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Rridioimunoanalytick6 sledovanie vfskytu aflatoxfnu Ml v mlieku

ALAN MARKO _ MILAN KOVAC

Srihrn. Obsah aflatoxinu M, sa stanovil vo vzorkiich konzumndho mlieka a mlieka z
prvovjroby zuzemia Z6padoslovensk6ho kraja rddioimunoanalytickou met6dou nabfne
komerdnej deskoslovenskej RIA sripravy. Z analyzovanych 25 vzoriek konzumn6ho mlie-
ka ani v jednej sa neprekrodil limit 0,1 pg.kg-r. Zo 110 vzoriek mlieka z prvovfroby 93 vzo-
riek (84,5 7o) neobsahovalo aflatoxin M,, resp. obsah bol ni25( ako 0,1 pg.kg'r, 15 vzoriek
( 13,6 % ) obsahovalo afl atoxin M, v mnoZstve 0. 14.5 pg. kg-r a 2 vzorky ( I .tl % ) obsahovali
aflatoxin M, v rozmedzi 0,5-1,0 pg.kg-r.

Ak odhliadneme od priamej tvorby v podmienkach spracovania a skladova-
nia, kontamin6cia mlieka a mliednych produktov mykotoxinmi vznik6 ako
d6sledok kontaminiicie krmiva.

Aflatoxfn M, je karcinogdnny metabolit vyskytujrici sa v kravskom mlieku
ako ddsledok skrmovania krmiva obsahujriceho aflatoxin B,. Po prijati afla-
toxfnu B, vznikii v hepatocytoch oxidativnou metaboliziiciou za 6(asli enzy-
mov mikrozomiilnej frakcie 4-monohydroxyderivdt, t.j. aflatoxfn M,, ktory
organizmus vyluduje mliekom v mnoZstve 0,2-3 "/" z prijatdho mnoZstva afla-
toxinu B,. Dilnski autori [1] na zdklade rozsiahleho experimentu odvodili
rziah medzi prijatlim aflatoxinom B, v krmive a aflatoxinom M, vyhidenym v
mlieku:

ng aflatoxinu M,/kg mlieka : 1.24 (pg aflatoxinu B, za defi)0'tr3{.

Toxicita aflatoxfnu M, je asi polovidnii v porovnani s aflatox(nom B,, pri-
com v5ak aflatoxfn M, mil silny nefrotoxickf fdinok. Kancerogenita aflatoxi-
nu M, je sice niZ5ia ako aflatox(nu B,, obidva vSak patria medzi najsilnej5ie
hepatokarcinogdny.
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Vzhladom na svoju relatfvnu stabilitu a potrebu Setrndho spracovania mlie-
ka sa podas technologickdho procesu mnoZstvo aflatoxinu M, vyznamne ne-
zniluje [2]. KedZe sa aflatoxin M, viaZe na kazein, dochi{dza pri vlirobe syror
a suSendho mlieka k relativnemu zvy5ovaniu jeho koncentr6cie [3]. Doteraz
nie je zniimy efektfvny spdsob eliminiicie vfskytu aflatoxinov v poZivatinrich

[4]. Preto je potrebnd aj kontrola mlieka a mliednych vyrobkov, a to najma
tfch, ktor6 sri urdend na detskri a dojdenskri vliZivu.

Vfskyt aflatoxinu M, bol zaznamenany v Holandsku [3], Taliansku [5].
NSR [6] a dal5ich krajiniich l2l.V Ceskoslovensku sa roku 1980 zistil aflato-
xin M, v konzumnom mlieku v 9 vzorkiich zo 67 v mnoZstve 0,05-0,10 pg.l 1.

V 50 vzorkiich analyzovanfch roku 1982 sa v;iskyt aflatoxinu M, nezistil [7].
V poslednom obdobf sa opdt' zaznamenal vfskyt aflatoxfnu M, vo vzork6ch
mlieka z prvovfroby [8].

Na stanovenie aflatoxinu M, sa pouZivajri predovSetkfm chromatograficke
techniky, najmii vysokoridinn6 kvapalinovd chromatografia s fluorescendnou
detekciou 19-121. Vzhladom na ich pristrojovf ndrodnost, zloZitost' a zdiha-
vost, ako aj potrebu spracovat velkd mnoZstvii vzoriek sa vyvinuli imunoche-
mick6 met6dy stanovenia aflatoxinu M, [9, 13-16]. CSSR je jedinfm 5t6tom
na svete, ktory komerdne vyr6ba sfpravu pre rildioimunoanalytick6 stanove-
nie aflatoxinov priamo v tekutom mlieku, bez predchiidzajfcej extrakcie a se-

parilcie.
Princip stanovenia sa zaklad6 na kompetetfvnej reakcii medzi tzsl znate-

nfm konjugiitom aflatoxinu B, a aflatoxinom M,, ktory obsahujri Standardr
a nezn6me vzorky a o obmedzeny podet viizbovyich miest na Specifickej protildt-
ke proti aflatoxinu M,. PouZitil protiliitka v sfprave sa zfskala imuniziiciou
kr6lika a mil tieto krilov1 reakcie s jednotlivfmi typmi aflatoxinov [17]: af-
latoxin Br - 100 "/", aflatoxin B, - 29 "/o , aflatoxin Gl - 52 7o, aflatoxfn G-

