity

Namodralé zbarveni cerveného roztoku substratu/chromogenu indikuje poSkozeni a reagencie by neméla
byt pouzivana.

Hodnota nizsi nez 0,6 jednotek absorbance pro nulovy standard mtize indikovat poskozeni reagencii.

. Priprava vzorku:

navazit 2,5 g vzorku do sklenéné zabrusové banky s rovnym dnem a ptidat 50 ml destilované vody. Pomér
vzorku a vody musi byt vZdy 1:20 (dilué¢ni faktor)

Banku uzaviete zabrusovou sklenénou zatkou a pecliveé tfepejte 3 minuty.
Prefiltrujte smés pies skladany papirovy filtr do dalsi sklenéné banky
Pro stanoveni pouzijte 50 pl ¢irého filtratu.

. Predbézna upozornéni:

Vsechny reagencie vytemperovat na pokojovou teplotu (cca 1 hod.).

Specificka reakce startuje piidanim specifické protilatky. Nepouzivejte vice nez 3 prouzky, pracujete-li
s jednoduchou pipetou. Vice prouzki - az 6 1ze pouzit, pracujete-li s multikanalovou pipetou.

Vrat'te vSechny reagencie ihned po pouziti do lednice (2-8°C).

Béhem prace jamky nesméji vyschnout. Neprodluzujte intervaly mezi jednotlivymi kroky.

Reprodukovatelnost je hlavné zavisla na stejnomérnosti, s kterou jsou vymyvany jamky. Peclivé sledujte
doporucenou sekvenci jamek pfi vymyvani, jak je uvedeno v navodu.

Zabraiite piistupu piimého slunce k desti¢ce béhem inkubaci (napft. prikrytim desticky vrstvou alobalu).

. Prouzky pokryté protilatkou:

Vyjméte pouze potiebné mnozstvi prouzki, zbytek peclivé zabalte a vrat'te do lednice (2-8°C).

. Standardy:

Standardy jsou pfipraveny piimo k pouziti. Pfi jejich oznacovani byl uvazovan dilu¢ni faktor 20 pro vzor-
ky. Koncentrace DON tedy mohou byt odecitany pfimo ze standardni kalibra¢ni kiivky.

. Promyvaci pufr:

Kit obsahuje balicek pro ptipravu pufru, obsah se rozpusti v 1 I destilované vody. Vydrzi 4 tydny pii 4°C.
Pufr je doporucen pro vzorky pSenice a produkty z ni. Ostatni vzorky mohou byt pufrem také promyvany.

. Test

Vlozte odpovidajici pocet prouzkt do rdmecku. Zapiste pozice standardd a vzorku.

Pipetujte 50 pl standardu nebo vzorku do jamek, uzijte vzdy novou Spic¢ku pro kazdy standard ¢i vzorek.
Pridejte 50 pl enzymového konjugétu na dno kazdé jamky (Cervend zatka) — uZijte multikandlovou pipetu
Ptidejte 50 nul DON protilatky do kazdé jamky (Cerna zatka) — pouzijte multikanalovou pipetu. Zamichejte
peclivé jemnym potiepanim desticky a inkubujte ji pfikrytou 5 minut (+ - 1 minuta) pfi pokojové teploté.
Vylijte tekutinu z jamek do vylevky. Vyklepnéte zbytky tekutiny 3x o filtraéni papir (buni¢inu) — jamky
dnem nahoru. Pouzijte stficku nebo multipipetu, naplite jamky destilovanou vodou (pro pSeni¢né vzorky
promyvacim pufrem). Znovu vyprazdnéte jamky a odstrante zbytky. Opakujte promyti 2x (radéji 3x).
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Ptidejte 2 kapky (nebo 100 pl) substratu/chromogenu do kazdé jamky (bilé kapatko). Promichejte, zakryjte
alobalem a inkubujte 3 minuty pii pokojové teploté.

Ptidejte 2 kapky (nebo 100ul) stop ¢inidla do kazdé jamky (Zluté nebo oranzové kapatko). Dobte promi-
chejte a zméfte pii 450 nm proti blanku. Odectéte béhem 10 minut
Poznamka k Fedéni

Nekteré extrakty ze siln¢ infikovanych materiala je tteba fedit tak, aby obsah DON odpovidal rozsahu ka-
libra¢ni kiivky. Redéni se provede ve sklenénych centrifugaénich kyvetkach nasledovné:

2x (do softwaru se uvede dilué¢ni faktor 2) tj. 1:1 - 100 pl vzorku + 100 ul dest. vody - fadné promichat
pomoci wortexu nebo ,,pumpovanim* pipetovaci $pickou

3x (dilu¢ni faktor 3) tj. 1:2 - 100 ul vzorku + 200 ul dest. vody — fadné promichat

5x (diluéni faktor 5) tj. 1:4 - 50 pl vzorku + 200 pl dest. vody - fadné promichat

10x (diluéni faktor 10) tj. 1:9 — 50 ul vzorku + 450 pl dest. vody - fadné promichat

atd.

Zékladni nezifedény extrakt uchovat az do kone¢ného vypoctu, kdy jsme si jisti, Ze fedéni bylo dostacujici
Vypocet

Vypocet se provede nejlépe pomoci softwaru RIDA SOFT Win. Hodnoty LOD byla zjisténa mezi pod 0,2
(mg/kg) ppm, hodnota LOQ ¢ini 0,2 ppm.

2.2. Imunochemické stanoveni zearalenonu — metodika a metodické poznatky

Sykorova, S.

1.Upozornéni:

Standardy v kitu obsahuji zearalenon — zabraiite kontaktu roztoki s pokozkou — pouzivejte rukavice
Dekontaminaci nadobi a roztokl obsahujicich zearalenon je mozno provést roztokem chlornanu sodného
(10%) ptes noc — pouzivame ziedény piipravek Savo

Stop ¢inidlo obsahuje 1N kyselinu sirovou, chrante pokozku pied potfisnénim

Nepouzivejte kit po uplynuti expira¢niho data

Nezaménujte jednotlivé reagencie mezi jednotlivymi kity

Namodralé zbarveni ¢erveného roztoku substratu/chromogenu indikuje posSkozeni a reagencie by nemé¢la
byt pouzivana.

Hodnota niZ8i nez 0,6 jednotek absorbance pro nulovy standard miZe indikovat poskozeni reagencii.
Vsechny reagencie vytemperovat na pokojovou teplotu (cca 1 hod.).

Specificka reakce startuje pfidanim specifické protilatky. Nepouzivejte vice nez 3 prouzky ,pracujete-li
s jednoduchou pipetou. Vice prouzkii - az 6 lze pouzit, pracujete-li s multikanalovou pipetou.

Vrat'te vSechny reagencie ihned po pouziti do lednice (2-8°C).

Béhem prace jamky nesméji vyschnout. Neprodluzujte intervaly mezi jednotlivymi kroky.
Reprodukovatelnost je hlavné zavisla na stejnomérnosti, s kterou jsou vymyvany jamky. Peclivé sledujte
doporucenou sekvenci jamek pfi vymyvani, jak je uvedeno v navodu.

Zabranite piistupu ptimého slune¢niho svétla k desticce béhem inkubaci. Ptikryjte desticku napft. vrstvou
alobalu.

. Priprava vzorku:

navazit 5,0 g vzorku do sklenéné zadbrusové baiiky s rovnym dnem a piidat 25 ml 70% methanolu.
Baiiku uzaviete zabrusovou sklenénou zatkou a peclive tfepejte 3 minuty.
Prefiltrujte smés pres skladany papirovy filtr do dalsi sklenéné baiiky

k 1 ml filtratu pridejte 1 ml destilované vody a fadné€ promichejte — tim je dosaZeno zékladniho dilu¢niho
faktoru 10, ktery je nakalibrovan i pro standardy — hodnoty obsahu ZEA Ize pak odecitat pfimo z kalibra¢ni
ktivky

Pro stanoveni pouzijte 50 pl ¢irého filtratu.
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. Prouzky pokryté protilitkou

Vyjméte pouze potfebné mnozstvi prouzki, zbytek peclivé zabalte a vrat'te do lednice (2-8°C).

. Standardy

Standardy jsou ptipraveny piimo k pouziti. Pti jejich oznacovani byl uvazovan dilu¢ni faktor 10 pro vzor-
ky. Koncentrace ZEA tedy mohou byt odecitany piimo ze standardni kalibra¢ni kiivky.

. Test

Vlozte odpovidajici pocet prouzkli do ramecku. Zapiste pozice standardt a vzorkd.

Pipetujte 50 pl standardu nebo vzorku do jamek, uzijte vzdy novou $pic¢ku pro kazdy standard ¢i vzorek.
Pridejte 50 pl enzymového konjugatu na dno kazdé jamky (Cervend zatka) — multikanalova pipetu.
Ptidejte 50 ul DON protilatky do kazdé jamky (Cernd zatka) — pouzijte multikandlovou pipetu. Zamichejte
peclivé jemnym potfepanim desticky a inkubujte ji piikrytou 10 minut (+1 minuta) pfi pokojové teploté.
Vylijte tekutinu z jamek do vylevky. Vyklepnéte zbytky tekutiny 3x o filtracni papir (buni¢inu) — jamky
dnem nahoru. Pouzijte stficku nebo multipipetu, napliite jamky destilovanou vodou. Znovu vyprazdnéte
jamky a odstrante zbytky tekutiny. Opakujte promyti 2x (radéji 3x).

Ptidejte 2 kapky (nebo 100 pl) substratu/chromogenu do kazdé jamky (bilé kapatko). Promichejte, zakryjte
alobalem a inkubujte 5 minuty pii pokojové teploté.

Pridejte 2 kapky (nebo 100 pl) stop ¢inidla do kazdé jamky (Zluté nebo oranzové kapatko). Dobte promi-
chejte a zméfte pti 450 nm proti blanku. Odectéte béhem 10 minut

. Poznamka k fedéni

Nekteré extrakty ze siln€ infikovanych materidli je tieba fedit tak, aby obsah ZEA odpovidal rozsahu kali-
bra¢ni kiivky. Redéni se provede ve sklenénych centrifugaénich kyvetkach nasledovng:

2x (do softwaru se uvede dilu¢ni faktor 2) tj. 1:1 - 100 pl vzorku + 100 pl dest. vody - fadn€ promichat
pomoci wortexu nebo ,,pumpovanim* pipetovaci Spickou

3x (diluéni faktor 3) tj. 1:2 - 100 pl vzorku + 200 pl dest. vody — fadn€ promichat
5x (diluéni faktor 5) tj. 1:4 - 50 pl vzorku + 200 pl dest. vody - fadné promichat
atd.

Zakladni nezfedény extrakt uchovat az do kone¢ného vypoctu, kdy jsme si jisti, Ze fedéni bylo dostacujici

. Vypocet

Vypocet se provede nejlépe pomoci softwaru RIDA SOFT Win. Hodnota LOD byla zjisténa mezi 17 — 41
ug/kg (ppb), hodnota LOQ ¢ini 50 ppb.

2.3. Postup stanoveni DON a ZEA metodou HPLC

Matéjovd, E.

2.3.1. Stanoveni deoxynivalenolu metodou vysokotucinné kapalinové chromatografie — metodika a
metodické poznatky

1

. Pfiprava vzorku

Navazte 2 g mletého homogenniho vzorku do sklenéné zabrusové banky s rovnym dnem a ptidejte 20 ml
roztoku acetonitril/H,O (84/16 — objemova procenta, Acetonitril Gradient Grade (Merck)).

Banku uzaviete zabrusovou sklenénou zatkou a peclivé tfepejte na tiepacce 1 hod. (cca 200 ot/min, IKA).
Prefiltrujte smés pres filtr SEPAP Z-7 do dalsi sklenéné banky.

Cast filtratu (nejméné 10 ml) protladte pies istici kolonku MycoSep 226 — cca 10 ml filtratu pielit do
zkumavky a kolonku s pevnou pieciStovaci fazi tla¢ime do zkumavky, ¢imz nam filtrat pfechazi (smérem
vzhiru) piecistén nad tuhou fazi.

Do odparovacich 5,0 ml reak¢nich vialek (ECOM Praha) prevedte 2x 2 ml precisténého filtratu a odpaite

do sucha v suchém termostatu Termovap (ECOM Praha) pti 40°C za mirného proudéni dusiku z tlakové
lahve — cca 20 min, kontrolovat tlak proudéni N,
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— Suchy odparek rekonstituujte ptidanim piislusného objemu mobilni faze (1 ml v pfipade pouziti vialek bez
insertt, 0,15-0,3 ml v pfipad¢ pouZiti insertll) — pro stanoveni DON je mobilni fazi 10% Methanol — 10 ml
Methanolu Gradient Grade (Merck) + 90 ml vody pro HPLC (Merck).

— V pfipad¢ utvofeni sraZzeniny po rozpusténi v mobilni fazi smés tfepejte na vortexu 3 min a pak vloZte na
10 min do ultrazvukové lazné pii 40°C. Pokud se sraZenina nerozpusti, smés zcentrifugujte a do vialky
pteved’te pouze Cisty supernatant.

2. Priprava standarda

- Pro vytvofeni kalibra¢ni kiivky vytvoite fadu standardnich roztokl o riznych koncentracich stanovované
latky (pt. 0,2 — 10 ppm DON). 1 mg DON (SIGMA ALDRICH) rozpustte v odmérné baiice v 10 ml met-
hanolu (dostanete tzv. zasobni roztok o ¢(DON) = 100 ppm). Pro ptipravu roztoku na kalibra¢ni kiivku si
pfipravte jesté tzv. pracovni roztok o ¢(DON) = 50 ppm — 2,5 ml zas. roztok + 2,5 ml MetOH.

- pf. ptiprava standardu o koncentraci 1 ppm (1 pg/ml):
I pug........ 1 000 pl stand. roztoku
50 pg.............x pl prac. roztoku
x = 1/50 x 1000 = 20 pl prac. roztoku,

- 20 pl pracovniho roztoku ( o konc. DON 50 ppm) do odpafovaci vialky, odpaite do sucha za proudéni N,
a poté pridejte 1 ml mobilni faze (10% MetOH). Takto ptipravte celou fadu standardnich roztok.

3. Pracovni postup

Pro stanoveni obsahu deoxynivalenolu byla aplikovana metoda s gradientovou eluci
methanol : voda - 0-1 min 10% methanol, 1-10 min 50% methanol.

Podminky analyzy:
chromatograf Alliance 2690 (WATERS); kolona LiChroCART 125-4 HPLC — Cartrige RP — 18e (S5pum
s pfedkolonou LiChroCART RP- C18e (Merck); teplota kolony 35°C, mobilni faze - methanol : voda, pri-

tok mobilni faze 0,8 ml/min, objem nasttiku vzorku(standardu) 20 pl; detektor UV/VIS, vinova délka 223
nm. Chromatografické zaznamy a vypocty jsou zpracovany programem Millennium32 (WATERS).

4. Vypocty

Coow = Cmamc” T, B D Vo * =
st RV
Cpoon  Koncentrace DON ve vzorku (ng/kg)
Cupc kKoncentrace DON v extraktu (ng/ml)
V.. objem extrak¢niho Cinidla
Viiquor objem extraktu pouzitého pro dalsi zpracovani (ml)
D fedéni (pozn. k fedéni viz. vySe — imunochemické stanoveni DON)
Vo Objem zpracovaného extraktu po pievedeni do vhodného rozpoustédla pro HPLC (mob. faze) (ml)

nav  navazka (g)
1
- Comie 5

20
2 < , pro vypocet musime konc. DON v extraktu nasobit faktorem 5.

