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Anotace

Nejvétsi uzitek ptinaseji veely tim, Ze opyluji rostliny. Ekonomika véelatstvi je ale odvozena od produkce a
realizace medu a dalsich véelich produkt. Odpovidajici ceny lze ziskat pouze za véeli produkty nejlepsi kvality,
zcela prosté rezidui cizorodych latek. Jednim z potencialnich zdroji rezidui jsou u¢inné latky pouzivané ve
vcelafstvi v boji proti nemocem a parazitiim. Tato prace shrnuje a analyzuje rizika v této problematice.

Byly vyvinuty dalsi chybé&jici metody stanoveni rezidui metaboliti amitrazu, tau-fluvalinatu a acrinathrinu
v medu, vosku a propolisu.

Rozbory vice nez 150 vzorku téchto produktt potvrdily pfedpoklady, vyslovené na zéklad¢ analyzy rizika.

Vsechny tii hlavni uc¢inné latky pouzivané plos$né proti varrodze vcel - amitraz, acrinathrin a tau-fluvalinate -
nepiedstavuji pii dodrzeni metodiky aplikace zadné hygienické riziko pro vceli produkty.

Po jedné aplikaci thymolu, ktery je v zahrani¢i propagovan, do pokusnych vcelstev byla nalezena rezidua
v kvantech bliZicich se hygienickému limitu. Thymol ptedstavuje hygienické riziko pro konzumni med.

V Dole, 24.11.2005

Dr.Ing. FrantiSek Kamler
feditel VUV¢ Dol

Ing. Dalibor Titéra, CSc
vedouci odd. vyzkumu
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I. Uvod do problematiky a pfedmét smlouvy

Nejvétsi uzitek vcel je v jejich opylovaci ¢innosti, rizné vypocty udavaji, ze vyznam opylovani
prevysuje 15 az 20x hodnotu vcelich produkti. To je obecné piijimano, ale ekonomicky se
ptesto chov vcel opird o marketing vcelich produktl, zejména medu. Vyrobni naklady na
jednotku produkce nejsou na svéte vSude stejné, takze svétovy obchod velmi vyuziva relativné
dobré trvanlivosti a skladovatelnosti medu k tomu, Ze se med vozi z krajt, kde je levna
produkce, do zemi, kde se dobte prodava. Med vozeny ve velkém z levnych zdrojovych oblasti
muze byt levnéj$i i na pultech ve spotiebitelském baleni a ptesto pfinese znaény zisk. Domaci
produkce, kterd ma vyS$si vyrobni néklady, je pak drazsi i v trznim baleni a je prodejna pouze za
predpokladu, Ze spottebitelé¢ uznaji vyssi kvalitu a tim 1 vy$$i hodnotu domécich medu. Situace
v okolnich evropskych zemich je podobna. Ceské spoleénost je dosud velmi orientovana na
vybér zbozi podle ceny a jen pomalu zohlednuje kvalitativni hlediska.

Mame-li trvale budovat stabilitu oboru vcelafstvi, ktera stabilizovanym poctem véelstev a jejich
chovatelil zajisti primdrni funkci chovu vcel, to jest opylovani, musime usilovat o ekonomickou
prosperitu oboru. Horizontem je dobry odbyt v¢elich produktd zejména na domacim trhu a
odpovidajici, piestoze ne nejlevnéjsi, ceny.

Marketing zaloZeny na propagaci kvality medu se osvédcil napt. v Némecku. Zde funguje cely
systém nastroju, jak domaci produkci medu drzet v ohnisku zajmu spotiebitelti. Mezi tyto
nastroje patii i chranéné vzory sklenic, etiket, narodnich standardt kvality. Kazdoro¢ni soutéze
kvality spojuji nekolik ucelt: uspéch v soutézi je reklama pro producenta i pro komoditu
samotnou a slozity systém vyhodnoceni je vlastn¢ diikladna kontrola kvality provadéna na
Siroké bazi, dobrovolné a ucinngé.

Ceska republika mé&la vzdycky velmi pfisné kriteria na kvalitu medu. Po zavedeni jednotné
evropské normy to znamenalo, Ze nékteré kvalitativni parametry medu, zejména obsah HMF
(hydroxymethylfurfural, ktery je markérem dlouhodobého zahtivani a neSetrného skladovani)
jsou nyni stanoveny volngji neZ v pivodni CSN. Tento volngjsi ptistup k evropské normé je
zdivodilovan rozsahem mistnich klimatickych a produkénich podminek ("od Sicilie az po
Skandinavii") , nelze vSak nevidét ani snahu obchodnich lobby, kterym mékké normy
usnadiiuji praci. Ceska republika proto, podobné jako dalsi zemé a regiony, vydala vlastni
kvalitativné piisnéj$i normu, ktera umoziuje definovat a zietelné oznacit med lepsi kvality, nez
jen obecné vyhovujici evropskému standardu. Med splitujici tuto piisnéj$i normu mize
pouzivat ochrannou znamku "Cesky med".

Pojem kvality, v nasem piipadé medu, je vSak tfeba stale brat v tvahu nejen jako
marketinkovy faktor, ale hlavné a predevsim ve smyslu faktické kvality. Kvalitni potravina, a
v pfipadé medu jde rozhodné€ i o vlastnosti pfispivajici ke zdravi konzumenta, nesmi byt
narusena: falSovanim, chybnym zpracovanim a skladovanim a znecisténim cizorodymi latkami.
Cizorod¢ latky by se do medu mohly obecné dostat z ptirody nebo z prostiedkd, které chovatel
pouziva pii léCeni vcel.

