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The food and feed quality and safety are really actuall topic. Mycotoxins are one of
potential chemical contaminants. Results of analysis of some mycotoxins in agriculrural

comodities and comparison of different analytical methods are summarized.

1 Uvod

Zajisténi kvalitnich a bezpeénych surovin a potravin je nejaktualnéjS§im trendem
souCasneé zemeédeélské a potravinarské vyroby. Naplnéni tohoto trendu je zavislé na
permanentni kontrole a na zajiSténi optimalnich vyrobné-technologickych podminek
eliminujicich pfipadnou akumulaci zdravi Skodlivych latek v surovinach pro vyrobu potravin i
krmiv. Nevyhnutelnym fenoménem kazdého agroekosystému a bohuzel také mnohych
potravinafskych a krmivarskych vyrob je pfitomnost houbovych mikroorganisma, které
mohou za ur€itych podminek produkovat sekundarni metabolity, které oznacujeme
souhrnnym nazvem mykotoxiny. Jsou to latky toxické pro teplokrevné Zivolichy vcetné
Clovéka a je tfeba jim vénovat soustavnou pozornost. O jejich vyznamu svédéi také
permanentni zajem Evropské komise. V roce 2005 byla vydana nova nafizeni souvisejici s
mykotoxiny, a to direktiva 2005/38/EC ze 6. Cervna 2005 o vzorkovani a analytickych
metodach pro Ucely oficialni kontroly uUrovné fuzariovych mykotoxin v potravinach a
smérnice 856/2005 ze stejného data, dopliujici smérnici 466/2001 o fuzariovych toxinech.

Monitoring realizovany na konci 90. let a zagatku tohoto stoleti v CR dokumentoval
rozsahly vyskyt fusariovych mykotoxind v cerdliich sklizenych v rlznych agrarnich
ekosytémech; v nékterych letech byla jejich pfitomnost prokazana az v 95% odebranych
vzork(; pfekroceni hodnoty MRL pro DON (2mg/kg) vSak bylo jen zcela ojedinélé. Faktory
ovliviiujicimi uroven kontaminace jsou nejen klimatické podminky v daném roce, ale ve
znacné mife je dana i technologii péstovani danych plodin (pfiprava pudy, pfedplodina,
vyziva, ochrana apod. Je tfeba zdlraznit, Ze oSetfeni fungicidnimi pfipravky ne vzdy
rezultuje v poklesu hladin diskutovanych mykotoxinl, pfesto cilena fungicidni ochrana
zUustava zakladnim opatfenim. Neékteré pfipravky jako je napf. Amistar sice eliminuji
Skodlivého Cinitele, ale sou€asné jejich aplikace se promita ve vyssi kontaminaci.

V soucasné dobé je sledovan jako marker kontaminace cerealii fusariovymi mykotoxiny
deoxynivalenol (DON) a dale zearalenon. Jak prokazaly nékteré zahrani¢ni studie a potvrdily
predbé&zné vysledky vySetfeni realizovanych na VSCHT, v mnoha pfipadech je dominujicim
trichothecenem nivalenol (NIV) nékdy i T-2 toxin a HT-2 toxin. Je zfejmé, ze za téchto
okolnosti - tedy pokud je jako jediny analyticky sledovany reprezentant trichothecent DON,
zavaznost kontaminace mulze byt podhodnocena. S pfihlédnutim k této skute€nosti i s
ohledem na nové poznatky v oblasti toxikologie, se problematika trichothecent dostala do
stfedu zajmu Eurpean Food Safety Authority (EFSA) i dalSich mezinarodnich komisi (Joint
WHO/FAO Expert Committee on Food Additives - JECFA) and the EC's Scientific Committee
on Food). V soucasné dobé probiha pfiprava navrhu hygienickych limita pro dal$i zastupce
trichothecen( - NIV, T-2 toxinu (T-2) a HT-2 toxinu (RT-2). RozSifeni spektra regulovanych
mykotoxinl vyvolava samoziejmé potfebu iniciace navazujicich studii a celkové ziskani
rozsahlejSiho souboru dat. Zohlednit je tfeba i nové informace o existenci "maskovaného”
DON vazaného v pfirozené matrici na cukerné zbytky, ktery neni extrahovatelny bé&znymi
analytickymi postupy, k jeho uvolnéni vSak dochazi pusobenim nékterych hydrolytickych
enzymu, coz znamena, zZe i tato forma muaze byt biologicky dostupna a je nutné ji uvazovat
pfi hodnoceni dietarniho pfijmu.

Vzhledem k nebezpeénosti a frekvenci vyskytu raznych typd mykotoxini v
zemédélskych produktech a surovinach je nutné neustale ziskavat a rozSifovat spektrum
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informaci o této skupiné kontaminantli a také rozSifovat a zpfeshovat analytické metody a

jejich nasledné zavadéni do praxe. V soucasnosti je jiz bézné testovani zakladnich druhd
potravin a potravinarskych surovin na pfitomnost

Vv

a obsah nejrozSifengjSich a

latek v jednotlivych matricich (na urovni Ceské legislativy i na urovni evropskeé legislativy - viz
vyse).
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2 Cil

V roce 2005 byla proto ve spolupraci tfi pracovist realizovana pro Védecky vybor
fytosanitarni a Zivotniho prostfedi valida¢ni studie s nasledujicimi cily:

+ Zavedeni a validace rozhod&i multidetekéni metody na principu LC-
MS/MS, ktera umozni exaktni stanoveni celého spektra cilovych
analytu - DON, NIV, lIT -2, T-2 a zearalenonu

+ Pripravu alespon tfi homogennich referenénich materiald (5 - 10 kg) -
dvou s vysSimi obsahy trichothecenovych mykotoxind s odliSnym
spektrem jejich zastoupeni a jednoho "slepého" vzorku pro validacni
studie. Pro posouzeni spravnosti nalezu DON se vyuzije Certifikovany
matri¢ni material (CRM)

+ VySetfeni referenCnich material( jak exaktni instrumentalni metodou,
tak i postupy imunoenzymatickymi (ELISA) s cilem posoudit rizika
nadhodnoceni nalezu druhym z uvedenych screeningovych postupl v
dusledku kfizovych (nespecifickych) interakci. Posouzeni rizika pro
interpretaci vysledku v praxi.

+» Kritické zhodnoceni alternativnich analytickych postupu na zakladé
statistického zhodnoceni dat ziskanych v ramci pilotni mezilaboratorni
studie zahrnujici akreditované statni laboratofe zabyvajici se analyzou
mykotoxinUd; implementace nového analytického postupu do laboratofi
disponujicich potfebnou instrumentaci (pro studii budou vyuZzity vyse
uvedené referen¢ni materialy).
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3 Soucasny stav legislativy

Vyhlasky a zakony, tykajici se vzorkovani, spravné laboratorni praxe a obsahu
kontaminujicich latek

3.1.