Coow = Cypres” ‘1-1-

pr.:
5. Stanoveni vytéZnosti metody

Pro stanoveni vytéznosti metody se provadi celd analyza s referen¢nim materidlem o znamé koncentraci
stanovovaného analytu. Vytéznost se vypocte podle nasledujiciho vzorce:

Rec =<0 .100

o

Rec  vytéznost (%)

Cpon NAmi stanovena koncentrace DON ve vzorku (ng/kg)

c koncentrace DON v referencnim materidlu (ng/kg)

certif
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2.3.2. Stanoveni zearalenonu metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie — metodika
a metodické poznatky

1

. Pfiprava vzorku

Navazte 2 g mletého homogenniho vzorku do sklenéné zabrusové baiiky s rovaym dnem a ptidejte 20 ml
roztoku acetonitril/H,O (84/16 — objemova procenta, Acetonitril Gradient Grade (Merck)).

Baiiku uzaviete zdbrusovou sklenénou zatkou a peclive tiepejte na ttepacce 1 hod. (cca 200 ot/min, IKA).
Prefiltrujte smé&s pres filtr SEPAP Z-7 do dalsi sklenéné banky.

Cast filtratu (nejméné 10 ml) protladte pies ¢istici kolonku MycoSep 226 — cca 10 ml filtratu pielit do
zkumavky a kolonku s pevnou ptecistovaci fazi tlaCime do zkumavky, ¢imz nam filtrat prechazi (smérem
vzhiru) piecistén nad tuhou fazi.

Do odpatovacich 5,0 ml reak¢nich vialek (ECOM Praha) preved’te 2x 2 ml precisténého filtratu a odpaite
do sucha v suchém termostatu Termovap (ECOM Praha) pti 40°C za mirného proudéni dusiku z tlakové
lahve — cca 20 min, kontrolovat tlak proudéni N..

Suchy odparek rekonstituujte pridanim piislusného objemu mobilni faze (1 ml v ptipadé pouziti vialek bez
insertt, 0,15-0,3 ml v ptipad¢ pouziti insertl) — pro stanoveni ZEA je mobilni fazi 70% Methanol — 70 ml
Methanolu Gradient Grade (Merck) + 30 ml vody pro HPLC (MERCK).

V ptipad¢ utvoteni sraZzeniny po rozpusténi v mobilni f4zi smés tfepejte na vortexu 3 min a pak vlozte na
10 min do ultrazvukové 1azné pii 40°C. Pokud se srazenina nerozpusti smes zcentrifugujte a do vialky pie-
ved’te pouze Cisty supernatant.

. Pfiprava standardu

3.

Pro vytvoreni kalibra¢ni kiivky vytvoite fadu standardnich roztoka o riznych koncentracich i stanovované
latky (pt. 20 — 1000 ppb ZEA). 10 mg ZEA (Sigma Aldrich) rozpust'te v odmérné bance v 10 ml acetonitrilu
(dostanete tzv. zasobni roztok o ¢(ZEA) = 1000 ppm). Pro ptipravu roztokii na kalibra¢ni kiivku si ptiprav-
te jesté tzv. pracovni roztok o ¢(ZEA) = 50 ppm — 0,25 ml zés. roztok + 4,75 ml acetonitrilu.

pt. piipravy standardu o koncentraci 500 ppb (500 ng/ml):
500 ng........ 1 000 pl stand. roztoku
50000 ng...............x ul prac. roztoku
x = 500/50 000 x 1000 = 10 pl prac. roztoku,

10 pl pracovniho roztoku ( o konc. ZEA 50ppm) do odpafovaci vialky, odpaite do sucha za proudéni N,
a poté pridejte 1 ml mobilni faze (70% MetOH). Takto ptipravte celou fadu standardnich roztokd.

Pracovni postup

Pro stanoveni obsahu zearalenonu byla aplikovana metoda s gradientovou eluci

methanol : voda - 0-1 min 70% methanol, 1-2,5 min 100% methanol, 2,5-9 min 70% methanol.

Podminky analyzy:

chromatograf Alliance 2690 (WATERS); kolona LiChroCART 125-4 HPLC — Cartrige RP — 18e (S5pm
s predkolonou LiChroCART RP- C18e (Merck); teplota kolony 35°C, mobilni faze - methanol : voda,
pratok mobilni faze 0,8 ml/min, objem nastfiku vzorku(standardu) 20 pl; detektor fluorescencni, vinova

délka excitace 235 nm, vlnova délka emise 440 nm. Chromatografické zaznamy a vypocCty jsou zpracovany
programem Millennium??> (WATERS).

4. Vypocty
v ? 1
Crea = Cppre !L oY S 2] A T
alt gt Ny
c,.. koncentrace ZEA ve vzorku (ng/kg)
Cupc Koncentrace ZEA v extraktu (ng/ml)

o< <

liquot

objem extrakéniho ¢inidla
objem extraktu pouzitého pro dalsi zpracovani (ml)
fedéni (pozn. k fedéni viz. vySe — imunochemické stanoveni DON)
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\Y objem zpracovaného extraktu po prevedeni do vhodného rozpoustédla pro HPLC (mob. faze) (ml)

rekonst
nav  navazka (g)
20

1
CEEA T TnRLT TS 11 ‘o EaRc’ >

- , pro vypocet musime konc. ZEA v extraktu nasobit faktorem 5.

pr.: -
5. Stanoveni vytéZnosti metody

Pro stanoveni vytéznosti metody se provadi celd analyza s referen¢nim materidlem o znamé koncentraci
stanovovaného analytu. Vytéznost se vypocte podle nasledujiciho vzorce:

oy

Rec = - 100

"n.rl'

Rec  vytéznost (%)

C,., hami stanovena koncentrace ZEA ve vzorku (ug/kg)

c koncentrace ZEA v referen¢nim materialu (ng/kg)

certif

3. Prehled vysledkii prizkumu obsahu mykotoxinii v Evropé a dalSich statech (na zakl.
jejich prezentaci na mezinarodnich konferencich)
Sykorova, S., Matéjova, E.

V Bavorsku se plocha péstovani kukutice zvysila od roku 1972 (kukufice na silaz 150 000 ha) az na
dvojnasobek v roce 1999 (300 000 ha), stejné tak plocha kukufice na zrno se od roku 1988 (50 000 ha) do
roku 1999 také témét zdvojnasobila (94 000 ha). V celé SRN pak plocha kukutice na silaZ vzrostla od roku
1956 (50 000 ha) do roku 1999 vice nez dvacetinasobné (1 196 000 ha), zatimco plocha kukufice na zrno
vzrostla ve stejném obdobi vice neZ padesatinasobné ( 7 000 ha v roce 1956 — 362 000 ha v roce 1999). Tyto
plochy jsou potencidlné rizikové z pohledu Sifeni fusarioz (Eder, 2000). Uvedeny ptfedpoklad byl potvrzen
zamérnymi polnimi pokusy na riznych lokalitich v SRN, nejen v Bavorsku v letech 1998 a 1999, kdy byla
pSenice vysévana po kukufici pfi minimalnim zpracovani plidy nebo pii kontaminaci pokusnych parcelek
kukufi¢nymi poskliziovymi zbytky. Zjisténé obsahy DON byly v Sirokém rozmezi od 0 po téméf 17 ppm a
obsahy NIV od 0 do 1,4 ppm. V nejvice postizenych pokusnych lokalitdch byla nalezena vysoce vyznamna
korelace mezi vysokym stupném vizualniho napadeni a obsahem DON (r = 0,817**). Potvrdilo se, ze tato
metoda vizudlniho hodnoceni na poli byla pouZzitelnym parametrem pro odhad obsahu DON, zatimco obsah
NIV v zrnu byl sporadicky a nepouzitelny pro jakékoli tvrzeni tykajici se jeho obsahu (Wosnitza, 2000).

V 80. letech bylo v Bavorsku mykologicky testovano zrno ovsa, pSenice a kukufice a bylo zjisténo, ze
velmi casto dochézelo k incidenci houbou Fusarium graminearum. Ackoli v roce 1963 nebyla tato houba
vubec nalezena v hnijicich stoncich kukufice v jiznim Némecku, v roce 1990 jiz tento patogen pievladal. Bylo
konstatovano, ze zvyseni ploch kukufice od 60. let je pfi¢inou vyskytu houby. Na kukufi¢ném strnisti se houba
nachazi zcela pravideln€. Zatimco na kukuficném strnisti se nachazeji isolaty skupiny 1 a 2, u zrna ostatnich
obilovin jsou to pouze isolaty skupiny 2. (Rintelen, 2000a). Od roku 1982 je v Bavorsku provadén mykologicky
pruzkum vzorkli drobnozrnnych obilnin a kukutice. Zpocatku byly testovany vzorky ovsa, pSenice a jeCmene
skladovanych na farméch ke krmeni, pozdé€ji pak vzorky z poli z celého Bavorska. V letech 1982-1989 byly
identifikovan masovéji jen jednou za pét let, jinak pouze sporadicky, nahodné byly nachazeny F. culmorum,
F tricinctum a F. sporotrichioides. Na kukufici byly identifikovany jest¢ F. verticillioides a F. sacchari var.
subglutinans, avsak v zadném z uvedenych let nebyla kukufice vaznéji atakovana (Rintelen, 2000b).

Vzhledem k tomu, Ze vitalita osiva muize byt snizena vlivem fusariozy, bylo zjiStovano spektrum
nejcastéjSim patogenem u vSech obilovin, ale zvlasté u ozimé pSenice, je druh Microdochium nivale. Hybridni
zito bylo mnohem nachylnégjsi nez populace. Patogen vétSinou napadd zrna a poté jiz nemize byt eliminovan
povrchovou sterilizaci. Nasledujici, druhy v potadi - druh Fusarium graminearum byl zjistén hlavné na zrnech
pSenice a ovsa. Fusarium poae byl zjistovan Castéji pouze u ovsa, zatimco F. culmorum a F. avenaceum byly
v uvedenych letech identifikovany ziidka (Obst, Fuchs, 2000).
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Deoxynivalenol (DON) ze skupiny trichothecenti B se vyskytuje nejcastéji a byva nachazen ve vyssich
koncentracich oproti dalsim mykotoxiniim z této skupiny. Je produkovén hlavné druhy Fusarium graminearum
a Fculmorum. Prvné jmenovany druh je odpovédny za fusariozy drobnozrnnych ceredlii znamych
v némecku jako ,,Partielle Taubdhrigkeit“. Preferovanou metodou pro detekci DON je HPLC s UV-deteket.
Selektivita detekce muze byt zvySena metodou post-kolonové reakce. Detekce stopovych hladin DON
vyzaduje derivatizaci a je mnohem nachylnéjsi k chybam. Detekce DON je moznd i pomoci ELISA metody.
DON patii k méné toxickym trichothecenim (LD, je 70 mg/kg bw.), avSak symptomy akutni toxicity byly
pozorovany pii ddvkach mnohem nizsich nez LD, . Limity pro DON jsou zavedeny pouze v n€kolika statech.
Nivalenol (NIV) ve srovnani s DON obsahuje navic OH skupinu, je velmi podobny DON jak analyticky, tak
i toxikologicky. Hraje pouze minoritni roli. Zearalenon, dalsi fusariovy mykotoxin, vykazuje hlavné estrogenni
aktivitu. Prasata jsou na zearalenon nejcitlivéj$i ze vSech domacich zvifat. Soucasné znalosti nesveédci
o patrném vlivu zearalenonu na ¢lovéka pfi ptipadné expozici. Jeho potencialni karcinogenita a predevSim
genotoxicita, dosud nebyla objasnéna (Lepschy, 2000).

V Bavorsku se uskutecnil rozsdhly monitoring fusarioz v letech 1989-1999, epidemiologicky bylo
analyzovano cca 3250 vzorkll pSenice. Ziskana data byla statisticky vyhodnocena a byly vytipovany
a potvrzeny nasledujici rizikové faktory pro rozvoj fusarioz a predpokladany vyssi obsah mykotoxini:
kukufice jako pfedplodina, neobraceni (nezpracovani) pudy po kukufici, péstovani nachylnych odrtd, aplikace
nekterého z fungicidii Amistar, Brio, Juwel nebo Juwel Top a konecné pro Fusarium ptiznivy prabeh pocasi
v dobé kveteni (Bauer, 2000). Analyza mykotoxinu DON v rdmci tohoto monitoringu i pfi polnich pokusech
s umé&lou infekci prokazala, Ze ozimd pSenice je velmi citliva, tritikale a oves vykazovaly ponékud nizsi
hladiny DON neZ ozima pSenice, zatimco tvrda pSenice (7ritixum durum) byla zvlast vysoce citlivad. Naopak
hladiny DON u jarniho a ozimého je¢mene nebyly vyznamné (Beck, Lepschy, 2000). V polnich pokusech
od roku 1993 byly rovnéz zjistovany ,.kritické meteorologické podminky*. Pro tspéSny atak klasti musi byt
splnény nasledujici pozadavky:

1. rozsiteni ascospor v rustovych fazich 39/41-61 alespon 1x dést’ (vice nez 4 mm), poté jeden nebo vice
teplych dnta (primérna teplota nejménée 16°C).

2. infekce klasii ascosporami bezprostiedné po rozsiteni ascospor v ristovych fazich 55 — 69 alespon
dva dny se srazkami vice nez 2 mm a teplotou nejméné 17°C.

3. produkce macroconidii na hornich listech a infekce klasu — bezprostiedné po rozsiteni ascospor vlhka
(a chladnd) perioda; infekce klasii vysokym poc¢tem macroconidii dokonce i pii nizké teploté (Obst,
Bechtel,2000).

Pti testovani vhodnosti rtiznych fungicida proti £ graminearum bylo zjisténo, ze fungicid Amistar
(azoxystrobin) a Juwel (kresoxim-methyl+epoxiconazol) mohou zvysSovat riziko vysSiho obsahu DON.
Tento nezadouci vysledek byl potvrzen v letech 1997 — 1999 nejen v ptesnych polnich pokusech pii umelé
inokulaci, ale i v béznych farmaiskych podminkach v letech 1998 a 1999 pii monitoringu ozimé pSenice
v Bavorsku. Dalsi otazkou bylo, jak optimaln& nacasovat oSetieni fungicidem proti fusarioze. Alespon 60%
uspésnosti oSetteni bylo dosazeno, jestlize byl postiik proveden v rozmezi 1 — 2 dny pted inokulaci az 4 dny
po ni. Farmari tedy mohou provést aplikaci fungicidu i po inokulaci, jestlize dokazi véas odhadnout riziko
infekce podminéné vyse uvedenymi klimatickymi podminkami (Obst, Gammel, 2000).

Napadeni zrna plisnémi méa samoziejmé vliv 1 na kli¢ivost a nasledné 1 na zpracovatelskou kvalitu zrna.
Pti skladovani ve stabilné suchém prosttedi muze byt pocet mikrobidlnich zarodkl snizen, naopak ve vlhkych
skladovacich prostorach ( > 14% vlhkosti) se zvySuje vyvoj skladistnich plisni. Tomu odpovida pokles nebo
ztrata kli¢ivosti zrna béhem takového nevhodného skladovani. Zvlasté pii procesu sladovani ma aktivita
kli¢eni ovlivnéna skladovanim rozhodujici vliv na vyvoj plisni a produkci toxini béhem faze kli¢eni a na
kvalitu sladu a nésledné piva. U téze odridy lze gushing (pfepénovani) piva vyrazné snizit, jestlize neni
pfedplodinou kukufice a zrno je skladovano v suchych prostorach. Béhem procesu mleti se obsah DON sniZi
az o0 50% (rizné podle obsahu popele v mouce).(Beck,2000).

