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Abstrakt

Cilem této prace bylo vyhodnotit vysetiené vzorky jaterni tkan¢ na obsah
aflatoxinu B1 u danci zvéfe. Celkem bylo vySetteno 221 vzorkd pro analyzu
metodou RIA. Vzorky byly ziskavany z uhynulych a odlovenych kust danci zvére,
pochazejicich z obor soukromych a z obor Lesti Ceské republiky. Vzorky daiiéi zvéte
byly rozdéleny do skupin podle typu, pohlavi a véku. Pohlavi bylo ur¢eno vizualné
a vék byl urc¢en podle ubrusu chrupu.

Nejvyssi koncentrace aflatoxinu Bl v jatrech byla naméfena u uhynulé
6ti leté samice (7,39 pgkg'). Podle statistického vyhodnoceni (P <0,05) byl
prokdzadn vyznamny rozdil mezi uhynulymi a odlovenymi kusy, mezi samci
a samicemi 1 mezi vékovymi skupinami.

Uhynulé kusy maji vyssi koncentraci aflatoxinu Bl v jatrech v pruméru
0 2,12 ng.kg' nez kusy odlovené. U samic také byla prokdzana vyssi koncentrace
aflatoxinu B1 v jatrech v praméru o 0,63 pg.kg™” nez u samci. U vékovych skupin
bylo prokazéano, Ze ¢im star$i zvifata jsou, tim stoupd koncentrace aflatoxinu Bl

v jatrech.

Klicova slova: daici zvér, aflatoxin B1, jatra, obora



Abstract

The aim of this thesis was to evaluate the examined samples of liver tissue
to find out the amount of aflatoxin in deer game. A total of 221 samples were
examined for analysis purposes using the RIA method. Samples were obtained from
dead and captured heads of deer game coming from private game reserves and game
reserves belonging to the Forests of the Czech Republic. Samples of deer game were
divided into groups according to their types, sex, and age. Sex was determined
visually, and age via the development and grinding of the teeth.

The highest concentration of B1 aflatoxin in liver was measured in a 6 year-
old dead female (7,39 ug.kg'). According to the statistical evaluation (P <0,05),
a significant difference was proven between dead and captured heads, between males
and females, and even between age groups.

There is a higher aflatoxin Bl concentration in dead heads” liver,
approximately in 2,12 pg.kg" higher than in captured heads. Females” liver proved to
contain a higher concentration of B1 aflatoxin, approximately in 0,63 pg.kg™” higher
than in males. Age groups have proven that the older the animals, the higher the B1

aflatoxin concentration in their liver.

Keywords: deer game, aflatoxin B1, liver, game park
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1. Uvod a cil prace

Houby a plisné¢ jsou organismy, které¢ se vyskytuji po celém svété. Plodiny
jsou plisnémi napadany pii nevhodném pocasi i pii nevhodnych podminkach
skladovani. Plisn€¢ miZeme rozdélit do tii skupin, na plisné polni, plisné skladistni
a plisn€ polni a skladiStni. Toxinogenni plisné¢ produkuji sekundarni metabolity,
zvané mykotoxiny. NejvyznamnéjSimi producenty jsou rody Aspergillus, Fusarium
a Penicillium. Mykotoxiny jsou detekovany nejcastéji v obili (pSenici, jeCmeni,
zitu), dale pak v nahnilém ovoci a v mléce, které muize byt kontaminovano
hydroxylovanym metabolitem aflatoxinu B1.

V soucasné dobé je zndmo vice nez 400 druhii mykotoxini, kdy mezi
nejdulezitéjsi mykotoxiny patii aflatoxiny, fumonisiny, ochratoxin A,
deoxynivalenol, T-2 toxin a zearalenon. Mykotoxiny jsou povaZovany za jedny

z nejzdvaznéjSich kontaminanti krmiv, které jsou urCeny pro krmeni zvirat

a potravin, které jsou ur¢eny pro lidskou spotiebu.

Cilem této predlozené prace je v literarni reSer$i shrnout téma zakladni
informace o plisnich a mykotoxint, vlivy na zvét a zvifata a mykotoxiny vyvolané
onemocnéni. VEtSi pozornost vSak poté veénovat zpracovani vysledkli vySetiené
zvéfiny na piitomnost plisni a jejich metabolitl. Dale pak vyhodnoceni jejich vlivu

na zdravotni stav a mozné konzumenty zvétiny.

Vysledky byly poskytnuty pracovisttm Vyzkumného tustavu lesniho
hospodaistvi a myslivosti, v.v.i se sidlem Jilovisté — Strnady, z byvalého odd¢leni
fyziologie a chorob zvéfe, respektivé z nastupnického oddéleni monitoringu.
Ve findle pak pracovisti veterinarni oSetfovna pro drobnd zvitata a zvét - laboratote,

biomonitoring a Institut ekologie a chovu zvéte s.r.o.

Vzorky pochazeji z oborné chovanych kusti daii¢i zvéte. Jedna se jak o obory
soukromé, tak i o obory Lesii Ceské republiky. Tyto obory viak v této praci nejsou

vyjmenovany, protoze si nepialy byt zvetejnény.



2. Literarni prehled

2.1 Plisné

Plisné neboli vldknit¢é mikromycety jsou eukaryotni, heterotrofni,
vicebunécné, mikroorganismy. Tyto organismy mohou byt bud’ saprofytické nebo
parazitické. Ne vSechny mikroskopické houby vylucuji toxiny a ne vSechny jsou
toxinogenni. Za toxinogenni mikromycety se povazuji ty, které maji schopnost
produkovat mykotoxiny. (WASSERBAUEROVA, 2011).

Houby a plisné jsou schopny produkovat enormni pocet sekundarnich
metabolitl véetné antibiotik a mykotoxinli. Produkované mykotoxiny jsou toxické
jak pro zvifata, tak i pro Clovéka (Nyenjel a Ndip, 2013). Kromé antibiotik
pfedstavuji mykotoxiny druhou velkou skupinu biologicky aktivnich latek
mikrobidlniho ptivodu (Burchard, 1984).

Plisné¢ mizeme rozdélit na tfi skupiny: 1. skupinou jsou plisné polni (rod
Fusarium a Alternaria), 2. skupinou jsou plisn¢ skladistni (rod Aspergillus
a Penicillium) a 3. skupinou jsou plisn¢ polni a skladistni (rod Penicillium).
Tyto plisné mohou kontaminovat obiloviny 1 krmné plodiny v priabéhu péstovani,
zréani, skliznég, dale pak pfi skladovani a konzervaci krmiv (Suchy a Herzig, 2005).

Polni plisn¢ napadaji a poskozuji plodiny béhem vegetace a tim dochazi
k primarni infekci rostlin. Houby rodu Fusarium a Alternaria se daji povazovat
a ndslednému produkovani mykotoxind. Rod Fusarium poskozuje zejména obiloviny,
kterym je vénovana nejvetsi pozornost. V nasich podminkach kazdy rok nejvice
napadaji pSenici a je¢men, u kterych nasledné¢ dochazi k snizené technologické
které charakterizuji skladiStni plisn€, patii Aspergillus a Penicillium. Tyto plisné
zpusobuji sekundarni infekce a tzv. ,zaplisnéni“. K jejich ristu dochézi
pfi nespravném skladovani a poruSeni hygienickych podminek. Skladové plisné
potiebuji ke svému rtistu vysokou vlhkost substratu s pomérné vysokymi teplotami

(Nedglnik et al., 2004).
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Rist vlaknitych hub (plisni) je ovliviiovan velkym mnoZstvim faktor?.
aktivita vody, pH, chemické sloZeni a biotické faktory, naptiklad pfitomnost hmyzu
(Sykorova a Nedé€lnik, 2004). Rust plisni a produkce mykotoxint souvisi se zménou
zpusobenou extrémy pocasi, poSkozenim zrna hmyzem, pii nedostatecnych
skladovacich postupech nebo Spatnymi podminkami pfi skladovani a krmeni. Obecné
plati, Ze podminky prostiedi — teplo, poSkozeni vodou nebo hmyzem, zpisobuji vetsi
nachylnost rostliny k poskozeni plisnémi v oblastech skladovani nebo ptimo
uz 1 v krmivu (Whitlow et al., 2010).

Houby do napadenych rostlin pronikaji pies kofeny, stonky, listy a palice.
Nejnovéjsi studie uvadéji, ze pres listy a stébla pronikaji vice nez ptes palice, které
nejsou tolik zatizené (Sykorovd a Nedélnik, 2004). Hajslova et al. uvadi (2010),
ze spory hub infikuji zrno a prostiednictvim mizniho systému pak celou rostlinu.
U péstovanych plodin poté dochéazi k jejich znehodnoceni, coz mad za nasledek
sniZzovani vynosu.

Saprofytické houby produkuji toxiny béhem skladovani, pti ¢emz endofytické
houby béhem riistu rostlin (Hussein a Brasel, 2001).

11



Tab. ¢. 1.: Prehled druhii plisni, produkované toxiny a kontaminované komodity (Havlicek
etal, 2014)

Produkovany _
Druh plisné _ Komodita
mykotoxin
Aspergillus flavus,
A. parasiticus, Aflatoxiny Obiloviny, olejniny
A. agrenicus, A. nomius
Fusarium culmorum, ' Kukuftice, obiloviny, seno,
' Deoxynivalenol )
F. Graminearum, F. roseum silaz
Fusarium verticilloides
(moniliforme), F. Oxysporum, Fumonisiny Kukufice
F. Proliferatum, F. antrophilum
Aspergillus ochraceus,
Penicillium viridicatum, ) L .
_ Ochratoxin Obiloviny, kukufice
P. Cyclopium,
P. verrucosum
Penicillium expansum, ) ) )
' Patulin Shnilé ovoce, silaz
Aspergillus
Fusarium sporotrichoides, ) o
o _ Kukuftice, obiloviny, seno,
F. Poae, F. Tricinctum, T-2 toxin )
. silaz
F. nivale
Fusarium culmorum,
F. Graminearum,
F. Oxysporum, Zearalenon Obiloviny
F. Roseum, F. Sporotrichoides,
F. tricinctum
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2.2 Mykotoxiny

Mykotoxiny jsou toxické sekunddrni metabolity produkované vlaknitymi
houbami, které se pfirozené¢ vyskytuji v zemédé€lskych komoditach po celém svéte.
Jsou Skodlivé pro lidské zdravi i zdravi zvifat (Liu et al., 2015). Mykotoxiny
mizeme oznait za vedlejsi produkty metabolismu hub s produkujici fadou
sekundéarnich metabolitd (Abbott, 2002). Dosud je znamo vice nez 300 mykotoxintl
a mohou byt rozdéleny na 25 strukturnich typti ( Burchard, 1984).

Existuje mnoho mykotoxint, ale jen n€kolik z nich ptedstavuje vyznamné
riziko v oblasti bezpecnosti potravin. Mezi nejvyznamnéjsi rody patii Aspergillus,
Fusarium a Penicillium (Murphy et al, 2006). Aflatoxiny, fumonisiny,
se vyskytujicim mykotoxinim v krmivech a potravindch (Marasas et al., 2008).
Mezi mykotoxiny s nejvétsim agroekonomickym vyznamem se daji zaradit
aflatoxiny, fumonisiny, ochratoxiny, trichotheceny, zearalenon. Nékteré mykotoxiny
mohou byt produkovany vice neZ jednim druhem plisni a nékteré druhy plisni jsou
schopné produkovat vice nez jeden mykotoxin. Na kontaminovaném substratu
miZzeme Casto nalézt vice neZ jeden mykotoxin (Hussein a Brasel, 2001).

Mykotoxiny byly izolovany, jejich struktura byla stanovena vcetné jejich
biologické aktivity. Jejich bio-syntéza je nyni také do znacné miry objasnéna.
V souladu s tim jsou mykotoxiny odvozeny pouze ze tfi skupin klicovych
biogenetickych stavebnich blokl. Jednd se o polyketidy, izopentenylpyrofosfat
a aminokyseliny. Mykotoxiny jsou prevazné¢ nepolarni, chemicky stabilni, tvofi
se ve vysokych koncentracich a neobsahuji — na rozdil od antibiotik — zadné cukry
(Burchard, 1984).