Sbirka: 611/2004

Datum: 7.12.2004

Castka: 207/2004"

VYHLASKA 611
ze dne 24. listopadu 2004,

kterou se méni vyhlaska €. 211/2004 Sb., o metodach zkouseni a zplsobu odbéru a
pripravy kontrolnich vzorku

3.2.
Sbirka: 497/2004 Castka: 171/2004
Datum: 22.9.2004

VYHLASKA 497
ze dne 10. zari 2004,

kterou se méni vyhlaska Ministerstva zemédélstvi ¢. 124/2001 Sb., kterou se stanovi
pozadavky na odbér vzorki a principy metod laboratorniho zkouse ni krmiv,
doplnkovych latek a premixt a zplsob uchovavani vzorku.

3.3.

Sbirka: 305/2004
Datum: 18.5.2004
Castka: 100/2004

VYHLASKA 305
ze dne 6. kvetna 2004,

kterou se stanovi druhy kontamiuujicich a toxikologicky vyznamnych latek a jejich
pripustné mnozstvi v potravinach

3.4.
Sbhirka: 238/2005
Datum: 17.6.2005
Castka: 88/2005

VYHLASKA 238
ze dne 3. dervna 2005,

kterou se méni vyhlaska €. 211/2004 Sb., o metodach zkouseni a zplsobu odbéru a
pripravy kontrolnich vzorku, ve znéni vyhlasky €. 611/2004 Sb.
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3.5.

Sbirka: 279/2005
Datum: 14.7.2005
Castka: 102/2005

VYHLASKA 279
ze dne 30. cervna 2005,
kterou se méni vyhlaska c. 219/2004 Sb., o zasadach spravné laboratorni praxe.

3.6. Postup pfi intervenénim nakupu obilovin ze sklizné 2005 v ¢lenskych statech EU

Spole¢ny evropsky trh s obilovinami - podminky intervenéniho nakupu se v sou€asné
dobé Fidi novelou nafizeni komise (ES) €¢.1068/2005 (novelizuje nafizeni komise (ES)
¢.824/2000). Clenskym statim EU tato novela uklada povinné kontrolovani limitu
kontaminujicich latek u obilovin v ramci intervenéniho nakupu ze sklizné 2005/2006.
Zminéna povinnost se tyka intervenénich agentur ¢lenskych statu EU, tedy i SZJF.

Limity kontaminujicich latek vymezené nafizenim komise (ES) €.466/2001 byly nové
doplnény o fuzariové toxiny DON a zearalenon nafizenim komise (ES) ¢.856/2005
s ucinnosti od 1.7.2006. Pro krmiva jsou limity kontaminantu stanoveny smérnici 2002/32/ES
Evropského parlamentu a rady. Implementace novely nafizeni komise (ES) ¢€.1068/2005
znamena, ze kazdy Clensky stat EU musi mit zpracovanou analyzu rizik, ktera vylouci nakup
kontaminovanych obilovin nad maximalni pfipustné limity kontaminujicich latek (jedna se o
kontaminaci tézkymi kovy: Pb, Cd, As, Hg, fusariovymi mykotoxiny, aflatoxinem Bl). Analyza
rizika musi byt uplatiiovana od pocatku intervenéniho nakupu, tj. od 1.11.2005.

Limity maximalniho obsahu fuzariovych toxinu v obilovinach podle nafizeni komise
(ES) €. 466/2001 (v&etné novely nafizeni €. 856/2005 jsou nasledujici: DON - 1250ug/kg;
ZEA -100pg/kg.

Pfi intervencnim nakupu obilovin je Uhrada nakladu za stanoveni obsahu jednotlivych
kontaminujicich latek uloZena dodavajicimu, v ramci aktualizace analyzy rizik v pFistim
hospodarském roce by vSak SZIF mohl uhradit ploSné testovani vSech dodavek nabizenych
obilovin na DON pomoci tzy. Quick DON testu (CR pozadala komisi ES o stanovisko k
tomuto postupu). Pozitivni nebo sporné pfipady budou analyzovany pfesnéjSimi metodami
(ELISA, HPLC) s uhradou dodavatelem. Analyzy obsahu zearalenonu budou provadény
pouze u vzorku, které vykazi hodnotu obsahu DON blizici se limitu, tj. 1000 - 1250 ug/kg,
protoZe byla prokazana urcitd souvislost mezi vyskytem DON a ZEA.

(Zdroj: Pokyn k intervenénimu nakupu, Zemédélec 45/2005, J. Slukova, mluvei SZIF
na podklade udajl Ing.E.Kostalové, SZIF)
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Do validaéni studie byly zahrnuty vzorky zrna pSenice, kukufice a kukufi¢né silaze.
Tyto vzorky byly laboratofemi VSCHT, VUP a VURV analyzovany na obsah deoxynivalenolu
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Material a metody

(DON), T-2 toxinu (T2) a zearalenonu (ZEA).

Seznam vSech testovanych vzork:

1 pSenice VUP

2 silaz VUP - nekvalitni

3 silaz VUP - standard

4 pSenice 30 - extrakt VURV

5 pSenice64 — extrakt VURV

6 pSenice VURV- spike T2(20 ppb)

7 CRM

8 p$enice VSCHT 62

9 psenice VSCHT 70

10 kukufice VSCHT KIS2

11 kukufice VSCHT KIS 1

12 kukufice VSCHT KIBTBN2

13 pSenice VSCHT 22

14 pSenice VSCHT 33

15 pSenice VSCHT 34

16 pSenice VSCHT 71

Detailni popis nékterych vzorku:

Vzorek €.10 - po umélé infekci v polnich podminkach
= Kukufice Ilvanovice2005, Suspence?2 (KIS2), Izolinie k transgennimu hybridu -

Vzorek €.11- po umélé infekci v polnich podminkach
= Kukufice Ivanovice 2005, Suspence 1 (KIS1), Izolinie k transgennimu hybridu

DKC3420

Suspenze?2

Fusarium graminearum - RICPR 189
Fusarium graminearum - LS 41/02
Fusarium graminearum - LS 273/02
Fusarium poae - LS 1/04

Fusarium poae - LS 26/03

Fusarium sporotrichioides -JR 29/04

- DKC3420

Suspenze1

Fusarium verticillioides - LS 10/04
Fusarium vetrticillioides- LS 225/02
Fusarium verticillioides- LS 104/03
Fusarium subglutinans - LS 164/02
Fusarium subglutinans - LS 14/04
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Fusarium subglutinans - LS 25/03
Fusarium proliferatum -JR 25/04
Fusarium proliferatum-JR 26/04

Vzorek ¢.12
= BT Kukufice lvanovice 2005, Referenéni vzorek (KIBTBL2), Transgenni hybrid
MON 810 - DKC3421YG

Z kapacitnich duvodld nebylo mozné, aby vSechna zucastnéna pracovisté testovala
vSechny shromazdéné vzorky. Pro potfeby validacni studie byly pouzity metody LC
(kapalinova chromatografie) a kompetitivni ELISA metoda.