Otéazku kontaminace medu z okolniho prostiedi studovaly rozsahlé dlouhodobé projekty
(Monitoring kontaminace potravinovych fetézct, podilelo se Ministerstvo zemé&délstvi, Skolstvi
i Zivotniho prostiedi, Statni veterinarni sprava, Vysoka skola chemicko-technologicka, VU
véelaisky, VU picninaisky, Statni zdravotni ustavy v Praze a v Usti nad Labem a dalsi.) Med a
dalsi vceli produkty byly soubézné zkoumany vedle dalSich matric, jako byla destova,
povrchova i podzemni voda, rostlinna biomasa, maso domadcich i volné Zijicich zvirat, mléko
aj. Prizkum probihal na celém tzemi CR a byl zamérmé situovan do lokalit povazovanych za
nejvice a nejméné zatizené cizorodymi latkami. Vysledek byl pomérné ptekvapujici. Med a
vceli vosk analyzovany v tomto vyzkumu ukézal zcela minimalni znec¢isténi. V mnohych
ptipadech pod hranici detekce (polychlorované uhlovodiky) a ve vSech piipadech pod hranici
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hygienickych limitt (kovy a dalsi poluteranty). Tento vysledek je dilezitym poznatkem, ze
sttedoevropské prostiedi, ve které nase véely chovame, stale jesté¢ umoznuje praveé véelam
samotnym, aby svymi pfirozenymi mechanismy hledaly, sbiraly, zpracovavaly a vyuZivaly
prirodni potravu relativn¢ velmi ¢istou. VEeli produkty proto miizeme povazovat za nezatizené
a bezpecné.

Hhodnoceni rizika kontaminace véelich produktii latkami pouzivanymi pii 1é¢eni véel je
ukolem trvalym. Nékteré jeho aspekty jsou i cilem tohoto tikolu.

Léceni véel neni ve svété provadéno jednotné. Lisi se spektrum nemoci, spektrum povolenych
a nepovolenych piipravki, aplikaéni metody a organizace 1éCeni.

Vzhledem k vySe popsanému rozsdhlému obchodu s medem je tfeba zahrnout do analyzy rizika
domaci 1 zahrani¢ni vCeli produkty a vytipovat rizikové latky.

Obecnym cilem jsou kvalitni vceli produkty, které jsou
— prospesné konzumentovi,
— jsou dobrym zbozim a

— maji trvale dobrou povést, neposkvrnénou medialnimi aférami vyristajicimi z nalezt
kvalitativnich problémut

Predmétem smlouvy 7-16230-2005 je zajiSténi monitoringu 1é¢iv proti chorobam véel,
pouZzivanych na izemi Ceské republiky v tuzemskych a v dovaZenych medech a dalSich
véelarskych vyrobcich.

V ramci této smlouvy byly ze strany zhotovitele provedeny tyto prace a ¢innosti :
Analyza soucasné situace
Analyza rizika

Vyvoj metod a analyticka stanoveni vybranych latek

I1. Analyza soucasné situace.
Které latky se mohou vyskytnout a které je tfeba monitorovat?

Produk¢ni chov vcel je postihovan fadou nemoci. Nemoci se tlumi bud’ zootechnickymi
metodami, pfipadné radikéalné, likvidaci ohnisek, nebo se pouzivaji 1é¢iva. Skutecné G€inna
1é¢iva jsou v naprosté vetsing piipadh synteticke latky, tedy alopatickd I1écCiva.

— Tlumeni bakterialnich chorob

Bakteriadlni choroby vceliho plodu se podavanim ¢kt uspésné tlumit nedaji. Nase predpisy
zcela vylucuji pouziti antibiotik ve vCelafstvi. Dovazené medy jsou kontrolovany modernimi
metodami ve Statnim veterinarnim ustavu v Jihlav€. Tento monitoring je mozné povazovat za
dostacujici.
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Povazujeme soucasnou situaci za relativné pfiznivou. V zadném ptipad€ nepovazujeme za
potfebné opoustét radikalni postup s likvidaci ohnisek, tedy likvidaci véelstev a v§eho
kontaminovaného materidlu. Zavérecna desinfekce je zaloZena na pouziti hydroxidu sodného a
chlornanu sodného. Vzhledem ke zptisobu pouziti kontaminace vcelich produktti v provozu
nehrozi. Kontaminace vyrobnich linek (medomety, odvickovaci a staceci zatizeni) ptipadnym
pouzitim chlornanu sodného neni kritickd, 1ze uspé$né vyuzit postupi osvédcenych v
mlékéarnach a pivovarech. Detekce chloru v medu je modelové zvladnuté a pouziva se pii
kvalitativni kontrole medi uréenych pro farmacii.

— Tlumeni prvoka Nosema apis

Tento parazit zpusobuje zavaznou vceli chorobu zvanou nosematoza (piip. nosemoza).
Nosemou je nakazena ve stiedni Evrop¢ odhadem asi polovina vcelstev. Nakaza je Casto
latentni, ale n€kdy propuka v intenzivnich az epidemickych vinach, které mohou vcelstva
oslabit i zcela zni¢it. Nosema se tlumi fadou chovatelskych opatieni zahrnujicich mj. chov
silnych vcelstev, obménu vcelich plastii a desinfekci. V ptipadé¢ periodického vyskytu silné
nosemové viny s vyraznymi klinickymi pfiznaky se da pouzit jediné u¢inné 1é€ivo, fumagillin.
Tento ptipravek, s obchodnim nazvem Fumagillin nebo Fumidill B, je momentalné registrovan
jen v nékterych evropskych zemich, ale znovu se vazné€ uvazuje o jeho celoevropské registraci
za nov¢ stanovenych podminek.

Doplnkovy efekt pro tlumeni nosemové ndkazy ma aplikace kyseliny mravenci, primarné
urcena pro léCeni varroazy.