Mykotoxiny a hlavn€ jejich chemické struktury se znaéné odliSuji,
ale vSechny se daji povazovat za organické slouceniny s pomérné nizkou
molekulovou hmotnosti (Peraic et al., 1999). U témét vétSiny mykotoxinii se da fici,
ze jsou chemicky stabilni, tudiz maji tendenci piezivat skladovani i zpracovani.
Mohou piezit i var pfi relativné vysokych teplotach, jako jsou naptiklad dosahované
teploty pfi produkci cerealii nebo peceni chleba. Proto se za velmi diilezité povazuje
vyhnuti se podminkam vedoucim k tvorbé mykotoxini. Bohuzel to neni vzdy mozné

a dosdhnout toho v praxi také neni jednoduché. Protoze je znaéné obtizné
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mykotoxiny odstranit, nejlep§im zpisobem je tedy cilend kontrola prevence
(Turner et al., 2009).

Mezi cCtyfi zadkladni druhy toxicity vyvolané mykotoxiny patii: akutni,
chronické, mutagenni a teratogenni. Mezi nejCastéji popisované ucinky akutnich
intoxikaci patii zhorSend morfologie a funkce jater nebo ledvin, coz v extrémnich
ptipadech miiZze zplsobit i thyn. Hlavnim chronickym uc¢inkem mnoha mykotoxint
je indukce nadorovych onemocnéni, zejména jater (Pitt, 2000).

Mykotoxiny mohou vyvoldvat onemocnéni bud’ akutni nebo chronické.
Akutni onemocnéni je zpisobeno davkovanim vysokych hladin mykotoxint, zatimco
chronické je disledkem dlouhotrvajiciho vystaveni se nizké hladiné mykotoxind.
Mykotoxiny vykazuji své ucinky nékolika mechanismy (Whitlow et al., 2010).

a) sniZzeni sani nebo odmitnuti krmeni

b) zména obsahu zivin v krmivu a v absorpci zivin
¢) ucinky na endokrinni a exokrinni systémy

d) potlaceni imunitniho systému

e) antibiotické ucinky

f) bunécnd smrt

Mykotoxiny vykazuji obrovské mnozstvi toxickych farmakologickych aktivit,
mezi které napiiklad patii degradace jater, hemoragie, karcinomy. Diagnostika
mykotoxikoz je naruSena jejich dlouhou inkubaéni dobou a skutecnosti, Ze maji
mykotoxiny tendenci se hromadit v organismu zvifat, coz miize znamenat, ze i velmi
nizké koncentrace v krmivech nebo potravinach miizeme povazovat za potencialni

nebezpeci (Burchard, 1984).

Tab. ¢. 2.: 3 nejvyznamnéjsi rody produkujici mykotoxiny (Modra et al, 2009)

Mykotoxiny ' Producen'ti rodu .

Aspergillus Fusarium Penicillium
Aflatoxiny X ] j
Fumonisiny R N )
Patulin (%) ] 5
Ochratoxin x ] .
Trichotheceny - N )
Zearalenon . y )

14



2.2.1. Faktory ovliviiujici produkci mykotoxinii
Faktory, které ovliviiuji produkei toxint:
1. fyzikdlni: vyskyt plisni, teplota, vlhkost prostiedi a daného
materidlu, poSkozeni zrna, slozeni substratu, zpisob sklizné
a skladovani
2. chemické: hodnota pH, pfitomnost mikroprvki a makroprvkd,
sloZeni suSiny, pfitomnost bakteridlnich a fungicidnich latek, aplikace
konzervaénich prostredki pii skladovani
3 biologické: toxinogenni vlastnosti plisni, konkuren¢ni vztahy mezi
bakterii a plisni, vlastnosti kmene a druhu plisni (Zeman, 2006).
Formy mykotoxinli rostou v teplotnim rozmezi od 10 do 40°C, v rozsahu
hodnot pH 4 az 8, ptfi aw (aktivita vody) vySsi nez 0,7 a obsahu vlhkosti nad
13 — 15%. Vétsina forem je aerobnich a proto vysoké koncentrace vlhkosti, které
vylucuji adekvéatni kyslik mtize zabranit rastu plisni (Whitlow et al., 2010).
Ptitomnost mykotoxinii v krmivech ovliviiuje spousta faktorti, mezi které
se zahrnuji podminky prostfedi i skladovani, dale to jsou vnitini faktory a vnéjsi

faktory, jako je napiiklad klima (Hussein a Brasel, 2001).

Tab. ¢. 3: Faktory ovliviwjici rist plisni a produkci mykotoxinu (Tiumova, 2006)
Vnitini faktory Vn¢jsi faktory

Prosttedi — plisné jsou aerobni
Aktivita volné vody — napt. vysoka ) ] )
mikroorganismy, napf. pii 5 %
aktivita volné vody podporuje rist ‘ o
. kysliku a 40 % oxidu uhlic¢itého v
plisni Aspergillus a tim naslednou )
) . atmosféfe je rast plisni a produkce
produkci aflatoxint ‘
mykotoxinli omezena

Vlhkost - saprofytické plisn€ rostou )
o . Vlhkost - riist plisni je podporovan
pfi optimalni vlhkosti nad 13% a
pfi relativni vlhkosti nad 70%
fytopatogenni plisné nad 20%

pH — rtst plisni je omezovan pii Teplota — dulezity faktor pro rast
sniZzovani pH plisni a produkci mykotoxin
Slozeni krmiva — cukry, lipidy, Velikost zrna — plisné rostou i na
stopové prvky atd. povrchu malych zrnin
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Tab. ¢. 4: Obecné charakteristiky pro riist mikromycetii a produkci mykotoxinii v potravindch

(Ostry, 1998)

Vliv latek v kofeni

(eugenol, anetol,

Faktor Rist Produkce mykotoxinli
Eh aerobni podminky aerobni podminky
ay min. 0,62 min. 0,8 — 0,85
Teplota -12-55°C 4 -40°C
pH 1,7-10 2,5-8 — optimum 5 -7
do 50% sacharozy do 50% sacharozy
Vliv cukri
(Aspergillus flavus) (Aspergillus flavus)
Vliv soli do 20% NaCl do 14% NaCl
Inhibice

Inhibice

(eugenol, anetol, tymol)

tymol)
Vliv fytoalexini Inhibice Inhibice
. Inhibice
Infekce viry neuvedeno ‘
(RNA viry)
Inhibice
Vliv jinych )
' neuvedeno (vyskyt Aspergillus sk.
mikromycetl '
niger)
2.2.2 Nejvyznamnéjsi rizikové mykotoxiny
2.2.2.1 Aflatoxiny
Aflatoxiny jsou produkovany druhy Aspergillus flavus, Aspergillus

parasiticus a Aspergillus nomius. Je to jeden z nejsilnéjSich karcinogenil ptirodniho
puvodu znamy pro ¢loveéka (Abbott, 2002). Aspergillus flavus produkuje aflatoxiny
B1 a B2, zatimco Aspergillus parasiticus produkuje aflatoxiny B1, B2, G1 1 G2
(Whitlow et al., 2010).

Poprvé byly aflatoxiny identifikovany pfi zjisténi, ze jsou pfi¢inou choroby
,»lurecko-X*, kdy byla nalezena akutni toxicita u komercnich krat v Sedesatych
letech minulého stoleti. Toxicita aflatoxinii se vyskytuje u fady zvifat, od ryb
ptes ptaky az po savce. Uvadi se, ze ptaci jsou nejcitlivéjsi, ale i u nich miizeme najit
druhové rozdily. U¢inky aflatoxint a jejich citlivost se li§i podle pohlavi, véku

a vyzivného stavu, kdy mladi ptaci budou nejcitlivéjsi (Lawson et al., 2006).
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Aflatoxiny se vyskytuji v n€kolika chemickych formach, které se oznacuji
jako aflatoxin B1, B2, G1, G2 a M1. Aflatoxiny B1 a B2 se pfi vystaveni UV zafeni
vyznacuji modrou barvu fluorescence (blue), zatimco aflatoxiny G1 a G2
se vyznacuji zelenou barvou fluorescence (green). V mléce laktujicich Zen i samic,
konzumujici potraviny nebo krmivo kontaminované AFBI1, pfevlada aflatoxin M1,

ktery je hydroxylovanym metabolitem AFB1 (Murphy et al., 2006).

Za nejucinnéjsi hepatokarcinogen je povazovan aflatoxin B1 (Betina, 1990).
IARC (Mezindrodni agentura pro vyzkum rakoviny) posuzovala u¢inky AFBI
a vyhodnotila jej jako karcinogen patfici do skupiny 1, coZ znamena,

ze je karcinogenni pro clovéka (IARC, 1993).

Podle Nedé€lnika a Moravcové (2005) jsou aflatoxiny M1 a M2 zatfazeny
do skupiny tzv. aflatoxini odvozenych, zatimco zbytek patii do skupiny aflatoxint
zakladnich. Pfi trdveni krmiva, které je kontaminovéno zdkladnimi aflatoxiny,
vznikaji konverzi odvozené aflatoxiny. Napiiklad D’Mello (2000) uvadi,
ze u prezvykavcl jsou aflatoxiny aktivné metabolizovany v bachoru. U skotu
v pfedzaludcich probiha pfeména aflatoxinu Bl na aflatoxin M1, ktery je dale

vylu¢ovan do mléka. Telata tak mohou pfijmout aflatoxiny pres mléko.

Aflatoxiny maji akutné toxické, imunosupresivni, karcinogenni, mutagenni
a teratogenni Uc¢inky. Jatra jsou nejcastéjSim cilovym organem karcinogenity (Peraic
et al, 1999). Aflatoxiny vstupuji do bunky, kde jsou bud metabolizovany
v endoplasmatickém retikulu na hydroxylované metabolity, ¢i se oxiduji
na reaktivni epoxid. Hydroxylované metabolity se mohou dale metabolizovat
na glukuronidové a sulfatové konjugaty. Reaktivni epoxid se podrobuje hydrolyze

a miZe se vazat na proteiny, které¢ vedou k cytotoxicit¢ (Whitlow et al., 2010).
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Tab. ¢. 5.: Maximalni pripustné koncentrace aflatoxinu Bl v krmivech (Rada, 2004)

Typ krmiva Maximalni obsah v mg/kg (ppm)
Vsechny krmné suroviny 0,02
Kompletni krmiva pro skot, ovce a kozy 0.02
s vyjimkou: ’
a) kompletnich krmiv pro zvirata
. . 0,005
chovana pro mléko
b) kompletnich krmiv pro telata a
. 0,01
jehnata
Kompletni krmiva pro selata a dribez 0.02
(krom¢ mladych zvitat) ’
Ostatni kompletni krmiva 0,01
Dopliikova krmiva pro skot, ovce a kozy
(kromée doplitkovych krmiv pro zvifata 0,02
chovana pro mléko, telata a jehnata)
Ostatni doplitkova krmiva 0,005

2.2.2.2 Fumonisiny
Fumonisiny byly objeveny v osmdesatych letech minulého stoleti, jako
vysledek dlouhodobého studia onemocnéni u koni zvaného leukoencefalomalacie.
Jsou slozeny z 20 uhlikového alifatického (nearomatického) fetézce se dvémi
esterovymi vazanymi hydrofilnimi postrannimi fetézci, které pfipominaji sfingosin.
Toxické plsobeni fumonisini je zpisobeno diisledkem konkurence se sfingosinem

v metabolismu sfingolipidu (Pitt, 2000).

Fumonisiny, na rozdil od vSech ostatnich potravinovych mykotoxini, jsou
vysoce rozpustné ve vodeé. U fumonisinii se nenachazi aromaticka struktura,
ani unikatni chromofor pro snadnou analytickou detekci. Jsou to primarni aminy
se dvémi trialkalylovymi skupinami, coZ pravé ptispiva k jejich lepSi rozpustnosti

ve vode (Murphy et al., 2006).

2.2.2.3 Ochratoxiny
Ochratoxiny byly objeveny v Jihoafrické republice pfi laboratornim vySetieni

zemédé€lskych plodin. Aspergillus ochraceus byl vySetfenim stanoven jako

vvvvvv
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ktery je povazovan za nejtoxicteéjsi ochratoxin, jsou penicillia, zejména Penicillium
viridicatum (Radova-Sypecka a HajSlova, 2003).