Laboratof VSCHT analyzovala spoleéné vzorky metodou LC-MS/MS. Tato metoda je
ur¢ena pro analyzu trichothecenovych mykotoxin( v cereadliich. Byla ovéfena pro stanoveni 7
trichothecenovych  mykotoxin:  nivalenolu  (NIV), deoxynivalenolu (DON), 15-
acetyldeoxynivalenolu (15-ADON), 3-acetyldeoxynivalenolu (3-ADON), T-2 tetraolu (T-2
tetr.), fusarenonu-X (FUS-X), diacetoxyscirpenolu (DAS), HT-2 toxinu (HT-2 tox.) a T-2 toxinu
(T-2 tox.) a zearalenon.

Pfiprava vzorku:

Ze zhomogenizovaného vzorku je odebrana navazka (dale vzorek) 12,5 g (s
pfesnosti na 0,1 g) do 250 ml Erlenmeyerovy bariky. Extrakce je provadéna po dobu 1 h na
trepacce 50 ml extrakcni smési acetonitril-voda (84: 16, v/v). Po ukonéeni extrakce je extrakt
Zfiltrovan do 50 ml odmérné bariky, kola¢ na filtru je 2 krat promyty 10 ml extrakéni smési a
barka je dopInéna po rysku. Extrakt je pfecistén metodou extrakce na tuhou fazi (SPE) za
pouziti kolony MycoSepTM #226 (pfed precisténim je k extraktu pfidana kyselina octova - 10
pl/l extraktu). Precistény extrakt (frakce 4 ml) se odpafi se na rotacni vakuové odparce
(teplota vodni l1azné 40-50 DC, tlak 220 - 50 mbar) a zbytek smési rozpoustédel je odfoukan
jemnym proudem dusiku do sucha. Odparek je pfeveden do vialky 2 x 500 pl smési
methanol:voda (20:80 v/v). Vzorek je dale precistén pres mikrofiltr (0,2 um) a pfeveden do
vialky s insertem. Poté je analyzovan metodou LC-MS/MS (multirezidualni stanoveni DON
spolu s ostatnimi trichotheceny).

Kapalinova chromatografie (LC)

Stanoveni 7 trichothecenovych mykotoxini se provede pomoci vysokouc€inné
kapalinové chromatografie (HPLC) s hmotnostné-spektrometrickym detektorem (MS) na
koloné Synergi Hydro RP (150mm x 3mm x 4um) za uvedenych chromatografickych
podminek:

Mobilni faze:
- 10 mM vodny roztok octanu amonného
- methanol
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Gradientova eluce : A — 10 mM octan amonny B — methanol

¢as (min) % Pratok (ml/min)
0 A-80% B20% 0,5
8 A-30% B70% 0,5
15 A-30% B70% 0,5
15,1 A - 80% B20% 0,5
16 A - 80% B20% 0,5
Post time 6 min 0,5

Teplota kolony: 40 °C

Mnozstvi nastfikovaného vzorku: 20 J-ll (opakovatelnost nastfiku RSD < 2 %)

Pozn.

Opakovatelnost nastfiku byla testovana 10 x nastfikem standardniho roztoku (doba LC
analyzy 22 min. / propichnuté septum pfi laboratorni teploté).

MS detektor: LCQ Deca iontova past

Detektor Finnigan LCQ Deca - iontova past
Zdroj APCI

Teplota na kapilare 150 °C

APCI vypafovaci teplota 450 °C

Napéti zdroje 6 kV

Kolizni plyn helium

Skenovani mod MS/MS

Typ skenu selected reaction monitoring (SRM)

Identifikace a kvantitativni vyhodnoceni

Identifikace danych analytl se provadi na zékladé sledovani specifickych hmot (miz)
jednotlivych analytll a dale specifickych pfechodu materského iotu na dcefiné a také
porovnanim reten¢nich €asu s pfislusnymi standardy analytu. Konfirmaci je mozno provést
metodou GC/MS nebo GC/ECD se separaci na koloné jiné polarity. Kvantitativni
vyhodnoceni je =zalozeno na metodé vnéjSiho standardu porovnanim odezvovych
charakteristik analytu s pfislusnymi standardy pomoci kalibraéni zavislosti (pomoci
softwarového vybaveni kapalinového chromatografu).

10
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Mod ionizace a monitorované ionty (miz)
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Ukazka chromatogramu LCIMS-MS metody

Kompetitivni ELISA test

Laboratofe VUP a VURYV pouzily pro detekci mykotoxint komeréné dostupné ELISA
soupravy rliznych vyrobcl. Pro srovnani byly pracovniky laboratofi vytipovany soupravy s
riznou citlivosti a drobnymi rozdily v pracovnich postupech a v pfipravé vzorku k analyzam.

Laboratof VUP analyzovala vybrané mykotoxiny pomoci souprav s maximalni
citlivosti (DON, T2 - Rida, ZEA - Neogen), laboratof VURYV testovala vzorky pomoci souprav

11
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pro jednodussi a rychlejsSi detekci mykotoxinu s nizsi citlivosti (testy typu Ridascreen Fast
DON, Ridascreen Fast Zearalenon, Ridascreen Fast T-2 toxin, vyrobce R-Biopharm, testy
typu Fast - Rida). Soupravy obsahuji desti¢ku mikrotitracnich jamek s navazanou protilatkou,
sestavu péti nebo Sesti standardnich roztokll o znamych koncentracich a dalSi potfebné
chemikalie — rizné podle typu testu a vyrobce.

Analyzovany mykotoxin obsazeny v testovaném vzorku a konjugovaném antigenu
soutézi o vazebna mista protilatky, na antigenu je navazany enzym, ktery Stépi chromogen
za vzniku barevné reakce. Cim vic mykotoxinu vzorek obsahuje, tim vice vazebnych mist je
obsazeno. Navaze se méné konjugovaného antigenu a vysledna barevna reakce je slabsi.
Intenzita zbarveni je méfena pfi odpovidajicich vinovych délkach (750 nm - ZEA Neogen,
zbytek testu - 450 nm), vysledné koncentrace analytl jsou vypocteny na zakladé srovnani s
absorbanci standardnich roztok( s vyuzitim pfislusného softwaru, napf. Ridawin soft.

Pfiprava vzorku

Vzorky zrna pSenice a kukufice jsou pred analyzami dikladné umlety a
homogenizovany. Podobné také kukuficna silaz je prfed zapocetim analyz dudkladné
homogenizovana a zpracovana. Takto zpracovany vzorek se extrahuje destilovanou vodou
nebo 70% roztokem metanol-voda v zavislosti na analyzovaném mykotoxinu.Pro detekci
DON jsou vzorky extrahovany v destilované vodé v poméru definovaném vyrobcem (1:5
nebo 1:20, dle navodu konkrétniho testu). Pro detekci T2 a ZEA je jako extrakéni Cinidlo
pouzit 70% metanol (pomér 1:5). Po filtraci je extrakt bud pfimo nebo po pfislusném zifedéni
pfipraven k pouziti v testu. Je nutné, aby v3echny testované extrakty mely pH v rozmezi 6 -
8. Tato podminka je obvykle bez problému spinéna u extraktu vzorku, pro které jsou ELISA
soupravy vyrobcem doporuceny. Materialy, jako je napf. kukufi¢na silaz, nejsou pro testovani
na obsah vybranych mykotoxinli vyrobcem validovany, je proto nezbytné vénovat testovani
téchto material(l zvySenou pozornost. Hodnota pH vodnich extraktd vzorku kukufiénych silazi
standardni kvality se obvykle pohybuje mezi 4-5, u methanolovych extraktl je to 5-6. U
vzork(l nekvalitnich kukufiénych silazi (sekundarni mikrobiologicka kontaminace) je
zaznamenavano pH kolem 8. Tyto - pro spravné provedeni ELISA testu nevhodné- hodnoty
pH musi byt pfed analyzami upraveny pomoci roztoku 1N NaOH.

