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Radioimunoanalytické sledovanie vyskytu aflatoxinu M, v mlieku

ALAN MARKO - MILAN KOVAC

Stihrn. Obsah aflatoxinu M, sa stanovil vo vzorkdch konzumného mlieka a mlicka z
prvovyroby z izemia Zapadoslovenského kraja radioimunoanalytickou metédou na baze
komer¢nej ¢eskoslovenskej RIA stupravy. Z analyzovanych 25 vzoriek konzumného mlie-
ka ani v jednej sa neprekrocil limit 0,1 pg.kg!. Zo 110 vzoriek mlicka z prvovyroby 93 vzo-
riek (84.5 %) neobsahovalo aflatoxin M, resp. obsah bol nizsi ako 0.1 pg.kg!, 15 vzoriek
(13,6 %) obsahovalo aflatoxin M, v mnozstve 0.1-0.5 pg.kg' a 2 vzorky (1.8 %) obsahovali
aflatoxin M, v rozmedzi 0,5-1,0 pg.kg™".

Ak odhliadneme od priame] tvorby v podmienkach spracovania a skladova-
nia, kontaminacia mlieka a mlie¢nych produktov mykotoxinmi vznika ako
dosledok kontamindcie krmiva.

Aflatoxin M, je karcinogénny metabolit vyskytujuci sa v kravskom mlieku
iko dosledok skrmovania krmiva obsahujuceho aflatoxin B,. Po prijati afla-
toxinu B, vznika v hepatocytoch oxidativnou metabolizaciou za ucasti enzy-
mov mikrozomalnej frakcie 4-monohydroxyderivat, t.j. aflatoxin M,, ktory
organizmus vylucuje mliekom v mnozstve 0,2-3 % z prijatého mnozstva afla-
toxinu B,. Ddnski autori [1] na zdklade rozsiahleho experimentu odvodili
vztah medzi prijatym aflatoxinom B, v krmive a aflatoxinom M, vyli¢enym v
mlieku:

ng aflatoxinu M /kg mliecka = 1.24 (pg aflatoxinu B, za den)"**.

Toxicita aflatoxinu M, je asi polovi¢na v porovnani s aflatoxinom B, pri-
com viak aflatoxin M, ma silny nefrotoxicky ucinok. Kancerogenita aflatoxi-
nu M, je sice nizsia ako aflatoxinu B, obidva vSak patria medzi najsilnejsie
hepatokarcinogény.
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Vzhladom na svoju relativnu stabilitu a potrebu Setrného spracovania mlie-
ka sa pocas technologick€ého procesu mnozstvo aflatoxinu M, vyznamne ne-
znizuje [2]. KedZe sa aflatoxin M, viaZe na kazein, dochadza pri vyrobe syrov
a suseného mlieka k relativnemu zvySovaniu jeho koncentracie [3]. Doteraz
nie je znamy efektivny sposob elimindcie vyskytu aflatoxinov v pozivatinach
[4]. Preto je potrebna aj kontrola mlieka a mlie¢nych vyrobkov, a to najma
tych, ktoré st urcené na detsku a dojcensku vyzivu.

Vyskyt aflatoxinu M, bol zaznamenany v Holandsku [3], Taliansku [5].
NSR [6] a dalsich krajinach [2]. V Ceskoslovensku sa roku 1980 zistil aflato-
xin M, v konzumnom mlieku v 9 vzorkach zo 67 v mnozstve 0,05-0,10 pg.1*
V 50 vzorkach analyzovanych roku 1982 sa vyskyt aflatoxinu M, nezistil [7].
V poslednom obdobi sa opit zaznamenal vyskyt aflatoxinu M, vo vzorkach
mlieka z prvovyroby [8].

Na stanovenie aflatoxinu M, sa pouzivaji predovsetkym chromatograficke
techniky, najmi vysokoucinna kvapalinovd chromatografia s fluorescen¢nou
detekciou [9-12]. Vzhladom na ich pristrojovi naro¢nost, zlozitost a zdiha-
vost, ako aj potrebu spracovat velké mnozstva vzoriek sa vyvinuli imunoche-
mické metddy stanovenia aflatoxinu M, [9, 13-16]. CSSR je jedinym $tatom
na svete, ktory komer¢ne vyrdaba sipravu pre radioimunoanalytické stanove-
nie aflatoxinov priamo v tekutom mlieku, bez predchadzajucej extrakcie a se-
pardcie.

