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ABSTRACT

This work is part of a project “Determination ofatBred qualitative characteristic AND identificatio
of animal nucleic acid in feedstuffs — seminardturdents” from grant agency of Ministry of Educatio
Youth and Sports of the Czech Republic. The airthisf project is to acquaint the students of bachelo
master and Ph.D. degree at Mendel University ofichdfure and Forestry in Brno with analysis
methods of feedstuff for dog. This report summarizerkflow of arrangement of our project. We
chose the various feedstuffs for dog that wereettly on the market. We determined declared
qualitative characteristic by the help of chemiealalysis and we identified of animal DNA by
polymerase chain reaction (PCR) in feedstuffs. €hemical and molecular analysis of granulated
feedstuffs showed that composition is mostly cqoesling with guaranteed analysis of manufacturer.
But in tinned feedstuffs were found significantfeliences. Declared qualitative characteristic ate n
corresponding with guaranteed analysis of manufactand PCR reaction revealed that the some tins
don't contain the kind of meat which are guararmteananufacturer. The results of this project i
exploited for seminar for students and also re$earc
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UvoD

Ve zpisobu krmeni pisdoslo ve site i v Ceské republice v poslednich letech k podstatnyrnzm.
Stéle ¢tSi oblibu u majitel psi ziskavaji piimyslow vyrabéna krmiva na ukor tradiniho zpisobu
krmeni potravy fipravené samotnym chovatelem. Stimto rostoucinmdeam je i stale vice
diskutovanou otazkou hygiena a zdravotni nezavadmosv. Chov pé se u nasssi velké oblils, a tak
v oblasti vyzivy pé pisobi na naSem trhu hnegkolik vyrobai krmiv spol€né s mnoha zahragmimi
dodavateli.Cesky spatbitel se, na tomtoiphlceném konkuremim poli, bez odbornych znalosti
dokéaZze jen velmi malo orientovat.

Vysledky této prace jsou soasti vzdlavaciho semin@, ktery bude usgédan pro studenty
Mendelovy zensdélské a lesnické univerzity v Bén Hlavnim cilem tohoto semifg je seznamit
studenty jak s chemickymi metodami analyzy krmak s metodami molekulatrgenetickymi a dale
s dietetikou granulovanych i konzervovanych krnkitera jsou utena procesky trh. Nedilnou sa@ast
seminde tedy tvéi vlastni srovnavaci analyzy o dodrzovani povideklarovatelnych jakostnich zriak
krmiva, ugeni pivodu Zivaisné DNA, pokusy nujici se stravitelnosti jednotlivych Zivin u vylbgach
krmiv a optimalizace pouzitych metodik pro podmirdyoratde.

MATERIAL A METODIKA
Krmiva

V experimentu bylo hodnoceno osm kompletnich gmrarych krmiv a Sest krmiv konzervovanych,
které jsou ufeny pro Stiata velkych plemen a jsowsd® dostupnd na nasem trhu. \&fem jsme
se snazili pokryt veSkeré cenoveé réiz@m predpokladanou kvalitu krmiva (viz Tab. 1).

Hodnoceni povinré deklarovanych jakostnich znaki krmiva

Krmiva byla podrobena laboratornim analyzdm na aoztusikatych latek, tuku, popela, vldkniny
a metabolizovatelné energie (viz Tab. 1). Vysledkwlyz byly zgtné porovnavany s hodnotami, které
uvadi vyrobci krmnych sisi na obalu a se séasnou platnou legislativolieské republiky (vyhlaska
¢. 356/2008 kterou se provadi zédkon o krmivécB1/1996 Sb. ve zni pozdjSich gedpisi). Z této
vyhlasky byly gevzaty i metodiky stanoveni jednotlivych Zivin (Viab. 2) a pro kori@é porovnani
byly hodnoty stanoveny v 100 % suSin