Ochratoxiny mohou byt pfitomny ve velkém mnoZstvi potravin, protoze jsou
produkovany nckolika kmeny plisni druhd Penicillium a Aspergillus, které maji
riznou fyziologii a ekologii. Ochratoxiny maji ve své struktuie pfitomny chlor, diky
¢emuz je jeho struktura jedine¢na (Murphy ef al., 2006).

Milani (2013) uvadi jako vhodné podminky pro rist plisn¢ druhu Aspergillus
ochraceus teploty v rozmezi 8 — 37°C, jako optimalni teplotu pro riist na zrnech
je€mene néco kolem 30°C. Aspergillus carbonarius je odolny proti slunecnimu
zéfeni, a jako optimalni teploty pro jeho rist jsou uvedeny teploty mezi 32 — 35°C.

Ochratoxin A je akutni nefrotoxin, ktery ma dale embryonalni,
imunosupresivni a pravdépodobné i karcinogenni G¢inky. Zpisobuje vazné zdravotni
problémy u zvifat, mezi kterymi mizeme najit i vyznam v etiologii nefritidy —
onemocnéni ledvin u prasat ve vétSiné severni Evropy a Skandinavii ( Pitt, 2000).

Nejvnimaveéjsimi druhy zvifat jsou mladata dribeze, zejména kachnata,
kritata a kufata. Ze zv€fe pak bazanti. Pfezvykavci jsou odoln&j$i vici
ochratoxinim. OTA je bachorovou mikroflérou transformovan na méné toxicky alfa

ochratoxin, nez je ochratoxin A (Suchy a Herzig, 2005).

2.2.2.4 Patulin

Podle Kalace a Miky (1997) je produkovan plisnémi rodu Aspergillus
a Penicillium, zejména pak Penicillium expansum a Peniciilluum patulum, kdy tyto
dva druhy produkuji patulin hlavné¢ ve shnilych jablkach. Byssochlamys nivea
a pfedevsim jeho asexudlni forma Paecilomyces spp. vytvaii patulin v plesnivé silazi,
ktery je poté pii procesech kvaseni rozkladan tou samou hobou.

Mezi nejcastéji infikované komodity patii meruiiky, hrozny, broskve, hrusky,
jablka, olivy, obiloviny a ovocné Stavy, které maji nizkou kyselost (jable¢ny,
hroznovy, hruskovy most). Nedavné studie prokézaly, ze patulin neni karcinogenni,

diky ¢emu se vétSina vyzkumi zaméfila na genotoxicitu (Murphy et al., 2006).
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2.2.2.5 Trichotheceny
Je znamo, Ze existuje néco kolem 180 trichothecentl, ale jen nékteré z nich
jsou vyznamné pro lidské zdravi. Mezi vyznamné trichotheceny patii deoxynivalenol

(DON), toxin T-2 a nivalenol (Murphy et al., 2006).

Trichotheceny produkuje n¢kolik druhli Fusarium a piibuzné rody. DON
je bézné¢ se vyskytujici mykotoxin, ktery je primarn¢ produkovan Fusarium
graminearum a Fusarium culmorum. Fusarium sporotrichioides a Fusarium poae
primarné produkuji T-2 toxin, ale ten je produkovén i jinymi druhy Fusarium.
Trichotheceny jsou imunosupresivni a vykazuji svou toxicitu prostiednictvim

inhibice syntézy bilkovin na Grovni ribosomu (Whitlow et al., 2010).

Trichotheceny se daji podle molekularni struktury rozdélit na makrocyklické
a nemakrocyklické (DON a T-2 toxin). Deoxynivalenol a T-2 toxin se mohou
oznacovat také jako fusariotoxiny, které kontaminuji plodiny pied sklizni za vyssi
vlhkosti vzduchu. Trichotheceny jsou v organismu rychle metabolizovany a béhem
ne€kolika dni odchazeji z t€la moci jako hydroxylované metabolity. Tim se sniZuje

riziko vyskytu trichothecenti ve tkanich zvirat (Havlicek et al., 2014).

2.2.2.6 Zearalenon
Hlavnim  producentem  zearalenonu je  Fusarium  graminearum,
ale produkujiho i jiné druhy tohoto rodu. Zearalenon je pfirodni kontaminant
kukufice, silazi a sena, pSenice, jeCmene, ovsa, Ciroku a sezamového seminka
(Whitlow et al., 2010). Mykotoxiny zearalenon se mohou nachazet pouze v zrnech
a ve vysoce proménlivych mnozstvich, v rozmezi od n€¢kolika nanogramt na gram,
az po tisice nanograml na gram. Vypuknuti zearalenonové mykotoxikozy u zvirat

muze vést az k neplodnosti (Murphy et al., 2006).

V nékterych zemich maji stanovené hygienické limity pro obsah zearalenonu
v produktech 1 krmivech. Tyto limity jsou stanoveny kviili estrogennim a potencialné
i karcinogennim t¢inkéim zearalenonu. V Ceské republice zatim zadny limit pro ZEA

nebyl stanoven (Radova-Sypecka a Hajslova, 2003).
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2.2.3 Vyskyt mykotoxini v krmivech
Toxinogenni plisn€, produkujici toxiny, miizeme najit jak v krmivech,
potravindch, tak 1 v télnich tekutinaich a tkénich zvifat, jak u zvéfte,
tak 1 u hospodaiskych zvirat. Nekteré z téchto tkanich mohou slouzit jako potraviny

pro &lovéka (Smerak, 2003).

Plisn¢, které napadaji krmiva a mnozi se na nich, potfebuji ke svému
metabolismu vyzivné latky. Spotfebovavaji tak Ziviny obsazené v krmivech a tim
se snizuje v krmivu jejich obsah. Hlavnimi spotfebovavanymi Zivinami jsou tuky
a sacharidy, coZz ma v krmivu za nasledek pokles energetick¢ hodnoty (Havli¢ek

etal.,2014).

Mykotoxiny se mohou vyskytovat témét ve vSech krmivech, béhem
vegetatniho obdobi, pfi sklizni, ale 1 béhem skladovéani. Chladné a vlhké pocasi
uptednostiiuje rast toxinll rodu Fusarium, zatimco horké a vlhké pocasi povzbuzuje
rust aflatoxin (Adams et al., 1993). Nejcastéji se v krmivech vyskytuji plisné rodu
Aspergillus a Penicillium. Pfitomnost mykotoxind v krmivech hned nepfedstavuje
zanedbani vyroby danych vyrobcii, protoze toxiny plisni jsou smyslové naprosto
nepostiehnutelné, laboratornimi metodami obtizn¢ detekovatelné, které jeste

ke vS§emu jsou velmi finan¢né naro¢né (Mohelsky, 2013a).

Vyskyt mykotoxini v krmivech vykazuje casto geograficky vzorec,
kdy druhy, jako je napiiklad Aspergillus, je vice pfizplisoben tropickym
a subtropickym oblastem, zatimco druhy Fusarium a Penicillium spliiuji optimalni
podminky klimatu Severni Ameriky a Evropy (Fink-Grernmels, 1999). V Ceské
republice nedochazi ke kontaminaci zeméd¢€lskych plodin aflatoxiny, kvili nizkym
teplotdm, protoze aflatoxiny maji pozadavky na vyssi teploty. Aflatoxiny se tedy
oznacuji jako dovozové mykotoxiny (Modrd et al., 2014). Klimatické podminky
Ceské republiky patii mezi chladng&j§i oblasti s vyssi vlhkosti vzduchu. Z tohoto
divodu byvaji zemédélské plodiny nejvice kontaminovany mykotoxiny
deoxynivalenolem a zearalenonem, které produkuji plisné¢ Fusarium, a ochratoxinem,

produkovanym plisnémi Aspergillus a Penicillium (Havlicek et al., 2014).
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Druhy Fusarium miizeme oznacit za destruktivni patogeny vyskytujici
se na obilovinach 1 jinych komoditach, kde produkuji mykotoxiny pted sklizni nebo
ihned po sklizni. Nékteré druhy Penicillium a Aspergillus patii také mezi rostlinné
patogeny, komensaly, kdy je ale nejcastéji mizeme spojit s produkci mykotoxint,

u komodit a potravin, béhem suseni a nasledném skladovani (Pitt, 2000).

2.2.4 Prikrmovani zvére — kvalita krmiv
Zv&t muze piijimat zaplisnéné krmivo i pfi pfikrmovani v zimnich a jarnich
meésicich. Mlze byt obsazeno v poddvaném obili, kdy nejcasteji kontaminovanym
obilim je oves, ktery nejsnadnéji podléha kontaminaci plisnémi. V ¢asném jarnim
obdobi miize zvéf piijimat stafinu, kterd ale muze byt také naruSena plisnémi
(Mohelsky, 2012a). Mykotoxiny mohou byt obsazeny i v krmnych smésich,
v zralych napohled nezévadnych obilovinach, slamé i senu. Napadeny mohou byt

1 lucni a pastevni porosty, zejména pak vojtéska (Mohelsky, 2012b).

Mykotoxiny se mohou vyskytovat i u duznatych krmiv. Pfi nevhodném
skladovani, jako je vlhké prostiedi s kolisajicimi teplotami, jsou vytvofeny
podminky pro rist plisni a jejich toxind. Krmivo se tak pro zvéf stava nevhodnym
a dalé 1 nebezpecnym. Dochéazi k rozkladnym procesim a tim i ke ztratam zivin

(Rajsky et al., 2012).

K vyskytu plisni a nasledné i tvorbé mykotoxinii v krmivech pro zvéf dochézi
pfi Spatnych podminkéch skladovani nebo pii nevhodném zkrmovani. Za nevhodny
zpusob zkrmovani se povazuje tvoieni hromad, které jsou nechranéné pred destém
a vzlinajici vlhkosti z pudy, dale pii ptikryti takovych hromad neprodySnou plachtou
nebo PVC folii, kdy toto opatieni zabrani odpafovani zbytkové vody z krmiva. Déle
zakoupenymi nebo darovanymi krmivy, které jsou zavadné kvili silné hnilob¢é nebo

zaplisnéni a nelze je tedy zkrmovat ani hospodaiskymi zvifaty (Smerak, 2003).
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Tab. ¢. 6: Mykotoxiny a komodity, ve kterych se mohou vyskytnout (Bullerman a Bianchini,
2007)

Mykotoxiny Potraviny / komodity
Kukucice, semena
Aflatoxiny bavlniku, arasidy, ofechy,
mléko

Deoxynivalenol PsSenice, je¢men, kukufice

Fumonisiny Kukuftice

PSenice, kavova zrna,
Ochratoxin
hrozny, rozinky
Zearalenon Kukufice

2.2.4 Mykotoxikozy
Mykotoxiny vyvolavaji onemocnéni jak u zvifat, tak 1 u lidi, zvané
mykotoxiko6zy. Povaha toxickych u¢inkli onemocnéni se lisi v zavislosti na chemické
struktufe toxinu. Stupen téchto nezadoucich G€inkli nezavisi pouze na koncentraci
toxind, které jsou pfitomné v krmivech nebo potravinach, ale zavisi také na dobé

pusobeni (Fink-Grernmels, 1999).

Siroka $kala Zivo&isnych druhli je nachylnd na onemocnéni zpiisobené
mykotoxiny. Mykotoxikozy mohou byt docela rozmanité. Toto onemocnéni
se vyskytuje po konzumaci kontaminovanych komodit mykotoxiny nebo krmiv
vyrobenych z téchto produktii. Mohou vSak existovat i jiné¢ zplisoby expozice

(Richard, 2007).

Zavaznost mykotoxikozy zavisi na toxicit¢ mykotoxinu, na jeho rozsahu
pusobeni, vyzivném stavu a véku zvifete, a dale také na moznych synergickych
ucincich jinych chemickych latek, kterym muze byt zvife vystaveno (Peraic et al.,
1999). Mykotoxikdézy maji skoro stejné¢ rozmanité ptiznaky, jako jsou chemickée

struktury samostatnych sloucenin (Pitt, 2000).