Péstovani odolnych odrid je nejefektivnéjSim zplisobem jak redukovat posSkozeni pSenice zplsobené
fusariozou. Zatim vsak u pSenice ani piibuznych druhti nebyla nalezena komplexni rezistence, avSak ve
§lechtitelskych programech jsou pouZivany riizné zdroje rezistence. Usili sméfuje k tomu, aby byly kombinaci
téchto znamych zdroju pfipraveny nové materidly s lepSimi parametry. Podstatné urychleni téchto snah
lze ocekavat v pribehu cca 5 let, jakmile budou vyvinuty molekularni markery pro QTL rezistence proti
fusariosdm a ,,marker-assisted* §lechténi bude ptipraveno pro praktické vyuziti V bavorském zemském ustavu
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pudoznalectvi a rostlinné vyroby (LBP) ve Freisingu jsou vSechny registrované odriidy psenice testovany
v riznych podminkach z hlediska jejich rezistence k fusariozdm, vcetné polnich experimenti s umélou
inokulaci. Vysledky tohoto testovani vedou ke klasifikaci odrtd, kterd je pouzitelna pro kontrolni organy.
V LBP je ve specidlnim programu studovan vztah mezi viditelnymi symptomy napadeni fusariozou, kolonizaci
houby na zrnu a obsahem mykotoxinli (Zimmermann, 2000). Metoda AFLP pro nalezeni molekularnich
markeri k identifikaci QTL pro rezistenci proti fusariosdm je v LBP intenzivné rozvijena. Pomoci téchto
markerd bylo objasnéno dosud cca 10 — 25 % fenotypové variability. Identifikované molekularni markery
pomohou kombinovat geny rezistence rodic¢li a vyvinout Slechtitelské materidly s vyssi trovni odolnosti
k fusariozam (Hartl et al., 2000, Buerstmayr et al., 2002).

Bylo prokazano, Ze uvnitt druhu F. graminearum existuji geneticky rtizné skupiny, které maji rozdilné
biologické vlastnosti, hlavné s ohledem na jejich patogenicitu pro rizné hostitele (pSenice, kukuftice, ryze)
a li$i se navzdjem i typem produkované¢ho hlavniho trichothecenového mykotoxinu (NIV nebo DON).
Izolaty F. graminaerum byly rozdéleny pomoci molekularnich markerii na tfi skupiny A, B a C. Tyto skupiny
se lisi piivodem (A, B zahrnovaly izolat z Nepalu), skupina C izolaty z Evropy a USA. Izolaty skupiny A
produkovaly bud’ NIV nebo DON, zatimco izolaty skupiny B produkovaly pievazné NIV a izolaty skupiny C
ptevazné DON (Nicholson et al., 2002).

V Italii byl jiz po 10 let provadén prizkum plivodct hniloby pat stébla (foot rot) a fusariozy klasu
pSenice. Bylo zjisténo, Ze fusariozy klasu jsou Casté v severni a stfedni Italii a jejich nejcastéjSim ptivodcem
je Fusarium graminearum, zatimco hniloba pat stébla je pozorovéana ve stfedni a jizni Italii a pivodcem je
hlavné Microdochium nivale a Fusarium culmorum (Corazza et al.,2002). V letech 1999 a 2000 byl provadén
monitoring obsahu DON ve vzorcich pSenice z rliznych ¢asti Italie. Vzorky ze severni Italie mély vyssi obsah
DON, nez vzorky ze stfedni a jizni Italie. Tvrda pSenice byla vSeobecné vice kontaminovéana (nejvyssi obsah
DON 6,465 ppm) nez mékka pSenice ( nejvyssi obsah DON 3,010 ppm), ve vzorcich z jizni Italie byl zjiStén
pouze zanedbatelny obsah DON (méné nez 0,1 ppm) (Pascale et al., 2002).

V Nizozemsku byl na pocatku 90. let identifikovan jako dominantni druh Fusarium culmorum, coz bylo
pozdéji potvrzeno i RAPD analyzou. Vzhledem k tomu, Ze v sousednich statech byl zaznamenavan stale
Castéjsi vyskyt F. graminearum, byl 1 Nizozemsku proveden dal$i monitoring druhového zastoupeni rodu
Fusarium a bylo zjisténo, ze skutecné nejcastéjsi byly F. graminearum, F. culmorum a M. nivale var. majus
s prevahou F. graminearum v letech 2000 a 2001, coz pIné souhlasilo s ndlezy ostatnich okolnich statt Evropy.
Agronomické dusledky zvysSeni poméru F. graminearum /F. culmorum dosud nejsou jasné (Waalwijk, 2002).

Ve Velké Britanii je provadén od roku 2001 do roku 2005 rozsahly prizkum tykajici se druhii Fusarii,
hladin a spektra produkovanych mykotoxinti a efektivity chemické ochrany proti fusariozam. V roce 2001
bylo analyzovéano 283 vzorkll pSenice se zndmym zptusobem hospodareni. Bylo identifikovano 7 mykotoxinii
(zearalenon, DON, 15-AcDON, NIV, T2triol, T2 a HT2), nejcastéji vSak byly nachdzeny DON a NIV (80%
vzorkll). Z analyzovanych agronomickych faktorti méla nejvétsi vliv na obsah mykotoxina lokalita, pific¢emz
jejich obsah stoupal smérem k jihu, coz odpovida tomu, ze toxinonogenni druhy Fusarii preferuji teplejsi
klima. Nebyl nalezen vyznamny rozdil mezi obsahem mykotoxini mezi vzorky z organického a konvencniho
péstovani a nebyl zjistén ani vyznamny vliv razného fungicidniho oSetteni (Edwards, 2002).

V Belgii byl na vzorcich pSenice v letech 2000 a 2001 rovnéz provadén monitoring nalezenych houbovych
patogent a nasledné obsahu mykotoxind. Ve vzorcich z roku 2000 byl hlavnim patogenem druh M. nivale,
a dale v mensim rozsahu F. culmorum a F. graminearum, minoritn¢ byly nalezeny F. avenaceum a F. poae,
obsah DON se pohyboval od 0 do 1,2 ppm. V roce 2001 byly mnohem cetnéjsi druhy F. avenaceum a F. poae,
zatimco M. nivale bylo minoritni. Obsah DON v roce 2001 kolisal od 0 do 0,4 ppm. Rozdily obou let jsou
vysvétlitelné tim, ze v roce 2001 bylo v Belgii neobvykle suché pocasi v dobé kveteni (Kestemont et al.,
2002).

Na Ukrajin€ bylo zjisténo, ze pfevlada 5 druht: F. culmorum, F. graminearum, F. avenaceum, F. poae
a F oxysporum, pticemz F. poae a F. culmorum ptevladaji v jiznich oblastech Ukrajiny, zatimco F. graminearum
v zapadni ¢asti statu. V letech 1996, 1998, 2000 a 2001 byl nejcastejSim patogenem F. poae (Kryuchkova et
al., 2002).

Ve Svédsku bylo v roce 2001 testovano pouziti NIRS (infradervena spektrofotometrie) metody pro rychlé
orienta¢ni stanoveni obsahu DON, Fusarii a ergosterolu vzhledem k tomu, Ze v EU se pfipravuje zavedeni
maximalnich limitt 500 a 750 ppb (ng/kg). Metoda NIRS je béZzné pouzivana pro stanoveni vlhkosti a obsahu
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proteinil. Vyhodou metody je jeji rychlost a neinvazivnost.Pii kalibracich pro stanoveni DON u pSenice
zéalezelo na tom, zda je zrno infikovano pouze F. culmorum nebo 1 F. graminearum, pii dostatecném poctu
méfeni byly ziskdny velmi dobré korelace mezi metodou NIRS a HPLC. Pro je€men s vysokymi obsahy DON
(az do 30 ppm) byla vSak standardni chyba pomérné vysoka (cca 3 ppm). Pro obsah Fusarii a ergosterolu byly
ziskany velmi vysoké korelacni koeficienty. Tato metoda by byla velmi uZite¢na, napt. ve vykupu zrna, kde je
tfeba kazdou partii velmi rychle vysetfit (Pettersson, Aberg, 2002).

V Kanadé¢ byl v roce 2000 proveden pocatecni prizkum tykajici se rozsahu napadeni, spektra Fusarii
a hladiny DON u péstovanych odrud ovsa. Bylo zjisténo, Ze rozsah infikovanych zrn se pohyboval v zavislosti
na odradé mezi 25 — 63%, hlavnimi druhy byly F. poae (11 —32% zrn) a F. graminearum (4 — 26%). Vizualni
posouzeni zrn napadenych fusariozou bylo velmi obtizné, bylo zalozeno na vyc¢lenéni nejvice barevné
odlisnych zrn. Hladiny DON se pohybovaly mezi 2,5 — 10 ppm. Nebyl zjistén vyznamny rozdil mezi
pluchatym a bezpluchym ovsem. Prizkumy tohoto charakteru budou pokrac¢ovat (Tekauz, 2002).

Prizkum obsahu DON a NIV v ovsu byl rovnéz provadén v Polsku v letech 1997 — 1999. Nejvice
pozitivnich vzorki bylo zjisténo v roce 1999 (DON 77%, NIV 45%), stejné tak byla v tomto roce nalezena
1 nejvyssi primérnéa koncentrace DON 125 ppb a NIV 75 ppb. Maximalni koncentrace DON (767 ppb) byla
zaznamenana u odridy STH 3798 v roce 1999 a maximalni koncentrace NIV (280 ppb) v odrtidé Skrzat
v roce 1998. Spolecny vyskyt DON a NIV byl zjistén ve 46 z 275 analyzovanych vzorkl. Nalezené obsahy
mykotoxinti jsou rozdilné v zavislosti na odrid¢ a na lokalité péstovani (Basinski, Perkowski, 2002).

Vysledky priizkum ve Finsku v letech 1998 a 2000 prokézaly, Ze diisledkem destivého a chladného pocasi
v roce 1998 bylo zaznamenano na jihu statu silné napadeni obilnin, zvIasté Zita. Byly provadény pifesné
molekularné biologické studie pro identifikaci druhii Fusarii a bylo zji$téno, Ze nejcastéji byly ptitomny druhy
F avenaceum, F. tricinctum a F. arthrosporioides. NejCastéji zjiSténym mykotoxinem byl DON, avSak ve
velmi nizkych koncentracich (cca 0,1 ppm). V nékterych vzorcich zita byl zjiStén beauvericin a enniatiny ve
vyssich koncentracich (3,5 ptip. 13,5 ppm). 1zolaty F. avenaceum a F. poae z téchto vzorki byly velmi silnymi
producenty uvedenych dvou méné obvyklych mykotoxind. V roce 2000, kdy bylo také destivo, ale chladnéji
nez v roce 1998, byly hladiny nalezenych trichothecent vyssi (1,5 ppm) a nejcastéji byl zjistén nivalenol,
pfi¢emz nebylo mozno zcela pfesné zjistit, kterym druhem Fusaria byl nivalenol syntetizovan(Yli-Mattila et
al., 2002). Podle italskych badateli miize beauvericin vstupovat do potravniho fetézce, jeho vliv na zdravi
Cloveka a domacich zvitat dosud neni zndm a jeho cytotoxicita je studovana na modelovych bunéénych
kulturach. Bylo zjisténo, ze cytotoxicita beauvericinu zavisi na ddvce a dobé pusobeni (Calo et al., 2002,
Macchia et al., 2002).

V severni Americe v oblasti péstovani jarnich pSenic, zahrnujici staity Minnesota, Severni a Jizni Dakota,
vychod statu Montana a kanadské provincie Manitoba, Saskatchewan a Alberta je provadén prizkum vzorki
pSenic na zéklad¢ zjisténi obsahu poskozenych zrn (FDK — Fusarium damaged kernels nebo VSK — visually
scabby kernels) a obsahu DON. Za [éta 1991 — 1999 byla primérnd hodnota VSK 18 % a primérny obsah
DON 11 ppm. V USA vypocitavaji poméer mezi obsahem DON a VSK. Uvadi se, Ze podle praktické zvyklosti
(,,rule of the thumb*) je akceptovatelna jeho primeérnd hodnota 0,5 nebo hodnoty blizké. V USA 1 v Kanad¢
probiha intenzivni vyzkum a Slechténi rezistentnich odriid pSenice a jeCmene s vyuzitim Slechtitelskych skolek
v Cinég (Stack, 2002).

Velmi zajimavy model pro pfedpovéd’ obsahu DON podle prubéhu pocasi byl vypracovan v Kanadé. Na
zéklad¢ analyz velkého poctu vzork z riznych let pfi rizném prabéhu pocasi bylo zjisténo, ze o obsahu DON
rozhoduji 3 periody: prvni 4 — 7 dni pfed metanim obsah DON stoupa s po¢tem dni se srazkami >5 mm a klesa
s poctem dni <10°C, druha 3 — 6 dnli po metani obsah DON stoupa s poctem dni se srazkami >3 mm a klesa
s poctem dni nad 32°C, tieti 7 — 10 dni po metani se obsah DON zvySuje s poctem dni se srazkami >3 mm.
Model umoznuje pifedpoveédet velmi presné ocekavany nizky az sttedni obsah DON a tak pomaha péstitelim
rozhodnout se, zda pouzit chemickou ochranu nebo nikoli. Na precizaci modelu se dale pracuje (Schaafsma et
al., 2002).

V Kanad¢ bylo rovnéz studovany faktory, které maji vliv na rozvinuti fusariozy. Modelové byl zalozen
pokus, v némz byla promichana vysoce napadena zrna se zdravymi v riznych pomérech a smési vysety.
Rozvoj choroby se neliSil mezi parcelami se 100% poskozenych zrn a zcela zdravymi zrny, nelisily se ani
hodnoty HTS a FDK (Fusarium damaged kernels) pouze vzchazeni bylo nepfiznivé ovlivnéno. DalSim
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pokusem bylo zjisténo, ze Fusarium graminearum preziva z poskliziiovych zbytkd (poskozenych zrn)
z 85 — 100% az 24 mésict. Dale bylo sledovano ovlivnéni kofenl jinych plodin péstovanych v blizkosti
pSenice napadené fusariozou. Bylo zjiSténo, ze jsou vyznamné ovlivnény koteny prakticky vsech plodin,
s vyjimkou rodu Brassica (Gilbert, 2002).

Ze sborniku: Occurence of toxigenic fungi and mycotoxins in plants, food and feed in Europe, COST
Action 835, EUR 19695, 2001

Nékteré toxigenni plisné ziji jako parazité, jiné mohou kolonizovat zemé&délské plodiny (pSenice, kukufice,
vinnd réva) nebo zemédélské komodity saprofytickou cestou. Za vhodnych podminek, které jsou ptiznivé pro
rust téchto plisni dochazi v infikovanych plodinach ke zna¢nému hromadéni vysoce toxickych sekundéarnich
metabolitl - mykotoxind. Produkce téchto toxinti mize zacit uz béhem ristu na poli, ale také az po sklizni
béhem uchovéavani a zpracovavani. Tato rozsahla kolonizace toxigennimi plisnémi a naslednad akumulace
mykotoxinil pfedstavuje vysoké nebezpeci pro zdravi ¢lovéka a zvifat.