— Tlumeni varroazy, nemoci zptsobené rozto¢em Varroa destructor

Varroaza je trvale nejvétSim problémem svétového vcelafstvi. Kromé vlastni parazitace pisobi
rozto¢ Varroa destructor také jako vektor patogenti vSech existujicich bakterialnich, houbovych
a virovych onemocnéni véel. V poslednich letech ptibyva ptipadii hromadnych tthynti velstev
s prokazanou ucasti virt akutni paralyzy vcel, deformovanych kiidel véel a Kasmirského viru.

Strategie, cilend pouze na snizeni populace roztoct pod hranici plisobici $kody, hldsana diive
v fadé evropskych zemi, zpiisobila naopak mnoho $kod.

V CR je likvidace nebo alespoti silné omezeni populace roztoé Varroa destructor v zimnim
obdobi zabezpecena systémove. Jde o povinna opatieni, pficemz zavazna metodika natizuje
pouzivani takovych postuptl, aby bylo minimalizovano nebezpeci kontaminace vcelich
produkt u¢innymi latkami. Minimalizace je zajisténa jednak vhodnym déavkovanim, jednak
dobou aplikace v bezsntiSkovém a hlavné v bezplodovém obdobi.

Dokonalé doléceni vCelstev v bezplodovém obdobi je nejucinnéjSim opatfenim nejen proti
virdzam, ale také proti rezistentnim populacim roztocu.

K tlumeni varrodzy se pouzivaji tyto ucinné latky:
— amitraz

— acrinathrin

— tau-fluvalinate

— kyselina mravenci

I kdyZ zatim boj proti rezistentnim populacim lze oznacit za GspéSny, musi byt pfipravena

k nasazeni i ndhradni 1é¢iva. Z hlediska nizsi pravdépodobnosti tvorby rezistence piichazeji
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v tvahu dvé skupiny ptirodnich latek: nizkomolekularni organické kyseliny a éterické oleje.

Cvwr o

Oproti osvéd¢enym syntetickym latkam vykazuji nizsi uc¢innost a vyzaduji az o nékolik fadu
vys$si davkovani. Nékteré z nich maji 1 vySsi toxicitu pro obratlovce. Piipraveny k eventudlnimu
pouziti jsou

— thymol

— kyselina stavelova.

I11. Analyza rizika

Jak u 1éCiv stabiln€ vyuzivanych, tak u 1é€iv potencialnich je tfeba analyza moznych rizik.
Jakmile se pouziji ve vCelafstvi, nelze a priori vyloucit dopad na vceli produkty a na zdravi
spotiebiteld.

Tabulka 1.

Sledované uc¢inné latky pouzivané ve vcelafstvi, jejich davkovani a toxicita

1 2 3 4 5 6
0 davkovani LDsy/kg LDsy/Clovék* | ADI davkovani
véelstvo/rok *=170kg (nebo 0,01% LD) roéni davka/
365 ADI
1 | Amitraz 20 mg 600 mg 42 0,2 mg 0,3
2 | Acrinathrin 1 mg 4 000 mg 250 g 7 mg 0,0004
3 | tau-fluvalinate CZ 70 mg 3500 mg 245 ¢ 1,4 mg 0,14
4 | tau-fluvalinate EU 400 mg 3500 mg 245 ¢ 1,4 mg 0,78
5 | Kys. mravenci 40 000 mg 1 100 mg 77¢g (0,1 mg) 1095
6 | Thymol 30 000 mg 980 mg 68 ¢g (0,1 mg) 820
7 | Kys. §tavelova 8 000 mg 475 mg 3¢ (0,05 mg) 438
8 Fumagillin 500 mg n.s. n.s. 0,04 pg 34000
9 |NaCl - 2500 mg

Pozn.: LD = letdlni davka, ADI = pfipustnd denni ddvka v potravé, n.s. = neni stanoveno

Analyzu rizika je mozné provést na zaklad¢ dat uvedenych v tabulce 1.

V zéhlavi tabulky (fadek 0) jsou uvedeny tyto parametry

V prvnim sloupci jsou latky, které se v Ceské republice pouzivaji a pfipravuji k pouziti ve
véelafstvi.

Rédky 1 az 7 predstavuji uc¢inné latky proti varrodze, v osmém fadku je pro srovnani uveden
fumagillin - G¢inna latka proti nosematdze.

V poslednim fadku tabulky je, rovnéz pro srovnani, uvedena kuchynska sul.
V druhém sloupci je davkovani podle predepsané metodiky.

Ve tfetim a ctvrtém sloupci jsou uvedeny tabulkové hodnoty smrtelné davky pro savce (na kg a
na 70 kilového jedince). LD = lethal dosis

V 5. sloupci je hodnota ADI = acceptable daily intake, pfipustny kazdodenni piijem
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Tato hodnota je bud’ stanovena experimentalné a je publikovéna v toxikologickch
dokumentacich ptislusnych latek, kde je odvozovana od hodnot NOEL (no effect level, davka
nezpusobujici Zadnou Gjmu) - fadky 1 az 4. Pokud tyto hodnoty nejsou znadmy, je pro rizikovou
analyzu pouzita hodnota 0,1 promile LDs, /kg (fadky 5 - 7). V ptipadé fumagillinu je ADI
kalkulovéna z navrZzeného hygienického limitu 15 pg/kg . Pokud bychom uvazovali
rovnomeérnou spotfebu 1 kg medu, coz je zhruba spotieba evropského konzumenta, vyjde
teoretickd denni hodnota asi 0,04 pg.