CRM

Pro optimalni interpretaci vysledku je spolu s testovanymi vzorky zahrnut do testu
také certifikovany referencni material (CRM, napf. zakoupeny od firmy Biopharm Rhone
Ltd.). Jedna se o rostlinny material s deklarovanym mnozstvim konkrétniho mykotoxinu.
CRM materialy jsou k dispozici ve specializovanych laboratofich. Tento je extrahovan
stejnym zplsobem jako testované vzorky, popf. v jiném Fedicim poméru (podle citlivosti
pouzité metody), extrakt je analyzovan spolu s ostatnimi vzorky. Na zakladé vysledné
hodnoty obsahu mykotoxinl jsou stanoveny vytéznost testu - v procentech a ziskané
vysledKy jsou nasledné piepocteny na 100% vytéznosti. Zahrnuti CRM do kazdého testu je
nezbytnosti pro dosazeni relevantnich vysledkd.

12
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Po provedeni ELISA testu je zméfena intenzita vysledného zabarveni pfi vyrobcem
doporucené vinové délce. Taje u DON a T2 450 nm (zluta barva) a u ZEA 650 nm (modra az
Cervenofialova). Z absorbance standardnich roztokl je vytvofena kalibracni kfivka, ze které

jsou nasledné vypocteny hodnoty obsahu analytu v ostatnich vzorcich. Pro relevanci
vysledku je dulezity také korelacni koeficient kalibracni kfivky.

Ukazka zaznamu ELISA analyzy
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5 Vysledky

| Dne: 31.1.2006

| VVF: PROJ/2005/01/deklas

Zavedeni a validace rozhod¢i multidetekéni metody na principu LC-MS/MS, ktera

umozni exaktni stanoveni celého spektra cilovych analytd - DON, NIV, HT-2, T-2 a

zearalenonu.

LC-MS/MS METODA

Vytéznost
spike na hladiné 300ug/kg

Vytéznost spoéitanana | NIV | DON | FUS-X [ ADONs| HT-2 | T-2 | ZEA
Cisté standardy 62.8 94.2 47.5 85.3 98.9 90.8 49.6
matri¢ni standardy 64.1 89.1 65.1 95.2 90.6 90.5 73.2
Detekéni limit
Detekéni limit
analyt NIV DON | FUS-X | ADONs | HT-2 T-2 ZEA
pg/kg 0.5 0.5 1 1 8 0.5 1
Opakovatelnost
Opakovatelnost RSD (%)
analyt NIV DON | FUS-X | ADONs | HT-2 T-2 ZEA
n=5 7.5 8.1 13.2 11.6 7.9 11.7 22.5

vyjadfena jako relativni smérodatna odchylka

Linearita

Linearni rozsah 10 - 10 000 pg/kg obili (NIV, DON, FUS-X, ADONSs, T-2 a ZEA)

Linearni rozsah 25 -10 000 ug/kg obili (HT-2)

Korelacni koeficient: R=0.9991-1.0000 (v zavislosti na analytu)

17
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{00
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kM)

vrv

HAEM)

1 Ny

uvedenych screeningovych postupt v dusledku kfiZovych (nespecifickych) interakci.
Posouzeni rizika pro interpretaci vysledku v praxi.

DON / ppb
Pfepocet na 100% vytéznost
vzorek VURYV -ELISA VUP - ELISA VSCHT - LC
(fast soupravy) | (maximalni
citlivost)
1 pSenice VUP 325 64,3 65,7
2 silaz VUP- nekvalitni 457 170,5 43,3
3 silaz VUP- standard 1150 >L.0Q (pfes 100) | 64,2
4 pSenice 30- extrakt VURV 1190 >L.0Q (pfes 100) | *
5 pSenice 1210 >L.0OQ (pres 100) | *
6 pSenice VURV- spike T2 (20 ppb) | * * *
7 CRM (2600; 2000; 700) 2240; 2050; 780 | 70/36,9 *
8 pSenice VSCHT 62 * >L.0Q (pres 100) | *
9 pSenice VSCHT 70 * >LOQ (pres 100) | *
10 kukufice VSCHT KIS2 99990 >LOQ (pres 100) | 41606,1
11 kukufice VSCHT KIS1 1190 >LOQ (pres 100) | 531,5
12 kukufice VSCHT KIBTBN2 <LOQ (pod 200) | >LOQ (pres 100) | 102,8
13 pSenice VSCHT 22 * >LOQ (pres 100) | 2970,1
14 pSenice VSCHT 33 * >LOQ (pres 100) | 980,9
15 pSenice VSCHT 34 3620 * 2783,8
16 pSenice VSCHT 71 1280 * 1003,2
rozsah kvantifikace 200 - 6000 ppb | 3,7 -100 ppb 5-10000

Pozn.: VUP - byl k dispozici stejny CRM jako byl pouzit laboratofi VURV, vzhledem k

citlivosti metody bylo nutno fedit, coz mohlo zplsobit znepfesnéni tohoto konkrétniho

vysledku.
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| Dne: 31.1.2006

OOH - FURY [RDOQ P00 - $000 oo

DOk - VECHT (RDG i)

DOM = VUF (ROG 3T - 100 ppb)
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| Dne: 31.1.2006
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Pozn.: Nebyl k dispozici CRM pro ELISA stanoveni, vSechny vysledky jsou pouze orientaéni

vzorek VURYV -ELISA VSCHT - LC
(fast soupravy)

1 pSenice VUP <LOQ (pod 50) | 7,9

2 silaz VUP- nekvalitni <LOQ (pod 50) | 8,7

3 silaz VUP- standard <LOQ (pod 50) | 7,8

4 pSenice 30- extrakt VURV <LOQ (pod 50) |*

5 pSenice <LOQ (pod 50) |*

6 pSenice VURV- spike T2 (20 ppb) | 75,6 (4 x konc.) | *

7 CRM (2600; 2000; 700) * *

8 pSenice VSCHT 62 * *

9 pSenice VSCHT 70 * *

10 kukufice VSCHT KIS2 352 <0,5

11 kukufice VSCHT KIS1 <LOQ (pod 50) | 215,1

12 kukufice VSCHT KIBTBN2 <LOQ (pod 200) | <0,5

13 pSenice VSCHT 22 * 1,4

14 pSenice VSCHT 33 * <0,5

15 pSenice VSCHT 34 <LOQ (pod 50) | 1,8

16 pSenice VSCHT 71 <LOQ (pod 50) | <0,5

rozsah kvantifikace 50 - 400 ppb 5-10000
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TE = VURY [RDQ 50 - 400 ppbd
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ZEA/ ppb

vzorek VURYV -ELISA | VUP - ELISA VSCHT -LC
(fast soupravy) | (maximalni

citlivost)