Vyskyt toxinli kontaminujicich potraviny, krmiva, vodu nebo vzduch je jeden z nejvaznéjsSich nebezpeci,
které mizZe negativné ovlivitovat zdravi lidi a Zivo€icht.

Bylo zjisténo, Ze 25 % potravinovych plodin na celém svété je zasazeno mykotoxiny, pro nékteré toxiny
produkované plisnémi rodu Fusarium jako je deoxynivalenol a fumonisin, je pravdépodobné toto procento
mnohem vyssi.

Béhem poslednich let bylo zaznamenéno v evropskych zemich nékolik ptipadii zivocisnych ¢i lidskych
mykotoxiko6z, ztrata produkce vedouci k neplodnosti a snizeni rstu u zvitat.

Vyskyt toxigennich plisni a jejich toxickych sekundarnich metabolitii v rostlinnych produktech je jeden
z nejvyznamnéjsich socidlnich a ekonomickych problémt Evropské unie. Naptiklad, celkova produkce
obilovin v EU je pfiblizné 173 mil. tun za rok (Home Grown Cerals Autority 1995, EU) a v nedavné zprave
bylo uvedeno, ze ve 20% zemédélskych plodin EU, které se uzivaji pro vyrobu potravin ¢i krmiv, bylo
méftitelné mnozstvi mykotoxind.

Diky rostoucimu z4jmu o vyzkum toxigennich plisni a mykotoxintli, zvlast¢ v posledni dekad¢, se
momentalng fesi fada rozsahlych vyzkumnych projektt v riznych zemich Evropy.

Sbornik obsahuje ptispeévky 16 evropskych zemi, které se vénuji sledovani obsahu mykotoxint. Tyto
piispévky podavaji detailni informace o vyskytu toxigennich plisni a mykotoxinii v rostlinach, potravinach
a krmivech v Evropé¢.

Z poznatkli uvedenych ve sborniku budou dale uvedeny informace tykajici se mykotoxini plisni rodu
Fusarium, predevsim deoxynivalenolu a zearalenonu.

Rakousko
Lew, H., Adler, A., Thimm, N., Krska, R., Widner, G., Schul, M. (2001)

Vyskytem mykotoxinil a toxigennich plisni v Rakousku se zabyvaji od 70. let minulého stoleti, kdy byl
sledovan estrogenni mykotoxin zearalenon jako kontaminant zplsobujici nespecifickou sterilitu u hovéziho
dobytka (Lengauer, 1977). Nicmén¢, hlavni popud pro diikladnou studii vyskytu mykotoxint v rakouském
zemédé€lstvi byl obrovsky problém s krmivy pro vepie obsahujicimi fusariové mykotoxiny. Diky neobvyklému
pocasi (mrazy v zaii) byly klasy kukufice siln¢ zasaZeny plisni Fusarium graminearum a obsah DONu byl
v klasech kukutfice mimotadné vysoky (az 20 ppm). Nésledkem bylo u mnohych zvifat odmitani potravy.
Na konci 80. let bylo spektrum zndmych druhli Fusarium a jejich toxinl velice rozsédhlé. Kromé kukufice, je
nejcastéji ze zemedélskych plodin infikovan oves a pSenice. Dale miizeme bezpecné fici, Ze deoxynivalenol
a jeho derivaty jako jsou zearalenon, moniliformin, beauvericin a nivalenol jsou nejvice rozsifené. V letech
1996, 1997 a 1998 byla v Rakousku provadéna studie o obsahu mykotoxint v kukufici.

Vzorky klast a zrn pochazely z 20 rtiznych mist Rakouska. Byl zjistovan obsah DONu, 15-ADONu,
3-ADONu, ZEA, NIV, T-2 toxinu, fumonisinu B1 a B2 a moniliforminu. V roce 1996 bylo analyzovéano
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46 vzorkll, pramérny obsah DON ¢inil 0,645 ppm (0,06 - 2,81ppm) a byly identifikovany druhy Fusarium
graminearum (47%), F. subglutinans (29%), F. avenaceum (14%) a dal$i (<2%) . Pramérny obsah ZEA ¢inil
0,09 ppm (0,02 - 0,28 ppm). V roce 1997 bylo analyzovéano 58 vzorkli, primérny obsah DON c¢inil 0,14
ppm (0,05 - 0,58 ppm) a byly identifikovany druhy Fusarium graminearum (16%), F. subglutinans (32%),
F. avenaceum (23%) a F. poe (17%), F. equiseti (21%) a dal$i (<8%) . Primérny obsah ZEA ¢inil 0,04 ppm
(0,02 -0,14 ppm). Vroce 1998 bylo analyzovano 48 vzorki, primérny obsah DON ¢inil 0,38 ppm (0,05 - 1,36
ppm) a byly identifikovany druhy Fusarium graminearum (31%), F. subglutinans (33%), F. avenaceum (17%)
a dalsi (<8%) . Primérny obsah ZEA ¢inil 0,06 ppm (0,01 - 0,34 ppm).

Rozdily mezi jednotlivymi roky lze pfisoudit rozdilnym klimatickym podminkam. V roce 1996 byly
letni mésice relativné chladné a vlhké a pak néasledoval mirny a destivy fijen. V roce 1997 byl Cervenec
charakteristicky deStovymi srazkami, zatimco v zaii bylo relativné teplo a sucho. V roce 1998 byla celkové
vegetacni obdobi teplejsi nez dlouhodoby primeér, i1 pfestoze ervenec byl destivy. Analyza vzorkl pSenice
ze sklizné ve Spolkové republice Némecko v roce 1998 ukazala, Ze v blizkosti Bavorska, byl obsah DON az
7 mg/kg. V Rakousku se tedy rozhodli zjistit, jak vazna je kontaminace deoxynivalenolem u pSenice na jejich
uzemi. Byli analyzovany vzorky pSenice ze sklizn€ 1998 z riiznych ¢asti izemi, jak suchych tak vlhkych. Test
ukdzal, ze obsah DON byl daleko pod stanovenym rakouskym limitem, tj. 0,5 mg/kg pSenice.

Finsko
Rizzo, A., Berg, S., Eskola, M., Perttila, U., Saari, L. (2001)

Cilem studie prezentované v tomto sborniku bylo zjistit hladinu obsahu trichothecent v reprezentativnich
vzorcich z Finska a dovezenych plodin a krmiv ze sklizni v letech 1987-1988. Koncentrace trichothecenti byla
meétena pomoci plynové chromatografie (GC-MSD s SIM). Analyzovany byly vzorky ovsa, pSenice, jeCmene,
ryze, kukufice, sojovych granuli, semena fepky, rybi maso, krmivo pro driibez a pro prasata. Témét vSechny
vzorky zrn a krmiv obsahovaly DON v mnozstvi od 7 — 300 pg/kg a malé mnozstvi 13 — 120 pg/kg 3-AcDON.
V nékterych vzorcich byly nalezeny nizké koncentrace ZEA.

Francie
Bakan, B., Cahagnier, B., Melcion, D. (2001)

Vzorky ceredlii ze sklizni 1996 a 1997 pochézely z 10 rtiznych ¢asti Francie. V piipad¢ zjistovani obsahu
DON, NIV byla pouzita metoda GC-ELD, u ZEA a fumonisinu metoda HPLC.

V roce 1996 bylo analyzovéano 46 vzorkl pSenice a 17 vzorkd kukufice, primérny obsah DON C¢inil
0,039 ppm (stop. mnozstvi - 0,58 ppm) u pSenice a 0,4 ppm (stop. mnozstvi - 2,8 ppm) u kukufice. Primérny
obsah ZEA ¢inil 9 ppb (stop. mnozstvi - 16 ppb) u pSenice a 0,335 ppm (stop. mnozstvi - 1,75 ppm)
u kukufice.

V roce 1997 bylo analyzovédno 69 vzorkl pSenice a 24 vzorkd kukufice, primérny obsah DON C¢inil
0,087 ppm (stop. mnozstvi - 0,65 ppm) u pSenice a 0,1 ppm (stop. mnozstvi - 0,558 ppm) u kukufice.
Primérny obsah ZEA ¢inil 7 ppb (stop. mnoZzstvi - 9 ppb) u pSenice a 0,015 ppm (stop. mnozstvi -
0,04 ppm) u kukufice. Prevladajicimi druhy, které byly izolovany ze sklizné pSenice v roce 1996, byly
F culmorum a F. graminearum. Co se ty€e zastoupeni dalSich jednotlivych druhti, tak nasledovaly druhy F. poae
a F proliferatum. F. moniliforme byl ptevladajicim druhem izolovanym ze vzorkt kukuftice. V§echny testované
kmeny byly schopny produkovat DON a ZEA, zatimco vyraznd produkce NIV byla pozorovana pouze
u izolath F. culmorum.

Némecko
Kuhlmann, 1., Valenta, H., Goll, M., Oldenburg, E., Flachowsky, G. (2001)
Ellner, FM. (2001)

V roce 1996 bylo analyzovano 21 vzorkl pSenice a 13 vzorkl je¢mene. Vzorky pochazely z oblasti
Durynska a Saska, primérny obsah DON ¢inil 0,76 ppm (0,14 - 2,84 ppm) u pSenice a 0,82 ppm (0,17
- 2,07 ppm) u jeCmene. Prumérny obsah ZEA ¢inil 40 ppb (3 - 215 ppb) u pSenice a 41 ppb (4 - 193 ppb)
u je¢mene.Na pfitomnost fusariovych toxind byly také analyzovany vzorky ze sklizné¢ 1998, kdy bylo
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shromazdéno 84 vzorkl pSenice, jeCmene a ovsa z 22 mist (10 regionll) stfedniho a severniho Némecka.
93% testovanych vzorkt bylo infikovano Fusarium ssp.. F. graminearum byl nejvice zastoupenym druhem,
nasledovaly pak druhy F. culmorum a F. avenaceum. Pocet positivnich vzorki na DON dosahl hodnoty 85%,
zatimco v piipad¢ positivity na obsah ZEA bylo dosazeno hodnoty 65%.

Mad’arsko
Hornok, L., Toth, A. (2001)

Pravidelny monitoring obsahu mykotoxinil za¢al v Mad’arsku analyzami aflatoxinli. Pted tficeti lety se
diky studiim doSlo k zavérim, Ze klimatické podminky v Mad’arsku nejsou ptic¢inou produkce mykotoxini.
Koncem Sedesatych let se vyzkum soustfedil na obsah zearalenonu, dale na Fusariové toxiny, jako je T-2
toxin a deoxynivalenol. Mad’arska Organizace na ochranu rostlin kaZzdoro¢né provadi prizkum o celostatnim
Sifeni infekce Fusariovymi toxiny. Z poslednich let bylo epidemické Sifeni zaznamenano v letech 1996, 1997
a 1998. Mira infekce Fusarium spp. byla v téchto letech v rozmezi od 15,5 do 19,3% vzorkt, zatimco v jinych
letech tato hodnota neptesahuje 10% (Aponyi et al., 1998). Epidemie snéti obilné byla zapticinéna deStivym
pocasim béhem metani pSenice. Stupen infekce byla také do jisté miry ovlivnéna ochrannymi prostfedky
— spravné nacasovana aplikace ptislusnych fungicidt. Vysledky prizkumu, vedeném v obdobi 1990 — 1994
v jiznim Mad’arsku (nejsu$s$i a nejteplejSi oblast), ukazuji, ze DON a ZEA jsou hlavnimi toxickymi
kontaminanty pSeni¢nych a kukufi¢nych zrn.

Italie
Bottalico, A., Logrieco, A. (2001)

Vroce 1976 Botallico (1978) vysettil na ptitomnost ZEA a plisni rodu Fusarium spp. 56 vzorki pseni¢nych
zrn, které pochazely z nékolika lokalit stiedni a jizni Italie. Zadné toxiny nalezeny nebyly a zastoupeni druht
Fusarium bylo také velice nizké. Visconti a Pascale aplikovali rychlou a pfesnou metodu na stanoveni ZEA
- HPLC s fluorescencni detekci, kdy vzorek je predem piecistén na imunoafinitni kolonce. Vysetiovano bylo
15 vzorki kukuftice ze sklizné 1997 pochazejici ze severni Italie a bylo zjisténo, ze 13 z 15 vzorkl obsahovalo
ZEA v rozsahu hodnot od 0,004 do 0,14 mg/kg.Visconti et al. aplikovali pro stanoveni obsahu DON ve
vzorcich také HPLC s detektorem diodového pole. Analyzovano bylo 70 vzorki ze sklizné 1995 z riiznych
casti Italie. Vysledek ukazal velice rozsifenou kontaminaci deoxynivalenolem (obsah az 3,085 ppb).

Polsko
Chelkowski, J., Perkowski, J., Grabarkiewicz-Szczesna, J., Kostecki, M., Golinski, P. (2001)

Vyskyt toxigennich plisni a produkce mykotoxint se v Polsku sleduje od roku 1969. VySetfovany jsou
predevsim zemédélské plodiny a krmiva. V roce 1996 bylo analyzovéano 21 vzorkt pSenice, primérny obsah
DON ¢inil 0,131 ppm, v roce 1997 dvanact vzorki, primérny obsah DON ¢inil 1,532 ppm a v roce 1998
(Zulawy) bylo vy3etfeno 66 vzorkii pSenice a primérny obsah DON ¢inil 0,190 ppm.

Norsko
Langseth, W., Elen, O., Rundberget, T. (2001)

Od roku 1988 probiha v Norsku kazdoro¢né monitoring obilnin na pfitomnost trichothecenti. Analyzovany
byly vzorky, které byly nasledn€ pouzity pro vyrobu potravin ¢i vyrobu krmiv. Nejfrekventovanéj$im toxinem
byl deoxynivalenol. Obsah DON byl extrémné vysoky piedevsim v letech 1988 a 1992, kdy byly velice sucha
jara a pak nasledoval destivy Cervenec. V oblasti severniho Norska byl také vysoky obsah DON v letech 1991
a 1993, jelikoz 1éta byla chladna a destiva, sklizen byla pozdéji nez obvykle.V roce 1988 bylo analyzovano
6 vzorki je¢mene, 122 vzorkl ovsa a 4 vzorky pSenice. Primérny obsah DON ¢inil u je¢mene 0,65 ppm (max.
1,10),uovsa 1,12 ppm (max. 14,6) au psenice 0,22 ppm (max. 0,43). V roce 1992 bylo analyzovano 92 vzorkt
jecmene, 92 vzorkl ovsa a 142 vzorkl pSenice. Primérny obsah DON ¢inil u je¢mene 0,237 ppm (max. 4,40),
u ovsa 0,614 ppm (max. 8,00) a u psenice 0,197 ppm (max. 1,65).Na ptitomnost ZEA a ochratoxinu A byly
analyzovany pouze ty vzorky obilnin, které byly urCeny pro lidskou spotiebu. VSeobecné by se dalo fici, ze
kontaminace t€mito toxiny byla velice nizka.
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Rusko
Levitin, M. (2001)

Na uzemi Ruska byla v poslednich 10-15 letech infekce plisnémi rodu Fusarium velice rozsifena.
V oblasti Krasnodaru (jizni Rusko) byly tfi rozsahlé epidemie snéti obilné. Ztrata vynosu ze sklizné€ pSenice
dosahla hodnoty 25-50% a kontaminace zrn obilnin mykotoxiny vzrostla vice nez 25krat (Levitin et al., 1994).
V 25-80% vzorkl pSenice ptesahla koncentrace DON povolenou hranici.Béhem 1989-1992 bylo v Rusku
v pruméru 23% vzorkl obilnin (pSenice, jeCmen, zito) kontaminovano deoxynivalenolem, pficemz 9% vzorkl
obsahovalo DON v koncentraci, ktera ptekracovala povolenou mez (Tuteljan, 1995). Analyza vzorka pSenice
pochazejicich z oblasti kolem Krasnodaru v roce 1992 ukazuje, Ze DON byl pfitomen ve 100% analyzovanych
vzorkil v rozsahu 0,15 — 10,5 mg/kg. V 57% vzorkl byl obsah DON nad stanovenou hodnotou. ZEA byl
zjistén v 68% vzorkl v rozsahu 0,01 — 1,4 mg/kg (L"vova et al., 1997).