Posledni sloupec tabulky udava relaci mezi ro¢ni ddvkou ucinné latky do jednoho vcelstva
(sloupec 1) a ro¢ni ddvkou kalkulovanou jako 365 nasobek ADI (sloupec 5). Napftiklad pro
amitraz - nejb&zng&jsi a nejdilezit&jsi i¢innou latku pouzivanou povinné a plosné v CR - je tato
hodnota 0,3. To znamena, Ze pii predepsaném osSetieni vCelstva se do ulu teoreticky vpravi jen
tietina piipustné hygienické davky. Ani kdyby nedoslo k odbourani amitrazu a veskera pouzita
davka se ptenesla do konzumniho medu (coz je absurdni model) je jeste trojndsobna rezerva, ze
med nepiekroc¢i kalkulovanou davku ADI.

Komentét k jednotlivym fadkiim tabulky

Radek 1. Amitraz

Amitraz je u¢inna latka piipravkd Varidol FUM a Varidol AER. V Ceské republice se pouziva
od roku 1983. Pouziva se trojnadsobné osetfeni s nékolikadennim odstupem a celkova davka na
jedno vcelstvo je 20 mg.

V aplikac¢ni praxi je amitraz pouzivan jako kouf nebo aerosol, ktery se vaze na povrch vcel.
Povrch jedné veely je diky obrveni minimaln& 10 cm?. V takovém piipadé je v tlu na podzim
povrch véel jednoho véelstva asi 2000 dm?” a povrch vech plasti ve véelstvu 200 dm®. Povrch
vcel je minimalné desetkrat vétsi, nez povrch plasth. Tato kalkulace je vSak statickd, neni
uvazovano dychani vcel. Experimentalné jsme prokazali, ze pii fumigaci v€elstva se pouzity
kout adsorbuje na vcely. Toto pozorovani neni pfesné kvantifikovano, ale Ize pocitat
minimaln¢ s deviti desetinami pouzité davky. V takovém modelu je mozné ocekéavat v
zasobach vcelstva tésn¢ po aplikacich méné nez 0,5 procenta pouzité ucinné latky, coz je
maximalné 10 pg/kg zasob. Ze zimnich zasob se miize do medu dostat maximalné 10 realné
vSak asi 1%.

Amitraz ma v Evropé stanovenou hodnotu maximalniho ptipustného limitu rezidui
MLR 200 pg/kg coz je mnohem mén¢, nez ADI, ale i tak je sto az tisicindsobna rezerva, ze ani
teoreticky amitraz v medu MLR neptekroci.

Experimentalné je prokazano, ze amitraz se odbourava poméerné rychle az na neSskodné
komponenty. Hygienicky je sledovan toxicky a pomérné stabilni degrada¢ni produkt amitrazu,
2,4-dimethylanilin (DMA). V kyselém hydratovaném prostiedi, které ve vcelstvu je, se 1 DMA
dale degraduje az na CO; a vodu. Polocas rozkladu je fadové v desitkach dnti, takze medna
snuska vytacena za 6 mésicii po aplikaci amitrazu muze teoreticky obsahovat jen méné nez
1/(2%), coz jsou promile vnesené davky.

Monitoring amitrazu v ¢eském medu neni opodstatnény. I maximalni o¢ekavana kvanta jsou
hluboko pod prahem detekce analytickych metod (1 pg/kg). Ani v zahranici, kde se pouzivaji
mnohem vétsi davky, nebyly nikdy amitraz, nebo jeho degrada¢ni produkty v medu nalezeny.
Pro spolehlivé posouzeni této latky zbyvalo experimentalné provéfit, zda se amitraz nehromadi
ve vosku. Vzhledem k vice nez 20 leté aplikacni praxi je tento monitoring velmi diilezity. Vceli
vosk je matrice, kterd neni snadno analyzovatelna. Vyvoj analytické metody byl soucasti této
prace. Vysledky potvrdily piedpoklad, Ze ani z vosku zpétn€ neni med amitrazem ohrozen.
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Dal$im véelim produktem, ktery je v tlech dlouhodob¢ a neprochdzi zpracovanim, je propolis.
Monitoring propolisu byl do této studie také zatazen. Ani zde nebyla nalezena kvanta
ohrozujici zpétné med.

Zavér rizikové analyzy: pouZziti amitrazu neprinasi hygienické riziko

Radek 2. Acrinathrin

vvvvvv

republice, v prouzcich s dlouhodobym tuéinkem GABON PA 92. Ptipravek se pouziva od roku
1992. Prouzky jsou aplikovany po sntsce, tedy minimalné 8 mésict pied dalSim odbérem
medu.

V CR se kazdy rok piipravkem GABON PA 92 osetiuje jen asi jedna tietina véelstev. V dalsich
letech jsou to zase vc€elstva jind, jak to vyplyva z aktudlni nakazové situace.

Déavkovani je minimdlni, toxicita pro ¢lovéka velmi nizka. Osetienim se vnasi do vcelstva
mnozstvi, které je v desetitisicinach 365 nasobku ADI.

Podobn¢ jako u amitrazu, monitoring ma smysl hlavné ve vosku, odkud by byl med pfti
dlouhodobém kontaktu teoreticky kontaminovan. Provedené analyzy potvrdily, Ze vosk
neobsahuje acrinathrin v kvantech nad detek¢éni limit (1 pg/kg)

Zavér rizikové analyzy: pouZiti acrinathrinu neprinasi hygienické riziko

Réadek 3. a 4. Tau-fluvalinate

Tau-fluvalinate je G¢inna latka v ¢eském ptipravku GABON PF 90. Tento piipravek je
dopliikovy a je pouzivan jen u malého mnozstvi véelstev (asi 5 %) ve zvlastnich ptipadech.