Princip stanovenia sa zakladd na kompetetivnej reakcii medzi '*I znace-
nym konjugdtom aflatoxinu B, a aflatoxinom M,, ktory obsahuju $tandardy
anezname vzorky a o obmedzeny pocet vizbovych miest na $pecifickej protilat-
ke proti aflatoxinu M,. Pouzitd protilatka v siprave sa ziskala imunizaciou
kralika a ma tieto krizové reakcie s jednotlivymi typmi aflatoxinov [17]: af-
latoxin B, — 100 %, aflatoxin B, - 29 %, aflatoxin G, — 52 %, aflatoxin G.
-7 %, aflatoxm M, =76 %, afaltoxm M, =21 %. Tleto krizové reakcie umoz-
fiuja pouzit 3-('1 tyramld O- karboxymetyl) oxim aflatoxinu B, ako radioin-
dikdtor a sucasne aflatoxin M, ako Standard, pretoze pri prljme nizkych da-
vok aflatoxinu B, v krmive sa mliekom vylucuje takmer vyhradne aflatoxin
M,.
Otazkami moznych interferencii pri rddioimunoanalytickom stanoveni af-
latoxinov sa zaoberali Ruprich a kol. a Fukal a kol. Nezistila sa v$ak reakcia
protilatky s laktoalbuminom, ¢o umoznuje priamu kontrolu mlieka bez ex-
trakcie a separacie vzorky. Aj ked aflatoxin M, je nizkomolekulova latka (M,
328,3) a v imunochemickej reakcii vystupuje ako haptn, pri zachovani vieo-
becne platnych zasad a poznatkov pre raddioimunoanalytické stanovenie my-
kotoxinov [18-20] uvedend metéda umoznuje velmi jednoducho, s vysokou
citlivostou a rychlo spracovat velké mnozstvo vzoriek.
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V praci sme radioimunoanalytickou metédou pouzitim supravy RIA-test-
AFLATOXIN M,B, sledovali vyskyt aflatoxinu M, v mlieku vo vzorkach
- obchodnej siete a prvovyroby na tizemi Zapadoslovenského kraja.

Material a metédy

Vzorky konzumného mlieka sme ziskali z obchodnej siete, vzorky mlieka
z provyroby sa odobrali v jednotlivych vyrobnych strediskach polnohospodar-
skych podnikov Zapadoslovenského kraja od augusta 1987 do februéra 1988.
Hned po odbere sa vzorky v mnozstve asi 2 ml odstredili v chladnej centrifiige
0 mintt pri 2500 g a odstredené mlieko sa do analyzy uchovévalo pri -20 °C.

Vlastné radioimunoanalytické stanovenie sa robilo podla postupu odpo-
-icaného vyrobcom sipravy RIA-test- AFLATOXIN M,B,. K 100 pl odstre-
Zeného mlieka sa pipetovalo po 100 pl precipitacnej protildtky, vlastnej proti-
iitky a radioindikatora. Inkubovalo sa 24 hodin (cez noc) pri laboratérne;]
replote. Dalej sa pridalo 100 pl gamaglobulinu a 1 ml polyetylénglykolu 6000
vvchladeného na 4 °C. Po inkubdcii 60 minit pri 4 °C sa frakcie viazan€ho zna-
zeného konjugatu aflatoxinu oddelili od voIného znaceného konjugétu centri-
fugdciou v chladenej odstredivke. Supernatant sa odsal a premeriavala sa ak-
sivita 12°] zna¢eného konjugétu aflatoxinu v sedimente makroprecipitatu. Na
meranie aktivity sa pouzil studnicovy scintila¢ny detektor Nal(TI) typ SKW
ISN 04 v spojeni so scintilatnou meracou sondou typ 27 000 a jednokandlo-
vvm gamaanalyzatorom typ 20 046 Robotron.
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Obr. 1. Priklad kalibraénej krivky RIA sta- 20
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Fig. 1. The example of calibration curve 00625025 025 05 1 2
RIA for aflatoxin M, determination. aflatoxin Mq[ gt

Vypoditali sa priemerné hodnoty pocetnosti duplikatov vzoriek a Standar-
dov a koncentracia aflatoxinu M, vo vzorkach sa urila z kalibracnej krivky,
ktord sa zostrojila ako zavislost pomeru aktivit viazanej (B) a volnej (B)
frakcie oproti logaritmu koncentracie neznac¢enych Standardov aflatoxinu M,
(obr. 1).

25 Bulletin 385



Hodnoty Specifickej vazby RIA stanovenia boli v rozsahu 31-38 %, neSpeci-
fickej vazby 4-5 %, 50 % intercept kalibra¢nej krivky I, bol 0,19-0,24 pg.1"
Detek¢ny limit metddy bol 0,05-0,06 pg.1'!.