Slovensko
Srobdrovad, A. (2001)

Na uzemi Slovenska se pravidelné vyskytuje 6 Fusarium spp. kontaminujici pSenici. Jednd se
o F. culmorum, F. graminearum, F. avenaceum, F. oxysporum, F. moniliforme a F. nivale — usporadano dle
klesajici frekvence vyskytu. Fusariové ndkazy se vyskytuji prakticky na celém tizemi Slovenska a prakticky
1 ve vSech zeméd¢lskych plodinach (v kukufici, cukrové fepé€, bramborach). Tyto nédkazy se objevuji ve vSech
nadmoftskych vyskéach; byly prokazany jak ve 140 m nad motem, tak i v 700 metrech nad motfem. Fusaridsy
se také vyskytuji riznych typech ptud. V zévislosti na produkci a piidnich podminkach jsou zaznamenavany
pouze rozdily v poctu zastoupenych druhti Fusaria.

Velka Britanie
P. Jennings (2001)

Na ptitomnost deoxynivalenolu bylo celkové analyzovano 43 krmného a 42 sladovnického je¢mene
pochézejiciho z rtiznych oblasti Velké Britanie. Pro stanoveni obsahu DON byla pouzita metoda GC-MS.
Prizkum ukazal, ze vyznamné hodnota obsahu DON byla pouze u 1,2% celkového poctu vzorkd, kdy tato
hodnota ptesahla hranici 100 pg/kg.

V letech 1980-82 bylo také analyzovano celkem 199 vzorki pSenice péstovanych na izemi Velké Britanie.
DON byl detekovan ve 32 piipadech a to v rozsahu hodnot 20 — 400 pg/kg.
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4. Kontaminace silaZi mykotoxiny

Nedélnik, J.
V textu pouzivané zkratky: deoxynivalenol — DON, nivalenol — NIV, T-2 toxin — T-2, HT-2 toxin — HT-2, zearalenone — ZEA,
fumonisiny — FUM, moniliformin — MON, aflatoxiny — AFL, ochratoxin A - OTA

V névaznosti na resersni studii s nazvem ,,Mykotoxiny, jejich vyskyt v surovinach, produktech a krmivech
rostlinného pivodu — reSerSe aktualnich poznatk vypracovanou v roce 2002 byla v letoSnim roce pozornost
zaméfena na shrnuti aktudlniho stavu poznatkli o mykotoxinové kontaminaci pfedevSim kukufi¢nych
silazi jako hlavniho krmiva pro ptezvykavce. Prace je €lenéna do tii ¢asti: uvod do problematiky a reSerSe
soucasnych poznatkil, vysledky analyz kukufi¢nych silaZi a dalsich objemnych krmiv v CR v letech 2000-
2002 a v posledni ¢asti jsou uvedeny nekteré metodické poznamky k odbéru vzorkt a vlastnimu analytickému
postupu.

4.1. Mykotoxiny

V posledni dobé se stile vice objevuje v popiedi zdjmu odborné i laické vefejnosti problematika
mykotoxinll spojena piedevs§im s potencidlnim ohrozenim zdravi lidi a hospodaiskych zvirat. Mykotoxiny
jsou definovany jako nizkomolekularni sekundarn€ metabolické produkty houbovych organismii, toxické pro
rostliny 1 teplokrevné Zivo€ichy véetné ¢lovéka. Z hlediska historické posloupnosti poznavani ucinku téchto
latek 1ze mykotoxiny zaradit do n€kolika hlavnich skupin: alkaloidy produkované houbou Claviceps purpurea,
aflatoxiny, ochratoxin, trichothecény a fumonisiny.

Ergotoxin, ergotamin

Prvnimi popsanymi mykotoxiny byly produkty houby Claviceps purpurea nazvané pozdéji ergotoxin
a ergotamin. Tyto alkaloidy, které v malém mnozstvi jsou lékem, jsou i pomérné silnymi jedy. Jejich
konzumace mtize koncit i smrti. Vzhledem k okruhu hostitelskych rostlin se s témito latkami pfi kontaminaci
silazi prakticky nesetkame.

Aflatoxiny

Dosud nejintenzivnéji studovanymi byly toxické metabolity aflatoxiny a ochratoxin produkované
rody Aspergillus a Penicillium. Aflatoxiny jsou typickymi toxiny kontaminujicimi suroviny produkované
v tropickych a subtropickych regionech. Jsou produkovany uritymi druhy Aspergillus a nalézaji se na
riznych nezpracovanych vyrobcich, jako napiiklad obilniny, dehydratované ovoce, koteni, fiky, susené
ovoce apod. Mezi vice nez dvaceti znamymi typy aflatoxini se v potravinach nalézaji hlavné ¢tyfi slouceniny
(aflatoxiny B1, B2, G1 a G2). Odvozené aflatoxiny se mohou nachézet také v mléku a v mléEnych vyrobcich
(aflatoxiny M1 a M2). Tyto odvozeniny jsou produkovany v procesu traveni prezvykavci, ktefi jsou krmeni
kontaminovanymi krmivy. V podminkach Ceské republiky jsou tyto mykotoxiny zjisfovany v surovinch
z dovozu a déle pti kontaminaci skladovanych produkti véetné sildzi.

Ochratoxin A

Obdobné¢ je vyznamnym toxinem produkovanym tzv. skladovymi plisnémi i ochratoxin A. Jeho vyskyt
je zaznamenavan v nékterych evropskych i mimoevropskych regionech (zapadni Evropa, Kanada a n¢které
oblasti v Jizni Americe), kde je tvofen druhem Penicillium verrucossum, plisni, kterd se ¢asto tvoii béhem
skladovani obilnin. Dal$im druhem velmi Casto izolovanym ze sildzi je P. roqueforti.

Fusariotoxiny

Vedle vyse uvedenych toxinti jsou stale aktualnéjsi 1 toxické latky produkované rodem Fusarium.
V soucasné dobé publikované udaje uvadi, ze ze 61 druht Fusarium spp., které byly izolovany z rtiznych
rostlinnych druhti a surovin pro vyrobu potravin, byla u 35 prokazana schopnost v laboratornich podminkéch
produkovat sekundarni toxické metabolity. Celkovy pocet dosud popsanych sekundarné-metabolickych
sloucenin u rodu Fusarium se blizi k ¢islu 150.
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Historicky prvni zminky o akutnich a chronickych mykotoxikozach lidi a hospodaiskych zvifat
souvisejicich s konzumaci obilnin kontaminovanych druhy Fusarium jsou staré vice nez 100 let. Historicka
a epidemiologicka data indikuji mnoh¢ dalsi souvislosti mezi Castymi epidemiemi chorob a konzumaci zrnin
infikovanych témito houbami Jsou znamy piipady alimentarni toxické aleukie, celé fady nemoci jako napf.
anemii, imunosupresi, krvaceni, abortace plodii apod. z mnoha zemi svéta. K dispozici je velké mnoZstvi
védeckych publikaci a monografii vénovanych témto problémiim.

Hlavnimi skupinami mykotoxind produkovanych Fusarium spp. jsou latky zndmé pod trividlnimi ndzvy
trichothecény, zearalenon, fumonisiny a kyselina fusarova.

Trichothecény jsou skupina toxickych sloucenin sesquiuterpenoidni struktury, jez inhibuji syntézu
eukaryotickych enzymt. Zpisobuji nékteré mykotoxikdzy hospodaiskych zvirat a jsou povazovany za latky
odpovédné 1 za nekteré choroby Cloveéka jako je napt. alimentdrni toxicka aleukie nebo Akakabi nemoc
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T-2 toxin, HT-2 toxin, deoxynivalenol (syn. vomitoxin), nivalenol, diacetoxyscirpenol a n¢kolik dalSich.

Druhou skupinou toxickych slou¢enin je zearalenon a jeho derivaty. Jedna se o latky se silnym estrogennim
uc¢inkem spojenym s poruchami fertility u hospodatskych zvifat.

Z Fusarium moniliforme ziskaného z kukutice uréené pro lidky konzum v Jizni Africe byly izolovany
toxiny s karcinogennimi a hepatoxickymi ucinky, které byly oznaceny jako fumonisiny. Fumonisiny mohou
vyvolavat akutni toxikozy domadcich zvifat (napft. koniska leukoencephalomalasia, plicni edémy apod.). Podle
mezinarodni agentury pro vyzkum rakoviny Svétové zdravotnické organizace (IARC-WHO) jsou klasifikovany
jako mozné karcinogeny pro ¢lovéka (tfida 2B). Fumonisiny jsou strukturalné¢ podobné sfingosinu a mohou
uplatnit svou biologickou aktivitu v blokaci klicovych enzymt biosyntézy sfingolipidu.

Casto opomijenym toxinem produkovanym Fusarium spp. je kyselina fusarovd. Toxicita této latky pro
teplokrevné zivocichy je ve srovnani s trichothecény a fumonisiny podstatné nizsi, ale nejnovéjsi experimenty
prokézaly, Ze tato latka zesiluje toxické Ucinky ostatnich fusariotoxind. Tento toxikologicky synergizmus
muze byt do urité miry vysvétlenim skutec¢nosti, ze zkrmovani pfirozen¢ kontaminovaného krmiva ma
mnohdy vyrazné vys$$i negativni U€inky na konzumenta, nez zkrmovéani krmiva uméle kontaminovaného
shodnym toxinem.

4.2. Silaze

V souladu s cilem =zajistit dobry zdravotni stav a vykon zvifat, je zdkladem produkovat sildze
s vysokou vyzivnou hodnotou a dobrou hygienickou kvalitou. Nehledé na kontaminaci silazi nezddoucimi
nebo patogennimi mikroorganismy, napi. Clostridium tyrobutyricum, Clostridium botulinum, Listeria
monocytogenes nebo Escherichia coli (Woolford 1990, Fenlon a Wilson 2000, Tylin 2000) je vyskyt vldknitych
hub a jejich sekundarnich toxickych metaboliti (mykotoxiny) dal§im vyznamnym faktorem podminujicim
v mnoha piipadech horsi vykon a zdravotni potize dobytka (Nibbelink 1986, Dieckman a Green 1992, Diaz
aBoermans 1994, Bauer 2002). Zaroven je ale nutné konstatovat, Ze ve srovnani s obilovinami ¢i proteinovymi
krmnymi materialy je Groven znalosti o téchto mikroorganismech a jejich metabolitech v silazich a jejich
efektech na zdravotni stav zvifat a kvalitu zivociSnych produktl stale nizka (Scudamore a Livesey 1998).
Skupina vlaknitych mikromycet (mnohdy v literatuie oznacovanych jako plisn¢), se kterymi se miizeme setkat
v souvislosti se sildZemi je tvofena rozmanitou skupinu roda a druhd, které jsou vSudypfitomné v piirodé
a existuji jako saprofyté nebo rostlinné patogeny. Rody Fusarium, Alternaria, Cladosporium, Penicillium
a Aspergillus jsou v této souvislosi povazovany za nejfrekventovanéjsi (Lacey a Magan 1991, Auerbach
a Geissler 1992, Miller 1995, Scott 2001).

Nejvétsi pozornost  vyzkumu byla zaméfena na aflatoxiny, ochratoxiny, trichotheceny, fumonisiny
azearalenony. Mykotoxiny vykazuji mnoho rozli¢nych biologickych efektiina zvitata. Mohou byt karcinogenni,
teratogenni, genotoxické, hepatotoxické, nefrotoxické, hematotoxické, imunosupresivni, estrogenni,
tremorgenni nebo mutagenni (Trenholm 1997, Dirheimer 1998, Oswald a Comera 1998, Parent-Massin
a Parchment 1998, Riley a kol. 1998, Shier 1998). Ackoliv je dobie zjisténo, ze vyznamna cast celosvétovych
obilnych sklizni je kazdoro¢né€ ovliviiovana mykotoxiny a vede k ekonomickym ztratdm, kontaminace picnin
a silazi toxickymi houbovymi metabolity byla dlouho ignorovana (Smith a kol. 1993). Proto i tato reSerse se
snazi shrnout dostupné informace o faktorech ovliviiujicich tvorbu a pfitomnost mykotoxini v silazich.
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4.2.1. V1aknité houby a mykotoxiny v silaZich
Primarni kontaminace

Velka ¢ast mykotoxint analyz. v silazich je produkovéna jiz béhem vegetace pied sklizni a uskladnénim.
Patogenni mikroorganismy, predevsim zastupci rodu Fusarium byly izolovany ze v§ech ¢asti rostlin. Zptsobuji
poskozovani vzchazejicich rostlin, vyvoldvaji hnilobu stébel a palic a v neposledni fadé také poSkozeni zrn.
Houby pronikaji do hostitelskych pletiv pfes kofen, stonek, listy a palice nebo také prostfednictvim vektord,
napf. nematod. Podle nejnovéjSich poznatkt jsou listy a stébla Castéji a vice zatizeny nez palice.

V pribéh fytopatogenniho procesu dochdzi ke kontaminaci hostitelskych rostlin mykotoxiny, které jsou
v tomto obdobi jiz detekovatelné. Obsah mykotoxint nartsta v poslednich péti az Sesti tydnech pied silazni
zralosti, pfi¢emz napadeni je ¢ast¢js$i na odumtelych pletivech. Experimenty naznacuji, ze hybridy kukufice
s rychlej$im dozravanim zbytku rostliny vykazuji vyssi obsah mykotoxinti. Maximalni tirovné obsahu toxin
jsou zaznamenavany v obdobi sklizn€ a dale se vyznamnéji neméni.

Vyskyt mykotoxinti produkovanych Fusarium spp. na kukufici je popsan z celé fady svétovych regiont.
Informace o celosvétové kontaminaci obilnin vcetné kukufice publikovali japons$ti autofi. Prizkum v 19
zemich prokazal zavaznost mykotoxini Fusarium spp. 1 jejich celosvétovou rozsifenost. Z celkového
mnozstvi 500 vzorka bylo napt. 244 nivalenol pozitivnich, 223 deoxynivalenol pozitivnich a 219 zearalenon
pozitivnich. Podrobné tidaje o kontaminaci ceredlnich potravin ze vzorkl ziskanych v letech 1997-1998
v obchodni siti v Némecku byly publikovany v roce 1998. Nejvyssi mira kontaminace byla u vyrobki
z kukufice, napt. maximalni koncentrace deoxynivalenolu byla 910 ug/kg, u fumonisintt dokonce 2600 ng/
kg. Ve Velké Britanii, kde je ro¢ni spotieba kukufice ptes 1,6 milionti tun a pfitom vétSina tohoto mnozstvi
se dovazi jak z kontinentalni Evropy, tak zdmofi, provedli rozbory 140 vzorkl surové kukufice na obsah
mj. zearalenonu a fumonisind. Oba typy sloucenin byly zjiStény témét ve vSech vzorcich, pficemz 41,7%
vzorkl kukufice obsahovalo vice nez 100 pg/kg zearalenonu a 48% vzorkl vice nez 1000 pg/kg celkovych
fumonisinl. Prvotnim ¢isténim surové kukufice se snizil obsah celkovych toxini o 32 %. Potraviny vyrobené
z kukufice byly analyzovany na pfitomnost fumonisinti také v USA s maximalnimi koncentracemi az 7450
pg/kg. Kukufi€na zrna byla obecné kontaminovina detekovatelnymi hladinami deoxynivalenolu i pfi
vyzkumu na Novém Zélandu, Korei 1 v celé fadé dalSich regiont. Pfirozeny vyskyt mykotoxint Fusarium
spp. byl zaznamenan i v Ciné v oblastech oznaGenych za vysoce rizikové pro vyskyt rakoviny jicnu. ProtoZe
vétSina silaZi je tvofena z celych rostlin (napft. celé rostliny kukufice a celé rostliny obilnin), infekce jakékoliv
¢asti rostliny miiZze vézt ke kontaminaci dané silaZe mykotoxiny.