V zahranici se pouziva tau-fluvalinate v ptipravku Apistan a ddvkovani je asi 30 vétSi nez v
¢eské metodice s Gabonem PF 90. V obou piipadech je aplikovanéd davka ve zlomcich ro¢niho
limitu.

Vzhledem k témto nizkym davkdm ma smysl monitoring hlavné ve vosku, odkud by byl med
pii dlouhodobém kontaktu teoreticky kontaminovan. Provedené analyzy potvrdily, Ze vosk
neobsahuje kvanta hygienicky vyznamnd. Vysledky jsou pfiznivé i u analyzovanych vzorki
vosku ze sousednich zemi. Kladné se projevilo vysazeni Apistanu na nékolik let po té, co byla
zaznamenana rezistence rozto¢t Varroa destructor vici tau-fluvalinatu v nékterych evropskych
oblastech. Trend sniZeni rezidui ve vosku v Némecku, Rakousku a Svycarsku potvrdila i
laboratof Stuttgardské univerzity (Walner, osobni sdélent).

Zaver rizikové analyzy: pouZziti tau-fluvalinatu neprinasi hygienické riziko,

Radek 5. Kyselina mravenéi

Aplikace kyseliny mravenéi je v CR povolena ve formé odparnych desek Formidol s davkou
40 ml 85% kyseliny mravenci. Ne vSechna vcelstva jsou kyselinou mravenci 1é¢ena, jen velmi
malé ¢ast veelstev je opakované l1écena v jednom roce. V zahranici se pouZzivaji metody a
davky podobné. Toxicita pro ¢lovéka neni vysoka. Piesto dochazi vlivem vysokych aplika¢nich
davek k mnohonasobnému piekroceni poméru "ro¢ni davka/365ADI". Z tohoto diivodu je
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opodstatnéné experimentalné se stanovenim kyseliny mravenci v medu zabyvat. Metodika
stanoveni byla vyvinuta a soubor medi jsme podrobili analyze. Ukézalo se, ze kyselina
mravenci je pfirozenou soucasti medu. OdliSeni pozadi a rezidui po oSetfeni neni analyticky
mozné. V modelovych pokusech bylo zjisténo, ze métitelné navyseni v obsahu kyseliny
mravenci v oSetfenych veelstvech nastane, ale po Case (n¢kolik tydntl) se hodnoty vrati k
pocatecnimu stavu, coz se da vysvétlit tékavosti kyseliny mravenci, ptipadné jejim
hydrolytickym odbourdnim. Mnozstvi reziduji kyseliny mravenci po 1é¢eni varrodzy
nepiekracuje rozsah ptirozené¢ho obsahu kyseliny mravenci v medu.

Ptechod kyseliny mravenci do vosku a zpétnou kontaminaci medu kyselinou mravenéi z vosku
jsme modelovali a neprokézala se.

rvr

Zaver rizikové analyzy: pouZziti kyseliny mravenci neprinasi hygienické riziko,

Radek 6. Thymol

Thymol v koncentrované krystalické podob¢ je latka pouzitelna pro likvidaci roztoct Varroa
destructor . Postupné se pracuje na registraci a legalizaci této latky v fadé zemi. Pfichazi v
uvahu k aplikaci jako ¢ista substance nebo jako pfipravek ve formé nejcastéji gelové baze a
vysokého podilu thymolu. Thymol se do tlového prostiedi uvolituje v podobé¢ par - za béznych
teplot sublimuje. Davkovani je ve srovnani s ostatnimi akaricidy (viz fadky 1 - 3) velmi
vysoké. 30 gramil na jedno vcelstvo predstavuje tisicinasobky miligramovych aplikaci amitrazu
a statisicové nasobky ve srovnani s acrinathrinem. Toxicita thymolu neni, navzdory pfirodné
znéjicimu ndzvu, mald. Je fddove srovnatelnd s dalsimi latkami uvedenymi v této tabulce, avSak
pfi tisickrat vétsi davce predstavuje tisickrat vyssi toxickou zatéz. Jednorocni oSetfeni
piekraduje 800 krat "365 ADI". Svycarsky limit MLR je napiiklad 0,8 mg/kg. Monitoring
reziduii thymolu ve vc€elich produktech je nezbytny. Vyvoj metody je soucasti letoSnich aktivit.

Zé&ver rizikové analyzy: pouziti thymolu prinasi zna¢né hygienické riziko

Radek 7. Kyselina §tavelova

Kyselina Stavelova se pti vhodném davkovani a aplikacni formé da pouzit pro G€inné snizeni
populace parazitického roztoe Varroa destructor. Vedlejsi i€inky na vcely ale nejsou
zanedbatelné. Aplikace ve vSech variantdch znamena vneseni asi 10 grami u¢inné latky do
vcelstva za jeden rok. Toto mnozstvi jiz predstavuje zdroj rezidui méfitelny v medu. Metodika
stanoveni je k dispozici. Pfesné stanoveni je mozné jen v experimentech, n¢které byly
provadeény napt. v roce 2004. Kyselina stavelova je v nékterych medech ptfitomna z ptirodnich
zdrojt. Nezname-li pfirozenou hladinu medu pfed oSetfenim, je méfeni rezidui po aplikaci
kyseliny $tavelové zatizeno chybou. Kyselina §tavelova neni zatim registrovana v CR, pogita
se s ni jako se zalozni latkou pro piipad rezistence roztoct Varroa.

A4

Zaver rizikové analyzy: pouZziti kyseliny Stavelové prinasi hygienické riziko

Radek 8. Fumagillin

Fumagillin je u¢inna latka ptipravkt Fumagillin a Fumidill B. Ptipravky se aplikuji v
indikovanych piipadech do krmeni nebo postiikem vcel. Pripravek neni pro ¢loveka toxicky,
ale je fazen mezi antibiotika a jeho rezidua se daji takto posuzovat. MLR ani ADI neni
oficialn¢ stanoveno. Namisto ADI bereme pro ucely této rizikové analyzy limit 15 ppb.