Izolace a stanoveni fitomnosti DNA ZivogiSnych druha v krmivu

Vzorky krmiv byly podrobeny molekularni analyze madjici extrakci DNA, testovani metodou
multiplex PCR a hodnoceni pomoci elektroforézy garazovém gelu. Pro izolaci DNA z krmiva bylo
v prvni fazi vytipovano Sest izalaich kitl, které jsou dostupné na nasem trhu. Pro testaczlpleny
kity riznych firem utené jak na izolaci DNA z tkani, tak z potravitii Whéru byl kladen éraz, mimo
riznorodosti, také n&asovou narnost izolace a na cenu kitu. Pouzity byly systénmjomkové
i bezkolonkové izolace. 1zolace byla pro¥éd dle standardniho protokolu u¥aého vyrobcem Kkitu.
Koncentrace &istota izolat byla detekovana spektrofotemetricky néspoji GeneQuant (Pharmacia



Biotech). Kvalita izolace nukleovych kyselin byla&ena na 1 % agar6zovém gelu a dale pomoci
polymerazovéetizové reakce (PCR).

Stanoveni fitomnosti DNA Ziva@iSnych druli v krmivech bylo testovano pomoci polymerazové
fetizové reakce (PCR). Zipodnich publikaci (Matsunaga et al. 1999; Dalmassoal. 2003,
Rodruguez et al. 2003) bylyfgvzaty primery a podminky reakce PCR (viz Tab.B3)a testovana
specifita primelt a moznosti jejich vyuziti. Podminky PCR reakceybyhle optimalizovany pro nasi
laboratd.

Stanoveni stravitelnosti jednotlivych ziviny v krmivu

Ucinek krmného zasahu byl sledovan na zékktdavitelnosti jednotlivych Zivin. Modelovy pokiby!
proveden v souladu s metodikou dle Zakona na oahzaiiat proti tyranic. 246/1992 Sb. Do pokusu
byla z&azena fena neapolského mastina ¥kuv4 - 5 ngsidi. Pokusné sledovani bylo razeno
na gipravnou fazi (5 dni) a vlastni sledovani (5 dijo vyloweni stresu zjsobeného zimou
vngjSich podminek, bylo po dobu pokusu z&jigt konstantni progdi. Po dobu pokusu byly sledovany
zakladni vstupni Udaje (speba krmiva, mnozstvi vyki).

Pred za&atkem pokusu byly odebrany vzorky vybranych krmivbyy u nich provedeny rozbory
na obsah z&kladnich organickych Zivin (NL, viaknimyku, suSiny a popela). Analyzy a chemicka
stanoveni byla provedena podle z&sad, které uvAGIBROVSKY a kol. (1990) a podle vyhlasky
Ministerstva zergdélstvi ¢. 356/2008Sb. (viz Tab. 2). Kompletni krmné &gi a zdravots nezavadna
voda byly podavany dle krmného navodu uvedenéhoboam. Zbytky nesezranych krmiv a vykaly
byly odebirany, vazeny a suSeny. Vykaly byly poémp laboratornim analyzam pro stanoveni
koeficienti stravitelnosti organickych zivin (suSiny, NL, vidiky, tuku a popela). Zbytky krmiv byly
vazeny pro zjidii ¢istého pijmu krmnych smisi. Uvedeny pokus slouzil pouze jako modelovy pokus
pro &ely vyuky seminge.

VYSLEDKY A DISKUZE
Hodnoceni povinré deklarovanych jakostnich znaki krmiva

Vyhodnoceni a porovnavani skétého obsahu zivin s obsahem uvedenym na obale &rimw
provadin podle vyhlasSky. 356/2008 Sb. iflohy ¢. 8 — Tolerance pro jakostni znaky u kompletnich
a dopfikovych krmiv pro doméci zidta. V Tab. 4 a Tab. 5 jsotlervenou barvou ozdany
nevyhovujici zji&né hodnoty.