1 pSenice VUP 80,3 49,46 3,9

2 silaz VUP- nekvalitni <LOQ (pod 26,06 3,1
S0ppb)

3 silaz VUP- standard 123,4 110,03 3,1

4 pSenice 30- extrakt VURV <LOQ (pod <LOQ (pod 25ppb) | *
50ppb)

5 pSenice <LOQ (pod <LOQ (pod 25ppb) | *
50ppb)

6 pSenice VURV- spike T2 (20 ppb) | - <LOQ (pod 25ppb) | *

7 CRM 648 ppb 472,4 324/329,4 *

8 pSenice VSCHT 62 * <LOQ (pod 25 ppb) | *

9 psenice VSCHT 70 * <LOQ (pod 25 ppb) | *

10 kukufice VSCHT KIS2 >4000 <LOQ (pod 25 ppb) | 28070,7

11 kukufice VSCHT KIS1 >400 <LOQ (pod 25 ppb) | 145,5

12 kukufice VSCHT KIBTBN2 132,5 147,2 3,2

13 pSenice VSCHT 22 * 114,75 102,7

14 pSenice VSCHT 33 * <LOQ (od 25 ppb) | 16,1

15 pSenice VSCHT 34 <LOQ (pod * 135,4
50ppb)

16 pSenice VSCHT 71 <LOQ (pod * 16,6
50ppb)

rozsah kvantifikace 50 - 400 ppb 25 - 500 ppb 5-10000
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Odbér vzorku a extrakce

Jelikoz odbér vzorku a jeho pfiprava pro analyzu je pravdépodobné jednim z faktor(
nejvice ovliviujicich vyslednou hodnotu, byl do série testl zafazen také nasledujici pokus:
Vzorky 1-5 byly pracovniky laboratofi VUP a VURV extrahovany, pfipravené extrakty byly ve
stejny den obéma laboratofemi analyzovany (pouzitim ELISA s rlznou citlivosti). Cilem
tohoto testu bylo vyhodnotit rozdil mezi analyzami stejnych extraktu pomoci rozdilnych
metod a takeé vliv odbéru a pfipravu vzorku na vyslednou hodnotu.

ZEA
DON
T2 ppb b
opb pp pp
PRACOVISTE VUP VURV |VUP |VURV |VUP |VURV
1. psenice EXTRAKCE VUP 64.3 325 0376 |<LOQ |4646 |803
1. psenice EXTRAKCE VURV <0qQ |* <0Q |* <LOQ
\2/.USF|)Iaz nekvalitni EXTRAKCE 170,5 457 0468 <LOQ | 26,06 <LOQ
2. silaz nekvalitni EXTRAKCE |, - -
VURV <LOQ <LOQ <LOQ
S'USI'D""‘Z standard EXTRAKCE | 44 1550  |0,398 |<LOQ | 110,03 | 123.4
3. silaz standard EXTRAKCE . . .
VURVY 350 <LOQ <LOQ
4. psenice EXTRAKCE VURV | tOQ | 1100|0444 |<LoQ |<L0Q |<LOQ
5. psenice EXTRAKCE VURV | <tOQ | 1210|0482 |<Loq |<L0Q |<LOQ
200- 001- |50- |25- 50 -
ROQ 37-100 | en00 |16 400 | 500 400

pH extraktu

DalSim dil¢im testem bylo srovnani extraktu pfed a po upravé pH. Extrakt vzorku ¢. 3
(kukufiéna silaz standardni kvality) mél pH 3,83, po vyrobcem pfedepsané upravé pomoci
roztoku NaOH na odpovidajici hodnotu pH 6,4 byly obé varianty extraktu otestovany.

DON T2 ppb ZEA

ppb ppb
PRACOVISTE VUP VURV VUP VURV | VUP VURV
EXTRAKT S NEVYHOVUJICIM | 134,48 1550 0,439 <LOQ | 156,01 | 538,5
pH
EXTRAKT PO UPRAVE pH <LOQ - 0,398 <LOQ | 108,7 123,4
ROQ 3,7 -100 | 200- 0,01- 50 - 25 - 50 -

6000 1,6 400 500 400
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Méreni absorbance

Jelikoz je pro vyhodnoceni vysledku v pfipadé zearalenonu vyrobcem predepsany filtr
650 nm, ktery obvykle nebyva soucasti standardni vybavy vyhodnocovaci techniky, bylo v
laboratofi VUP provedeno srovnani vyslednych hodnot konkrétniho testu ziskanych méfenim
absorbance pfi riznych vinovych délkach (630 a 650 nm).

Tabulka: srovnani vysledkud ziskanych méfenim absorbance pfi riznych vinovych
délkach, pfepoc¢teno na 100% vytéznosti.

vzorek 630 nm | 650 nm
1 pSenice VUP 49,4 51,2

2 silaz VUP - nekvalitni 25,6 26,9

3 silaz VUP - standard 106,1 113,8
4 pSenice 30 - extrakt VURV <25 <25

5 pSenice 64 - extrakt VURV <25 <25

6 pSenice VURV- spikeT2 (20 ppb) | <25 <25

7 CRM 324 ppb 314,9 329,4
10 kukufice VSCHT KIS2 >500 >500
11 kukufice VSCHT KIS 1 >500 >500
12 kukufice VSCHT KIBTBN2 146,5 159,4
13 pSenice VSCHT 22 112,6 118,7
14 pSenice VSCHT 33 <25 <25

15 pSenice VSCHT 34 112,6 119,2
vytéznost 97,2% | 101,7%

Z vySe uvedené tabulky je patrné, Ze méfeni absorbance pfi 630 a 650 nm nezpusobi
zasadni rozdily ¢i nepfesnosti vysledku. Relace mezi ziskanymi koncentracemi jsou
zachovany, zavérem tohoto srovnani je tedy nazor, Ze je v nutnych pfipadech mozné filtry do
urcité miry zameénit.