Absence MLR je ptekazkou obnoveni registrace podle soucasnych postupti. Registrace striktné
vyzaduje stanoveny maximalni limit rezidui (MLR), pro jehoZ urceni je autorizovana
organizace EMEA (GB).
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Jiz fadu let se diskutuje o tom, Ze pro med nejsou stanoveny limity antibiotik jako je tomu u
masa a mléka. Jako rozumna hladina celkového limitu antibiotik v medu je navrhovano 15 ppb.
Pro registraci novou registraci fumagillinu by to ovSem nestacilo, jen by to pravdépodobné
usnadnilo a zlevnilo registracni proces.

V podminkach Ceské republiky vidime potfebnost tohoto p¥ipravku pro feseni zavaznych
ptipadu, postihujicich exponované chovy, napt. vétsi chovy véelich matek. V této souvislosti
jsme se zaméfili na vyzkumné modelové aplikace ptipravku fumagillin a sledovani kinetiky
ucinné latky ve véelstvu. Zahajili jsme vyvoj stanoveni rezidui fumagillinu v zasobach s co
moznd nejvyssi citlivosti. Zatim bylo dosazeno detekéniho limitu 50 ng/g a na této tirovni byl
analyzovan soubor medd z modelovych experimentii. Ve vyvoji budeme pokracovat, jsou
zaloZeny experimenty k zjisténi farmakokinetiky ve véelstvu a interakce vel na tomto procesu.

Tyto vysledky budou podkladem pro novou metodiku aplikace fumagillinu, pokud bude opét
registrovan, nebo pokud bude aplikovan na vyjimku v souladu s ptedpisy.

Podobné jako u kyseliny mravenci a §tavelové, dochazi pti aplikaci fumagillinu vlivem
vysokych aplikacnich davek k mnohondsobnému piekroceni poméru v sloupci "rocni
davka/365ADI".

Monitoring rezidui v medu v ptipad¢ jakéhokoliv pouziti bude pottebny, aby se piedeslo
zpochybnéni kvality v€elich produktl. Pfenos fumagillinu do ostatnich v¢elich produkti musi
byt jesté ovéfen. Vyvijend metoda, primarné ur¢ena pro med by na to méla postacovat.

Zavér rizikové analyzy: pouZziti fumagillinu prinasi hygienické riziko

IV. Experimentalni prace

1. Stanoveni amitrazu ve vosku

2. Stanoveni amitrazu v propolisu

3. Stanoveni acrinathrinu ve vosku

4. Stanoveni tau-fluvalinatu ve vosku
5. Stanoveni thymolu v medu

6. Stanoveni fumagillinu v medu

1. Stanoveni rozkladnych produktii amitrazu ve vosku
Spoluprace: ZU Usti nad Labem

Material:

Plasty, vosk a mezistény z riiznych lokalit CR a Rakouska
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Metodika:

Ve vzorcich voskl byl stanovovan obsah amitrazu, jeho rozkladnych produktt (derivaty
dimethylformamidu) a 2,4-dimethylanilinu (2,4-DMA).

Vzorky byly extrahovany roztokem kyseliny chlorovodikové, amitraz a jeho rozkladné
produkty byly v t¢émz kroku hydrolyzovany na 2,4-DMA. Ten byl zakoncentrovan po
zalkalizovani technikou SPME v parni fazi a stanoven plynovou chromatografii s hmotnostni
detekci.

Vysledky:

Vysledky jsou uvedeny v nanogramech 2,4-DMA na | g vzorku a jsou korigovany na vytéznost
extrakce (78%).

Tabulka 2. Koncentrace metabolitu amitrazu (2,4-DMA) ve vybranych vzorcich v¢eliho vosku

Material Lokalita a popis Koncentrace DMA (ng.g™")

1 Mezistény Pekatov, vosk od vcelare 4,2

2 Vosk vytaveny z plastt Dol, divoéina bez mezistén 8,7

3 Vosk vytaveny z plastt Dol, divoéina bez mezistén 8,5

4 Vosk vytaveny z plastt Dobiis, bézné plasty 4,1

5 Vosk vytaveny z plastl Dobiis, smes plasti 20,5

6 Mezistény Firma WAKO, vicka plasti 3,8

7 Mezistény Firma Skola, komer&ni mezistény 16,3

8 Mezistény Firma Vasek, komeréni mezistény 11,9

9 Mezistény Firma Kieweg, Rakousko "BIO" 2,4

10 Mezistény Firma Kassl, Rakousko, komerce 34,6
11- 30 | Vosk z vyroby mezistén | riizny, blize neznamy puvod 4,5az172

Diskuse

Dosazeny detek¢ni limit vyvinuté analytické metody LOD = 0,3 ng.g-1 a limit kvantifikace
LOQ =1 ng.g-1 =1 ppb v tak slozité matrici jako je vosk je mozné povazovat za vynikajici
vysledek. Prace je zaslana k publikaci v ¢asopise Analytica Chimica Acta (Impact factor 2004:

2.588)
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Vzhledem k tomu, Ze amitraz ma vyhldSenou maximalni ptipustnou koncentraci MLR v medu
200 ppb je metoda schopna zachytit jiz zat€z od necelého 1 % povoleného limitu. Ani nejveétsi
nalezena kvanta DMA ve vosku nepfesahla hygienického 20 % limitu. Pfitom pfechod DMA
z vosku do medu neprobihd v méfitelnych kvantech. Nebyl prokdzéan ani v modelovych
experimentech s uméle ptipravenou zvysenou zatézi DMA ve vosku.