Jak je z prvniho pohledu patrné, s dodrzovani abskgklarovanych jakostnich znaknaji problémy
predevSim vyrobci konzervovanych krmiv, kde ne&pé hodnoty kolisaji té& u vSech Zivin.
Granulovana krmiva byla pafmé vyrovnana, ovSem ve vSech jsme se setkali s niabsahem tuku,
nezéavisle naiedpokladané kvalita ce’ krmiva. Obsah detekovaného tukuiza byt z¢asti zavisly
na pouzité metad kdy pi detekci dle Twisselmana jsou zpravidla stanovieoénoty nepatm nizsi
nez (i stanoveni kyselou hydrolyzou. Tento rozdil je al&rmiv obsahujicich do 30 % tuku t&m
zanedbatelny. Ve srovnani se sacharidy (17 kJ/gulsg vyzna@uji az dvojnasobnou energetickou



hodnotou, coz znamend, Ze norma tuku pro rostoygshdoy se #a pohybovat od 5,9 — max. 20 %
a pro dusikaté latky do 30 %. Vzhledem k tomu, ggeslnd o testovana krmivacena pro &ata
velkych plemen, netio by se stat, Ze budeme dopfené davkovani tuku a bilkovinfgsahovat.
U rostoucich p$ a dvojnasob®to plati pro velkd plemena je velmildzité, aby kosterni tk&nbyly
pln& vyvinuté div, nez se zZme rozvijet a tviit mohutna svalovina. Tim, Ze budeme p#ekpmovat
tukem a bilkovinami docilime mohutného nastupu liycsvaloviny a nelplného dovyvinuti kostry,
kterd se pod tihou svalzatne dive ¢i pozdji bortit. Proto je velmi édlezité, aby &n¢ piijimalo
vyvazena krmiva a jejich davkovani bylo provad dle krmného navodu vyrobcefigadré dle
energetické paoeby pro konkrétniho jedince. Pokud dochéazi flekpmovéani tukem v pozgbich
obdobich, kdy je skelet psa plnyvinut, ¢asto se setkdvame s obezitou, pokud pes nema moznos
dostaténého vydeje energie. Jak je ze Zjiich hodnot patrné, vysoké obsahy dusikatych lateku
byly stanoveny fevazri v konzervovanych krmivech, proto Ize konstatovatkonzervovana krmiva
jsou pro &tnata méd vhodna.

Pokud vezmeme v potaz vyrobni postup granuli a é&wnziojdeme ke zji8hi, Ze vlivem tepelnych
Uprav @i vyrobé konzervovanych krmiv dochazi ktgim ztratam vitamiin které jsou pro 8hé
nezbytg dulezité. Ri extruzi (vyroba granuli) je zde jednou z moznodtidani termolabilnich
komponent krmné sisi nastikem po tepelném oSeni.

Vlaknina by v krmivu pro psy netfa klesnout pod 2 %, optimum 3 - 5 %. Pokud semné snisi
pohybuje vlidknina nad 5 %, dochazi ke snizeni isélaosti ostatnich zivin a ke zvySeni mnoZstvi
vykali.

Izolace a stanoveni fitomnosti DNA ZivogiSnych druhi v krmivu

Hlavni problém analyzy a detekce DNA zik&nych drufi v krmivu, je kvalita a kvantita extrahované
DNA, protoze molekuly DNA jsou vystaveny degradami tepelném oSéeni krmiva. Jako
nejvhodrjsi kit pro extrakci DNA z krmiv byl vybran Nucl&pin Food (MARCHEREY-NEGEL),
jehoz nespornou vyhodu mimo vysoké kvality extrama@ DNA, je i velmi kratkd doba inkubace
krmiva s lyz&nim pufrem (pouzetp hodiny).

Identifikace jednotlivych zivé&iSnych druli je zaloZzena na velikostech PCR produktteré jsou
charakteristické pro dany druh, a diky rozdilnyrikestem produki PCR Ize jednotlivé druhy snadno
detekovat. Proto byla ¢iena specifita a vhodnost pouziti vybranych primevSechny zvolené
primery byly navrZzeny na stabilni Usek mitochondii®NA v oblasti genu pro cytochrom b a 12S
rRNA. Ukazalo se, Ze pouze primeriepzaté z pvodni publikace Matsunaga et al. (1999) jsou vhodné
pro detekci ziveiSnych druli, protoze vytvBi specificky produkt pouze s DNA druhu, pro jehoz
detekci jsou ufeny. Primery pevzaté z publikaci Dalmasso et al. (2003) a Rodmget al. (2003)
vytvéii specificky produkt s DNAtznych zZiv@iSnych druli, proto jsou pro druhovou identifikaci
nevhodné (viz Obr. 1).