Reprodukovatelnost ELISA testu

Jednim z argumentu pouzivanych nékterymi autory proti pouzivani ELISA testu pro
stanoveni mykotoxinu je, dle jejich nazoru, nizka reprodukovatelnost vysledku. Proto byly v
laboratofi VUP extrakty nékterych vzork( analyzovany na koncentraci ZEA soupravami
riznych Sarzi. Z udaju uvedenych v nasledujici tabulce vyplyva vysoka korelace mezi
vysledky ziskanymi pouzitim souprav s rliznym &islem Sarze.
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Tabulka: srovnani vysledku ziskanych pouzitim souprav riznych Sarzi, ROQ 25 -
500ppb.

vzorek Sarze 1 | Sarze 2
1 pSenice VUP 51,2 52,5

2 silaz VUP - nekvalitni 26,9 <25

3 silaz VUP - standard 113,8 108,6
4 pSenice 30 - extrakt VURV <25 <25

5 pSenice 64 - extrakt VURV <25 *

6 pSenice VURV- spikeT2 (20 ppb) | < 25 <25

7 CRM 324 ppb 329,4 342

8 pSenice VSCHT 62 <25 <25

9 pSenice VURYV 70 <25 <25

10 kukufice VSCHT KIS2 >500 >500
11 kukufice VSCHT KIS 1 >500 462,3
12 kukufice VSCHT KIBTBN2 159,4 127,2
13 pSenice VSCHT 22 118,7 129,6
14 p$enice VSCHT 33 <25 <25

15 pSenice VSCHT 34 119,2 144.5
vytézZnost 101,7% | 105,5%

Homogenita vzorku ¢.16
Ve VURYV byla provedena zkouska homogenity vzorku &.16 (VSCHT C.71) pomoci 5
navazek po 5 g pro stanoveni DON, ziskané vysledky jsou uvedeny v tabulce:

navazka 5 g | DON (ppb) 100%

1370
1460
1520
1590
1470
72,5 prumér

1480 smérodatna odchylka (tj. 4,89 %)

A WINI=
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Detailni vysledky analyz (VSCHT)

Vzorek €. 10 NIV DON FUS-X | ADONs | HT-2 T-2 ZEA
ref. mat. pa/kg | pg/kg pa/kg | pg/kg pa’kg | ug’kg | pg/kg
KIS2a 274,0 |41308,3 | 40,2 4985,3 | 1148,5 | 197,3 | 23426,4
KIS2b 273,0 |40914,7 | 40,0 3890,3 | 1449,2 | 231,0 | 36179,6
KIS2c 260,0 |41500,9 | 41,5 4251,1 | 1250,0 | 221,1 | 285494
KiS2d 278,0 |42700,2 | 37,4 4564,5 | 1390,0 | 210,8 | 241275
Primér 271,3 | 41606,0 | 39,8 4422,8 | 1309,4 | 215,1 | 28070,7
Smodch 7,8 769,2 1,7 465,3 136,0 | 14,4 5862,4
RSD 2,9 1,8 4,3 10,5 10,4 6,7 20,9
LOD 0,5 0,5 1,0 1,0 8,0 0,5 1,0
LOQ 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
Vzorek €. 11 NIV DON FUS-X | ADONs | HT-2 T-2 ZEA
ref. mat. pug/kg | pa/kg pug/kg | pg/kg pa/kg pg/kg pg/kg
KIS2a 141,1 | 5441 42,2 25,2 pod LOD | podLOD | 150,3
KIS2b 149,3 | 511,44 44,0 19,3 pod LOD | pod LOD | 143,6
KIS2c 147,0 | 570,0 37,8 20,7 pod LOD | pod LOD | 125,0
KiS2d 151,0 | 500,6 32,4 20,6 pod LOD | pod LOD | 163,0
Primér 1471 | 31,5 39,1 21,5 145,5
Smodch 4,3 31,6 5,2 2,6 15,8
RSD 2,9 5,9 13,2 12,0 10,9
LOD 0,5 0,5 1,0 1,0 8,0 0,5 1,0
LOQ 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
Vzorek €. 12 NIV DON | FUS-X | ADONs | HT-2 T-2 ZEA
ref. mat. pg/kg pug/kg | pa/kg | pa/kg pa/kg pg/kg pg/kg
KIBTBL2a pod LOD | 104,15 | 40,90 pod LOD | pod LOD | pod LOD | pod LOQ
KIBTBL2b pod LOD | 103,71 | 45,01 pod LOD | pod LOD | pod LOD | pod LOQ
KIBTBL2c pod LOD | 100,68 | 43,61 pod LOD | pod LOD | pod LOD | pod LOQ
KIBTBL2d pod LOD | 102,85 | 42,01 pod LOD | pod LOD | pod LOD | pod LOQ
Prameér pod LOD | 102,8 42,9 pod LOD | pod LOD | pod LOD pod LOQ
Smodch 1,5 1,8
RSD 1,5 4,2
LOD 0,5 0,5 1,0 1,0 8,0 0,5 1,0
LOQ 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0

27




| Dne: 31.1.2006

| VVF: PROJ/2005/01/deklas

Vzorek €. 13 NIV DON | FUS-X | ADONs | HT-2 T-2 ZEA
ref. mat. pa/kg pa/kg | pa/kg | pa/kg pa/kg pa/kg pa/kg
RM22a pod LOQ | 29802 | 425 89,1 21,3 pod LOQ | 101,9
RM22b pod LOQ | 31625 | 38,0 96,5 22,9 pod LOQ | 832
RM22c pod LOQ | 2767,5 | 37,2 82,2 20,1 pod LOQ | 123,1
Pramér pod LOQ | 2970,1 | 39,2 89,3 21,4 pod LOQ | 102,7
Smodch 197,7 | 2,9 7.1 1,4 20,0
RSD 6,7 7,3 8,0 6,6 19,4
LOD 0,5 0,5 1,0 1,0 8,0 0,5 1,0
LoQ 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
Vzorek €. 15 NIV DON | FUS-X | ADONs | HT-2 T-2 ZEA
ref. mat. pa/kg pa/kg | pa/kg | pa/kg pa/kg pa/kg pa/kg
RM34a pod LOQ | 2800 36,2 82,3 21,3 pod LOQ | 1354
RM34b pod LOQ | 2836,8 | 39,5 80,8 24,3 pod LOQ | 126,5
RM34c pod LOQ | 2714,6 | 38,0 74,2 23,3 pod LOQ | 1443
Pramér pod LOQ | 2783,8 | 37,9 79,1 23,0 pod LOQ | 1354
Smodch 62,7 1,7 4,3 1,5 8,9
RSD 2,3 4,4 5,4 6,6 6,6
LOD 0,5 0,5 1,0 1,0 8,0 0,5 1,0
LoQ 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
Vzorek ¢. 14 NIV DON | FUS-X | ADONs | HT-2 T-2 ZEA
ref. mat. Hg/kg Hg/kg | ug/kg | pg/kg Hg/kg Hg/kg Hg/kg
RMP33a 33,2 971,2 | 42,0 14,6 12,4 pod LOD | 18,2
RMP33b 36,2 9580 | 36,0 13,5 13,1 pod LOD | 14,0
RMP33c 39,2 1013,4 | 38,0 12,8 11,9 pod LOD | 16,2
Pramér 36,2 980,9 38,7 13,6 12,5 pod LOD | 16,1
Smodch 3,0 28,9 3,1 0,9 0,6 2,1
RSD 8,2 3,0 7,9 6,6 4,8 13,0
LOD 0,5 0,5 1,0 1,0 8,0 0,5 1,0
LOQ 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
Vzorek ¢, 16 NIV DON | FUS-X | ADONs | HT-2 T-2 ZEA
ref. mat. Hg/kg Hg/kg | ug/kg | pg/kg Hg/kg Hg/kg Hg/kg
RMP71a 99,2 999,6 | 39,4 11,2 12,8 pod LOD | 16,5
RmP71b 90,3 967,0 | 42,1 12,8 13,7 pod LOD | 16,0
RMP71c 107,7 10430 | 38,9 13,5 14,3 pod LOD | 17,4
Pramér 99,1 1003,2 | 40,1 12,5 13,6 podLOD | 16,6
Smodch 8,7 38,1 1,7 1,2 0,8 0,0 0,7
RSD 8,8 3,8 4,3 9,4 5,6 0,0 4,1
LOD 0,5 0,5 1,0 1,0 8,0 0,5 1,0
LOQ 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
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Vzorek ¢. 1 NIV DON | FUS-X | ADONs | HT-2 T-2 ZEA
ref. mat. Hg/kg Hg/kg | ug/kg | ug/kg Hg/kg Hg/kg Hg/kg
VUP1A 19,0 65,0 86,2 48,7 55,1 pod LOQ pod LOQ
VUP1B 17,6 67,2 93,2 42,9 56,3 pod LOQ | pod LOQ
VUP1C 17,1 64,8 93,1 45,9 57,3 pod LOQ | pod LOQ
Pramér 17,9 65,7 90,8 45,8 56,2 pod LOQ | PodLOQ
Smodch 1,0 1,4 4,0 2,9 1,1