Diagnostika mykotoxik6z je obtiznéjsi z divodu dlouhé inkubacni doby
a tendenci deponovat se v organismu savcl, coZz znamena, ze i malé koncentrace

toxini v krmivech mohou byt potenciondlnim nebezpefim pro zvifata. Obzvlast
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nebezpecnym je AFBI1, ktery je ale téZzce diagnostikovatelny (Burchard, 1984).
Mykotoxikozy a jejich stanoveni je celkem obtiZné, protoze nékteré piiznaky
onemocnéni jsou podobné jinym pfi¢indm onemocnéni. Spravna diagnostika
je zavisla na odpovidajicim testovani mykotoxind, coZ zahrnuje spravné odebrani

a ptipravu vzork s pouzitim adekvatni analyzy (Richard, 2007).

2.3 Vliv na zdravotni stav zvére a zvirat

Pokud je zaplisnéné krmivo, které je kontaminované mykotoxiny, zkrmovano
zveri, tak se dané toxiny dostavaji do organismu zvére, kde zlistavaji néjakou dobu
ve tkénich (ve wvnitinostech, ale 1 svaloving). Pokud clovék pozije takto

kontaminovanou zvéfinu, tak se mohou toxiny dostavat i do organismu lidi (Smerak,

2003).

Jiz v 90. letech minulého stoleti zaCala byt problematice aflatoxinim
vénovana urcitd pozornost. Tento mykotoxin byl zaznamenan v organech vybranych

druhti volné zijici zvéte. Vietné zvéie zajeci (Bukovjan ef al., 1990, 1992).

U zajice polniho byly provadény mnohé studie, které zkoumaly reakce
mykotoxintl na jejich zdravotni stav. Je dokazéano, Ze jsou zaznamenavany jak zmény
v krevnim séru, kdy je zvySena hladina bilirubinu, jaternich testa a snizeni celkovych
bilkovin, tak i na vnitinich organech. K obdobnym vysledkiim se dopracoval i Silha
(2005). Pfi subklinick¢ formé aflatoxikozy, zplsobené aflatoxinem B1, byly
pfi biochemickém vySetieni zaznamenany zmény v hodnotach ALT, AST, GGT

(Bukovjan et al., 1991).

Piisobeni mykotoxinl prostfednictvim krmiva mize vést k akutni intoxikaci
u zvifat. Chronicka intoxikace je vyvoldna pisobenim nizkych davek toxind, ktera
ale nemusi byt detekovatelna, ale pfitom muize mit za nasledek snizeny pfirtstek
hmotnosti, snizenou produktivitu a zvySenou nachylnost k infekcim (Fink-Grenmels,
1999). Mykotoxiny maji na monogastricka zvifata razné akutni i chronické Gcinky,
v zéavislosti na druhu a nachylnosti. Obecné odolnéjsi vii¢i nezadoucim ucinkiim
mykotoxinll jsou piezvykavci, u kterych jsou mikroorganismy v bachoru schopny

mykotoxiny degradovat na mén¢ toxické metabolity (Hussein a Brasel, 2001).
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Mykotoxiny vyvolavaji toxické Uc¢inky, mezi které napiiklad patii jaterni,
ledvinova a hematopoetickd toxicita, imunitni toxicita, reproduk¢ni toxicita a toxicita

plodu, dale teratogenita a predevsim karcinogenita (Creppy, 2002).

Nejvice nachylnou vé&kovou kategorii pifi konzumovéani kontaminovaného
krmiva jsou mlada zvifata, ale odolni nejsou ani dospéli jedinci. Nasledkem
konzumace nekvalitniho krmiva, obsahujici toxiny, mize byt Uhyn jedince nebo

snizeny piirastek mlad’at v ptistim roce (Rajsky et al., 2012).

Aflatoxiny a jejich toxické uc€inky jsou charakterizovany poskozenim jater,
hemoragii, koagulopatii i smrti. Pokud jsou zvifata vystavena dlouhodobéjSimu
nizkému plisobeni aflatoxinl, vznika chronické toxicita, kterd je spojena s fadou
a potlaceni imunitniho systému (Lawson et al., 2006). Aflatoxikdéza se da
diagnostikovat podle klinickych pfiznakl, ale zejména podle vySetfeni krve
a stanoveni aflatoxinli pfimo v krmivu. Krevni testy aflatoxikézu prokazuji podle
zvysSeni jaternich testli, zvySeni bilirubinu, sniZzeni albuminti. Proti aflatoxikodze
zadna 1écba neexistuje, je zapotiebi zacit s ochrannou 1écbou jater a je nutné zabranit

zviteti dals$i pfijem kontaminovaného krmiva (Havlicek et al., 2014).

Plisn€ rodu Aspergillus (A. fumigatus, A. flavus, A. niger a dal§i) mohou
zpusobovat onemocnéni zvané aspergiloza. Aspergiloza napada vnitini organy ptaka
a savcl, nejCastéji se projevuje tvorbou zlutoSedych uzliki v plicni tkédni
a na vzdusnych vacich. U pernaté zvéie bylo zjisténo nejvice u bazantli a kachen.
Nejvice se vyskytuje v intenzivnich chovech pernaté zvére. Ptaci se nakazi
po vdechnuti spér z krmiva nebo z podestylky (Cerveny et al., 2003). V plicich srnéi
a méné pak zajeCi zvére muze byt lokalizovan tzv. plicni aspergilom (Bukovjan,

1992).

Pokud zvét hyne a nebo vykazuje abnormalni ¢i vdzné zdravotni potize,
ale jinak vSe vypada v pofadku, je nutno brat v tvahu intoxikaci krmiva fusariovymi

mykotoxiny (Mohelsky, 2013b).

Ucinky ochratoxinu A jsou ruzné, byly prokdzany imunotoxickeé,
karcinogenni a siln¢ teratogenni u¢inky. OTA poSkozuje jatra i ledviny, ¢imz mize

zpusobit nefrotoxikdézu nebo fibrézu ledvin. Pfi poskozeni ledvin u prasat se miize
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vyskytnout polydipsie a polyurie. U prasat, driitbeze 1 u psit mtize byt ochratoxinem A
vyvoldna 1 nefropatie (Suchy a Herzig, 2005). NejcCastéji projevujicim
se mykotoxinem v chovech driibeze, i v chovech bazantli, je ochratoxin A, ktery
zpusobuje poskozeni jater, ledvin a centrdlni nervové soustavy. Dal§imi nésledky
pusobeni OTA je snizeni hmotnosti, snizend produkce vajec se zhorSenou kvalitou

skotapky (Mohelsky, 2013a).

Trichotheceny mezi své toxické ucinky zahrnuji gastrointestinalni ucinky,
jako je zvraceni, prijem, zanct stfev, nechutenstvi, anémie, leukopenie, poruchy
reprodukce (Whitlow et al., 2010). Deoxynivalenol ptisobi jako imunosupresivum,
coZz ma za nasledek naruSeni spravné funkce ledvin. Ma 1 hemolyticky ucinek
pusobici na erytrocyty. Béhem akutni otravy mulze dochdzet k nekroze

gastrointestinalniho systému, kostni dfen¢ a lymfatickych tkani (Belajova, 2005).

Kukufice, je€men i pSenice kontaminované zearalenonem maji za nasledek
problémy s pohlavnimi organy u zvifat, nejvice u prasat. ZEA u prasnic vyvolava
edémové otoky vulvy, reprodukcni poruchy, jako je neplodnost a potraty, malé selata
s niz§i velikosti vrhu, vstfebani nebo mumufikace plodu. U prasat zptsobuje atrofie

varlat, snizné libido (Pitt, 2000).

Pokud zvifata ptfijmou vyssi koncentrace zearalenonu v krmivu, mize u nich
dojit k hyperestrogenizaci nebo dalSim reprodukénim poruchdm, jako jsou
nepravidelné fije, atrofie vaje¢nikt, folikularni cysty, zvétSeni vulvy nebo délohy,
zanéty délohy, vyhiezy pochvy a dalsi poruchy. Chronicky piijem ZEA mize mit
u samcu negativni vliv na vyvoj pohlavnich organti a tvorbu spermii. U jalovic
dochazi ke zvétseni mlécné zlazy jiz u prepubertalnich jedinci. Pokud je zearalenon
a deoxynivalenol produkovan stejnou plisni, mize dochazet k synergickému ucinku,

¢imz stoupa toxicita zearalenonu (Havlicek et al., 2014).
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Tab. ¢. 7: Druhy hlavnich mykotoxinii a jejich fyziologické ucinky (Turner et al, 2009)

Mykotoxiny Hlavni G¢inky na zdravi zvitat
. Karcinogenni, naruSeni imunitniho
Aflatoxiny . . -
systému, akutni hepatitida
Citrinin Nefrotoxicky
.. Karcinogenni, hepatotoxicky, pficinny
Fumonisiny -arcihogeni, ep XICRY, P ol
¢initel u leukoencefalomalacie koni
. Karcinogenni, nefrotoxicky
Ochratoxiny sennt, A
hepatotoxicky, teratogenni
Patulin Krvaceni do mozku a plic
. . Karcinogenni, prijmy, jaterni 1éze
Sterigmatocystin . ’ SO ’
g ¥ ztrata laktace, ledvinové 1éze
. Imunosupresiva, gastrointestinalni
Trichotheceny unosupresiva, gast
krvaceni
Zearalenon Estrogenni G¢inky

Tab. ¢. 8: Vybrané mykotoxiny a jejich karcinogenita (Ostry et al., 1997)

Mykotoxin Kategorizace

Aflatoxiny (B, By, Gy, G2) 1

Aflatoxin M; 2B

Ochratoxin A 2B

Fumonisiny (B,, B») 2B

Fusarin C 2B
Zearalenon 3
Deoxynivalenol 3
Nivalenol 3
Fusarenon X 3
T-2 toxin 3

Pozn.
1 znamena, Ze to je prokazany karcinogen pro ¢lovéeka.
2B znamena, Ze to je mozny karcinogen pro ¢lovéka.

3 znamena, ze zatim nebyl klasifikovan jako karcinogen pro ¢loveka.
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2.4 Riziko pro konzumenty

Nejvétsi riziko otrav mykotoxiny hrozi pravdépodobné lidem z pifimé
konzumace kontaminovanych obilovin, luSténin a zeleniny. Riziko u potravin
zivocisného piivodu je mensi, i kdyZ byly mykotoxiny nalezeny v mase, mléce
a ve vejcich. Mykotoxiny je mozné nalézt i ve zpracovanych surovinach napf.
v masnych produktech (Rada, 2004).

Zdravi matky 1 ditéte mize byt ovlivnéno fadou riznych mykotoxind, jako
jsou aflatoxiny, fumonisiny, ochratoxin a zearalenon, které se nachézeji
v kontaminovanych potravinach, jak rostlinného, tak i Zivoc€isného piivodu. Plod
mize byt ptfimo ohrozen v ptipadé, pokud mykotoxiny ptekroc¢i placentarni bariéru
(Hof, 2016).

Za jedny z nejcastéjSich kontaminantii potravin lze povaZovat aflatoxiny.
Aflatoxiny mohou zpilisobit biochemické, imunologické a metabolické poruchy
plodu, které mohou mit za nésledek intrauterinni zpomaleni ristu a nizké porodni
hmotnosti narozeného ditéte (Shuaib et al., 2010).

Aflatoxikéza se da rozdélit na akutni nebo chronickou. Akutni otravy se nyni
vyskytuji ojedinéle v rozvojovych zemich za ptedpokladu, Ze jsou dané potraviny
kontaminovany aflatoxiny. Mezi ptiznaky akutni otravy aflatoxiny patii zvraceni,
bolesti bficha, edém mozku nebo plic, ztucnéni a nekroza jater (Modra et al., 2014).
Pohanka (2008) uvadi, Ze akutni aflatoxikozy vznikaji nadmérnou intoxikaci,
ke které dochazi pii jednordzovém piijmu vysokych déavek aflatoxini. Jako
selhani.

