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Nova detekce zivocisnych proteinu

Ustfedni kontrolni a zkuSebni tstav zemédélsky pini v rdmci své gesce pro krmiva nejen funkci kontrolniho a zkusebniho organu, ale rovnéZ informuje
odbornou vefejnost o novych predpisech a nafizenich. Souc¢asné ma pomahat pfi orientaci v soucasné legislativé a v jejim uplatfiovani v praxi. Oblasti,
kde se nedavno vyrazné zménila legislativa, je opétné povoleni zkrmovat masokostni moucku farmovym zvifatium.

Narodni referen¢ni laboratof
pro detekci Zivo&isnych protei-
ntt (NRL-ZP) je jednim z nastro-
ji kontroly pfitomnosti zaka-
zanych Zivocdisnych proteinti
v krmivech. Soucasné plni i dal-

Obr. 1 - Rybi kosti pfi 400nasobném zvétSeni (vlevo) a 200ndsobném zvétseni

§i funkci, je poradnim orgénem
pro evropskou referenc¢ni labo-
ratof (EURL-AP). Aktivné se
Gcastni pfi pfipravé standard-
nich operacnich postupti, které
jsou pak zavazné v celé Evrop-
ské unii.

Laboratof' ma zavedeny dvé re-
feren¢ni metody k detekci Zivo-
¢iSnych komponent. Metodu

Obr. 2 - Zabry pFi 200nésobném zvétseni

star$i, ve své podstaté unikatni
(a zatim nenahraditelnou), mik-
roskopickou detekci Zivocisnych
tkani a moderni metodu polyme-
razové fetézové reakce v redl
ném case (RT-PCR). V soucasné
dobé se laborator dale zdokonali-
la v oblasti detekce ZivociSnych
proteini pomoci metody RT-
-PCR zavedenim nové sekvence
primerti pro detekci DNA prase-
te. Timto krokem se laboratof
nejen srovnala se standardnim

operacnim postupem EURL-AP,
ale nastavila si i limit detekce na
trovni 0,01 %. Zavedeni primerti
pro detekci DNA prasete labora-
tof ovéfila ti¢asti v implementad-
nim testu EURL-AP.

Zavedeni nové detekce
v laboratofi

Laboratof obdrZela v ifjnu 2015
instrukce pro vypracovani nové-
ho postupu detekce. Nasledné
byla upozornéna na zmény v ob-
lasti chemikalii a nakonec byla
prezkouSena ze schopnosti dete-
kovat pomoci novych chemikalii

>

Foto Michaela Ruzkové
pfisluSnou DNA (v tomto pifipa-
dé prasete). Kalibratni kiivka
byla pfipravena z roztokii zasla-
nych EURL-AP. Z ni byl vypo-
éten limit detekce. Pro 0,01%
kontaminaci odpovida péti ko-
piim DNA, pfitomnym v rozto-
ku. Pro predstavu, kalibraéni
roztoky EURL-AP mély koncen-
traci 640 kopii DNA, coZ odpovi-
da 5% kontaminaci krmiva, 170
kopii DNA, coZz odpovida 1%
kontaminaci krmiva, a kone¢né&

Obr. 4 - DrubeZi kost pfi 200 ndsobném zvétSeni
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40 kopii DNA, coZ odpovida
0,125% kontaminace krmiva.
Z kiivek pfistroje na RT-PCR
metodu, kterym je LightCycler
2.0 firmy ROCHE, byl odvozeny
limit detekce, ktery odpovida

37,29 cyklu s tim, Ze kalibra¢ni
roztoky reagovaly ve 32. az 34.
cyklu a kalibra¢ni kiivka nevy-
kazovala Zadnou odchylku. Z to-
ho vyplyva, Ze laboratof pracuje
svédomité a precizné.

Limit detekce byl tedy stano-
ven na hodnoté¢ 37,29 cyklu
a vzorky, které mély nepatrnou
reakci s ¢inidly od 37,30 cyklu

sledkem, ktery NRL-ZP pot&sil.
V testu se Néarodni referen¢ni
laborator stoprocentné shodu-
je s vysledkem poZadovanym
EURL-AP. Této shody bylo do-
sazeno diky Spi¢kovému vyba-
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veni laboratore, ale také diky
zkuSenému personalnimu obsa-
zeni. Na zikladé vyvoje a aktiv-
ni Géasti NRL-ZP lze konstato-
vat, Ze laboratof je schopna
dostat svym zavazkiim a v sou-
casné dobé rutinné provadét jiz
detekci DNA prasete v souladu
s EURL-AP. Stile je v8ak nutné
mit na paméti, Ze RT-PCR je do-

Obr. 3 - Supina pfi 200nésobném zvétSeni  Foto Michaela Rizkova

do 50,00 cyklu, byly jiZ negativ-
ni. Pokud ale reagovaly do 37,29
cyklu, byly vyhodnoceny jako
pozitivni.

Uvedeny vysledek umoznil la-
boratofi vénovat se implemen-
taénimu testu EURL-AP. Opako-
vanim uvedeného testu dosla
laborator ke srovnatelnym vy-
sledkiim a mohla vydat vysle-
dek EURL-AP. Evropska refe-
ren¢ni laboratof po mésici
hodnoceni poslala tabulku s vy-

posud metodou, kterd dopliiuje
a uprestiuje nalez z mikrosko-
pické detekce Zivo¢isnych kom-
ponent.