RSD 5,5 2,1 4,4 6,3 2,0

LOD 0,5 0,5 1,0 1,0 8,0 0,5 1,0

LoOQ 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
Vzorek €. 2 NIV DON | FUS-X | ADONs | HT-2 T-2 ZEA
ref. mat. Hg/kg Hg/kg | ug/kg | pg/kg Hg/kg Hg/kg Hg/kg
VUP2A 25,2 43,0 86,0 50,3 61,3 pod LOQ pod LOQ
VUP2B 23,7 45,1 97,4 47,5 57,8 pod LOQ | pod LOQ
VUP2C 21,2 41,9 99,4 46,1 69,6 pod LOQ | pod LOQ
Pramér 23,4 43,3 94,3 48,0 62,9 pod LOQ | PodLOQ
Smodch 2,6 1,6 7,3 2,1 6,1

RSD 8,6 3,7 7,7 4,5 9,6

LOD 0,5 0,5 1,0 1,0 8,0 0,5 1,0

LOQ 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
Vzorek ¢. 3 NIV DON | FUS-X | ADONs | HT-2 T-2 ZEA
ref. mat. Hg/kg Hg/kg | ug/kg | pg/kg Hg/kg Hg/kg Hg/kg
VUP3A 23,0 67,0 86,2 47,5 62,3 pod LOQ pod LOQ
VUP3B 20,7 63,6 93,4 44,0 64,5 pod LOQ | pod LOQ
VUP3C 21,1 62,0 97,7 43,6 59,2 pod LOQ | pod LOQ
Pramér 21,6 64,2 92,4 45,0 62,0 pod LOQ | pod LOQ
Smodch 1,2 2,6 5,8 2,1 2,7

RSD 5,6 4,0 6,3 4,8 4,3

LOD 0,5 0,5 1,0 1,0 8,0 0,5 1,0

LoOQ 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
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6 Zavérecny komentar

V pribéhu feSeni validaéni studie bylo ziskano velké mnozstvi dat, jejichz
vyhodnoceni a zobecnéni je velmi obtizné. Vysledky vSech tfi zu&astnénych laboratofi jsou u
nékolika faktory.

Prakticky zasadnim zdrojem chyb a nepfesnosti muze byt odbér vzork(l pro analyzy a
jejich nasledna uprava a homogenizace. | kdyz vzorkovani pro ucely této studie probihalo dle
standardnich postupl a ve smyslu smérnice EK, materialy, jako napf. kukufi¢na silaz, se
vyznacuji velmi riznorodym slozenim a velikosti ¢astic a pouzitim dostupného laboratorniho
vybaveni nelze ur€itou nehomogenitu vyloucit. Analyzovany material nebyl tedy zcela
identicky (a mozna to ani neni mozné pfi jeho charakteru - jednotliva zrna - dosti velké
¢astice a jejich nehomogenni distribuce ve vzorku). | pfi velmi peclivé homogenizaci mensich
¢astic Srotu po umleti vzorku a dikladném promichavani nelze urcitou nehomogenitu vyloucit
relativné velmi malé mnozstvi. Odbér vzorku a jeho nasledna homogenizace pro viastni
analytiku je proto jednim z kli¢ovych momentd stanoveni obsahu mykotoxind. | kdyz
vzorkovani pro ucely této studie probihalo dle standardnich postupu a ve smyslu smérnice
EK, mohla byt nehomogenita matric jednim z davodu rozdilnych vysledku.

DalSim problematickym momentem se zda byt Ffedéni vzorkd. Pfi vysSich obsazich
sledovanych mykotoxinl je nutné fedéni puvodniho extraktu pfed vlastnim stanovenim, aby
bylo mozné obsah analytu kvantifikovat (v zavislosti na kvantifikacim rozsahu testu). Tomuto
problému je mozné piedejit vybérem metody s odpovidajici citlivosti (v pfipadech urcitych
prfedpokladanych zachyt(l). Problém nékolikanasobného fedéni je tfeba zohlednit také v
pfipadé CRM.

Jiz samotny fakt, Zze jde o srovnani rozdilnych metod, jakymi chromatografie a
imunoenzymatologie bezpochyby jsou, pfindsSi nékteré slozité otazky. Kazda z metod
zahrnuje urcité faktory, které mohou ovlivnit dosazené vysledky (kfizové reakce, citlivost
konkrétni metody, postup pfipravy vzorku apod.).

Mnoho faktor( ovliviujicich pfesnost vysledku je ale také v ramci ELISA stanoveni.
Laboratofe VUP a VURYV pracovaly s ELISA soupravami rozdilnych citlivosti — soupravy typu
FAST a soupravy s maximalni citlivosti. | z tohoto dlvodu jsou vysledkem v nékterych
pfipadech rozdilné hodnoty nebo hodnoty mimo kvantifikaci rozsah stanoveni.

U ELISA stanoveni je obvyklé pouzit pro vyhodnoceni vysledku CRM — certifikovany
referenCni material. Jedna se o material se znamym a potvrzenym obsahem konkrétniho
mykotoxind. Vzorek CRM projde testem s analyzovanymi vzorky, na zaklade rozdilu
deklarované a vysledné hodnoty je vypoltena procentualni vytéZnost testu. Pomoci této
hodnoty jsou pfepoéteny vysledky analyzovanych vzorku.