Pokud jsou lidé vystaveni dlouhodobému, ale nizkému plsobeni aflatoxin,
mohou u nich vyvolat nékolik onemocnéni

1) karcinom jater — toto onemocnéni se vyskytuje zejména u lidi
ve stfedni a zdpadni Africe a jthovychodni Asii, vznikd vzdjemnym

pusobenim hepatitidy B nebo C a aflatoxint

2) ovlivnéni reprodukéniho systému — postihuje hlavné muzské pohlavi,
u kterého dochazi k degeneraci a opozdénému vyvoji varlat,

morfologickym zméndm varlat, coz ma za nasledek sniZeni
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koncentrace testosteronu a poklesu reprodukcnich schopnosti, dale

ke snizenému poctu spermii a dal§im piiznakiim

3) ovlivnéni imunitniho systému — u tohoto onemocnéni dochazi
ke snizeni rezistence organismu k bakteridlnim, parazitarnim
a plistovym infekcim, dale se snizuje imunitni odpovéd’ na vakcinace

a také u B a T lymfocytti dochazi k poklesu aktivity

4) encefalopatie s tukovou degeneraci organti — piipomind Reylv

syndrom,

5) pulmonalni intersticialni fibr6za — vznika nejspise inhalaci aflatoxini

(Modra et al., 2014)

Dalsim rizikem pro konzumenty je vepiové maso obsahujici ochratoxin A.
Ochratoxin A je mykotoxin, ktery je rozpustny v tucich, ale téZko vylucitelny.
U prasat se hromadi v depotnim tuku a odtud se dostavd ke spotiebitelim.
Ochratoxin A obsazZen v chlebu z pSenice nebo jeCmene, patii mezi druhy zdroj rizika

pro konzumenty. Byl nalezen i1 v mateiském mléku a krvi lidi (Pitt, 2000).

2.4.1 Onemocnéni u lidi vyvolané mykotoxiny

2.4.1.1 Reyiiv syndrom

Reytiv syndrom neboli syndrom encefalopatie a tukové degenerace vnitinich
organil byl v mnoha zemich udavan jako pfi¢ina vaznych zdravotnich problému nebo
umrti u malych déti. Etiologie onemocnéni vSak zistavd nezndmd. N&které zdroje
uvadéji, ze moznou pii¢inou onemocnéni je kontaminace potravin aflatoxiny.
Podlozeno to je i1 patologickymi nélezy, kdy byly nalezeny poskozena jatra. U dvou
déti byly v danych tkanich aflatoxiny nalezeny (Becroft a Webster, 1972).

Dvotéackova et al. (1974, 1979) povazuji aflatoxin Bl za jeden z moznych
etiologickych faktort tzv. Reyova syndromu u déti. Jedna se o akutni onemocnéni,
u kterého je charakteristicky edém mozku a poskozeni funkce jater (Snajdr, 2012).
Reytiv syndrom mé dvé stadia onemocnéni. V prvni fazi tohoto onemocnéni jde
o respirani potize, druhd faze se pak vyznaCuje zvracenim a prijmy, dale
se vyskytuji neurologické ptiznaky, jako jsou kiece a vétSinou konci smrti (Malit et

al., 2003).
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2.4.1.2 Kwashiorkor

wrwe

Vv

v potravinach, v krvi 1 moc¢i u lidi. V nékterych africkych zemich byly dokonce

zjistény 1 v matefském mléku a u novoreznct v pupecnikové krvi (Simiinek, 2004).

2.4.1.3 Akutni kardialni beri-beri

Jednim z dalSich onemocnéni u lidi po konzumaci kontaminovanych potravin
je ,,zluta ryzova choroba (akutni srdecni beri-beri), souvisejici s citreoviridinem
nachazejici se v plesnivé ryzi. Citreoviridin je produkovéan Penicillium citreonigrum,
ktery rychle kontaminuje uskladnénou ryzi v chladnéjsich oblastech Japonska. Dalsi
mykotoxikozou u lidi, kterd se jiz v dnes$ni dobé nevyskytuje, je jedovata toxicka
aleukie, bézna v tiicatych a Ctyticatych letech 20. stoleti v SSSR. Toto onemocnéni
bylo zpisobeno trichotheceny produkovanymi kmeny Fusarium v nezralych zrnech

obilovin (Peraic et al., 1999).
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2.5 Stanoveni mykotoxini

Mykotoxiny mizeme diagnostikovat nékolika metodami, kdy pouZzité metody
1ze rozdélit na fyzikalné-chemické a biologické. Detekci danych toxinl rozliSujeme
na detekci kvalitativni (latka je nebo neni pfitomna), semikvantitativni nebo
kvantitativni (miiZe stanovovat i mnozstvi) (Simek, 2004).

Houby se wvyvijeji v izolovanych kapsach, coz znamend, Ze nejsou
rovnomémé rozloZeny ve skladovanych komoditach. Proto je nutné vypracovat
protokol, ktery zajisti, ze odebirany vzorek k dané analyze bude reprezentativni
pro odebirany materidl. Skoro 90 % chyb spojenych s analyzou mykotoxint
ve zkoumanych vzorcich je zpiisobeno chybné odebranymi vzorky. Z davodu
nerovnomérné rozptylenych mykotoxinti v zrnech nebo v krmivech, je obtizné vzit
vzorek, ktery by daval smysluplny vysledek pii analyzach. Mykotoxiny jsou toxické
Jiz pti velmi nizkych davkach, coz vyzaduje pouziti citlivé a spolehlivé metody
pro jejich diagnostiku (Turner et al., 2009).

Pokud chceme posoudit rizika u mykotoxinli, méli bychom vyfesit stanoveni
denniho tolerovatelného ptijmu (TDI), nebo docasného tolerovatelného tydenniho
ptijmu (PTWI) (Speijers a Speijers, 2004).

Mezi mykotoxiny podstatného vyznamu patii aflatoxiny i ochratoxiny, kvili
kterym se objevil vyznamny vyzkum s Sirokym spektrem detek¢nich a analytickych
technik, které se daji oznacdit za praktické a uzitecné. Vzhledem k riznym strukturdm
danych sloucenin, toxind, neptipada v tivahu pouzit pouze jednu standardni techniku
pro analyzu nebo detekci (Turner et al, 2009).

V krmivu se da vyskyt plisni produkujici mykotoxiny zjis§t'ovat i kultiva¢nimi
metodami. Mezi pouzivané selektivni plidy pro kultivaci plisni se vyuzivaji napf.
Czapek-Doxtiv agar, Saboouraudiv agar a sladinovy agar. Pro zamezeni ristu
bakterii na kultivacnich pidach je mozno pouziti antibiotik (Modra a Svoboda,
2009).

Existuje mnoho metod zalozenych na laboratornim vySetfeni, ale ani u jedné
techniky nemliZeme fici, Ze by vynikala nad ostatnimi. Mezi nejbé€znéji pouZivanou
patfi analytickd kapalinovd chromatografie spojend s hmotnostni spektroskopii

(Turner et al., 2009). Mezi dalsi pouzivané metody patii naptiklad separa¢ni metody,
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jako chromatografie na tenké vrstvé (TLC), vysokoucinné kapalinové chromatografie
(HPLC), plynové chromatografie (GC), kapilarni elektroforéza (CE) a ELISA
(Turner et al., 2009).
Pii porovnani kvantifikace mykotoxini metodou TLC (chromatografie
na tenké vrstveé) a HPLC (vysokoucinné kapalinové chromatografie) musime uznat,
ze kazd4 metoda mé své pro 1 proti. Chromatogrfie na tenké vrstvé neni tak presna
(chyba 5 — 10 % dle pouziteho pftistroje) jako vysokouéinné kapalinové
chromatografie, ale ¢iSténi vzorku neni tak naro¢né. Vysokou presnost kvantifikace
pfedstavuje metoda HPLC, bohuzel tato metoda vyzaduje velmi U¢inné Cdistici
postupy, pii kterych ale dochdzi k podstatnym ztratdm. V praxi to miize znamenat,
7e metoda TLC bude mit presngjsi vysledky nez metoda HPLC (Siminek, 2004).
Metodu ELISA ftadime do metod imunochemickych, které vedle
chromatografickych metod jsou hojné¢ vyuzivané pro stanoveni mykotoxint.
Imunochemické metody jsou zalozeny na reakci antigenu (mykotoxinu obsazeného
ve sledovaném materidlu) s protilatkou proti tomuto antigenu. ELISA je v této dob¢

nejpouzivanéj$i metodou (Modra a Svoboda, 2009).

32



2.6 Dekontaminace mykotoxini
K odstranéni mykotoxind se daji pouzit fyzikalni, chemické nebo biologické
metody. Mezi fyzikalné chemické metody patii kombinace tepla a tlaku, pouziti
¢pavku nebo chloridu vdpenatého. Dnes se v praxi nejvice pouZzivaji adsorbenty,
které adsorbuji mykotoxiny na rtzné latky (napf. Zivo€isné uhli, minerélni jily), ¢imz
se u mykotoxinl snizi schopnost vstiebavani ze stfev do jinych tkani. Dale se daji
pouzit enzymy (esterazy, epoxidazy), které pomoci rozstépeni funkcnich skupin

degraduji mykotoxiny na nezavadné metabolity (Havli¢ek et al., 2014).

Mezi dal$i zpisoby dekontaminace mykotoxinl se fadi chemické metody.
Prvni moznosti snizeni aflatoxini v kontaminovaném krmivu je pouziti amoniaku.
Pomoci amonizace je aflatoxin B1 transformovéan na méné toxické produkty. Pokud
se za vhodnych podminek piida plynny amoniak nebo hydroxid amonny, muze
se amonizaci snizit hladina aflatoxint v produktech az o 99 %. Dalsi metodou, ktera

se da pouzit, je ozonizace (Chaytor et al., 2011).

U biologickych metod jsou k dekontaminaci mykotoxinll vyuZivany bud’
bakterie nebo enzymy. Pii biologickém zplsobu dekontaminace dochazi
k chemickym zménam ve struktufe mykotoxini. U obou moZnosti miize dochazet
k vytvofeni stejné toxickych produkt, jako mély dané mykotoxiny (Tamames
a Zaviezo, 2003). Velisek a HajSlova (2009) uvadéji, ze vzniklé metabolity mohou
byt bud’ méné toxické nez dany mykotoxin a nebo mohou byt toxicky nezdvadné.
K jedné z vyhod pfi pouziti biologickych metod u dekontaminace mykotoxint
v krmivech patfi, Ze se nemuseji pouzivat agresivni €inidla, kterd mohou negativné
ovlivnit kvalitu dekontaminovaného krmiva. Mezi pouzivané bakterie patii nckteré

druhy plisni rodu Rhizopus nebo bakterie rodu Flavobacterium aurantiacum.

Enzymatickd degradace neboli biotransformace je velmi G¢innou metodou
dekontaminace mykotoxint, které jsou neadsorbovatelné, napt. DON nebo T-2 toxin.
Utelem této metody je degradace mykotoxinG v travicim traktu zvifat. Toxicitu
trichothecenli ma za nasledek 12.13-epoxy skupina, ktera je pii procesu
biotransformace odstranéna, ¢imz se vyrazné sniZuje toxicita trichothecend.
U zearalenonu dochézi ke ztraté estrogennich ucinkii. Pfi analyze nebyl nalezeny

alfa ani beta zearalenon, které maji jesté vétsi estrogenni G€inky nez samotny ZEA.
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Nejbéznéjsi metodou pouzivanou proti mykotoxintim a mykotoxikdézadm jsou
tzv. adsorbenty (vyvazovace mykotoxini v krmivu). Tyto vyvazovace maji schopnost
vyvazat mykotoxiny z gastrointestinalniho traktu. Nevyhodou je, Ze jsou nejvice
ucinné na aflatoxiny, které ale nepfedstavuji problém v naSich podminkach. U nas
to jsou nejvice DON, T-2 toxin a ZEA, jako uvadi naptiklad Pavelkovéa a Bofutova

(2012).
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3. Metodika

3.1 Uvod

Cilem této diplomové prace bylo zhodnoceni vySetienych vzorkl
u uhynulych a odlovenych kust danci zvéfe na obsah aflatoxinu Bl v jatrech.
Celkem bylo vySetieno 221 vzorkl danci zvéte. Vzorky byly rozdéleny podle typu
uhynuly — odloveny, dale podle pohlavi samci — samice a podle véku, kdy byly
jednotlivé roky rozdéleny do ur€itych kategorii. Rozd¢leni podle typu vychézelo,
ze 95 vzorkl bylo z uhynulych kust a 126 vzorkl z kust odlovenych - nejcastéji
sanitarni odstiel. U pohlavi to bylo 54 vzorki samciho pohlavi a 167 vzorki
samiciho pohlavi. VySetfeny byly i rGzné v€kové kategorie, jak juvenilni jedinci,
tak 1 10ti leti jedinci. Bylo vytvoteno 5 v€kovych kategorii od A do E, skupina A byla
do 1 roku, skupina B od 2 do 3 let, skupina C od 4 do 5 let, skupina D od 5 do 6 let
a skupina E byla nad 7 let. Vék danych kusti byl uréen podle tibrusu chrupu.