-7 "/", aflatoxfn Mr-76 "/", afaltoxin M, - 2l %. Tieto kriZov6 reakcie umo2-
iujti pouZit' 3-1tzst tyramid O-karboxymetyl)-oxim aflatoxinu B, ako rr{dioin-
dik6tor a sridasne aflatoxin M, ako Standard, pretoZe pri prijme nfzkych dd-
vok aflatoxfnu B, v krmive sa mliekom vyluduje takmer vyhradne aflatoxfn
Mr.

Otiizkami moZnfch interferencii pri riidioimunoanalytickom stanovenf af-
latoxfnov sa zaoberali Ruprich a kol. a Fukal a kol. Nezistila sa vSak reakcia
protildtky s laktoalbumfnom, do umoZiluje priamu kontrolu mlieka bez ex-
trakcie a separiicie vzorky. Aj ked aflatoxin M, je nizkomolekulovii l6tka (M -

328,3) a v imunochemickej reakcii vystupuje ako haptn, pri zachovani v5eo-
becne platnlich zirsad a poznatkov pre r6dioimunoanalytick€ stanovenie m1'-

kotoxinov [18-20] uveden6 met6da umoZfiuje velmi jednoducho, s vysokou
citlivosfou a rfchlo spracovat velk6 mnoZstvo vzoriek.
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V prdci sme rddioimunoanalytickou met6dou pouZitim sripravy RIA-test-
\FLATOXIN M,B, sledovali vliskyt aflatoxinu M, v mlieku vo vzork6ch

- obchodnej siete a prvovyroby na rizemi Zdpadoslovensk6ho kraja.

Materi6l a met6dy

Vzorky konzumn6ho mlieka sme ziskali z obchodnej siete, vzorky mlieka
: provfroby sa odobrali v jednotlivfch vfrobnfch strediski{ch polnohospodi4r-
.kych podnikov Zdpadoslovenskdho kraja od augusta 1987 do febru6ra 1988.

Hned po odbere sa vzorky v mnoZstve asi 2 ml odstredili v chladnej centriffge
-:rl minft pri 2500 g a odstredend mlieko sa do analyzy uchov6valo pri -20'C.

Vlastnd riidioimunoanalytick6 stanovenie sa robilo podla postupu odpo-
:..rdandho virobcom sripravy RIA-IesI-AFLATOXIN M,8,. K 100 pl odstre-
:en6ho mlieka sa pipetovalo po 100 pl precipitadnej protil6tky, vlastnej proti-
.itky a r6dioindik6tora. Inkubovalo sa 24 hodin (cez noc) pri laborat6rnej
:eplote. Dalej sa pridalo 100 pl gamaglobulinu a 1 ml polyetyl6nglykolu 6000
rlchladen6ho na 4 oC. Po inkub6cii 60 minrit pri 4 oC sa frakcie viazandho zna-

:en6ho konjugdtu aflatoxinu oddelili od volndho znaden6ho konjug6tu centri-
:ugdciou v chladenej odstredivke. Supernatant sa odsal a premeriavala sa ak-
:rvita 12sI znaden6ho konjug6tu aflatoxinu v sedimente makroprecipit6tu. Na
neranie aktivity sa pouZil studnicovf scintiladnf detektor NaI(Tl) typ SKW
ISN 04 v spojeni so scintilainou meracou sondou typ 27 000 a jednokan6lo-
'.('m gamaanalyziitorom typ20 046 Robotron.

I b r . 1. Priklad kalibradnej krivky RIA sta-

novenia aflatoxfnu M,.
Fig. l. The example of calibration curve

RIA for aflatoxin Mr determination.
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Vypodftali sa priemernd hodnoty podetnosti duplik6tov vzoriek a Standar-
lov a koncentr6cia aflatoxfnu M, vo vzork6ch sa urdila z kalibradnej krivky,
ktoril sa zostrojila ako z6vislost pomeru aktivft viazanej (B) a volnej (80)
frakcie oproti logaritmu koncentr6cie neznadenych Standardov aflatoxinu M,
robr.1).

:5 Bulletin 385



Hodnoty Specifickej vazby RIA stanovenia boli v rozsahu 31-38 7o, neSpeci-
fickej viizby +5 %,50 "/" intercept kalibradnej krivky I.n bol 0,I94,24 pg.l-.
Detekdnf limit met6dy bol 0,05-0,06 pg.l-r.