Obr. 1 Ovreni specifity primet

kruta i makrela

12SrRNA
12_ST 12_SC
M50 kure krata prase kan makrela ovce koza kure krata

CYTB

primer_P primer_B
M50 kan makf\ela kue krita skot prase (0 makrela koza ovce

Pomoci metody PCR byly u testovanych krmiv idekafiany DNA Zziva@isnych druli dle svych
charakteristickych velikosti PCR prodikt koza 157, kte 227, skot 274, ovce 331, prase 398 k
439 bp a vysledky byly porovnany s deklarovanynzesidm. Slozeni krmiv deklarované vyrobcem
a vysledky jednotlivych analyz detekce #iigmych drufi v krmivech pomoci PCR reakce zobrazuje
Tab. 6, 7, 8 a 9. Hlavni sloZzkou granulovanych krpio Stiata velkych plemen je keci maso

a kureci DNA byla skuténé ve vSech krmivech detekovana. Pouze v krniiglo 7, uvadi vyrobce jako
jednu ze slozek mléko, DNA skotu vSak v krmivu #etéina nebyla. U konzervovaného krmiialo

2 nebyla nelezena DNA prasetékaliv vyrobce uvadi ve slozeni vyrobku pouze feef¢ maso a stefn
tak u konzervovaného krmivéislo 6 nebyla detekovana jefth DNA, piestoze vyrobce uvadi,
Ze konzerva obsahuje jelih maso. U &chto vyrobki Ize tedy pedpokladat poruSeni deklarované
receptury vyrobcem, a to ndhradou jakostniho drohsa za maso m&hodnotné.

Stanoveni stravitelnosti jednotlivych ziviny v krmivu

Stanoveni stravitelnosti jednotlivych Zivin jsmeopadili u tiech vybranych granulovanych krmiv
(vzorek &. 4, 6, 8). VSechny vzorky z pohledu stravitelnastipovidaji BZnym charakteristikam.



Stravitelnosti tuku zavisiipdevSim na podilu hodnotnych nenasycenych mastkyadlin. Dusikaté
latky jsou pro psy velice lehce stravitelné a vehmédnotné fedevsim v podabzpracované svaloviny.
Méng stravitelné jsou pak upravované chrupavky a Slablejlepsi stravitelnost dusikatych latek, tuku
a vyuzitelnosti energie vykazoval vzoreks.

ZAVER
V experimentu bylo hodnoceno osm kompletnich gararych krmiv a Sest krmiv konzervovanych.

Tato krmiva jsou ufena pro kategorii &tiat velkych plemen a jsou¢iné dostupna na naSem trhu.
Vybérem jsme se snazili pokryt veSkeré cenové ¢dzppedpokladanou kvalitu krmiva.

Nami provedené analyzy prokazaly, Ze deklarovangabbzivin nedodrzuji fiedevSim vyrobci
konzervovanych krmiv, kde deklarované hodnoty neetinji skuténosti ténst u vSech Zivin.
Hodnoty zivin deklarované vyrobcem a naméamé hodnoty u granulovanych krmiv byly pam
vyrovnané, pouze u vSech krmiv jsme zaznamenadi oiisah tuku, nezavisle ngegdpokladané kvalit

a cert krmiva. V konzervovanych krmivech byly stanovenyseké obsahy dusikatych latek a tuku
a |ze tedy tato krmiva pro&tata velkych plemen oztiiaza mér vhodna.

Hlavni slozkou granulovanych krmiva pro nami zvalerkategorii p8 je kufeci maso a kieci DNA
byla skuténé detekovana ve vSeclichto vyrobcich. U dvou konzervovanych krmiv bylaS#no
poruseni deklarované receptury, a to nahradou faltmsdruhu masa za maso raérodnotné.
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Tab. 1 Sledované deklarované znaky u jednotliviriivk