VySettené vzorky pochazeji z oborné chovanych kusiti danc¢i zvéfe (Dama
dama L.). Nazvy jednotlivych obor, z kterych vysetfované vzorky pochéazeji, nebyly
zvétejnény, protoze dané obory si to nepialy. Jedna se o obory jak soukromé,
tak i obory Lesti Ceské republiky. Vzorky byly sbirany nékolik let, v priibdhu byly
vySetfeny a nyni i vyhodnoceny.

Pro vytvofeni vhodnych dat a jejich analyzu byly soubory vloZzeny
do programu Microsoft office Excel. K vyhodnoceni vySetienych vzorki
byly pouzity statistické metody s hladinou vyznammnosti a = 0,05, kdy je
pravdépodobnost chyby 1. druhu rovna 5 %.
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3.2 Odbér a vysetieni vzorki

3.2.1 Odbér vzorku

Odbér vzorka a jejich vySetfeni probéhlo ve Vyzkumném tstavu lesniho
hospodaistvi a myslivosti, v.v.i se sidlem lJilovist¢ — Strnady na odd¢leni
monitoringu, fyziologie a chorob zvéfe podle schvalenych norem, které jsou
ustanoveny pro feSeni vyzkumnych a statnich tkold, jsou to metodiky N 03-331-865-
01 a 12-331-814/03, C 16-331-207/01-04.

K odbéru vzorkt dosSlo po thynu nalezené ohlasené zvéfe nebo odlovu
uréenych kusii zvéte, poté byla provedena extrakce a samotné vySetteni biologického
materidlu a vyslednd koncentrace aflatoxinu Bl v jatrech byla stanovena
screeningovymi radioimunologickymi metodami (metoda RIA). Pro upfesnéni
vysledkt, které byly stanoveny metodou RIA, byla pouzita jest¢ plynova
chromatografie. Ke kazdému odebranému vzorku byl pfilozen protokol o odbéru

vzorkl. Vzorky byly odebrany do specilni ¢isté nadoby.

3.2.2 VySeti‘eni vzorku

Jako jednim z prvnich kroki, pro vyhodnoceni koncentrace aflatoxinli Bl
v jatrech, bylo provedeni histologického vySetfeni. Nejprve musela byt provedena
pitva u odlovenych kusti, kdy byli odebirany jatra v rozmérech 10 x 10 mm nebo
odebrani vhodnych vzorkd u uhynulych kust. Takto odebrané vzorky byly fadné
oznaceny zkratkou latisnkého nazvu, z kterého je biologicky materidl odebran
(HEP (hepar)— jatra) a ¢islem vySetfovaného jedince. Nasledné histologické vySetieni
bylo provedeno v co nejkratsi dobé€, ihned po odebrani a spravném oznaceni vzork.
Pokud nemohlo byt vySetfeni provedeno bezprostiedné, musely byt vzorky uchovany
pii teploté -21°C. Pouzivanou metodou u histologického vysetfeni byla parafinova
metoda. Odebrané vzorky byly obarveny hematoxylin-eozinem (HE), v ptipadé
dalsich pozadavkil lze vyuzit selektivni a specialni metody jako jsou naptiklad
Hematoxylin-eozin-Luxolovd modf, Perlsova ferrokyanidova reakce, Sudanova
a Nisslova modf. Poté byly takto pfipravené preparaty zkoumany ve fluorescen¢nim
mikroskopu pii vlnové délce 366 nm a dvou vlnach ultrafialovéhozareni — 425

a 480 nm.
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Poté byla provadéna extrakce neboli vyluhovani. Vyznam extrakce spociva
v transportu co nejvétsiho mnozstvi zkoumané latky do vhodného rozpoustédla.
Pti extrakci byly pouzivany laboratorni tfepacky. Nasledn¢ samotné vzorky byly
CiStény, protoZze vselijaké necistoty a pifimési ndm negativné pusobily na spravné
vyhodnoceni koncentrace aflatoxint. Cisténi (imunoafinni &i§téni) bylo provadéno
pies imunoafinni kolonky, které pfedstavuji propustné gely, v nichZ jsou ulozeny
specifické protilatky proti mykotoxinu — aflatoxinu. Extrakt je protlaCen nebo sam
protece pies kolonku, nezadouci latky jsou odplaveny a kolonky jsou promyty
rouzpoustédlem, které rozrusi vazbu mykotoxin — protilatka.

Hlavnimi metodami, kterymi byly aflatoxiny v jatrech zkoumany, jsou
metody RIA a plynova chromatografie. Metoda RIA (radioimunoassay) spojuje
jednoduchou imunologickou reakci antigenu s radioaktivné znacenou protilatkou.
Patii mezi jedny z nejpouzivanéjSich screeningovych imunologickych a biologickych
metod pro stanoveni mykotoxinti. Mykotoxiny pii metod¢ RIA piisobi jako hapteny,
coz znamena, Ze pii reakci antigenu s protilaitkou nevyvoldvaji imunitni odezvu
s naslednou tvorbou protilatek. Specifické protilatky se vytvéieji aZz po navazani
na vhodny nosic, kterym mtize byt naptiklad bilkovina.

Metoda GC byla pouzita pfi naméfeni extrémnich hodnot aflatoxini Bl.
Princip plynové chromatografie spo¢iva na systému plyn — pevna latka nebo

plyn — kapalina.

3.3 Postup zpracovani dat

Po obdrzeni vyslednych hodnot aflatoxint B1 v jatrech uhynulych nebo
odlovenych kusii dan¢i zvére, byly tyto data zpracovdna do tabulek v programu
Microsoft Office Excel. V tomto programu byla roztfidéna pomoci kontingen¢nich
tabulek a podle nich byly vypracovany grafy, které zndzoriuji dané kontingencéni
tabulky.

Poté byla data vyhodnocena pomoci programu STATISTICA Cz 12 podle
typu (uhynulé, odlovené¢), véku (1 az 10 let), pohlavi (samci, samice).
K vyhodnocovani vysledkti byly pouzity popisné statistiky, Mann-Whitneytuv test,
Kruskal-Walisova ANOVA, jednoducha regrese, kterou se vyhodnocovala zavislost

koncentrace aflatoxinii B1 na v€ku. Metoda popisnych statistik vychazi ze zjistovani
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a sumarizace informaci, které jsou zpracovavany do tabulek nebo grafti a z danych
informaci jsou vypocitavany cCiselné charakteristiky, jako jsou primér, minimum
a maximum, rozptyl, smérodatnd odchylka. Mann-Whitneyliv test patii
do neparametrickych testll, které jsou pouZivany pro porovnani soubori statistickych
dat, u kterych nelze ptredpokladat normdlni rozdéleni. Mann-Whitneylv test je
pouzivan pro hodnoceni neparovych pokusi, kdy jsou porovnavany 2 rizné soubory.
Dochazi zde k testovani hypotézy, zda tyto 2 soubory maji totéZ rozdéleni
pravdépodobnosti.

Cilem mé prace bylo vyhodnotit soubor uhynulych a odlovenych kust danci

zveéte z hlediska koncentrace aflatoxini B1 ve vztahu k véku a pohlavi.
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4. Vysledky

4.1 Naméfené koncentrace aflatoxinu B1 (pg.kg™") v jatrech danéi
zvere

Zpracované tabulky koncentraci AFB1 (ugkg') v jatrech uhynulych

a odlovenych kust danci zvéie jsou umistény v pfiloze. Pro lepsi piehled byla

vytvofena tabulka a nasledné¢ i graf, které ukazuji pocty odebranych vzorka

v jednotlivych kategoriich zvifat. Poté byl vytvotfeny dalsi graf, ktery znazoriiuje

maximalni koncentraci aflatoxinu B1 (ug.kg"') mezi typem, vékem, tak i pohlavim.

Tab. ¢. 9: Rozdéleni odebranych vzorkii podle poctu kusii danci zvere

Pocty odebranych vzorkt v jednotlivych kategorii zvitat
Vek Uhyn Uliyn Odlov Odlov Celkem
Samec | Samice | celkem | Samec | Samice | celkem
1 7 15 22 8 15 23 45
2 3 17 20 5 6 11 31
3 1 10 11 5 9 14 25
4 - 7 7 6 11 17 24
5 2 8 10 3 12 15 25
6 - 9 9 5 14 19 28
7 1 9 10 3 7 10 20
8 - 4 2 7 9 13
9 - 2 2 2 6
10 - - - 1 3 4
Celkem| 14 81 95 40 86 126 221
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Graf ¢. 1: Rozdéleni odebranych vzorki podle poctu kusii danci zvere
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Na grafu €. 1 vidime rozdéleni odebranych vzorkl podle poctu kusi a daii¢i
zvéte. Z toho grafu vidime, Ze samice ptevladaji. Nejméné pak bylo vzorkl

uhynulych samci.

Graf ¢ 2: Maximalni koncentrace AFBI (ug.kg™)

8

_])

-

o

%3]

Hulovené samice

=

mulovené samec

B uhynulé samice
wuhynulé samec
1 2 3 5 ] 4 7 8 9 10

Vék

Maximalni koncentrace AFB1 (n
wa

[

Na grafu ¢. 2 vidime maximalni koncentrace AFB1 (ug.kg") mezi uhynulymi
a odlovenymi samci a samicemi. Nejvyssi koncentrace aflatoxinu B1 v jatrech byla

naméfena u uhynulé 6ti leté samice (7,39 ng.kg-').
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4.2 Statistické vyhodnoceni vysledkii

4.2.1 Typ
Vzorky byly odebirany z uhynulych i odlovenych kust daii¢i zvére. Vzorkt
z uhynulych kust danci zveéfe bylo odebrano k vySetfeni 95 a z odlovenych kust
bylo odebrano 126 vzorki. VySetiované vzorky byly vyhodnocovény popisnymi

statistikami a Mann-Whitneyt testem.

4.2.1.1 Popisné statistiky

Tab. ¢. 10: Popisné statistiky pro typ
Proménna pOZPo(iii}éni Primér | Minimum | Maximum| Rozptyl nggg}ﬁ::é

Uhyn i odlov 221 2,097511 | 0,190000 | 7,390000 | 2,329251 | 1,526188
Uhyn 95 3,304105 | 0,980000 | 7,390000 | 1,931407 | 1,389751
samec 14 2,692857| 1,690000 | 4,420000 | 0,860053 | 0,927390
samice 81 3,409753 | 0,980000 |7,390000 |2,052960 | 1,432815
Odlov 126 1,187778 | 0,190000 | 3,610000 | 0,706366 | 0,840456
samec 40 1,247000 | 0,210000 | 3,610000 | 0,786078 | 0,886610
samice 86 1,160233 | 0,190000 | 3,510000 | 0,675685 | 0,822000

Na zaklad¢ vysledkii z uvedené tabulky si miZeme polozit ihned nékolik
hypotéz. Zda je, a jak je veliky, rozdil mezi uhynulymi a odlovenymi kusy danci
zvéte, které pohlavi je vnimavéj$i na aflatoxin Bl. Tyto hypotézy si mizZeme
nasledné statisticky ovérit. V této tabulce vidime, ze vzorka z uhynulych kust bylo
odebrano a vySetieno méné nez z kusti odlovenych, pfesto ale maji uhynulé kusy
vy$8i obsah aflatoxinu B1 v jatrech nez kusy odlovené v praméru o 2,12 pg.kg’

a v maximalni koncentraci se 1i$i 0 3,78 pg.kg™.
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4.2.1.2 Mann-Whitneytv test

Tab. ¢. 11: Mann-Whitne

Vi test pro typ

Pocet Pocet
Proménnd | Uhyn | Odlov| U zZ p-hodnota | pozorovani | pozorovani
uhyn. kust | odlov. kusii
Koncentrace | 15518,5/9012,5|1011,5/10,56782| 0,000000 95 126
Graf'¢. 3: Mann-Whitneyiiv test — krabicovy graf pro typ
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Mann-Whitneytiv test prokazal statisticky prikazny rozdil mezi uhynulymi

a odlovenymi kusy danci zvéte z hlediska koncentrace aflatoxinu B1. Uhynulé kusy

maji vy$$i obsah aflatoxinu B1 v jatrech nez kusy odlovené v priméru o 2,12 ug.kg™.