V tabulce 2 jsou uvedeny vysledky voski riizného, ale definovaného ptivodu.

Nalezy ve voscich z celé CR kolisaly od 4 do 20 ppb, nejméné zatizen byl vosk mezistén
vyrobenych z vicek mednych plasti. Tento vosk (fadek 4), podobné jako vosk deklarovany
jako "bio" (tfadek 6), jiz pfedstavuje v podstaté ptirozené pozadi stop DMA, které mohou
pochdzet i z ptirody a agrochemikalii. Toxikologicky a hygienicky nemaji tato kvanta zadny
vyznam.

Nejvétsi nalezené mnozstvi DMA bylo v zahrani¢nich mezisténach (fadek 10), piestoze
amitraz neni v Rakousku registrovan. Ani zde vSak nedosahuje nalezené¢ mnozstvi pétinu

limitu.

2. Stanoveni rozkladnych produkti amitrazu v propolisu

Spoluprace: ZU Usti nad Labem, Purus Blu¢ina

Pti vyvoji metodiky stanoveni se ukézalo, Ze ve vosku mulize pii zpracovani v roztaveném stavu
spole¢né s vodou v kyselém prostfedi dochdzet k hydrolyze amitrazu a produktii postupné
degradace. To je poznatek velmi piiznivy pro situaci, kdy je amitraz pouzivan ve vcelafstvi
dlouhodob¢ a je recyklovan pres zpracovani a vyrobu mezistén. Abychom ovéfili hladinu
zatizeni amitrazem na dal§im vcelim produktu, analyzovali jsme propolis, ktery se
nezpracovava jako vosk, ale tézi se ve vCelstvech seskrabavanim z povrchu alu. Propolis mize
byt ve veelstvu, narozdil od konzumniho medu, i v dob¢ zimniho oSetfeni vcelstev

predepsanymi metodami

Material:

Vzhledem k variabilité slozeni propolisu a obsahu latek strukturdlné podobnym hledanému
analytu se po fad¢ pokusti ukézalo jako schiidné pracovat se zprimérovanym vzorkem. Pro
vyvoj metodiky a rozbor propolisu byla pouzita homogeniza¢ni metoda, kterou vyvinuli ve

firm¢ Purus pro aplikaci propolisu do svych vyrobkii.

82 vzorky propolisu pochazejici ze véelstev z Moravy a Cech, kazdy po 100 g , byly smichany
a ve zmrazeném stavu rozemlety kulovym mlynem. Smés byla homogenizovana opakovanym

promichénim.
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Z tohoto zdkladniho vzorku byla pfipravena kalibra¢ni fada s definovanym obsahem ptidavkl

amitrazu.

Metodika stanoventi:

Obsah amitrazu a jeho metabolitl vyjadienych jako 2,4-dimethylanilin (2,4-DMA) v propolisu
byl stanoven modifikovanou metodou pouzitou u vosku (odst. 1.1.). Vzorek propolisu byl
extrahovan pufrem o pH 1,5 s pfidavkem 2,4-dinitrofenylhydrazinu. 2,4-DMA byl z extraktu
izolovan po zalkalizovani metodou head space mikroextrakci na tuhou fazi (SPME) a dale

stanoven plynovou chromatografii s hmotnostni detekci.

Obsah je vyjadien v nanogramech 2,4-DMA na | g vzorku (ppb)

Vysledek vySetteni:

Smésny vzorek 1519/05 obsah 2,4-DMA: 41+ 17 ng/g

Diskuse:
Propolis z regionu CR neobsahuje hygienicky vyznamna kvanta amitrazu a jeho rozkladnych

produktt

3. a 4. Stanoveni acrinathrinu a tau-fluvalinatu ve vosku
Spoluprace: VUP Troubsko

Material:
Vzorky vosku z CR a Rakouska :

20 vzorkl mezistén z vyroben v CR

(Veelpo s.r.o.,0Obora, Vasek Kewa Boskovice, Vyrobna mezistén s.r.o0. Strazisko)

7 vzorki z technologickych pokustt VUVE Dol, viz tab. 3

Metodika stanoveni:
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Stanoveni acrinathrinu a tau-fluvalinatu bylo provadéno na plynovém chromatografu GC 6820
firmy Agilent Technology. Nastaveni: kapildrni kolona DB 1, 30 m, teplota 130 °C 1min.,
narust 20°C na 230°C, nartist 0,5°C/1 min. na 250°C. Doba trvani jedné analyzy 60 minut.
Jako standard byl pouzit tau-tau-fluvalinate od firmy Chem Service, acrinahtrin od firmy
Dr.Ehrenstorfer GmbH.

Standardy byly rozpustény ve smési toluen, isooktan 1:1, nastfik 0,1-1 mikrolitr,
Vzorky vosku 0,5 g byly rozpousténo ve 2 ml smési toluen, isooktan.

Nastiik 1 mikrolitr.