Kontrolou mohou byt pouze CRM (certifikovany referenéni material), avSak komeréné
dle soucasnych znalosti autort studie nejsou k dispozici CRM napf. s vy$§Simi obsahy DON
(nejvyse 2 600 ppb), CRM pro ZEA je pouze jeden a CRM pro T-2 neni k dispozici vubec. | v
pfipadé CRM je ale nékolik faktorl, které mohou zpusobit chybu ¢&i nepfesnosti.
Problematicky je jiz deklarovany obsah analytu. V dostupnych CRM je deklarovany obsah v
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relativné vysokych rozpétich £ 25 %. Pro nékteré mykotoxiny neni CRM k dispozici, pro
ostatni mykotoxiny je v rlznych obdobich mozné ziskat CRM s ruznou koncentraci.
Koncentrace mykotoxini v CRM ¢asto mimo kvantifikacni rozsah pouzité metody (a z toho
vyplyvajici nutnost fedéni) jsou dalSim omezujicim faktorem.

Proto by jednim z budoucich cilu mel byt vyvoj tuzemskych maximalné& homogennich
CRM. Autofi si ale uvédomuiji, ze pfiprava CRM je velmi narocna jak po strance pfistrojového
vybaveni (homogenizace), tak i jeho nasledné validace radou akreditovanych laboratofi.
Proto druhou variantou vedle vyvoje tuzemskych CRM je doporuceni stavajicim vyrobcim,
aby s ménici se legislativou (zmé&na hygienickych limitu) pfipravii CRM odpovidajici
koncentrace a navic pfipravili CRM dosud na trhu nedostupna (T-2 toxin apod.).

U stanoveni deoxynivalenolu bylo dosazeno relativné vysoké shody mezi vSemi
laboratofemi. Ve vzorcich pfedevSim pSenice po pfirozené infekci nebyly zachyty DON
vysoké a pohybovaly se do 0,5ppm, u vzork( kukufice po umélé infekci byl obsah DON
vysoky a pfesahoval hygienické limity. Absence Ciselnych hodnot u laboratofe VUP byla
dana pouzitim soupravy s vysokou citlivosti. Pokud jsou hodnoceny vzorky s obsahy DON do
cca 6000 ppb, jsou soupravy RIDASCREEN FAST DON vhodné a podle zkuSenosti
poskytuji realné vysledky (ovéfovani pomoci CRM a u&ast v kruhovych testech FAPAS).
Jedna-lise o vzorky s vysoce nadlimitnimi obsahy DON a je nutno pouzivat fedici faktory 5 -
20 (30 000 - 120 000), muze dochazet pfi pouziti souprav RIDASCREEN FAST DON k
uritému nadhodnoceni vysledku jednak fedénim a jednak moznymi kfiZovymi reakcemi.
Materialy s takovouto kontaminaci vSak prakticky nepfichazeji v ivahu pfi hodnoceni surovin
pro potravinarfské zpracovani, jedna se pouze o vzorky z cilenych velmi masivnich infekci
jednotlivych porovnavanych genotypu pfi feSeni vyzkumnych projektd s cilem vyvinout
odolné materialy. Jsou-li v8echny vzorky hodnoceny stale stejnou metodou, je chyba
stanoveni u vSech poloZek souboru stejna a rozdily v obsahu DON odrazeji skute¢né rozdily
mezi polozkami. V mnoha pfipadech navzajem koreluji vysledky stanoveni obsahu DON a
kvantitativniho obsahu DNA patogena. Pouzivani souprav FAST Ize u DONu pokladat za
vhodné, i jeho hodnoty v CRM jsou jim pfizpisobeny. Hodnoty obsahu DON v komeréné
dostupnych CRM cca 700, 2000 a 2600 ppb jsou voleny v rozsahu pod a nad hygienickym
limitem, takZze mohou slouzit pro kontrolu spravnosti stanoveni a zjiSténi hodnoty vytéznosti
metody. Stanoveni vytéznosti pomoci CRM, ktery je nutno nejméné 10x fedit v pfipadé
souprav s vysokou citlivosti, je nutné povazovat pouze za orientacni.

V pripadé T-2 toxinu nebyl k dispozici CRM. Opét koreluji mezi obéma pouzitymi
metodami zachyty T-2 ve vysokych a nizkych obsazich.

U zearalenonu dobfe koreluji vysledky dosaZené na obou pracovistich pouzivajicich
ELISA soupravy (VUP,VURV). U metody LC bylo dosazeno u nékterych vzorku nizSich
hodnot.

U T-2 a ZEA mykotoxinG je zfejmé, ze je tfeba dale pokraCovat v optimalizaci
analytickych metod v&etné chromatografickych technik a Zze je tfeba pokraCovat ve
shromazdovani dalSich Udajli z monitoringu a pfi zjiStovanych velmi nizkych obsazich je
nutné pouzivani souprav ELISA s vysSi citlivosti, nez maji soupravy FAST.
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Jednim z argumentd pouzivanych nékterymi autory proti pouzivani ELISA testu pro
stanoveni mykotoxinu je, dle jejich nazoru, nizka reprodukovatelnost vysledku. Proto byly v
laboratofi VUP extrakty nékterych vzork( analyzovany na koncentraci ZEA soupravami
raznych Sarzi. Z vysledku uvedenych ve studii vyplyva vysoka korelace mezi vysledky
ziskanymi pouzitim souprav s riznym Cislem Sarze.

Dalsim z wvysledku validacni studie je ovéfeni smuteénosti, Zze pro ziskani
relevantnich vysledku Ize v krajnim pfipadé méfit absorbance vzorku pfi vinovych délkach ne
pfilis odliSnych od vinovych délek doporucenych vyrobci. V modelovém experimentu byl
obsah zearalenonu méfen nejen pfi doporucené vinové délce, ale i pfi vinové délce odliSné o
20 nm

nebyly zaznamenany zasadni rozdily & nepfesnosti vysledku. Relace mezi ziskanymi
koncentracemi zUstaly zachovany.

Finalnim shrnutim vysledku validacni studie je to, Zze po odstranéni problému pfi
odbéru a upravé vzorku a nejasnosti ohledné CRM je ELISA test plné vhodny pro
mykotoxikologicka stanoveni. Je vhodné zvolit metodu s vyhovujici citlivosti a ROQ. P¥i
spravném provedeni ELISA analyz je jednim z dulezitych ukazateld svédcicich o
vérohodnosti vysledku hodnota korelacniho koeficientu kfivky standardu. V pfipadé analyz
uvedenych ve validaéni studii se tato hodnota pohybovala na urovni 0,98 - 0,99.

Srovnavané analytické metody jsou pro stanoveni mykotoxinl vyuzitelné, ale pfi
volbé metody musi analytik vzit v dvahu mnoho faktorl. Pfedevs§im puvod analyzovaného
vzorku (pfirozena infekce, sekundarni infekce pfi skladovani, po umélych infekcich apod.) s
pfedpokladanou urovni kontaminace mykotoxiny a dle toho volil citlivost metody. Volba
vhodné metody i jeji citlivosti je dulezita i vzhledem k pfedpokladanému vyuziti analyzované
matrice (napf. potravinarska pSenice). Samostatnou studii vyzaduje validace odbéru vzorku
jednotlivych matric. Ukazuje se opakované, Ze vzorkovani je jednim ze zakladnich zdroj(
chyb.
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