Podle p — hodnoty = 0,000000 se potvrdil statisticky vysoce vyznamny rozdil mezi

uhynulymi a odlovenymi kusy danci zvére.

4.2.2 Pohlavi

Celkem bylo vySetfeno 221 vzorki, z ¢ehoZ bylo 54 vzork sam¢iho pohlavi

a 167 vzorkti samic¢iho pohlavi. Vysetirované vzorky byly vyhodnocovany popisnymi

statistikami

pro pouziti parametrického t-testu.
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4.2.2.1 Popisné statistiky

Tab. ¢. 12: Popisné statistiky pro pohlavi

Proménna Pocet’ .| Primér | Minimum | Maximum| Rozptyl St
pozorovani odchylka
Samec 54 1,621852 | 0,210000 | 4,420000 | 1,198434 | 1,094730
Samice 167 2,251317 | 0,190000 | 7,390000 | 2,606927 | 1,614598

Z prumérii + smérodatné odchylky u samec a samice se miizeme domnivat,

7ze samice jsou nachyln€j$i a vice vnimavéjsi na aflatoxin B1. Muzeme si

povsimnout rozdilti v priméru, kdy primér u samic je 2,25 pg.kg' a u samci to je

1,62 ugkg'. Potvrzuji to i maxima, kdy u samice je vy$si obsah aflatoxinu Bl

v jatrech 0 2,97 ug.kg' nez u samce.

4.2.2.2 Mann-Whitneuv test

Tab. ¢. 13: Mann-Whitneyiiv test pro pohlavi

Proménnd | Samice | Samec U V4 p-hodnota Pocc?t Poceto
SamicC Ssamcu
Koncentrace | 19466,00 | 5065 |3580,000 2,27322| 0,023014 167 54
Graf'¢. 4: Mann-Whitneyiiv test - krabicovy graf pro pohlavi
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Opét 1 zde Mann-Whitneylv test potvrzuje vysledky z popisnych statistik.
Ukazuje ndm, ze samice maji v priméru vysS$i obsah aflatoxint Bl v jatrech
0 0,63 pg.kg' nez samci. Tento vysledek by mohl byt ovlivnén poétem vzorki
samciho a sami¢iho pohlavi, kdy ale tento pocet odebranych vzorki spise ovlivnil to,
ze porovnavané soubory mély rizné rozptyly a tudiz neslo pouzit parametricky t-test.
Podle p-hodnoty = 0,023014 se potvrdil statisticky vyznamny rozdil mezi samci

a samicemi.

4.2.3 VEk

Staii kust danci zvétre v souborech jak uhynulych, tak odlovenych bylo velmi
rozmanité. Mezi vySetfovanymi vzorky se nachazeli jak juvenilni jedinci,
tak 1 10ti leti jedinci, kteti byli pouze ve skupiné odlovenych kustl. Zvitata byla poté
podle véku rozdélena do 5 kategorii, kdy kategorie A byla do 1 roku, kategorie B
byla od 2 do 3 let, kategorie C byla od 4 do 5 let, kategorie D byla od 5 do 6 let
a kategorie E byla nad 7 let. VySetfované vzorky byly vyhodnocovéany popisnymi
statistikami, dale Kruskal-Walisova anovou, jelikoz data nespliiovala ptedpoklady

pro pouziti parametrického testu ANOVA. Zavislost koncentrace aflatoxinu Bl

na véku zvitat byla vyhodnocovana pomoci linearni regrese.

4.2.3.1 Popisné statistiky

Tab. ¢. 14: Popisné statistiky pro vek

Proménna pozPoOrii/téni Primér | Minimum | Maximum | Rozptyl ng;?}(}fkt:é
Vsechny sk. 221 2,097511 | 0,190000 | 7,390000 | 2,329251 @ 1,526188
A 45 1,207333| 0,190000 | 3,610000 | 0,808838 | 0,899354
B 56 1,926429| 0,210000 | 4,910000 | 1,451423 | 1,204750
C 49 2,066122 | 0,230000 | 6,330000 | 3,075558 | 1,753727
D 48 2,703750| 0,290000 | 7,390000 | 2,730275| 1,652354
E 23 3,057391 0,590000 | 5,900000 | 2,040429 | 1,428436

Podle vysledkti z popisnych statistik miizeme vidét, Ze nejvice vzorka bylo
ve skupiné B, coZ byla kategorie 2 az 3 roky. Maximalni koncentrace 7,39 ug.kg
byla naméfena ve skupiné¢ D, nebo-li v kategorii od 5 do 6 let. Nejvyssi primeér
3,06 pug.kg” viak vychazi u skupiny E, kdy v této kategorii byly kusy zvéfe nad 7 let

veéku. To miize byt ale zpisobeno nizkym poctem vySetfenych vzorki z této skupiny.
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4.2.3.2 Kruskal-Walisova ANOVA

Vysledky Kruskal-Walisovy ANOVY

Pocet pozorovani = 221, Stupné volnosti = 4 , p-hodnota = 0,0000
Tab. ¢. 15: Kruskal-Walisova ANOVA pro vek

Koncentrace (zavisla)
- Kod | Pocet platnych | Soucet poradi | Primér poradi
V¢ek (nezavisla)
A 101 45 3153,500 70,0778
B 102 56 6137,000 109,5893
C 103 49 5197,000 106,0612
D 104 48 6476,000 1349167
E 105 23 3567,500 155,1087
Jako vysledek Kruskal-Walisova testu uvadime dosazenou hladinu

vyznamnosti. Dosazena p-hodnota =

0,0000 ndm potvrzuje, ze jsme prokazali

statisticky vysoce vyznamny rozdil mezi vékovymi skupinami. Kruskal-Walisova

ANOVA nepracuje s ptivodnimi hodnotami, avSak s pofadovymi &isly, které jim byli

pfifazeny. Nulovou hypotézou je rovnost medidnii koncentrace aflatoxinu Bl

porovnavanych vékovych skupin.

Vicendsobné porovnani p-hodnot: koncentrace

Pocet pozorovani = 221, stupné volnosti = 4, p-hodnota = 0,0000

Tab. ¢. 16: Vicendsobné porovnani p- hodnot

Koncentrace
A B C D E
Vék
A 0,020246 0,064186 0,000010 0,000002
B 0,020246 1,000000 0,440355 0,040470
C 0,064186 1,000000 0,262714 0,024069
D 0,000010 0,440355 0,262714 1,000000
E 0,000002 0,040470 0,024069 1,000000
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Graf'¢. 5: Vicendsobné porovnani - krabicovy graf dle vékovych skupin
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Na zakladé vicenasobného porovnani vidime statisticky prikazné rozdily
mezi jednotlivymi vékovymi skupinami. Tyto dvojice maji v tabulce p-hodnotu
< 0,05 a jsou oznacené Cervenou barvou. Skupina do 1 roku (A) se tedy vyznamné
1181 od skupin 2 az 3 roky (B), od 5 do 6 let (D) a nad 7 let (E). Déle jsou vyznamné
rozdily mezi skupinou 2 az 3 roky (B) a nad 7 let (E) a skupinou od 4 do 5 let (C)
anad 7 let (E).

Priméry jednotlivych skupin jsou, primér skupiny A je 1,21 ug.kg™, pramér
skupiny B je 1,92 pg.kg!, primér skupiny C je 2,07 pg.kg', praimér skupiny D
je 2,70 pugkg' a pramér skupiny E je 3,06 pgkg'. Pramér skupiny A se lisi
od priméru skupiny B o 0,72 upgkg', od priméru skupiny D o 1,5 pgkg’
a od priméru skupiny E se 1i§i o 1,85 pgkg’'. Primér skupiny B se od priméru
skupiny E 1i8i o 1,13 pgkg'. Poslednimi skupinami, které se od sebe lisi, jsou
skupina C a E. Pramér skupiny C se 1i$i od priméru skupiny E 0 0,99 ug.kg™.

Tyto rozdily vidime i na pfilozeném grafu, kdy skupina A je pouze
prekryvana skupinou C, proto také mezi nimi nevznikl dany rozdil. Totéz
je 1u skupin B i1 C, u kterych se fadné& neptekryva jen skupina E, tudiZ tam rozdily

vznikaji.
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4.2.3.3 Regrese

Jednoducha regrese byla pouzita pro analyzu zavislosti koncentrace

aflatoxinu B1 v jatrech na véku zvifete.

Vysledky regrese

Zavisle proménna: koncentrace, nezavisla: v€k

r=0,38665768 , r> = 0,14187100 , p-hodnota = 0,000000

Tab. ¢. 17: Regrese pro vek

N=221 | b+ | Cbh,ZbaZ p SO ngb“ £(219) | p-hodnota
Abgloell‘ftm 1,150074| 0,184059 | 6,248387 | 0,000000
vek 0,376658 | 0,062597 10,230345| 0,038281 | 6,017174 | 0,000000
Graf ¢. 6: Bodovy graf regrese pro vék
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Jako vysledek jednoduché regrese uvadime p-hodnotu = 0,0000, kterd nam

potvrzuje prikaznost zavislosti koncentrace na véku. DalSim vysledkem, ktery

uvadime, je korelac¢ni koeficient

r = 0,3767, ktery nam udava tésnost zavisloti.

V naSem piipadé je t€snost zavislosti mirna a typ zévislosti je volné zavislost. Jedna

se o pfimou iméru, tedy se stoupajicim vékem stoupéd koncentrace AFB1 v jatrech.

47



Koeficient determinace r?> = 0,1419 udava, Ze regresni rovnice vysvétluje 14 %
variability zavislé proménné.

Regresni rovnice : koncentrace aflatoxinu B1 = 1,1501 + 0,2303 * v¢k

4.3 Souhrnné vysledky

Celkem bylo odebrano, vySetfeno a vyhodnoceno 221 vzorkl jaterni tkané
daiika skvrnitého na obsah aflatoxinu B1 v jatrech. VySetfované kusy byly rtizného
typu (95 uhynulych kust, 126 odlovenych kust), pohlavi (54 samci, 167 samic),
véku (1 az 10 let). Nejvyssi koncentrace aflatoxinu Bl v jatrech byla naméfena

u uhynulé 6ti leté samice (7,39 pg.kg™).

Vysledky pro typ: uhynulé kusy maji vyssi obsah aflatoxinu Bl v jatrech

nez kusy odlovené v priméru 0 2,12 pg kg™,

Vysledky pro pohlavi: samice maji celkové vyS$i obsah aflatoxini Bl
v jatrech, kdy u samice je maximalni koncentrace obsahu aflatoxinu B1 v jatrech
vy$8i 0 2,97 pg.kg! nez u samce. V priméru je obsah aflatoxint B1 v jatrech u samic

vyssi 0 0,63 pg.kg! nez u samct.

Vysledky pro veék: ¢im starSi zvifata jsou, tim stoupa koncentrace
aflatoxinu Bl v jatrech. Zavislost lze popsat regresni rovnici koncentrace
aflatoxinu B1 = 1,1501 + 0,2303 * vek, ktera vysvétluje 14 % variability koncentrace

aflatoxinu B1.
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5. Diskuze

Lawson et al. (2006) uvadi, Ze citlivost na Gc¢inky aflatoxint se 1isi podle
veku, pohlavi a stavu vyzivy. Dhanasekaran ef al. (2011) zafazuje mezi tyto faktory
jeste druh zvifat a plemeno. Toxické ucinky mykotoxini jsou velmi variabilni
a zavisi na urovni pfijmu, délce trvani plsobeni, fyziologickém stavu a eventualné

na synergickém ucinku mezi mykotoxiny (Galvano et al., 2001).