Oldenburg (1999) shrnul dostupna data o vyskytu mykotoxina v picnindch. Nékteré trichotheceny (napf.
DON a ZEA) byly nalezeny v travach v koncentracich pfiblizné 2 mg/kg. Sildzni kukufice také obsahovala
DON a ZEA v riizném mnoZzstvi, a to v rozpéti od 0,005 do 13,75 mg/kg DM. Incidence téchto mykotoxinti
a jejich koncentrace byly zieteln¢ ovlivnény analyzovanou ¢asti rostliny. Bylo zajimavé, Ze palice obsahovaly
méné¢ ZEA a v nizSich koncentracich ve srovnani se stonky. Oldenburg (1996) zaznamenal statisticky
vyznamnou korelaci mezi Grovni suSiny pfi sklizni a obsahem ZEA. U silazni kukufice byla zaznamenéna
také pritomnost OTA pted sklizni (Oldenburg 1991). Toxinogenni Alternaria representuji ¢asto se vyskytujici
houbovy rod na silazni kukufici, hlavné na listech a obalech klastt (Muller 1991, Muller 1992), ptitomnost
jejich toxint je také pravdépodobna.

Gotlieb (1997) shrnul vysledky mnoha studii v USA, indikujicich vysokou incidenci DON v silazich
na urovni az kolem 3 mg/kg. V Némecku byly ZEA, DON a OTA nejcastéji izolovany ze silazi vyrobenych
z celych rostlin kukufice (Kampfe 1999). Koncentrace v siladzich se pohybovala mezi 33 a 51 ppb u ZEA,
673-4297 ppb u DON a 17-37 ppb u OTA. Piezkoumani provedené Oldenburgem (1999) odhalilo, Ze travni
a kukufi¢né silaZe mohou byt kontaminovany mnozstvim trichothecenti a zearalenonem. Obsahy mykotoxin
byly zaznamenany v niz$im rozptylu.

Whitlow a Hagler (2002) analyzovali kukufi¢né silaze z farem v Severni Karolin¢ a prokazali celou
fadu toxickych houbovych metabolitii. Stfedni koncentrace pro AFL, DON, ZEA a T-2 toxin byly 28 ppb,
525 ppb, 1991 ppb, resp. 569 ppb. Casto byly také nalezeny fumonisiny. Kukufiéné sildZe z Mexika byly
kontaminovany aflatoxiny v koncentracich mezi 500 a 5000 ppb (Rosiles 1978).

Patologické zmény a tvorba mykotoxintll v rostlinach pted sklizni je nejpravdépodobnéjSim vysvétlenim
pro kontaminaci silazi toxiny, protoZe druhy produkujici toxiny jsou pomérné rychle béhem pocatecnich
fazich fermetace nahrazovany charakteristickou silaZni mikroflorou.
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4.2.2. Zmény v obsahu mykotoxinii pochazejicich z primarni kontaminace béhem fermentace

Zmény mykotoxini pochazejicich z fytopatogenniho procesu v procesu sildzovani nejsou stale zcela
objasnény. Nicméné je prokdzano, ze vétsina téchto metaboliti vykazuje vysokou stabilitu v silné kyselém
prostiedi (Muller 1983). V pribéhu fermentace kukufi¢né silaZze nebyl zpozorovan pokles koncentraci ZEA
a DON (Lepom a kol. 1988, Lepom a kol. 1990). V sérii laboratornich pokust se silazovanim trav a kukufice,
Oldenburg nenasel zadny podstatny efekt fermentace na obsah DON. Spodni hranice koncentrace pro tento
mykotoxin byla 570 ppb, a po prodlouzené dob¢ fermentace byla zjisténa priimérna koncentrace DON 620
ppb. Lindenfelser a Ciegler (1970) studovali zmény v obsahu aflatoxinti béhem silaZovani a nasli jen malé
nebo vibec zadné sniZeni koncentrace obsahu téchto latek po 26 dnech skladovani. Neucinnost aflatoxinti
popisovand ne¢kterymi autory miize byt vysvétlena ptisobenim organickych, predevsim mléénych kyselin.
Utinek byl silné zavisly na koncentraci a periodach pouziti.

4.2.3. Dynamika ristu hub béhem fermentace a po otevreni silazi

Rist vlaknitych hub (plisni) je determinovan a ovliviiovan mnozstvim faktort, které ovlivituji konecné
slozeni mykoflory silazi. Nejdtlezitymi faktory jsou teplota, sloZzeni atmosféry, vlastnosti substrati zahrnujici
aktualni vlhkost, vodni aktivitu, pH a chemické slozeni, stejné jako biotické faktory (pfitomnost hmyzu,
obratlovct a ostatnich mikroorganismi) (Ramakrishna a kol. 1993, Ominski a kol. 1994).

Jak uvadéji Jonsson a Pahlow (1984) nebo Chiunjian a kol. (1992), populace vlaknitych hub prodélavaji
nepfetrzit¢ vyznamné zmény mezi obdobim vegetace pred silazovanim az po otevieni hotové silaze. Behem
vegetace je mykoflora kukufice representovana hlavné druhy rodt Fusarium, Cladosporium a Alternaria,
ale také nekterymi zéstupci tzv. ,,skladistnich plisni* jako jsou Penicillium a Aspergillus (Niles 1980, Muller
1991; Auerbach a Geissler 1992, Miller 1995). Stézejni roli ve zmén€ mykoflory béhem prvnich fazi silaZzovani
hraje dostupnost kysliku. Jakmile se v poCatecni fazi fermentace vytvofi anaerobni prosttedi Fusarium spp.
nemohou del$i dobu ptezivat (Damaglou a kol. 1984, Lepom a kol. 1988). Stejné tak brzy odumiraji Alternaria
spp. a Cladosporium spp. Je tedy ziejmé, ze piipadné opozdéné uzavieni silaZze mize mit za nasledek vzrist
poctu houbovych propaguji v sildzich v pocatecnich fazich uskladnéni (Mills a Kung 2002).

Podle Pelhata (1977), ktery klasifikoval vlaknité houby v sildzich na zdkladé¢ jejich tolerance k deficitu
kysliku, druhy rodu Fusarium jsou piisné€ aerobni. Mezi tolerantni plisné fadi 4. fumigatus, n€které Mucorales
a Penicillium stejn€ jako Monascus ruber. Neékteré dalSi druhy napt. rodu Mucor nebo Penicillium varioti
a P. roqueforti jsou povazovany za indiferentni ve vztahu k pfitomnosti kysliku.

V sériich pokusti na rostlindch kukufice Auerbach a kol. (2000) ukazal pokracujici snizovani poctu
nativnich houbovych propaguli, kdyZ byl material od zacatku uskladnény v anaerobnich podminkéch. Ptistup
vzduchu v pocatecnich fazich fermentace mél za nasledek rast nékterych druhii plisni dfive nez jejich pocet
zacal klesat. Jedinym druhem vlaknitych hub nalezenym v Zivotaschopném stavu i po 60 dnech uskladnéni
byl P. roqueforti. Na druhou stranu, permanentni ptitomnost kysliku nesnizila béhem celého zkuSebniho
obdobi mnozstvi hub.

Dalsim faktorem ovliviiujicim sukcesi mikroorganismi béhem fermentace jsou zmény pH zptsobené
piirozenou produkci organickych kyselin (mlécna, propionova aj.). Ackoliv troven pH per se zhoubné
neovliviiuje vladknité houby, které mohou rist nebo ziistat v latentni fazi pti Sirokém rozpéti pH od 3 do 8,
kolisdni mezi témito hodnotami miize mit vliv na jejich citlivost vii¢i ostatnim okolnim faktorim (Lacey 1989).
Odolnost houbovych struktur vii¢i organickym kyselinam je rozdilnd mezi rody a druhy (Fencl a Leopold
1957, Muller a kol. 1981). Mlécna kyselina nema vétSinou zadné negativni G¢inky na rozdil od kyseliny
propionoveé, kterd je moznym inhibitorem plisni. Konidie P.roqueforti se ukazaly jako méné narusitelné touto
kyselinou nez ostatni Penicillium spp. nebo Aspergillus spp. (Poisson a Cahagnier 1973).

Nicméné je to pouze pH-zavislost na nedisociovanych formach organickych kyselin, které jsou schopny
pasivné penetrovat do bunécnych struktur (hyfy, konidie). Stupent disociace klesd zaroven s klesajicim
pH (Luck 1985). Vyzkumy provedené Auerbachem (2000) naznalily signifikantni negativni korelaci mezi
obsahem nedisociovanych kyselin a po¢tem propaguji P. roqueforti na konci anaerobniho skladovani.
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Rast vlaknitych hub je mozny také behem odebirani krmiva, kdy je silaz znovu okyslicovana. Kyslik
umoziuje ruast vlaknitych hub, jestlize ostatni faktory, jako jsou teplota, obsah antimykotickych organickych
kyselin, slozeni substratu a konkuren¢ni organismy neomezuji jejich vyvoj. VSechny micro-aerofilni druhy
maji tu vyhodu, ze se mohou zacit prudce mnozit pii nizkych koncentracich kysliku a relativné vysokych
koncentracich oxidu uhlic¢itého. Experimentalné bylo prokdzéano, ze napt. P. roqueforti potiebuje pro rast
minimalni koncentraci kysliku 4,2%, pokud koncentrace CO, nedosahuje 80% (Moreau 1981).

4.2.4. Mykoflora hotovych silazi

Pelhate (1975,1977) analyzoval mykofloru ze 1230 vzorkd hotovych kukufi¢nych silazi z francouzskych
a italskych farem a izoloval témét 70 druht hub. P. roqueforti byla nicméné dominantni plisni, nalezena v 76%
vzorkil. Vyskyt rod Monascus, Aspergillus, Byssochlamys a Paecilomyces byl 31%, 21%, 41%, respektive
27%. Hojné byly také zastoupeny Mucoraceae. Srovnatelné vysledky publikoval Escoula a kol. (1972).

Vesely a kol. (1981) zkoumali rozsiteni P. roqueforti v silazich v Ceské republice, zvIasté béhem zimni
krmné sezdny. Tato vlaknitd houba byla dominantni 1 v japonskych podminkach (Nakane 1946, Tubaki 1956,
Ohomo a Kitamoto 1994). Dalsi studie (Gedek a kol.,1981) zahrnuje 260 faremnich sildzi v Némecku a ukazuje
vysoky stupent kontaminace P. roqueforti a A. fumigatus. Tyto druhy byly nalezeny u 71,3%,respektive 13,3%
vzorkil. Dal$i autor studoval sloZeni mykoflory kukuti¢nych silazi (celé rostliny kukufice a kukufi¢ny mix)
v jiznim Némecku a zjistil, ze nejhojnéji se vyskytujicim druhem byl opét P. roqueforti. Frevel a kol.(1985),
také v Némecku, zjistil ptitomnost P. roqueforti u 38.8% z testovanych silazi. Mucor a Absidia byly izolovany
7 36.4% vzorkd.

Mykologické rozbory vzorkli z 98 travnich silazi a 135 kukufi¢nych silazi shroméazdénych béhem let
1997 a 1998 v jiznim Némecku prokézaly také dominanci tii hlavnich druhli. P. roqueforti byl objeveny ve
30% vzorkl a M. ruber a A. fumigatus byly ptitomny v 19% a 9% silazi (Shneweis a kol. 2000). Jiny vyzkum
zabyvajici se sloZzenim mykoflory v silaZich v jiznim Némecku ukéazal rozsiteni P. roqueforti, kterd byla
izolovana ve 27% vzorkl. Druhy s mensim vyskytem byly Rhizopus nigricans, A. fumigatus a M. ruber.

V Rakousku bylo ve vzorcich 455 travnich a kukuficnych sildzi analyzovano spektrum vlaknitych hub,
prevladal v 53.6% P. roqueforti, B. nivea, A. glaucus a M. ruber (Adler 1993). Vyskyt A. fumigatus je bézné
hlasen ze silazi ve Spojenych statech a mlze se vyskytovat zvlast€¢ ve vysSich vrstvach sila (Dutkiewics
a kol. 1989). V Indii mykologické vyzkumy krmiv véetné silazi ukdzaly, ze druhy Aspergillus (A. flavus,
A. parasiticus, A. fumigatus) ¢ini kolem 19.3%vSech izolovanych hub. Zbyvajici ¢asti mykoflory jsou nicméné
stale malo popsany (Mor a Singh 2000).

Proménlivé vysledky vyzkumu mykoflory v sildzich, s ohledem na ptfitomnost, ¢etnost a dominanci
ur¢itych druhd hub, mohou byt pfipisovany mnoha faktorim. VIliv mohou mit metody pouzivané pro
laboratorni analyzy vlaknitych hub. Pelhate (1977) poukazal na to, Ze inkubace v anaerobnim nebo aerobnim
prostfedi ovliviiuje rozsah péstovanych druhti. Teplota a slozeni ristovych medii hraje také dilezitou roli
(Jarvis a kol. 1983, Skaar a Stenwig 1996).

Vysledky také naznacuji, ze populace hub se mohou liSit podle typu sildze. Frevel a kol. (1985)
zaznamenal vice rozdilnou mykofloru v travnich sildzich nez v kukufi¢nych. Armbruster (1994) prokazal,
ze obecné pievladajici Penicillium spp. bylo zfetelné mén¢ Casto se vyskytujici, kdyz byly zarovei pfitomny
druhy Monascus. Autor spojuje tyto nalezy s produkci inhibic¢nich latek, které produkuje Monascus, ktera
zatim nicméné nebyly urcena. Odbér vzorkt, vzorkovaci misto (na povrchu nebo v nizsich vrstvach, prifez),
visudlni vzezfeni vzorkl (viditelna plesnivost) stejné jako stupeil aerobniho zhorSeni sou dalSimi pfi¢inami
rozdilnosti dat v literatufe.

4.2.5. Formovani mykotoxinii v silaZich

Zjisténi vlaknitych hub v silazich neni definitivnim diikazem ptitomnosti mykotoxinti. Stejné jako u vyse
popisovaného rustu hub, je také formovani mykotoxini ovliviiovano mnozstvim faktorii prostredi (Lacey
a Magan 1991, Ramos a kol., 1998). Stejn¢ jako vSechny druhy danych roda plisni nejsou schopné tvofit
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mykotoxiny, tak vyvoj toxigennich druhil v sildZich je pfedpokladem pro produkci toxickych metaboliti
v téchto krmivech. Ackoli mykotoxiny formované in vitro v umélych podminkach se ukazuji byt spole¢nou
charakteristikou mezi sildznimi plisnémi, opatrnost se zd4 byt na misté, zda-1i tato schopnost byla pozorovana
in situ.