Tab. 2 Sledované organické Ziviny krmiva

Oznageni Kompletm’ granylovana Konzervov_ané krmiva Sledované deklarované jakostni
krmiva (K €/kg) (Ké/kg) znaky

vzorek €. 1 143,2 114,6 Susina/vihkost (%)

vzorek €. 2 141 97,5 Popel (%)

vzorek €. 3 116,3 66,1 N-latky (%)

vzorek €. 4 80 42,5 Tuk (%)

vzorek €. 5 58,88 35 Vlaknina (%)

vzorek €. 6 55,55 31,7

vzorek €. 7 43,26

vzorek ¢. 8 39,86

Tab. 3 DNA sekvence prinder

Zivina Metoda analyzy

Sugina zbytek po odpafeni vihkosti za konstantni teploty (103 ‘C+2°C) po
dobu 4 hodin v susarné

Popel vazkové stanoven po zpopelnéni vzorku pfi teploté 550 °C v

elektrické muflové peci za pfedepsanych podminek
N-latky obsah dusiku stanoveny metodou Kjeldahla, vynasobeny faktorem
6,25
Tulk vazkové stanoven na extrakénim pfistroji podle Twisselmana za
predepsanych podminek
s : : vypocet dle vzorce:
KoefICIent StraVIte|nOStl KS = [( Mirmiva * 2krmlva - mvy’kall] * 2ﬂ’ké\lil) /( Mirmiva * ikrmiva)]*loo

Nazev Sekvence (5'- 3") Gen Odkazy
SIM GACCTCCCAGCTCCATCAAACATCTCATCTTGATGAAA cytochrom b Matsunaga et al. (1999)
G CTCGACAAATGTGAGTTACAGAGGGA cytochrom b Matsunaga et al. (1999)
C AAGATACAGATGAAGAAGAATGAGGCG cytochrom b Matsunaga et al. (1999)
B CTAGAAAAGTGTAAGACCCGTAATATAAG cytochrom b Matsunaga et al. (1999)
S CTATGAATGCTGTGGCTATTGTCGCA cytochrom b Matsunaga et al. (1999)
P GCTGATAGTAGATTTGTGATGACCGTA cytochrom b Matsunaga et al. (1999)
H CTCAGATTCACTCGACGAGGGTAGTA cytochrom b Matsunaga et al. (1999)
Fish TAA GAG GGC CGG TAAAAC TC 12S rRNA Dalmasso et al. (2003)
Fish GTG GGG TAT CTAATC CCAG 12S rRNA Dalmasso et al. (2003)
12SFW CCACCTAGAGGAGCCTGTTCT(AG)TAAT 12S rRNA Rodrguez et al. (2003)
12SC CCGTCTTAAAGTGAGCTTAGCGG 12S rRNA Rodrguez et al. (2003)
12ST TTGAGCTCACTATTGATCTTTCAGTTT 12S rRNA Rodrguez et al. (2003)
12Ss GTTACGACTTGTCTCTTCGTGCA 12S rRNA Rodrguez et al. (2003)




Tab. 4 Srovnani deklarovatelnych jakostnich #nak granulovanych krmiv mezi laboratornim
stanovenim Zivin a hodnotami uvedenymi vyrobceobak (hodnoty jsou uvedeny v 100 % s&jSin

Oznaceni Popel (%) N-latky (%) Tuk (%) Vlaknina (%)
vzorek €. 1 6,54 /6,27 30,30/ 32,00 10,76 / 14,04 3,11/2,92
vzorek €. 2 5,58 /6,52 27,04/ 28,26 11,96 /15,22 2,38/2,72
vzorek ¢. 3 7,22/7,65 29,95 /31,69 12,29/ 16,39 2,71/3,28
vzorek €. 4 8,49/8,70 32,38/32,61 17,62 /19,57 2,59/2,17
vzorek €. 5 7,07/7,72 24,67 1 26,41 11,63 /15,54 2,66/2,93
vzorek €. 6 7571778 27,60/ 28,89 11,09/ 15,56 2,64/3,89
vzorek €. 7 8,08/6,74 28,56 / 31,46 10,95/ 15,73 2,93/2,25
vzorek €. 8 7,50 /10,00 29,08 / 28,89 12,58 /17,78 2,59/3,89

*hodnota stanovend laboratorni analyzou / hodnota uveden& vyrobcem

Tab. 5 Srovnani deklarovatelnych jakostnich #natonzervovanych krmiv mezi laboratornim
stanovenim Zivin a hodnotami uvedenymi vyrobcenbahi (hodnoty jsou uvedeny ve 100 % sHSin