Jednim z faktorii je pohlavi. V mé praci jsem prokazala, ze samice jsou
vnimavéjsi na aflatoxiny neZz samci. Toto mé tvrzeni vSak vylucuje vyrok, ktery
uvadi Piskac et al. (1985), ze samci jsou vnimavéjsi na piisobeni aflatoxinit nez
samice. Slamecka et al. (2017) ve své praci uvadi, Ze pokud jde o pohlavi, tak Zadné
vyznamné rozdily (p > 0,05) nebyly nalezeny. Tato prace vSak byla zaméfena
na obsah aflatoxinii B1 v jatrech a ledvinach u zajice polniho (Lepus europaeus Pall).
Citlivost k aflatoxinim se muze mezi pohlavimi vyrazné liSit podle koncentrace

testosteronu (Leong et al., 2012).

Dalsim faktorem je v€k. Z vice literarnich zdroju je patrné, ze mlada zvitata
jsou citlivéjsi na ucinky aflatoxinti nez zvitata starSi, dospéld (Piskac et al., 1985;
Kala¢ a Mika, 1997; Slamecka et al., 2017). Podle Lawsona et al. (2006) by tato
zvitata méla byt nejvice postizena. Vysledky mé prace se shoduji s vysledkem prace

Svwvr

je pozorovana u mladych zvitat, zatim co nejvyssi koncentrace je u zvirat starsSich.

Hlavnimi toxickymi Uc€inky aflatoxinu B1 jsou karcinogenita, teratogenita,
mutagenita, hepatogenita, imunotoxicita (Malif et al., 2003). Zatim co Brown et al.
(1967), Elis a Di Paolo (1967) a Di Paolo et al. (1969) vSak uvadéji, ze u aflatoxinu
B1 miZe byt 1 fetotoxicky Uc¢inek. Liu et al. (2015) uvadi, Ze aflatoxin B1 mulze
naruSit dozravani oocytii u prasat zménou epigenetickych modifikaci, vyvolat

oxidativni stres a nadmérnou autofagii a apoptozu.
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6. Zavér

Mykotoxiny jsou celosvétovym problémem, jak v chovech hospodaiskych
zvitat, tak u zvéfe i u lidi. Mykotoxinim je vénovéana velmi vysokd pozornost,
kdy se stale zkoumd ucinnost mykotoxinli a zjistuji se popiipadné dalsi nové
symptomy onemocnéni, pouzivaji se riizné metody analyzy a eliminac¢ni latky, které
slouzi pro boj proti mykotoxinim. NejpouzivanéjSim zplusobem dekontaminace
mykotoxinti je v dnesni dobé pouzivani sorbentt.

Zveér mykotoxiny pfijima v krmivu, které je zvéti predkladano v zimnim
krmiv. Jadrnd krmiva by se méla zakladat do koryt, zasobnikd nebo krmitek.
Nikdy by se neméla zaklddat na zem, protoze od zemé nasava vlhkost, kterd
zpusobuje vhodné podminky pro rast plisni. Pokud najdeme zaplisnéné krmivo, méli
bychom ho okamzit¢ odstranit. Mnoho wuzivateld honiteb spolupracuje
se zemédelskymi firmami, od kterych casto odebiraji objemova krmiva, odpady
silaze, obili a jadrna krmiva. Tato jadrna krmiva ale nemusi byt v takové kvalité,

kterou bychom ocekavali a ktera je pro zvét vyhovujici.

Mykotoxiny u zvéte zpiisobuji zmény na vnitfnich organech, kdy jsou
nejCastéji postizena jatra, ledviny, mozek, zlucovody ¢i pohlavnich organech.
Dale zpisobuji zmény v krevnim séru, kde vzestupuji jaterni enzymy a bilirubin,
naopak ale klesa celkovd bilkovina. Mezi toxické U€inky mykotoxini patii
karcinogenni, hepatogenni, teratogenni, metagenni, nefrogenni, estrogenni,

strumigenni a imunosupresivni.

Cilem této diplomové prace, bylo vyhodnoceni plisni a mykotoxind u oborné
chované danci zvéte. VySetifeni probihalo u uhynulych a odlovenych kusi danci
zvéte na obsah aflatoxinu B1 v jatrech. Vyhodnoceno bylo dohromady 221 vzorkd,
z toho 95 uhynulych a 126 odlovenych kust, 54 samcti a 167 samic, ve v€ku
1 az 10 let. Jednotlivé vysledky poté byly vyhodnoceny zvlast’ pro typ, pohlavi i vék.
Typ: uhynulé kusy maji vyssi obsah aflatoxinu B1 v jatrech neZ kusy odlovené.
Pohlavi: samice maji celkové vys§i obsah aflatoxinu Bl v jatrech nez samci.

VEk: ¢im stars$i zvifata jsou, tim stoupa koncentrace aflatoxinu B1 v jatrech.
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8. Seznam pouzitych zkratek

AFB, — aflatoxin B,

ALT - alaninaminotransferaza

AST — aspartataminotransferaza

ay — aktivita vody

CE — kapilarni elektroforéza

ELISA — enzyme-linked immuno sorbent assay
GC — plynnova chromatografie

GGT - gama-glutamyltransferaza

HPLC — vysokoucinné kapalinova chromatografie
IARC — mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny
OTA — ochratoxin A

RNA - ribonukleova kyselina

TLC — chromatografie na tenké vrstvé

UV zéteni — ultrafialové zareni

ZEA - zearalenon
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11. P¥ilohy

Tab. ¢. 18: Koncentrace aflatoxinii Bl (ug.kg™) v jatrech uhynulych kusii daici zvéie

Vék | Pohlavi | Koncentrace || VEk | Pohlavi | Koncentrace || Vék |Pohlavi | Koncentrace
1| 5 | samice 2,960 3 | samec 4,270 7 | samice 2,960
2 | 7 | samice 4,220 4 | samice 5,960 5 | samice 3,120
3 | 2 | samice 3,660 6 | samice 4,810 3 | samice 2,940
4 | 5 | samec 4,420 7 | samec 2,910 4 | samice 2,610
5| 2 | samec 3,610 2 | samice 2,590 4 | samice 2,190
6 | 1 | samice 2,020 4 | samice 3,170 6 | samice 3,130
7| 1 | samec 2,310 5 | samice 2,960 1 | samice 1,810
8 | 1 | samice 3,610 2 | samice 3,220 1 | samice 2,200
9| 1 | samec 2,270 3 | samice 2,810 6 | samice 4,960
10| 1 | samec 2,110 6 | samice 3,650 2 | samice 1,880
11| 5 | samice 5,310 8 | samice 4,510 7 | samice 6,610
12| 4 | samice 5,060 7 | samice 3,190 8 | samice 5,900
13| 5 | samice 6,150 3 | samice 2,610 2 | samice 1,970
14| 8 | samice 4,930 1 | samice 2,060 3 | samice 2,250
15| 9 | samice 5,220 1 | samice 2,170 2 samic 2,330
16| 6 | samice 3,810 1 | samec 1,940 1 samec 1,69
17| 8 | samice 5,360 2 | samice 2,360 2 | samec 2,410
18| 7 | samice 4,960 2 | samice 2,710 2 | samice 2,050
19| 6 | samice 4,150 7 | samice 4,250 3 | samice 2,310
20| 5 | samice 3,210 4 | samice 3,910 6 | samice 3,610
21| 1 | samice 1,610 2 | samice 2,550 2 | samice 2,110
22| 5 | samec 3,690 2 | samice 2,240 3 | samice 3,100
23| 1 | samice 2,800 7 | samice 6,310 2 | samice 1,950
24| 2 | samice 4910 9 | samice 5,210 2 | samice 2,110
25| 3 | samice 4,240 2 | samice 1,900 2 | samice 2,530
26| 3 | samice 3,090 3 | samice 2,410 1 | samice 1,680
27| 7 | samice 2,630 1 | samice 1,960 1 | samice 1,860
28| 5 | samice 4,050 1 | samice 0,980 1 samec 1,760
29| 1 | samice 2,660 1 | samice 1,690 1 samec 1,980
30| 4 | samice 4,590 1 | samice 1,510 2 | samice 2,210
31| 6 | samice 3,960 5 | samice 6,330 7 | samice 4,690
32| 6 | samice 7,390 3 | samice 4,860

61




Tab. ¢. 19a: Koncentrace aflatoxinii Bl (ug.kg™) v jatrech odlovenych kusii danci zvére

Vék | Pohlavi | Koncentrace | | Vék | Pohlavi | Koncentrace || VEk | Pohlavi | Koncentrace

1| 6 | samec 1,960 6 | samice 1,960 1 | samice 0,630
2| 4 | samice 0,360 7 | samice 2,090 1 | samice 0,740
3| 3 | samec 0,930 2 | samice 1,120 5 | samec 0,960
4| 2 | samec 0,400 5 | samice 0,910 9 | samec 2,310
5| 1 | samice 0,530 4 | samice 0,660 8 | samec 2,660
6| 3 | samice 0,910 7 | samice 2,240 10 | samec 2,190
7| 3 | samice 0,660 5 | samice 1,190 4 | samice 0,650
8 | 6 | samice 1,230 6 | samec 1,070 7 | samice 0,910
9| 4 | samice 0,770 2 | samec 2,380 8 | samice 2,310
10/ 1 | samec 0,360 3 | samice 0,520 3 | samice 1,900
11| 1 | samice 0,270 6 | samice 0,640 1 | samec 0,310
12| 1 | samice 0,530 8 | samice 0,590 1 | samec 0,400
13| 6 | samice 1,810 1 | samice 0,740 1 | samice 0,270
14| 3 | samice 1,200 4 | samec 0,560 1 | samice 0,310
15| 4 | samec 1,430 8 | samice 1,930 1 samec 0,240
16| 5 | samec 0,700 5 | samice 2,940 6 | samice 1,360
17| 5 | samice 0,330 3 | samice 0,690 6 | samice 2,090
18| 7 | samice 1,630 2 | samec 0,210 6 | samec 1,880
19| 5 | samice 1,710 4 | samec 0,860 9 | samec 2,640
20| 10 | samice 2,280 2 | samec 0,410 7 | samec 1,970
21| 5 | samice 2,050 4 | samec 3,900 6 | samice 0,500
22| 3 | samice 1,130 3 | samec 0,710 8 | samice 1,670
23| 5 | samec 1,630 5 | samice 0,680 1 | samice 0,260
24| 4 | samec 2,170 4 | samec 1,310 5 | samice 0,380
25| 7 | samec 1,980 4 | samice 1,200 8 | samice 1,550
26| 6 | samice 2,910 1 | samice 0,390 9 | samice 2,060
27| 8 | samec 3,610 1 | samec 0,700 6 | samice 3,510
28| 9 | samice 2,820 7 | samec 2,670 7 | samice 1,180
29| 1 | samec 0,360 5 | samice 1,340 6 | samice 2,140
30| 2 | samice 0,220 6 | samice 0,970 3 | samec 1,410
31| 1 | samice 0,620 8 | samice 2,960 3 | samec 0,550
32| 1 | samice 0,330 4 | samice 2,170 4 | samice 0,600
33| 1 | samec 0,410 1 | samice 0,190 4 | samice 0,690
34| 1 | samec 0,500 3 | samice 1,220 1 | samice 0,200
35| 1 | samice 0,360 2 | samice 0,220 5 | samice 0,230
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Tab. ¢. 19b: Koncentrace aflatoxinii Bl (ug.kg™) v jatrech odlovenych kusii danci zvére

36| 2 | samice 0,530 10 | samice 2,380 3 | samice 0,220
37| 2 | samec 0,710 4 | samice 0,630 4 | samice 0,380
38| 2 | samice 0,690 7 | samice 0,550 6 | samec 0,290
39| 6 | samec 1,710 5 | samice 0,810 6 | samice 1,310
40| 3 | samec 1,940 7 | samice 1,440 10 | samice 2,640
41| 5 | samice 0,390 2 | samice 0,810 8 | samice 2,590
42| 4 | samice 0,470 6 | samice 1,650 6 | samice 1,900
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