Vfsledky a diskusia

V obdob( od augusta 1987 do februiira 1988 sa riidioimunoanalytickou me-
t6dou vy5etrilo 25 vzoriek konzumndho mlieka a 110 vzoriek mlieka z prvovi'-
roby na pritomnost aflatoxinu M,.

V Ceskoslovensku najvySSie piipustn6 mnoZstvo aflatoxinu M, v tekutom
mlieku je 0,5 pg.kg-t a v mliednej dojdenske j vylive v prepodte na obnovene
mlieko 0,1 pg.kg-r.

Tomuto kritdriu zodpovedali v5etky analyzovand vzorky konzumndho mlie-
ka, kedZe sa neprekrodil limit 0,1 pg.kg-t. Ide vlastne o baz6novd vzorky mlie-
ka vzniknutd zmie5anim v mliekilrenskom ziivode a podroben6 technologic-
k6mu spracovaniu. Kvalita mlieka od jednotlivlich dod6vatelov z prvovyrobr
m6Ze byt v5ak rozdielna. Obr6zok 2 graficky zndzorfiuje frekvenciu vfskytu

Obr. 2. Frekvencia vliskytu aflatoxinu M, v
mlieku z prvovfroby. A - pod 0,1 pg.kg'', B

- 0,1-{,5 pg.kg'r, C- 0,5-1,0 pg.kg-'.
F i g . 2. Frequency of aflatoxin M, content in
milk from milk farms. A - under 0.1 pg kg'r,

B - 0.1-O.5 pg kg-r, C -0.5-1.0 Fg kg-t.

c
1,8o/o

B

13,6o/o

aflatoxinu M, v mlieku z prvovfroby. Zo 110 vzoriek 93 vzoriek (84,5 %) ne-
obsahovalo aflatoxin M,, resp. obsah bol niZ5i ako 0,1. Fg.kg-l, 15 vzoriek
(13,6 %) obsahovalo aflatoxin M, v mnoZstve 0,1-0,5 pg.kg-t a 2 vzorky (1,6
%) obsahovali 0,5-1,0 pg aflatoxinu M, v 1 kg.

Z porovnatetnfch ridajov bolo v zimnom obdobi 1986187 v Juhomoravskom
kraji z 837 vzoriek mlieka z prvovfroby kontaminovanfch 1,4 "/" vzoriek na
rirovni 0,1--0,5 pg.l-t,v ani jednej vzorke v5ak nebola prekrodenii rirovefi 0.5
pg aflatoxfnu M, v 1 litri mlieka.

Vfsledky stanovenia poukazujri na existujricu moZnost' kontaminiicie kon-
zumn6ho mlieka a mliednych vyrobkov aflatoxinom M, a nevyhnutnost' dalsej
monitoriz6cie jeho vfskytu.
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llccleAonanne Harrrqrr{ aQlaroxonra M, n uo,rore paqno[MMyHoanarnrlqecKrM MeroAoM

Pesrotrte

Co4ep>ranue aSnotorcrna M, 6rr.no o[peAeJreuo n npo6ax norpe6rre.nrcKoro MoJroKa

,{ MoJroKa npor,r3BoAflrqero B 3a[a,qHocrosaqxori o6nacrra paAtrorrMMyHoanaJlr4TtfllecKr4M

MeroAoM na 6age KoMMepqecKoro qexocJroBarlxoro P71M cocraBa. llz 25 anal3r4poBae-
Irrrx upo6 norpe6zremcKoro MoJroKa HI4 oAHa He [peBbrcr4Jra npeAeJr 0,1 pr.rr-l. lIz I10
npo6 npor.r:roAcrBeHHoro MoJIoKa 93 npo6 (84,5 %) He coAep>KaJro aQratoxcrau M, a rax-
)Ke coAepxaHrae 6rr.no HroKe r{eM 0,1 prr-r, 15 npo6 (13,6 %) coAep)KaJro aQaarorcr,nr M,
B KaJrr4qecrBe 0,1-0,5 pr.rr-l r 2 npo6rr (1,8 %) coAepx<aJltl a$naroxcrn M, r 4rana:one
0,5-1,0 pr.xr-r.

Radioimmunoassay determination of aflatoxin M, in milk

Summary

The content of aflatoxin M, in samples of commercial milk as well as in milk farms from Wes-

tern Slovakia was determined by radioimmunoassay on the basis of commercial Czechoslovak

RIA kit. From 25 analysed samples of commercial milk the limit of 0.1 pg kg-t aflatoxin M, was

not overstepped. From I l0 milk samples from milk farms 93 samples (84.5%) had none aflatoxin,

respectively less than 0.1 pg kg't. in 15 samples (13.6%) was the content of aflatoxin M, in ranges

0.1-O.5 pg kg'r and 2 samples contained 0.5-1.0 pg kg'r of aflatoxin M,.
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