Vysledky

20 vzorkl mezistén od firem Vcelpo s.r.o.,Obora, Vasek Kewa Boskovice, Vyrobna mezistén
s.r.o. Strazisko:

Nebyly nalezeny hledané latky (LOD = 0,5 mg/ 1 kg vosku (tau-fluvalinate) resp. 0,1 mg/kg
(acrinathrin)

Tabulka 3

Obsah acrinathrinu a tau-fluvalinatu ve vosku

Vzorek Acrinathrin tau-fluvalinate
1. Smés Dol - staré plasty, taveno 2005 <0,1 mg/kg <0,5 mg/kg
2. Plasty ze vcelstva oSetfené¢ho v r. 2005 Gabonem PF 90 <0,1 mg/kg <0,5 mg/kg
3. Plasty z obalsti Brno-venkov oSetfené v r. 2003 Gab. PF 90, v roce < 0,1 mg/kg <0,5 mg/kg

2004 a 2005 Gab. PA 92 <0, mg/kg <0,5 mg/kg

4. Mezistény - Kovac 2005 <0,l mg/kg <0,5 mg/kg
5. Mezistény Rakousko, firma Schréder 2005 <0, mg/kg > 0,5 mg/kg
6. Libéchov 1997, vyroba z panenského dila <0,1 mg/kg <0,5 mg/kg
7. Komercni mezistény Jablonany 2004 <0,1 mg/kg <0,5 mg/kg

Diskuse:

Nad detek¢nim limitem byl nalezen pouze tau-fluvalinate v rakouském vosku. Tento nalez ma
zcela logické vysvétleni: Rakousko pouzivalo po fadu let pfipravek Apistan s ucinnou latkou
tau-fluvalinate a zatéz ve vosku koluje jesté nyni.

Tento nélez jesté neohrozuje med pii kontaktu s plasty na podobnych mezisténach
vystavénymi.

5. Stanoveni thymolu v medu
Spoluprace: ZU Usti nad Labem

Material:

25 vzorkli medu z modelového pokusu s aplikaci thymolu (popis je v tabulce 4)
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Metodika:

Vzorky byly po SPE ¢isténi analyzovany metodou HPLC s UV detekei. Pro konfirmaci
pozitivnich nalezti thymolu byla pouzita technika SPME / GC- MS.

Hodnoty jsou uddny v mg/kg medu a jsou v tabulce 4

Vysledky:
Tabulka 4
Vzorek | Lokalita |Aplikace thymolu Ul gislo Pozice Nalez
odbérového mista| thymolu
Vv Ulu mg/kg
1|Dol krystalicky 64 6-1 0,3
2|Dol krystalicky 64 6-1 0,2
3|Dol krystalicky 64 1-1 2,3
4(Dol krystalicky 64 1-2 1,8
5|Dol krystalicky 64 10-1 <0,2
6|Dol krystalicky 64 10-2 <0,2
7|Dol krystalicky 68 6-1 <0,2
8|Dol krystalicky 68 6-2 <0,2
9|Dol krystalicky 68 1-1 0,5
10|Dol krystalicky 68 1-2 0,9
11|Dol krystalicky 68 10-1 <0,2
12|Dol krystalicky 68 10-2 <0,2
13|Dol negativni kontrola Zentiva 1237/05 <0,2
14|Dol negativni kontrola 59 6 <0,2
15|Dol negativni kontrola 59 1 <0,2
16|Libéchov |krystalicky 12 2 <0,2
17|Libéchov |krystalicky 12 7 <0,2
18|Libé&chov |krystalicky 13 2 <0,2
19|Libéchov |krystalicky 13 7 <0,2
20|Libéchov |Apilife VAR 27 3 <0,2
21|Libéchov |Apilife VAR 27 5 <0,2
22|Libéchov |Apilife VAR 28 2 <0,2
23|Libéchov |Apilife VAR 28 6 1
24|Libéchov |negativni kontrola 31 3 <0,2
25(Libéchov |negativni kontrola 31 4 <0,2
Poznamky k tabulce:

Zentiva: vzorek medu z kontrolované produkce pro farmaceutické ucely
Krystalicky thymol byl aplikovan v ramkové kapse.
Piipravek ApilifeVAR je komeréni italsky preparat piipravovany k registraci v CR

Diskuse

Naélez rezidui thymolu v medu po jediném oSetfeni véelstva je zavazny problém, ktery je nutno
zohlednit pfi dalsim vyvoji aplika¢nich metod a podminek pfipadného pouziti.

Pouziti thymolu predstavuje hygienické riziko
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6. Stanoveni fumagillinu v medu

Spoluprace: Nemocnice Homolka, ing. Pehal

Material: modelova vcelstva kvantitativné krmena terapeutickou davkou ucinné latky
(komeréni ptipravek Fumidil B, Ceva, Recko), Standard: amoniova stl fumagillinu p.a.
(Sigma)

Pro analyzu je pouzita aniontova derivatizace v nizkém pH a plynova chromatografie

s hmotnostni detekeci.

Soubor vzorkd z pokusnych vcelstev predstavuje odbéry pied aplikaci, pti aplikaci a dalsi
odbéry, které nyni budou provadény az do 1éta ptistiho roku.

V. Komentar k ¢erpani finan¢nich prostiedku

Néklady na tento ukol jsou sledovany v interni analytické evidenci a byly ¢erpany
v souladu se smlouvou ve vysi 398 650,- K¢ véetné DPH. Z uvedené ¢astky nebyly
placeny Zadné investi¢ni naklady.

Naéklady na feSeni (v¢etné DPH) :

1. Material 42300 K¢
2. Prace (osobni naklady) 154 225 K¢
3. Rozbory provedené externimi laboratofemi 117 900 K¢
4. Rezie 30 % (mimo ad 3.) 84 225 K¢

VI. Zavéreéné shrnuti

Poznatky ziskané realizaci tohoto tkolu zdsadnim zpiisobem zlepSily znalosti o problematice
rezidui 1éCiv proti véelim chorobam ve vcelich produktech.

Vyvinuté metodiky je mozno kdykoliv pouzit pro dal$i monitorovaci, kontrolni a vyzkumné
projekty.

Prace budou pokracovat ve spolupraci s vySe zminénymi partnery, Statni veterinarni spravou a
a Statni zemédélsko-potravindiskou inspekei.
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