Porovnani metod
mikroskopické a RT-PCR
Metoda mikroskopicki je vy-
razné citlivéjsi, umoziiuje odha-
lit pfitomnost ZivociSnych tkani
v krmivu jiZ na hranici setin pro-
centa. Nevyhodou této metody
je ale skute¢nost, Ze odbornik,

Obr. 5 - Kost savcl pii 200nasobném zvétSeni
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ktery ji provadi, nemiiZe rozlisit
pfitomnost uvedenych kompo-
nent do jednotlivych druhii zvi-
fat. Mikroskopicky Ize neomyl-
né rozlisit rybi kosti (obr. 1)
i dalSi komponenty, napiiklad
Zabry (obr. 2) a Supiny (obr. 3).
Také 1ze spolehlivé rozlisit tka-
né nékterych suchozemskych
ZivoCichil, konkrétné Kkosti pta-
kii — dritbeZe (obr. 4) a kosti
savci (obr. 5).

Naproti tomu u mékkych tka-
ni, jako jsou svaly, mikroskopic-
ki metoda neumoZiuje urcit
ptvod. Zde musi vZdy nasledo-
vat druhid referenéni metoda,
RT-PCR, jejiz pomoci lze na z4-
kladé pfitomnosti DNA v krmi-
vu urdit ptivod kontaminace az
do druhii.

Mikroskopickd metoda je
levnéjsi z hlediska finan¢nich
nékladii, zejména ceny pot¥eb-
nych chemikalii, a také naro¢-
nosti na pfipravu vzorki k roz-
boru. Na druhé strané vycvidit
specialistu-analytika pro mik-
roskopickou metodu vyZaduje
zcela mimofadné naroky, poza-
dovana je zejména jeho preciz-
nost, vytrvalost a schopnost
orientovat se na detail. Uplna
samostatnost specialisty-analy-
tika vyZaduje minimalné ro¢ni
vycvik a nasledné samostatny
trénink, ve kterém prokaze
schopnost zachytit Zivo¢iSnou
tkafi na drovni jedné desetiny
procenta z pitvodni kontamina-
ce krmiva.

RT-PCR je proti mikroskopic-
ké metodé vyrazné selektivnéj-
§i. Principem metody je detek-

ce specifické DNA jednotlivych

druht, a pravé proto ji v drtivé
veétSiné pifpadii musi predcha-
zet metoda mikroskopicka, kte-
rd umozni vyslovit teorii, ¢im
miiZze byt vzorek kontamino-
Van, a teprve nasledné se meto-
da RT-PCR zaméfi na druh zvi-
fete nebo skupiny zvifat, jako
jsou napftiklad piezvykavci. RT-
-PCR je schopna detekce pii-
—— inzerce

tomnosti specifické DNA pii
kontaminaci na hranici deseti-
ny procenta.

Proti metodé mikroskopické
jde o vyrazné draZsi stanoveni.
Néklady na vstupni chemikalie
a ddrzbu laboratofe prevySuji
trojnasobné naklady na mikro-
skopickou metodu. UmoZiuje
vSak dokonceni rozborii krmiv.
Laborator mtiZze vyslovit zaveér,
zahrnujici piivod kontaminace,
a to az do druhové specifikace
zvitat, ze kterych byla maso-
kostni mouc¢ka ptitomna v krmi-
vu pfipravena. .

Hodnocen{ laboratote

Laboratof je schopna velmi
flexibilné reagovat na poza-
davky a trendy vychazejici
z trovné evropské referenéni
laboratofe EURL-AP. Rychlost
zavedeni metody poukazuje
na dobrou pfipravenost tymu.
Zaroveti je v ramci tispéSnosti
v testech EURL-AP laboratof
hodnocena jako jedna ze ti
nejlepsich z celé Evropské
unie. Ustfedni kontrolni a zku-
8ebni dstav zemédélsky v ram-
ci své piisobnosti miiZe za ur-
ditych podminek provadét
vyjma rozbori vzorkii odebra-
nych v ramci tfednich kontrol
i rozbor vzorki a detekci Zivo-
¢iSnych proteinti v krmivech
soukromym subjektim. Labo-
rator miiZe v soucasnosti plnit
v této oblasti i funkci poraden-
skou, a to jak védeckym, tak
odbornym subjektiim.
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vedeni zaméstnancll

moznost ubytovani

Vedouci chovu skotu

Pro zavedenou farmu na Sumavé
hleddme vedouciho chovu masného skotu
(400 matek plemene Limousine).

vedeni plemenitby, teleni krav, vedeni porodu
osetreni telat po porodu a nasledna péce
starost o pastevni arealy, pastvu
zodpovédnost za ekonomiku chovu

aktivni zapojeni do vSech cinnosti vé. manualnich praci

S8 / VS veterinarni nebo zootechnické vzdélani

praxi v oboru, zkusenost s chovem a telenim
flexibilitu, spolehlivost, zodpovédnost, aktivni pfistup
fidicsky prikaz sk. B (sk. T vyhodou)

némcina vyhodou (Skolici pobyty v zahranici)

nadprimérné platové ohodnoceni
B zajimavy bonus dle vysledki (az 400 000 K¢)

Sviij Zivotopis zaslete na e-mail sevicova@agromap.cz
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