Oznaceni Popel (%) N-latky (%) Tuk (%) Vlaknina (%)
vzorek €. 1 9,88/11,05 41,25/52,63 38,27 /21,05 2,05/2,11
vzorek €. 2 7,40/7,27 45,91/ 45,45 43,22 /31,82 4,11/2,27
vzorek €. 3 5,49/8,41 31,90/ 55,99 23,29/39,74 1,87 /2,00
vzorek €. 4 7,99 /15,00 33,11/37,50 22,45/27,00 3,21/5,00
vzorek €. 5 13,55/ 15,00 31,56 /37,50 29,29 /27,00 2,82/5,00
vzorek ¢. 6 7,90/12,11 25,33/36,84 22,23/ 28,95 2,46 /3,68

*hodnota stanovend laboratorni analyzou / hodnota uvedena vyrobcem

Tab. 6 Slozeni granulovanych krmiv deklarované lwgem

Oznaceni Slozeni deklarované vyrobcem

vzorek €. 1 drubezi maso a produkty driibeZiho pavodu, driibeZi tuk, lososovy olej

vzorek €. 2 kure, rybi moucka, Zivocisny tuk, suSend vejce, kufeci vnitfnosti

vzorek €. 3 maso a vyrobky Zivocisného puvodu, oleje a tuky

vzorek €. 4 dribezi maso a produkty dribeziho pivodu, suSena vejce,dribezi tuk, lososovy olej
vzorek ¢. 5 kureci a krati moucka,vnitfnosti, Zivocisny a rybi tuk, vaje¢na hmota

vzorek ¢.6 kufeci maso, Zivocidny tuk, vedlejSi vyrobky Zivocisného plvodu, rybi tuk a bilkoviny, susené vejce
vzorek €. 7 maso a vyrobky Zivocisného puvodu, kufeci maso, mléko a mlé¢né derivaty

vzorek €. 8 maso a vyrobky Zivo¢isného puvodu, dribezi moucka, oleje a tuky, ryby a vedlejsi vyrobky z ryb




Tab. 7 Slozeni konzervovanych krmiv deklarovangoegm

Oznaceni

Slozeni deklarované vyrobcem

vzorek ¢

maso a vyrobky Zivoc¢iSného puvodu, hovézi, kufeci a krali¢i maso

vzorek ¢

veprové maso

maso a vyrobky Zivo¢iSného pdvodu, zvéfina

vzorek ¢

hovézi maso, dribezi jatra, vedlejsi zivociSného produkty

.1
.2
vzorek €. 3
.4
-

vzorek ¢

maso a vyrobky Zivo¢isného puavodu, kufeci a kriti maso

vzorek ¢.6

maso a vyrobky Zivoc¢isného putvodu, jehné¢i maso

Tab. 8 Identifikovana DNA Zivignych druki v granulovanych krmivech

. Identifikace DNA ZivociSného druhu
Oznaceni
koza kure skot ovce prase kan
vzorek €. 1 - + - - + -
vzorek €. 2 + + - - + -
vzorek €. 3 + + - - + -
vzorek €. 4 - + - - + -
vzorek €. 5 - + - - + -
vzorek ¢.6 + + + + + -
vzorek €.7 - + - + -
vzorek ¢€.8 - + + - + -
Tab. 9 Identifikovana DNA Zivignych druli v konzervovanych krmivech
- Identifikace DNA Zivo¢iSného druhu
Oznaceni —
koza kure skot ovce prase kun
vzorek €. 1 - + - + -
vzorek €. 3 - + + - + -
vzorek €. 4 - + + - -
vzorek €. 5 - + + - - -
vzorek ¢€.6 - + + - + -

Tab. 10 Srovnani stravitelnosti jednotlivych zwgnvybranych granulovanych krmivech

Oznaceni Popel (%) N-latky (%) | Tuk (%) |Vlaknina (%) |Ener gie (MJ/kg)
vzorek €. 4 40,22 80,28 91,52 45,98 85,93
vzorek €. 6 45 88,57 94,91 29,08 89,24
vzorek €. 8 41,73 87,39 91,7 40,49 86,1