Vysledky ziskané pro druhy Paecilomyces z konzervovanych krmiv prokdzaly, ze nékteré druhy jsou
toxinogenni. Z mnozstvi 26 izolati jich bylo 21 schopno produkovat patulin (Hacking a Rosser 1981).
Escoula a Henry (1975) potvrdili, ze 6 z 10 druhti B. nivea, vSechny 4 druhy B. fulva a 3 ze 6 druhti P. varioti
vyprodukovaly v Cistych kulturach byssochlamic kyselinu v riznych koncentracich. Izolaty P. verrucosum

ziskané ze silazi prokazaly toxigennicky potencional in vitro. 32.1% z 28 izolath produkovalo penicillic
kyselinu (Gedek a kol. 1981).

Ze 13 druhi toxigennich A. fumigatus pochazejicich z fermentovanych krmiv 46,2% produkovalo
zéarovein fumitremorgen B a C, verruculogen a TR-2 toxin. Mimoto fumitremorgen C a TR-2 toxin byly zjistény
u 53.8% téchto izolat (Gedek a kol. 1981). Cole a kol. (1977) identifikoval v pfitomnosti A. fumigatus ze
silaze nékolik mykotoxina nalezicich ke skupiné fumitremorgent. Mezi 10 A. flavus ziskanych ze silaze jich
9 produkovalo kojic kyselinu a jeden produkoval cyclopiazonic a kojic kyseliny zaroven (Gedek a kol.
1981). V jiné studii, vyskyt A. flavus a A. parasiticus produkujicich aflatoxiny ze sildZe byl stanoven na 9.1%
respektive 18.2% (Mor a Singh 2000).

Kdyz po otevieni silaze pronikne vzduch, riist plisni a produkce mykotoxini tim miize byt zahdjena. Bylo
prokéazano, ze P. roqueforti a A. fumigatus v travnich a kukufi¢nych silazich mohou formovat ve vyraznych
koncentracich roquefortine C stejné jako verruculogen a fumitremorgen B (Tuller a kol. 1995, Auerbach 1996).
Je poskytnut dikaz, ze produkce a vzrist mnozstvi toxickych metaboliti se lisi podle substratu (Olivigni
a Bullermann 1977) a produkovaného mykotoxinu. Je velmi pravdépodobné, Ze typ dosazitelnych uhlikovych
zdroju a jejich vyuzitelnost miize Iépe podporovat rist P. roqueforti a formovani roquefortine C v kukuti¢nych
silazich ve srovnani s travni silazi. Tyto silaze maji Casto prebytek cukru a plisn¢ rostou dvakrat rychleji na
cukrech jako na produktech fermentace (Muck a Bolsen 1991, Pitt a kol. 1991).

Muller a Amend (1997) studovali nartist mycophenolic kyseliny, patulinu, penicillic kyseliny a PR toxinu
v kukufi¢né silazi naoCkované P. roqueforti béhem 160 dni aerobniho skladovani. VSechny mykotoxiny byly
tvofeny v rozdilnych koncentracich, pficemz dosahovaly nejvyssi irovné 3.56 ppm u mycophenolic kyseliny,
15.1 ppm u patulin, 3.06 ppm u penicillic kyseliny a 2.17 ppm u PR toxinu. Bylo zjisténo, Ze koncentrace
mykotoxinii klesla pod hranici zaznamenatelnosti po prodlouzené experimentdlni dob&. O chemickych
reakcich téchto slouCenin s ammonia, aminy, volnymi aminokyselinami a enzymy obsahujicimi skupiny
pouzivanymi metodami (Wei a kol. 1973, Lieu a Bullermann 1978, Amend 1990). Vzijemné reakce mezi
patulinem a kvasinkovou flérou jsou také zminovany jako potenciondlni pti¢iny poklesu koncentrace

mykotoxini v prib&hu fermentace. Byl zde obraceny vztah mezi poc¢tem kvasinek a hladinou patulinu (Dutton
a kol. 1984).

Z 39 viditeln€ zaplisnénych vzorkl z kukuti¢nych silazi z jiznitho Némecka jich 5 obsahovalo penicillic
kyselinu v koncentraci 0.23-2.1 ppm a pét bylo kontaminovéano 0.1-4.2 ppm mycophenolic kyselinou (Muller
a Amend 1997). Adler (1993) testoval vzorky z rakouskych faremnich silazi na mycophenolic kyselinu
a naSel hodnoty do 80 ppm. Nov¢jsi Schneweisova studie (2001) potvrdila Siroky vyskyt mycophenolic
kyseliny v komer¢nich silazich. Z celkem 233 travnich a kukufi¢nych silaznich vzorkt jich 31.8% obsahovalo
mykotoxin. Primérna koncentrace byla 1.4 ppm, pohybujici se mezi 0.02 ppm a 35 ppm. Vyskyt roquefortinu
C, sekundéarniho metabolitu P. roqueforti, v komercnich silazich ptitahuje zna¢nou pozornost. Adler (1993)
determinoval roquefortine C do 5 ppm v téchto krmivech. Rozdily mezi maximalnim obsahem roquefortinu
C mezi sildzemi tvofenymi z trav, kukuficnych klast a celorostlinnymi sildZemi byly zaznamenany
Armbrusterem (1994). Pohybovaly se mezi 0.099-0.58 ppm u travnich silazi, 0.086-2.1 ppm u corn-cob-mix
a 0.047-28.15 ppm u silazi z celych rostlin. Tyto nélezy byly potvrzeny Auerbach a kol. (1998). Schmerbauch
a kol. (1999) nasli roquefortine C pouze v n€kolika malo balicich sildZe z trav. Nejvys$si hladina roquefortinu
byla 0.35 mg/kg DM.
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5. Vyskyt mykotoxini v silaZich a krmivech v CR
5.1. Kukufi¢né sildze v letech 2001-2002 — piipadova studie

V poslednich 2 letech se mykologicky vyzkumny tym ve Vyzkumném ustavu picninaiském, spol. s r.o.
Troubsko zacal zabyvat studiem vyskytu mykotoxint v kukuti¢nych silaZich. Pro kontinualni sledovéni byly

vybrany silédze ve tfech podnicich jizni Moravy. V této studii jsou stru¢né zhodnoceny vysledky mykotoxinové
kontaminace sildzi krmenych v roce 2002 a silaZi v roce 2002 nové zaloZenych.

1. Kuku¥ri¢né silaZe krmené v roce 2002

Z otevienych silaznich jam s kukufi¢nou sildzi byly z €ela silaZni st€ény odebrany ve tiech horizontalnich
urovnich vzdy tfi vzorky o primérné hmotnosti 1,5 kg. Tento primérny vzorek byl dikladné homogenizovan,
pfipadné mechanicky upraven.

cvwr

vzorkl mélo 15 nulovy obsah tohoto toxinu. Maximalni vyhodnocena koncentrace AFL: 0,0018 ppm.

Deoxynivalenol: koncentrace DON jsou oproti hodnotam aflatoxinu vyrovnanéjsi. Zadny z testovanych
vzorkl nebyl vyhodnocen jako nulovy, koncentrace DON ve vzorcich se pohybovala nejcastéji kolem hodnot
1 — 1,5 ppm. Maximalni vyhodnocena koncentrace byla 2,3 ppm.

Fumonisiny: z celkového poctu vzorkli bylo osm negativnich, u zddného z testovanych vzorkt nepiekrocila
hodnota fumonisinu 1 ppm.

Zearalenon: koncentrace zearalenonu se u testovanych vzorkli pohybovaly v Sirokém rozmezi do 0,6 ppm, coz
byla nejvyssi nakalibrovana koncentrace standardu. V 16 vzorcich bylo naméfeno vys$si mnozstvi ZEA nez
0,6 ppm. Zadny ze vzorkt nebyl nulovy.
Zavér:
Ze srovnani obsahil jednotlivych analyzovanych mykotoxinl vyplyva, Ze obecné byl nejmén¢ deteko-
van AFL, z fusariotoxinl bylo nejméné ZEA a nejvice DON. Neprokazalo se, Ze nejvice mykotoxint bylo
v hornich vrstvach, srovnatelné obsahy téchto latek byly i ve stfedni a dolni vrstv€. Pokud jsou rostliny
kukutice napadeny Fusarium spp. jiz béhem vegetace a dojde béhem fytopatogenniho procesu ke tvorbé
mykotoxint, jsou tyto obsazeny jiz v naskladnéné hmot€ a jsou proto analyzovéany ve vSech vrstvach profi-
lu sildZni jamy. V pribéhu silaZovani se mohou obsahy téchto latek ménit, ale v Zadném piipad€ nedochazi
k jejich vyraznému poklesu. V procesu silaZovani miize dojit k druhotné kontaminaci predev§im v zavis-
losti na peclivosti udusani a zakryti naskladnéné hmoty za Gcelem zabranéni pfistupu vzduchu a srazkové
vody.
Z hlediska hodnoceni jednotlivych podnikli byla nejméné kvalitni sildz, ktera byla pouze oseta obilovi-
nou a nebyla piikryta plachtou. Dochazelo proto k poSkozeni sildze klimatickymi vlivy. Nekvalitni zalozeni
této silaze koresponduje s vysledky testii pfedevsim u AFL.

2. Kukuri¢né silaze zalozené v roce 2002

Ve stejnych zemédélskych podnicich jako v pfedchozim textu byly v roce 2002 zahéjeny odbéry vzorkl
nové zalozenych kukufi¢nych silazi. Pro experimenty byly vybrany podniky, kde jsou k dispozici odlisné
silazovaci prostory (klasickd zapusténa silazni jama s betonovymi sténami, sildzni jama ¢éastecné zapusténa
v zemi s pevnym dnem, silazni nadzemni Zlab z prefabrikatli). Prvni vzorek tvofila Cerstva kukuficna fezanka
pred naskladnénim do silaznich zlabt, dalsi odbéry byly délany vzdy v intervalu 3-4 tydnti. Hlavnim cilem
téchto analyz, které budou pokracovat i v roce 2003, je pokusit se postihnout mj. dynamiku ve tvorbé
mykotoxinti v pribéhu procesu sildZzovani.

Aflatoxin: vyhodnocené koncentrace aflatoxinu se vyznacovaly vysokou diferenciaci. Ze vSech tficeti
testovanych vzorkli mélo Sestnact vzorkli nulovy obsah tohoto toxinu. Maximalni vyhodnocend koncentrace
aflatoxinu 0,00975 ppm.

Deoxynivalenol: koncentrace DON byly oproti piedchazejicim vysledkim pondkud vyrovnangjsi. Zadny

z testovanych vzorkii nebyl vyhodnocen jako nulovy, koncentrace DON ve vzorcich se pohybovala nejcastéji
kolem hodnot 0,25 — 0,35 ppm. Maximalni vyhodnocena koncentrace: 1,1 ppm.
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Fumonisiny: u zddného z testovanych vzorkl neptekrocila hodnota fumonisinu 1 ppm. Pouze 2 byly nulové.

Zearalenon: koncentrace zearalenonu se u testovanych vzorki pohybovaly v Sirokém rozmezi 0 — 0,6 ppm.
Nulovych vzorkl bylo Sest, dva vzorky obsahovaly 0,6 ppm ZEA.

Zaveér

Ve vSech podnicich jiz ve vzorcich Cerstve sklizené kukufice urcené pro sildzovani byly detekovany obsahy
mykotoxini. Vyjimku tvoii aflatoxiny zachycené v Cerstvé hmot€ jen u jednoho podniku, navic v nizké
koncentraci. Fusariotoxiny byly zachyceny ve vSech cerstvych vzorcich. Z hlediska celkového obsahu bylo
relativné nejméné AFL a ZEA, DON a FUM byly detekovany ve vyssich koncentracich.

5.2. Mykotoxinova kontaminace ruz. t

U silaZi — srovndni 2001-2003

ecasova, Nedélnik, 2003

Mykologicka skupina ve Vyzkumném ustavu picninaiském spol. s r.o Troubsko jiz del$i dobu analyzuje
mikrobidlni, ale pfedev§im mykotoxinovou kontaminaci riznych typi sildzi s vyuzitim imunoenzymatickych
postupli na obsah nékterych mykotoxini: zearalenon (ZEA), deoxynivalenol (DON), T-2 toxin (T2),
fumonisiny (FUM) a aflatoxiny (AFL).

Pro srovnani bylo vybrano 15 jetelotravnich, 9 travnich, 7 vojtéskovych a 25 kukufi¢nych silazi kontinualné
odebiranych v letech 2001 az 2003 v zemédélskych podnicich na jizni i severni Moraveé. Analyzovany byly
s vyuzitim imunoenzymatickych postupl: zearalenon (ZEA), deoxynivalenol (DON), T-2 toxin (T2),
fumonisiny (FUM) a aflatoxiny (AFL).

Tab.1 - DON [ppm]

Tab.2 - T-2 [ppb]

poce:‘fzr;::((g'ych rozpéti koncentraci kl()) ;‘i:;ﬁigie
travni silaze - 0,59 — 2,65 1,15
vojtéskové silaze - 0,18—-1,5 0,2
jetelotravni sildze - 0,13 -2,86 1,9
kukuficné silaze - 0,373 -2,79 2,4
pocevtzl(l)::{of:fych rozpéti koncentraci kﬁ;‘;ﬁi?;:e
travni silaze - 71 - 300 133
vojtéskove silaze - 60 - 115 90
jetelotravni sildze - 164 - 330 242
kukuficné silaze - 250 — 649,8 347
Tab.3 - ZEA [ppb]
poce:zl(l)::(ol;'ych rozpéti koncentraci k?):;gﬁ?;ze
travni silaze - 30-150 93
vojtéskové silaze - 23 - 1400 524
jetelotravni sildze 3 0 - 1450 480
kukuficné silaze - 25-1810 700
Tab.4 - AFL [ppm]
poce:zl;l;:(of:'ych rozpéti koncentraci kﬂ;‘:g:&::ze
travni silaze - 0,69 — 2,97 1,11
vojtéskové silaze - 0,44 — 3,03 1,3
jetelotravni silédze - 0,08 -8 2.8
kukufiéné silaze 4 0-3,09 1,3
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Tab. 5 - FUM [ppm]

pocet nuloov ych rozpéti koncentraci prumerna
vzorkiu koncentrace
travni silaze - 0,05-14 0,76
vojtéskové silaze 2 0-0,6 0,25
jetelotravni silaze 1 0-0,7 0,34
kukuficné silaze - 0,05 -1,05 0,51

Mykotoxiny jako produkty sekundarniho metabolismu vyznamnym patogennich mikroorganismil byly
detekovany ve vSech typech analyzovanych silazi. Zjisténé koncentrace DON a T2 byly pomérné vyrovnané,
méné vyrovnané.

Priméarnim zdrojem kontaminace je napadeni hostitelskych rostlin patogennimi organismy jiz v priubéhu
vegetace. Béhem skliziniového a konzervacniho procesu se jiz obsah mykotoxinii vyraznéji neméni s vyjim-
kou latek produkovanych Aspergillus spp. ¢i Penicillium spp., kdy v pocatku skladovani mtize jeste¢ dojit
k sekundarni infekci a nasledné tvorbé téchto latek. Z hlediska spektra hostitelskych rostlin byly nejvyssi
prumérné koncentrace mykotoxinii zaznamenany u kukufiénych sildzi, nejniz$i obsahy byly obecné
analyzovany piedevsim u vojtéSkovych silazi. Zajimavy je zachyt fumonisini u travnich sildzi. Tento typ
mykotoxinil byl zatim popisovan predevsim z kukufice, zfejmé zde miize existovat vazba mezi produkujicimi
druhy Fusarium spp. a jednod€loznym typem hostitele.