Vysledky a diskusia

V obdobi od augusta 1987 do februdra 1988 sa radioimunoanalytickou me-
todou vysetrilo 25 vzoriek konzumného mlieka a 110 vzoriek mlieka z prvovy-
roby na pritomnost aflatoxinu M.

V Ceskoslovensku najvyssie pripustné mnozstvo aflatoxinu M, v tekutom
mlieku je 0,5 pg.kg"' a v mlie¢nej dojéenskej vyzive v prepocte na obnovené
mlieko 0,1 pg.kg!.

Tomuto kritériu zodpovedali v§etky analyzované vzorky konzumného mlie-
ka, kedze sa neprekrocil limit 0,1 pg.kg!. Ide vlastne o bazénové vzorky mlie-
ka vzniknuté zmieSanim v mliekdrenskom zavode a podrobené technologic-
kému spracovaniu. Kvalita mlieka od jednotlivych dodéavatelov z prvovyroby
moze byt vSak rozdielna. Obrazok 2 graficky znazoriuje frekvenciu vyskytu

.y
kytu afl M i /
Obr. 2. Frekvencia vyskytu aflatoxinu M, v //
mlieku z prvovyroby. A — pod 0,1 pg.kg!, B 1 //// c

~0,1-0.5 pg.kg!, C- 0,5-1,0 pg.kg™. |||

Fig. 2. Frequency of aflatoxin M, content in / \“‘
milk from milk farms. A - under 0.1 pg kg, A

B-0.1-0.5 ug kg'', C - 0.5-1.0 pg kg'.

aflatoxinu M, v mlieku z prvovyroby. Zo 110 vzoriek 93 vzoriek (84,5 %) ne-
obsahovalo aflatoxin M,, resp. obsah bol niz§i ako 0,1 pg.kg', 15 vzoriek
(13,6 %) obsahovalo aflatoxin M, v mnozstve 0,1-0,5 pg.kg"! a 2 vzorky (1.8
%) obsahovali 0,5-1,0 pg aflatoxinu M, v 1 kg.

Z porovnatelnych udajov bolo v zimnom obdobi 1986/87 v Juhomoravskom
kraji z 837 vzoriek mlieka z prvovyroby kontaminovanych 1,4 % vzoriek na
trovni 0,1-0,5 pg.I'', v ani jednej vzorke vSak nebola prekroé¢ena drovei 0,3
ug aflatoxinu M, v 1 litri mlieka.

Vysledky stanovenia poukazuji na existujiicu moznost kontaminacie kon-
zumného mlieka a mlie¢nych vyrobkov aflatoxinom M, a nevyhnutnost dalsej
monitorizacie jeho vyskytu.
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MccnegoBanne HaTHYHA aIaTOKCHHA M, B MOJI0Ke PaIHOHMMYHOAHAINTHYECKHM METO/IOM

Pezome

Copepxanne acdaorokcuna M, 6b1710 onpeniesieHo B Tpobax MOTpeOUTeNLCKOTO MOJIOKa
M MOJIOKA NPOU3BOJASILIETO B 3allaJHOCJIOBAIKOM 06JaCTH PagMoMMMyHOAHAJIUTHHECKIM
MeTosOoM Ha 6a3ze KOMMepdecKoro dexocsoBauxkoro PVYIM cocraBa. V3 25 anammsupoBae-
MbIX o6 MOTPeSUTEILCKOT0 MOJIOKa HM OfiHa He npeBbicuia npenen 0,1 pr.xr'. M3 110
Ipo6 MPOM3BOACTBEHHOTO MoJioKa 93 11pob (84,5 %) He comepxasio adpaTokeus M, a Tak-
Ke comepxkanne Ob1T0 Huzke dem 0,1 prt, 15 npob (13,6 %) comepzkano adaaToKCUH M,

B kasmyectse 0,1-0,5 pr.kr! u 2 mpo6sr (1,8 %) conepxkanu adnarokeun M, B ainanazoHe
0,5-1,0 pr.xrl.

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 aflatoxin M, was
not overstepped. From 110 milk samples from milk farms 93 samples (84.5%) had none aflatoxin,
respectively less than 0.1 pg kg', in 15 samples (13.6%) was the content of aflatoxin M, in ranges
0.1-0.5 pg kg ' and 2 samples contained 0.5-1.0 pug kg of aflatoxin M,.
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