5.3 .Mykotoxiny v objemnvych krmivech — analyzy SVU Jihlava (Hanzlov4, 2003)

Statni veterinarni ustav v Jihlavé je akreditovanych pracovistém pro analyzu vybranych mykotoxinti.
V letech 2000-2002 analyzoval Siroké spektrum vzorkli objemnych krmiv na obsah DON, ZEA, T-2 a FUM.
Z monitoringu krmiv na obsah DON vyplynulo, Ze napi.v roce 2000 z 48 vzorkl usuSki picnin bylo 48
pozitivnich s primérnym zachytem 1,61 mg/kg, u sena ze 3 vzorki byly 2 pozitivni s primérem 0,35 mg/kg.
V roce 2002 bylo analyzovana na obsah DON mj. 7 vzorkt kukufi¢né sildze, vSech 7 bylo timto toxinem
kontaminovéano s primérem 0,93 mg/kg. Pfi analyze obsahu ZEA bylo ze zminovanych 48 vzorki tsuski
picnin 44 pozitivnich s primérem 0,19 m/kg, u kukufi¢nych silazi bylo opét vSech 7 vzorkl pozitivnich
s prumérnym zachytem 1,01 mg/kg. U T-2 toxinu byla u kukuti¢né sildze primérna kontaminace 0,32 m/kg.
Na obsah téchto tii mykotoxint byly kromé zminénych objemnych krmiv analyzovany také cukrovarnické
tizky, Srot pSenice, fepky, vojtésky, KS, pokrutiny apod.

5.4. Prevence
Pro zmirnéni rizika rozvoje patogenni mikroflory a nasledné produkce mykotoxinii je mozné doporucit:

4 Vybér vhodného hybridu pro danou péstitelskou oblast s adekvatnim ¢islem FAO

4+ Vyrovnanou vyzivu

4 Vcasnou sklizen v optimalni silazni zralosti, nej¢astéji ve stadiu 33-35% celkové susiny

4+ Neprodlené silazovani s dokonalym potfezanim na optimalni velikost ¢astic, maximalnim utuzenim,
vytésnénim vzduchu a neprody$nym uzavienim

4+ Aplikace vhodnych probiotickych ptipravki

Znovu je tfeba zdlraznit, ze primarni nebezpeci mykotoxikoz nespoliva v konzumaci viditelné
kontaminovanych zemédélskych produktt, ale spise v konzumaci makroskopicky neposkozenych potravin
¢i krmiv, kde jiz neni patrnd ptitomnost houbovych organismi, a pfesto jsou kontaminovany mykotoxiny.
Pozvolna a dlouhodobé akumulace mykotoxint v bunikach a tkanich konzumenta je tim nejvét§im nebezpecim.
Nebezpeci je o to vétsi, ze mnohé mykotoxiny jsou latky vysoce termostabilni a ani tepelna sterilizace
neinhibuje jejich ucinnost. Navic jako slouceniny o nizké molekulové hmotnosti pomérné snadno ulpivaji
1 v mikroporech napt. sklenénych obalil a tyto mohou byt zdrojem dalsi kontaminace. Pii konzumaci nizkych
davek mykotoxinii miize dochéazet ke zvySenému nebezpeci sekundarnich infekci, selhavani u¢innosti vakcin,
zeslabeni imunity apod.
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Velky vyznam v boji proti mykotoxikdzdm maji preventivni opatieni. Integrovany systém péstovani
polnich plodin respektujici naroky daného druhu na optimalni stanovisté, vyzivu a dal$i technologické vazby
je jednim ze zakladnich piedpokladii zabraiiujicich kontaminaci houbovymi patogennimi organismy. Zcela
na misté je v ramci technologie péstovani zafazeni piiméfené fungicidni ochrany. V této souvislosti neobstoji
Casto uzivany argument o nadmérném zatézovani zivotniho prostfedi pesticidy. Srovname-li LD 50 bézné
uzivanych fungicidi s hodnotami, kterych tento index dosahuje u mykotoxini je zfejmé, ze fungicidni latky
jsou mnohdy mén¢ toxické nez mykotoxiny.

Mykologické a toxikologické rozbory zemédé€lskych produkti a surovin by se mély stat soucasti
mikroklima pro sekundarni rozvoj houbovych mikroorganismi. Riziko nadmérného ristu houbovych
mikroorganismt a nasledné tvorby mykotoxina napt. u skladovanych krmiv Ize do urcité miry snizit aplikaci
tzv. ,,protiplisnovych® ptipravkl. Hlavnimi sou¢astmi uvedenych ptipravkil jsou kyseliny a latky snizujici
korozivnost ptipravku a naopak zlepSujici mechanické vlastnosti krmiv. NejCastéji se v téchto piipravcich
objevuje kombinace organickych kyselin a esencialnich oleju ¢i jinych latek, které jsou u¢inné proti Sirokému
spektru houbovych organismi, zlepsuji sypkost naskladnénych krmiv a maji snizenou korozivnost. Pokud ale
v dan¢é komodite€ (krmivu, silazi apod.) jsou jiz mykotoxiny pfitomny, efekt t€chto ,,protiplisnovych* ptipravki

Eliminace mykotoxini, pfedev§im v naSich podminkach nejrozsitenéjsich fusariotoxind, je komplikovana
nizkou polaritou jejich molekul a tim i omezenou moznosti adsorpce, ktera je navic malo stabilni. Na
vyvazovani mykotoxind se donedavna pouzivaly piipravky na bazi jilt, které selektivné adsorbuji polarni
mykotoxiny (aflatoxiny, Caste¢n¢ ochratoxin). Adsorp¢ni slozkou jsou speciadlné¢ upravené aktivované
hlinitokfemicitany s krystalickou strukturou. Velikost port v krystalické struktute zajistuje selektivitu ucinku
pouze na zadanou velikost molekul a rozmisténi polarnich skupin. Adsorpce je vSak mozné pouze u molekul,
které maji funkéni polarni skupiny. Adsorbované mykotoxiny nemohou byt vstiebany pies stievni sténu do
krve, prochazeji travicim traktem zvitete a v trusu ven z téla.

V soucasnosti je do téchto piipravkil inkorporovédna inaktivovand biomasa Sacharomyces cerevisiae
se zachovanou enzymatickou aktivitou esterdz a epoxiddz. Tyto enzymy degraduji molekuly trichothecénti
a zearalenonu na netoxické metabolity, které jsou opét vylouceny ptirozenou cestou ze zvitete. Tyto ptipravky
se michaji do krmiva jako prevence. Aplikace napft. do silaZované hmoty se zatim neprovadi.

Biodegradace mykotoxind mikroorganismy je popisovana casto (Smith a Harran 1993). Nicméné
degradace mykotoxinii béhem silaZovani je stdle pfi¢inou spekulaci. Bohm a kol. (1999) opatfili dikaz,
ze NIV a DON, stejné jako OTA, ZEA a FUM byt degradovany in vitro kvasinkami rodi Saccharomyces,
Kluyveromyces a Rhodotorula. Degradacni kapacita se 1i8i podle druhu a studovaného mykotoxinu. Mimoto
urcité bakterie mlécného kvaSeni napt. Lactobacillus salivarius, Lactobacillus plantarum a Lactobacillus
lactis snizuji koncentraci fumonisinu v prostfedi in vitro, kdyz jsou kultivovany spolecné s F. moniliforme,
potenciondlnim producentem tohoto mykotoxinu. Nebylo prokdzano, Ze bakterie mlé¢nych kyselin potlacuji
formovani fumonisinti nebo degraduji produkeci toxind v prostredi.

Dalsi moznosti jak do urcité miry eliminovat toxickeé latky v silazich je aplikace bakteridlnich ockovacich
latek. Homofermentativni bakterie zvySuji kvalitu fermentace, ale nemusi mit zadny uc¢inek na aerobni
stabilitu zptisobenou vyssi produkci mlécné kyseliny (Muck 1997, Danner a kol. 2003). Specificky vybrané
druhy heterofermentativnich bakterii, napi. L. buchneri, mohou byt dal§im nastrojem k ochrané aerobni
stability mimotadné choulostivych typi silaze, jako jsou kukufi¢né silazé a sildze z malych zrn. (Driehuis
a kol. 1996, Driehuis a kol. 2001).

Nové ptistupy ve vyvoji silaznich aditiv vedou ke kombinaci pouZzivani nékterych skupin aditiv ve snaze
o vys$si ucinnost a vice moznosti aplikace. Simultanni pouziti homofermentativnich a heterofermentativnich
bakterii pozitivné ovliviluje aerobni stabilitu a mlize uspe€Sné zmirfiovat riziko rastu plisni a produkce
mykotoxini v silaZich (Auerbach 1996, Auerbach a kol. 2000, Driehuis a kol 2001, Owen 2002).
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6. Metodické poznamky k odbéru vzorku a analytickému stanoveni mykotoxinii
6.1. Odbér vzorkl

Stanoveni mykotoxinii v krmivech ¢i jinych komoditach je pomérn¢ nakladna zalezitost. Je proto
tfeba zajistit, aby takové vySetfeni mélo co nejvyssi vypovidaci schopnost. Maximalni pozornost je proto
tfeba vénovat nejen vlastnimu analytickému stanoveni, ale také vzorkovani a piipravé vzorka pro analyzu.
Vysledky analyz mohou byt bezcenné, pokud vzorek nebyl dostateCné reprezentativni pro celou Sarzi
a navazka vstupujici do testu dostatecné reprezentativni pro dany vzorek. Chybné vzorkovani materialu
a odbér pomérného vzorku z celkového odebrané¢ho vzorku tvoii dle mnohych autori vétSinou pies 90%
celkové chyby mykotoxinové analytiky. Dilezitost spravného vzorkovani testované Sarze pro piesny
vysledek je dana dvéma typickymi vlastnostmi kontaminace mykotoxiny: nizkou koncentraci téchto latek
v dané komodit€ a jejich nerovnomérnym rozlozenim. Pravdépodobnost zachytu kontaminace je mozno zvysit
pouze zvySenim objemu jednotlivych vzorki a zvySenim jejich poCtu — odbér z co nejvice mist sila nebo
v tomto ptipadé¢ silazni jamy. Jen pro ilustraci vyskytu mykotoxint v nizkych koncentracich jsou uvedeny
nekteré srovnavaci piiklady. Primémy vyskyt mykotoxina se uvadi v jednotkach mg/kg tj. ppm (parts per
milion) nebo pg/kg tj. ppb (parts per bilion). Pro srovnani, jak nepatrna je to koncentrace nékolik piikladii:

1 mg/kg =1 ppm — v 1 kg pSenice je asi 30000 zrn, 1 zrno ve 30 kg pfedstavuje 1 ppm.
1 pg/kg =1 ppb — 1 zrno kukufice ve 3,5 vagonech.

Odbér vzorku je definovan jako odebrani urcitétho mnozstvi materidlu z celku pro test tak, aby vyskyt
a mnozstvi testovanych latek ve vzorku odpovidalo vyskytu a mnozstvi v celku. Odbér vzorkd na mykotoxiny
ze silaznich jam musi sestavat z odebrani mnozstvi sildze a jejich promichani do primérného vzorku. Pro
oteviené silazni jamy s kukufi¢nou silazi doporuc¢ujeme z Cela sildzni stény odebrat ve tfech horizontalnich
urovnich vzdy po tfech vzorcich o primérné hmotnosti 1,5 kg, tedy celkem ziskat 4,5 kg vzorek. Tento
pramérny vzorek je tieba dikladné homogenizovat, pfipadné mechanicky upravit velikost ¢astic. Poté se
odebere proporcionalni analyticky vzorek o hmotnosti 1 kg a z n¢ho vlastni 100g vzorek + o stejné hmotnosti
vzorek zalozni. Vzorky se ulozi ihned po odbéru do mrazéku do teploty —200C pro dalsi zpracovani. Zamrazeni
vzorkl je dilezité proto, aby nedoslo béhem skladovéani k dalsi produkci toxickych latek metabolizujicimi
mikroorganismy. Samoziejmé, ze idedlni je analyzovat obsah mykotoxinti ihned po odbéru vzorkd, ale
z provoznich diivod to neni vétSinou mozné.

6.2.Analvtické stanoveni obsahu mykotoxina

Pro stanoveni mykotoxinli jsou vyuzivany razné analytické postupy. Jednou skupinou jsou metody
chromatografickych analyz (TLC, GC, HPLC), skupinou druhou, které je vhodna pro screeningova stanoveni
je imunoenzymaticka analyza pomoci ELISA metod.

V soucasné dob¢ jsou k dispozici na tuzemském trhu ELISA soupravy od dvou zahrani¢nich
vyrobct. Principieln€ se nelisi, urcité odliSnosti jsou ve spektru nabizenych analytli pro jednotlivé toxiny
a v citlivosti (ppm, ppb). Testovaci soupravy obsahuji zakladni sadu reagencii vCetné fedici fady standardi.
Presnéjsi vysledky davaji soupravy, kde se vysledky odecitaji na spektrofotometru pii urcité vinové délce
prochézejiciho svétla (kvantitativni stanoveni). Orientacni vysledky lze ziskat pouzitim tzv. FAST testa,
kde vyslednou barevnou reakci odecita laboratorni persondl vizudln€. Tyto testy ddvaji semi-kvantitativni
vysledky - mén€, shodné nebo vice nez zvoleny standard. Tyto testy trvaji bez ptipravy vzorku cca 20 minut.
V dal$im textu se budeme vénovat kvantitavnimu stanoveni mykotoxinti.

Pouzivané ELISA testy jsou zalozeny na reakci antigenu s protilatkou. Jedna se o pfimé kompetitivni
testy provadéné v mikrotitracnich jamkach. Protilatka je enzymovy konjugat daného mykotoxinu, ktery je
specificky vétSinou k mysSimu antigenu. Volné mykotoxiny a enzymovy konjugat soutézi o vazebna mista
na protilatce. Soucasné se mykotoxin protilatky navazuje imobilizovanymi protilatkami — vazaci. VSechen
nenavazany enzymovy konjugat se poté odstrani v promyvacim kroku, prida se substrat/chromogen a po
doporucené dobé¢ inkubace se reakce zastavi stop Cinidlem. Vysledné zabarveni - jeho absorbance se prométi
vétsinou pii vinové délce 450 nm. Absorbance je nepfimo umérna koncentraci toxinu ve vzorku.

Extrakty testovanych komodit by mély mit pH 6-8. Predevs§im v ptipadé silazi je hodnota pH vétSinou nizsi.
V tomto piipad¢ je nutné tuto reakci upravit pufrem.
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Presto, Ze ELISA stanoveni obsahu mykotoxinll je instrumentdlné méné narocné nez vétSina
chromatografickych postupt, i zde je tfeba mit v laboratofi néktera nezbytna zatizeni, pomuicky a chemikalie.
K vyhodnocovéni ziskanych vysledkli je mozné pouzit specidlné vyvinuty software nebo vysledky odecitat
z runé nakreslené kalibracni kiivky.

Uvedené vysledky byly ziskany pii feSeni projektaQE1056 a QD 040 podporovanych Mze CR.
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